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RESUMO

Aceria guerreronis Keifer ¢ praga importante da cultura do coqueiro, causando perdas em
diversas regidoes do Brasil e no mundo. Recentemente, outra praga do coqueiro foi introduzida no
Brasil, Raoiella indica Hirst, representando uma ameaga a cocoicultura nacional. Apesar da
importancia de A. guerreronis para a cocoicultura brasileira, ndo ha estimativa das perdas
causadas por este acaro no Brasil e estudos sobre a viabilidade do controle quimico. O controle
bioldgico ¢ uma alternativa no manejo de A. guerreronis. Os acaros Neoseiulus paspalivorus (De
Leon) e Neoseiulus baraki (Athias-Henriot) sdo os predadores mais importantes associados a 4.
guerreronis no Brasil e no mundo. Amblyseius largoensis (Muma) ¢ o predador encontrado com
maior frequéncia associado a R. indica em diversos continentes. A identificagdo precisa dos
predadores e o conhecimento da variabilidade genética sdo passos importantes em programas de
controle bioldgico. Os objetivos deste estudo foram estimar as perdas causadas por A. guerreronis
ao coqueiro ando verde, efetuar uma analise econdmica dos custos envolvidos no controle
quimico, assim como confirmar o status taxondmico e conhecer a variabilidade de populacdes de
N. paspalivorus (Brasil), N. baraki (Brasil, Asia e Africa) e A. largoensis (Américas, Asia e ilhas

do Oceano Indico) através de uma abordagem integrativa, combinando analises morfométricas



univariadas e multivariadas, analises moleculares e testes de cruzamentos. Foi observada redugao
de 60% no niimero médio de frutos por planta e de 28% no volume de albumen liquido na area
sem o controle quimico, sendo a receita liquida 69% superior com o uso de abamectina. A
abordagem integrativa indicou variabilidade intraespecifica entre populacdes do Brasil
classificadas como N. paspalivorus, populagdes de N. baraki do Brasil, Sri Lanka e Africa, exceto
para uma das populagdes da Africa (Benim), e entre populacdes de A. largoensis das Américas,

Asia e ilhas do Oceano Indico.

PALAVRAS-CHAVE: Controle quimico, controle biologico, morfometria, marcador

molecular, variabilidade genética, Neoseiulus, Amblyseius,

Raoiella indica

1



LOSSES CAUSED BY Aceria guerreronis (ACARI: ERIOPHYIDAE) IN COCONUT (Cocos
nucifera L.) AND INTEGRATIVE TAXONOMY OF PREDATORS MITES (PHYTOSEIIDAE)
by
DANIELA DUARTE MONTEIRO REZENDE
(Under the Direction of Professor Manoel Guedes Corréa Gondim Jr.)

ABSTRACT

Aceria guerreronis Keifer is important pest of coconut, causing losses in several regions of
Brazil and in the world. Recently, another pest of the coconut palm was introduced in Brazil,
Raoiella indica Hirst, representing a threat to national coconut crop. Despite the importance of A4.
guerreronis in coconut crop Brazilian, there is no estimate of losses caused by this mite in Brazil
and studies on the viability of the chemical control. Biological control is an alternative in the
management of A. guerreronis. The mites Neoseiulus paspalivorus (De Leon) and Neoseiulus
baraki (Athias-Henriot), are the most important predators associated with A. guerreronis in Brazil
and in the world. Amblyseius largoensis Muma is the predator found most often associated with R.
indica on several continents. Accurate identification of predators and knowledge of genetic
variability are important steps to ensure the success of biological control programs. The objectives
of this study were to estimate the losses caused by 4. guerreronis on the green dwarf coconut,
making an economic analysis of the costs involved in chemical control, and confirm the
taxonomic status and know the variability of N. paspalivorus (Brazil), N. baraki (Brazil, Asia and
Africa) and A. largoensis (Americas, Asia and Indian Ocean islands) populations through an
integrative approach, combining univariate and multivariate morphometric analysis, molecular

analysis and crosses tests. It was observed 60% reduction in the average number of fruits per plant

111



and 28% in the volume of liquid albumen in the area without chemical control, being the net
revenue 69% higher with the use of abamectin. The integrative approach showed intraspecific
variability between populations from Brazil classified as N. paspalivorus, N. baraki from Brazil,
Sri Lanka and Africa, except for an population from Africa (Benin), and among populations of A.

largoensis from Americas, Asia and Indian Ocean islands.

KEY WORDS: Chemical control, biological control, morphology, molecular marker,

genetic variability, Neoseiulus, Amblyseius, Raoiella indica
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

Aceria guerreronis Keifer (Acari: Eriophyidae) ¢ uma importante praga da cultura do
coqueiro, causando danos e perdas em diversas regides produtoras ao redor do mundo (Navia et
al. 2013). Os principais problemas associados ao ataque de A. guerreronis sdo abortamento e
reducdo no volume de albimen liquido (4gua do coco), albimen so6lido (copra), peso, tamanho e
valor comercial dos frutos (Moore et al. 1989, Haq et al. 2002, Paul & Mathew 2002). As perdas
causadas por A. guerreronis t€m sido estimadas em varios paises (Navia et al. 2013). No entanto,
ha uma caréncia de estudos que estimem as perdas para varios pardmetros de forma simultanea e
correlativa, e especialmente que traduzam essas perdas em valores econdmicos.

O controle quimico ¢ o método mais utilizado no manejo de populagdes de A. guerreronis em
plantios com elevada produtividade. No entanto, o coqueiro ¢ cultivado no Brasil principalmente
por pequenos produtores, que em sua maioria ndo podem arcar com o uso continuo de acaricidas.
Um grande ntimero de pesquisas vem sendo realizado com o intuito de encontrar dcaros predadores
que possam ser utilizados no manejo de populacdes de A. guerreronis (Haq 2001, Ramajaru et al.
2002, Moraes et al. 2004, Negloh et al. 2008, 2010, Lawson-Balagbo et al. 2008, Reis et al. 2008,
Fernando et al. 2010, Silva et al. 2010). Os acaros fitoseideos Neoseiulus paspalivorus (De Leon)
e Neoseiulus baraki (Athias-Henriot) sdo os predadores encontrados em maior frequéncia e
abundancia em associacdo com A. guerreonis em frutos de coqueiro (Moraes ef al. 2004, Lawson-
Balagbo et al. 2008, Reis et al. 2008).

Recentemente, outra praga do coqueiro foi introduzida no Brasil, o acaro-vermelho-das-

palmeiras, Raoiella indica Hirst (Tenuipalpidae), sendo constatada em éareas urbanas de Boa Vista,



em 2009 (Navia et al. 2011). Desde entdo, este acaro vem se disseminando em Roraima, além de
ter sido detectado em 2011, em Manaus (Rodrigues & Antony 2011). Esta praga causa reducao na
produtividade da planta, compromete o desenvolvimento de coqueiros na fase jovem (Sarkar &
Somchoudhury 1988, Sathiamma 1996). Alguns métodos de controle estdo sendo estudados para
minimizar os danos causados por R. indica nas areas recentemente invadidas da América,
destacando-se o controle biologico através de predadores (Carrillo et al. 2010, Mound et al. 2010,
Carrillo & Pena 2012, Carrillo ef al. 2012, Domingos et al. 2013).

A identificacdo precisa dos predadores ¢ um passo importante para garantir o sucesso de um
programa de controle bioldgico (Moraes 1987). Caracteres morfoldgicos sdo comumente usados
para descrever as espécies da familia Phytoseiidae (Chant & McMurtry 1994). No entanto, a
utilizacdo apenas de caracteres morfoldgicos na distingdo de espécies proximas pode ser limitante.
Variagdes expressas ao nivel genético, fisiologico e comportamental podem caracterizar a
separacdo de espécies, e detectar a presenca de espécies cripticas ja relatadas em fitoseideos
(Famah Sourassou et al. 2012). A abordagem da taxonomia integrativa tem possibilitado a
elucidacdo de problemas taxonomicos e a identificagdo acurada de acaros fitoseideos (Navajas et
al. 1999, Jeyaprakash & Hoy 2002, Tixier et al. 2006ab, 2011, Okassa et al. 2009, Okassa et al.
2011). No entanto, estudos envolvendo taxonomia integrativa em acaros fitoseideos promissores
no controle de A. guerreronis e R. indica ainda sdo escassos (Famah Sourassou et al. 2011, 2012,

Navia et al. 2014).

A cultura do coqueiro
O coqueiro, Cocos nucifera L., apresenta elevada importancia agricola, agroindustrial,
socioecondmica e alimentar (Aragdo et al. 2009), sendo cultivado em mais de 12 milhdes de

hectares, em aproximadamente 86 paises (FAOTAST, 2012), e destaca-se como a palmeira de



maior importancia no mundo. A origem geografica do coqueiro ainda ¢ controversa (Child 1974,
Gunn et al. 2011), havendo muitas hipoteses sobre sua origem, contudo a mais provavel ¢ baseada
em evidéncias moleculares que sugerem, como centro de origem, o extremo Sudeste da Asia, nas
ilhas do Pacifico de Papua Nova Guiné (Lebrun et al. 1998, Gunn ef al. 2011).

Os maiores produtores de coco sdao Indonésia, Filipinas, india, Brasil e Sri Lanka
(FAOTAST 2013). O Brasil tem aproximadamente 257.000 hectares plantados (FAOTAST
2013), tendo a Regido Nordeste 84% da area total (Aragdo et al. 2009). A maior parte da
producao brasileira ¢ destinada a industria alimenticia e ao consumo in natura da dgua de coco
(Aragdo et al. 2002). A cultura ¢ adaptada ao cultivo em solos arenosos do litoral nordestino. No
entanto, o aumento do consumo in natura da dgua de coco em diversas regioes brasileiras, tem
estimulado a produgdo em areas consideradas ndo tradicionais (Aragdo et al. 2002, Fontes &
Wanderley 2006), tais como, os perimetros irrigados do Vale do Sdo Francisco, além de outros
localizados na regido semidrida da Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e
Sergipe.

O coqueiro ¢ hospedeiro de diversos insetos e acaros que podem causar danos consideraveis
a cultura (Lepesme 1947). Entre as diversas pragas que podem afetar a cultura do coqueiro no
Brasil estao os acaros fitofagos: A. guerreronis (Robbs & Peracchi 1965, Navia et al. 2005, 2013),
Amrineus cocofolius Flechtmann (Eriophyidae) (Flechtmann 1994, Navia et al. 2005), Retracrus
Jjohnstoni Keifer (Phytoptidae) (Moraes & Flechtmann 2008), Steneotarsonemus furcatus DeLeon
(Tarsonemidae) (Gondim Jr. & Oliveira 2001, Navia et al. 2005), Steneotarsonemus
concavuscutum Lofego & Gondim Jr. (Lofego & Gondim Jr. 2006), Tetranychus mexicanus
(McGregor) (Tetranychidae) (Ferreira et al. 1998) e, mais recentemente, R. indica (Navia et al.

2011).



Acaro-da-necrose-do-coqueiro (Aceria guerreronis)

Dentre os acaros que podem afetar a produgcdo de coco, destaca-se o eriofideo A.
guerreronis (Moore & Howard 1996). Essa espécie foi descrita em 1965 por Keifer, a partir de
espécimes coletados em coqueiros no estado de Guerrero, no México (Keifer 1965). Aceria
guerreronis ¢ considerada uma das principais pragas do coqueiro nas Américas (Moore et al.
1989, Lawson-Balagbo et al. 2008), Africa (Negloh ez al. 2011) e parte da Asia (Haq et al. 2002,
Fernando & Aratchige 2010). No Brasil, seu relato se deu no mesmo ano em que a espécie foi
descrita, sendo encontrado infestando coqueirais no Estado do Rio de Janeiro, Brasil (Robbs &
Peracchi 1965). Logo depois, foi registrado no Estado de Pernambuco (Aquino & Arruda 1967).
Atualmente, 4. guerreronis esta disseminada em todas as regides litoraneas produtoras do pais
(Lawson-Balagbo et al. 2008), no semiarido nordestino, como o perimetro irrigado de Juazeiro
(Bahia) e Petrolina (Pernambuco) (Alencar et al. 1999). Em 1970, foi relatado na Colombia
(Estrada & Gonzalez 1975), em 1976, em Dominica e em 1980 ja se destacava como importante
praga da cultura do coqueiro em Santa Lucia, no Caribe (Moore et al. 1989). Posteriormente, foi
relatada na Costa Rica em 1985 (Schliesske 1988), Jamaica em 1986 (McDonald 1997) e Porto
Rico em 1990 (Howard et al. 1990). Segundo Mariau & Julia (1970), ha evidéncias de que A.
guerreronis foi encontrado em varias regides do continente americano antes de sua descri¢ao
original (Bondar 1940, Ortega et al. 1967, Zuluaga & Sanchez 1971).

No continente africano, o primeiro registro de A. guerreronis também ocorreu logo depois
de sua descri¢ao, em Sao Tomé e Principe em 1967 (Cabral & Carmona 1969). Posteriormente,
foi relatado também em Benim, Camardes, Nigéria e Togo (Mariau 1969) e em poucos anos se
disseminou por varias regides produtoras da Africa (Mariau 1977). Na Tanzania foi relatado na

década de 1990 (Seguni 2000).



No Oriente Médio, ha relatos da ocorréncia de A. guerreronis no final da década de 1980 em
Omi (Al-Shanfari ef al. 2013). Na Asia, onde a cultura do coqueiro assume sua maior importancia
econdmica, a ocorréncia de A. guerreronis foi relatada somente em 1997, primeiramente no Sri
Lanka (Fernando et al. 2002) e logo em seguida na India, onde foi reportada em Kerala
(Sathiamma et al. 1998), disseminando-se rapidamente para outras regides destes pais (Nair ef al.
2002, Ramaraju et al. 2002, Muthiah 2007).

Fémeas adultas de 4. guerreronis tém 205-255 um de comprimento e 36-52 um de largura,
corpo vermiforme, coloragdo branco-leitosa ou levemente amarelada e apenas dois pares de
pernas (Keifer 1965, Moore & Howard 1996). Essa espécie apresenta alta taxa reprodutiva e
rapido desenvolvimento, podendo a fémea produzir até 66 ovos e os imaturos atingirem a fase
adulta em 8-10,5 dias (Mariau 1977, Suarez 1991a, Ansaloni & Perring 2004). No coqueiro, as
colonias de A. guerreronis se desenvolvem no perianto, regido meristematica do fruto, que ¢
coberta pelas bracteas. Inicialmente, os danos provocados pelo acaro sdo manchas branco-
amareladas na epiderme dos frutos de formato, usualmente, triangular. Posteriormente, as
manchas se expandem e tornam-se necrosadas com rachaduras longitudinais, podendo ocorrer
deformagoes e, frequentemente, o abortamento (Moore & Howard 1996). A area necrosada pode
cobrir quase toda superficie do fruto (Howard et al. 2001). As colonias desta praga se expandem
rapidamente por todo o perianto, e os dcaros migram para frutos mais novos da mesma planta ou
para plantas vizinhas (Moore & Alexander 1987). Este acaro também foi encontrado na flecha de

mudas, causando necrose ¢ morte de plantas (Aquino & Arruda 1967).

Perdas causadas por Aceria guerreronis
Os danos causados por 4. guerreronis provocam perdas significativas, em algumas regioes

produtoras de coco no mundo, podendo chegar a valores superiores a 60% da produgdo (Doreste



1968, Hernandez 1977, Julia & Mariau 1979, Moore et al. 1989, Moore 2000, Seguni 2000,
Rethinam et al. 2003, Wickramananda et al. 2007). As perdas sdo mais acentuadas quando as
infestacdes acontecem no inicio do desenvolvimento dos frutos (Mariau 1986). A reducdao no
numero de frutos ¢ uma das perdas associados ao ataque de 4. guerreronis (Moore et al. 1989).
Esses autores registraram redugdes no nimero de frutos de 30% em West Indies, Caribe. Os frutos
ndo abortados podem ter pardmetros de produtividade afetados, como a redugdo do albimen
liquido, albimen solido, peso e tamanho dos frutos, além da reducao do valor comercial (Moore et
al. 1989, Haq et al. 2002, Paul & Mathew 2002). A percentagem de perdas ¢ varidvel em fung¢do
da idade do fruto, variedade da planta, condi¢des climaticas e praticas de controle (Mariau & Julia
1970, Julia & Mariau 1979, Suarez 1991b, Seguni 2000, Ramaraju et al. 2005, Fernando &
Aratchige 2010, Negloh ef al. 2011).

Pesquisas relacionadas a perdas causadas por A. guerreronis sao listadas em Navia et al.
(2013). Na Tanzéania, sdo relatadas perdas na producao de 30% para variedade East African Tall e
de 61% para o hibrido PB121 (Seguni 2000), enquanto na india sdo relatadas perdas de 15-33%
no peso da copra (Rethinam et al. 2003), e de 66,9% no volume de albumen liquido (Ramajaru et
al. 2005). As perdas causadas por A. guerreronis sdo estimadas em varios paises com base em
metodologias e/ou parametros diversos, o que dificulta as comparagdes de dados (Navia et al.
2013). Ha também uma caréncia de informagdes sobre a redu¢do do valor comercial dos frutos,
uma vez que os danos causados por A. guerreronis, além de reduzir a produgdo e diversos
parametros de produtividade, também podem inviabilizar a comercializacdo do fruto in natura,

devido as exigéncias de mercado da industria e dos consumidores.



Controle quimico de Aceria guerreronis

O controle de A. guerreronis ¢ dificil, pois as colonias desta praga se desenvolvem no
perianto, habitat protegido pelas bracteas do fruto (Moore et al. 2000, Ramaraju et al. 2002,
Lawson-balagbo et al. 2007a, Lima et al. 2012). As bracteas agem como uma barreira fisica ao
contato do acaricida com o &caro no perianto, limitando a acdo do produto (Mariau & Tchibozo
1973, Hernandez 1977). A toxicidade dos acaricidas sobre A. guerreronis ocorre durante o
processo de dispersdo, quando o acaro sai do perianto, e entra em contato com o residuo dos
acaricidas na epiderme dos frutos (Silva et al. 2013). Devido a este habito, hd a necessidade de
aplica¢des frequentes de acaricidas, em intervalos curtos de tempo (Herrnadez 1977, Julia &
Mariau 1979, Fernando et al. 2002), o que normalmente eleva os custos de produgdo (Moore &
Howard 1996).

No Brasil, o coqueiro ¢ cultivado principalmente por pequenos produtores, que em sua
maioria ndo podem arcar com o uso continuo de acaricidas. Todavia, o controle quimico ¢ o
método mais utilizado no manejo de populacdes de A. guerreronis em plantios com elevada
producdo e produtividade, e ¢ feito através de aplicagdes direcionadas para a superficie externa
dos frutos de cachos em desenvolvimento (Oliveira ef al. 2012).

A efic4cia de alguns agrotdxicos no controle de A. guerreronis ja foi relatada em varias
pesquisas, tais como quinometionato e monocrotofos na Africa (Mariau & Tchibozo 1973);
dicotrofds, quinometionato e monocrotofés no Caribe (Cabrera 1991); monocrotofos (Nair 2002,
Sujatha et al. 2003), fenpyroximate (Sujatha et al. 2003), azadiractina, carbosulfan, endosulfan e
triazofos na India (Rethinam ez al. 2003). No entanto, a utilizagdo da maioria destes produtos nio
¢ mais permitida no Brasil pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA),
sendo registrados apenas os seguintes produtos para o controle de 4. guerreronis em coqueiro:

Azamax (azadiractina), Envidor (espirodiclofeno), Ortus 50SC (fenpiroximato), Talento



(hexitiazoxi) e Vertimec 18 CE (abamectina) (AGROFIT 2014). Dentre os produtos registrados
no Brasil, o bom desempenho de hexitiazoxi no controle de 4. guerreronis foi relatado em campo,
de forma isolada ou associada a abamectina, enxofre ou fenpiroximato (Moreira & Nascimento
2002). Melo et al. (2012) ressaltaram a alta eficiéncia de abamectina no controle de A4.
guerreronis, sugerindo que o prazo entre as pulverizagdes poderia ser aumentado, reduzindo
assim os custos de produgdo. No entanto, hd uma preocupagdo com relagdo ao uso continuo de
abamectina. Estudos realizados em Petrolina-PE relataram menor toxicidade deste acaricida em
populagdes de A. guerreronis desta regido, indicando possivel selecdo de populacdes resistentes
(Monteiro et al. 2012). Outro ponto relevante na escolha do acaricida ¢ a utilizacdo de produtos
seletivos a inimigos naturais. Pesquisas recentes apontaram os acaricidas fenpiroximato e
clorfenapir como os mais seletivos ao acaro predador N. baraki, dentre aqueles registrados no

Brasil para o controle de A. guerreronis (Lima et al. 2013).

Controle biologico de Aceria guerreronis

O controle bioldgico de A. guerreronis tem sido amplamente estudado, sobretudo apods a
chegada desta praga no continente asiatico, onde a cultura do coqueiro apresenta maior expressao
socio-econdmica. Pesquisas vém sendo conduzidas na Africa (Negloh et al. 2008, 2010),
Américas (Lawson-Balagbo et al. 2008, Reis et al. 2008, Silva et al. 2010) e Asia (Haq 2001,
Ranajaru et al. 2002, Moraes et al. 2004, Fernando et al. 2010), com o objetivo de encontrar
acaros predadores que possam ser utilizados no manejo de populagdes de A. guerreronis. Os
acaros fitoseideos N. paspalivorus € N. baraki sdo frequentemente encontrados em associagao
com A. guerreronis no perianto de frutos de coqueiro (Moraes et al. 2004, Lawson-Balagbo et al.
2008, Reis et al. 2008), enquanto Amblyseius largoensis (Muma) ocorre principalmente nos

foliolos do coqueiro (Moraes et al. 2004, Lawson-Balagbo et al. 2008). Acaros da familia



Melicharidae e Blattisociidae também tém sido relatados em frutos de coqueiros, sobretudo
aqueles abortados, representados em sua maioria pelas espécies Proctolaelaps bickleyi (Bram),
Proctolaelaps bulbosus Moraes, Reis & Gondim Jr., Proctolaelaps longipilis Chant e Lasioseius
subterraneus Chant (Navia et al. 2005, Lawson-Balagbo et al. 2008).

Na Africa, em Benim e Tanzania, foram encontradas as espécies N. baraki, N. paspalivorus
e Neoseiulus neobaraki (Zannou, Moraes & Oliveira) (Negloh ef al. 2008, 2010, 2011) . Na Asia,
no Sri Lanka, foram relatadas as espécies 4. largoensis, N. baraki e N. paspalivorus (Moraes et
al. 2014). Na India, foi relatada a presenca de A. largoensis e N. paspalivorus (Haq 2001,
Ramaraju et al. 2002). Nas Américas, em levantamentos realizados no Norte do Brasil (Roraima e
Rondonia), Coloémbia, México ¢ Venezuela observou-se a predominancia das espécies N.
paspalivorus, P. bickleyi e A. largoensis (Silva et al. 2010). Lawson-Balagbo et al. (2008)
realizaram extensos levantamentos, abrangendo todas as areas de cultivo de coqueiro no norte e
nordeste do Brasil, com o objetivo de determinar a ocorréncia e distribuicao de 4. guerreronis e
de seus inimigos naturais. Cerca de 81% dos é4caros predadores associados a A. guerreronis
pertenciam a familia Phytoseiidae, também com predominancia das espécies N. paspalivorus, N.
baraki e A. largoensis.

O habitat protegido onde as colonias de A. guerreronis se desenvolvem representa um
grande entrave para entrada dos predadores, uma vez que alguns deles sdo maiores que o espago
entre a extremidade distal das bracteas e a epiderme do fruto (Lawson-Balagbo et al. 2007a, Lima
et al. 2012). Contudo, as espécies N. baraki e N. paspalivorus tem o corpo achatado e pernas
curtas em comparagdo aos outros predadores associados ao coqueiro, como, por exemplo, A.
largoensis, sendo portanto mais aptas a acessar o perianto dos frutos (Lima et al. 2012) e
promissoras para utilizacdo em programas de controle biologico de A. guerreronis (Lawson-

Balagbo et al. 2007b).



Acaro-vermelho-das-palmeiras (Raoiella indica)

O écaro-vermelho-das-palmeiras, R. indica, foi descrito em 1924 por Hirst, em Coimbatore,
na [ndia. Posteriormente, este acaro foi relatado em outras regides da ndia, como Gao, Karnataka,
Kerala, Madhya Pradesh, Tamil Nadu e West Bengal (CABI 2014). Foi relatado também em
outros paises da Asia, como Filipinas, Paquistdo, Sri Lanka e Tailandia (Chaudhri 1974, CABI
2014). No Oriente Médio, ha relatos de sua presenga na Arabia Saudita, Emirados Arabes, Ir3,
Israel ¢ Omia (Gerson et al. 1983, Elwan 2000, Arbabi et al. 2002, CABI 2014). Na Africa, foi
encontrado em Benim, Egito, [lha Mauritius, Ilha da Reunido, Suddo, Tanzania e Tunisia (Sayed
1942, Moutia 1958, Pritchard & Baker 1958, Quilici et al. 1997, Zannou et al. 2010, Zouba &
Raeesi 2010). Nas Américas, o primeiro relato de R. indica ocorreu em 2004, na ilha caribenha de
Martinica (Flechtmann & Etienne 2004), logo depois, sua presenca foi registrada em diversas
outras ilhas do Caribe (Etienne & Flechtmann 2006, Rodrigues et al. 2007, Welbourn 2009, de la
Torre 2010, CABI 2014). Em 2007 foi relatada na America do Norte (Welbourn 2009) e America
do Sul (Venezuela) (Vasquez ef al. 2008). No Brasil, sua presenca foi constatada em 2009 nas
areas urbanas de Boa Vista, Roraima (Navia et al. 2011). Posteriormente, foi também encontrado
em Manaus, Amazonas, em 2011 (Rodrigues & Antony 2011). Em 2010, R. indica foi relatada na
Colombia (Carrillo et al. 2011).

Altas infestacdes de R. indica em coqueiro causam amarelecimento intenso das folhas,
seguido de necrose dos tecidos (Flechtmann & Etienne 2004), redugdes na produtividade da
planta, comprometimento do desenvolvimento de coqueiros jovens e até mesmo morte da planta
(Sarkar & Somchoudhury 1988). Raoiella indica ainda ndo afetou areas de grande producao de
coqueiro no Brasil, mas grande atengao deve ser dada ao impacto eminente que pode causar nestas
area, sendo necessarias pesquisas para definir as estratégias de controle a serem utilizadas (Navia

et al. 2014). Dentre as medidas de controle que vem sendo estudadas para minimizar os danos
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causados por R. indica, destaca-se o controle bioldgico, utilizando-se &caros predadores (Carrillo
et al. 2010, Mound et al. 2010, Carrillo & Pefia 2011, Carrillo et al. 2012, Domingos et al. 2013).
Esfor¢os tém sido realizados para identificar e avaliar potenciais agentes de controle
bioldgico de R. indica que possam ser utilizados na regido neotropical (Hoy 2012, Moraes et al.
2012, Taylor et al. 2012). O acaro predador 4. largoensis destaca-se por ser encontrado com
maior frequéncia e abundancia em associagdo a R. indica e estar amplamente distribuido em areas
tropicais e subtropicais do mundo (Gallego et al. 2003, Etienne & Flechtmann 2006, Pefia et al.
2009, Moraes et al. 2012, Taylor et al. 2012), incluindo o Estado de Roraima (Gondim Jr. et al.

2012).

Analises morfométricas para acaros fitoseideos

A morfometria se refere a qualquer andlise quantitativa da variacdo morfologica dos
organismos (Blackith 1965). Atualmente ¢ definida como um modo de analisar a forma e tamanho
de parametros corporais das espécies, permitindo observar variagdes no tamanho de estruturas
consideradas importantes para taxonomia e desta forma auxiliar na identificagdo de espécies
(Zelditch et al. 2004).

As técnicas de analise morfométrica evoluiram ao longo dos anos, desde o estabelecimento
de proporgoes entre as diversas partes do corpo utilizadas nas descrigdes taxondmicas, até as
sofisticadas técnicas estatisticas, as quais utilizam modelos matematicos complexos para explicar
diferencas no tamanho e forma de caracteres. A disponibilidade de novas tecnologias
computacionais possibilitou a andlise simultanea de diversas variaveis, denominadas de analises
de morfometria multivariada. Estas andlises permitem considerar padroes de variacdo e
covariacdo simultdneas de um conjunto de caracteres (Cavalcanti & Lopes 1998). Em estudos

taxonOmicos, as analises de morfometria multivariada mais utilizadas sdo: componentes
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principais, varidveis canonicas e fun¢do discriminante (James & McCulloch 1990). Estas analises
permitem a ordenacdo dos dados morfométricos e a interpretacdo de parametros biologicos
implicitos a morfologia dos espécimes estudados (Blackith & Reyment 1971, Reis 1988).

A Anidlise de Componentes Principais (ACP) consiste em transformar um conjunto de
variaveis originais em outro conjunto de varidveis de mesma dimensdo, denominadas
componentes principais. Estas varidveis sdo deduzidas em ordem decrescente de importancia, de
modo que o primeiro componente principal explique o maximo possivel de variagdo nos dados
originais. Somente os dois ou trés primeiros componentes principais devem ser interpretados em
um senso bioldgico, pois normalmente explicam a maior porcentagem de variacdo nos dados
(Reyment ef al. 1981).

A Anadlise das Variaveis Candnicas (AVC) busca, com base em um grande ntimero de
varidveis originais correlacionadas, obter combinacdes lineares dessas varidveis denominadas
varidveis candnicas, de tal forma que a correlacdo entre essas varidveis seja nula (Khattree & Naik
2000). A AVC difere da ACP pelo fato de ndo considerar as correlagdes entre as variaveis e por
definir os grupos “a priori”, permitindo distinguir as variagcdes dentro dos grupos (Cavalcanti &
Lopes 1993). A AVC possibilita a visualizacdo da magnitude de diferencas entre os grupos
analisados, maximizando as variagdes entre os grupos e dentro dos grupos, além de apontar quais
caracteres morfologicos separam melhor os grupos estudados, o que a torna adequada para
estudos de sistematica (Blackith & Reyment 1971).

A ACP e AVC tém como objetivo comum reduzir a dimensionalidade e tentar explicar a
variagdo morfologica entre os grupos em fungdo de um menor niumero de variaveis construidas a
partir de autovetores, permitindo a interpretacao da esséncia da variacdo morfoldgica (Monteiro &

Reis 1999).
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A Analise Discriminante consiste numa técnica multivariada empregada com objetivo de
diferenciar populagdes (Fisher 1936). Esta analise constitui-se em um método estatistico para
identificar ou alocar individuos das populagdes estudadas, considerando o vetor de respostas de
dados com estrutura multidimensional e identificar as divergéncias entre populagdes. Para isso,
sao formados grupos homogéneos (regides de identificacdo) a partir do conhecimento “a priori”
de quais populagdes pertencem as unidades amostrais, ou seja, coleta-se uma amostra aleatoria de
cada populagdo multivariada e estabelece-se o critério de identificacdo nos grupos (Barroso &
Artes 2003).

A morfometria multivariada tem sido frequentemente utilizada em estudos de sistematica de
acaros fitofagos, sendo 1til na elucidacdo de sinonimias e variabilidade intraespecifica (Huang et
al. 1996, Skoracka et al. 2002, Navia et al. 2006, 2009, Vidovic” et al. 2010, Wang et al. 2011).

Um grande numero de trabalhos envolvendo o uso da morfometria multivariada tem sido
conduzido no estudo de 4caros predadores da familia Phytoseiidae, os quais tem sido uteis na
resolucdo de problemas taxondmicos desta familia. A analise morfométrica de populagoes
canadenses de Typhlodromus (Anthoseius) caudiglans Schuster revelou que as populacdes do
norte ¢ do leste representavam duas subespécies, e esta variagdo foi correlacionada com fatores
climaticos e plantas hospedeiras (Chant et al. 1978). A sinonimia entre Typhlodromus (A.)
caudiglans e Typhlodromella nodosus De Leon, também foi evidenciada a partir de andlises
morfométricas (Chant et al. 1978). Chant & Shaul-Yoshida (1990) constataram a sinonimia de
Amblyseius potentillae (Garman) e Amblyseius britannicus (Chant) com Amblyseius andersoni
(Chant) através de uma ACP. Analise Discriminante ¢ ACP também foram utilizadas para
confirmar a identidade de espécimes de Phytoseius macropilis (Banks) e Phytoseius delicatus
Chant (Shaul-Yoshida & Chant 1995). Tixier et al. (2003) detectaram grande variabilidade

morfométrica de populagdes de Kampimodromus aberrans (Oudemans), em caracteres utilizados
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na separagao de espécies do género Kampimodromus, levando ao questionamento da utilizagdao do
comprimento das cerdas idiossomais dorsais e da macroseta na basitarso IV na sistematica do
género. Andlises morfométricas também foram utilizadas para avaliar a variacdo intraespecifica
de 42 caracteres morfologicos em dez populagdes de Neoseiulus californicus McGregor, sendo
altos os intervalos de variacdo (mim-maéx) dos caracteres. Estes resultados evidenciaram o nivel

de variacdo intraespecifica presente em Phytoseiidae (Tixier et al. 2008a).

Analises moleculares para acaros fitoseideos

Analises moleculares tém sido empregadas no estudo da diversidade genética intra e
interespecifica para acaros de interesse agricola, pertencentes as familias Tetranychidae,
Eriophyidae e Phytoseiidae (e.g. Navajas et al. 1999, Navajas & Fenton 2000, Tixier ef al. 2008a
2010a, Okassa et al. 2011). A identificacdo de acaros através de caracteres moleculares ¢ uma
técnica pratica e ndo requer conhecimento em outras areas da biologia, além da morfologia.
Quando a distancia genética ¢ grande entre os individuos ou populagdes analisadas, de acordo
com os limites estabelecidos, considera-se que pertencem a espécies distintas. As técnicas
moleculares auxiliam na resolucao de problemas que morfologicamente sao de dificil elucidagao,
podendo ser solucionado com apenas um uUnico individuo de qualquer sexo ou estagio de
desenvolvimento. O uso dessas técnicas na Acarologia tem promovido um aumento do
conhecimento sobre a sistematica, a filogenética e a estrutura das populacdes, contribuindo nao
apenas na identificagdo de espécies proximas morfologicamente, mas também na distingdo de
categorias subespecificas, assim como na caracterizagdo de bidtipos e distingdo de espécies
cripticas (Mozes-Koch & Gerson 1998).

A utilizagao de um tinico marcador na caracterizagao molecular é desaconselhavél, devido a

propensao de resultados enganosos (Navajas & Boursot 2003). Para evitar tais erros deve-se
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comparar resultados de marcadores com propriedades distintas. Os marcadores moleculares
frequentemente utilizados em sistematica molecular de acaros sdo regides do DNA mitocondrial
(mtDNA) e o DNA ribossomal (rDNA). Alguns estudos utilizando RAPD (Random Amplified
Polymorphism DNA), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), DALP (Direct
Amplification of Lenght Polymorphism) e microssatélites também tém sido realizados (Navajas &
Fenton 2000).

Os marcadores DNA ribossomal (rDNA) e o DNA mitocondrial (mtDNA) diferem
consideravelmente em sua organizagdo gendmica ¢ no modo de transmissdo (Navajas & Boursot
2003). O rDNA ¢ utilizado em estudos de relagdes filogenéticas, variabilidade genética e de
divergéncias dentro e entre espécies, por apresentar propriedades adequadas como taxas
diferenciais de evolucdo entre diferentes regides e genes repetidos (Gebri 1985). Em eucariontes,
o rDNA possui unidades transcricionais repetitivas, e estas unidades sdo separadas por espacos
intergénicos, Espaco Transcrito Interno 1 (do inglés “Internal Transcribed Spacer 17) (ITS 1) e
Espago Transcrito Interno 2 (ITS 2). As regides ITS apresentam maior variabilidade que as
regides codantes, e apresentam taxas elevadas de mutacdo, o que difere na taxa de evolugdo das
regides (Weekers et al. 2001). Logo, as regides ITS e codantes sdo apontadas como versateis e
aptas a evidenciar relagdes filogenéticas ao nivel de populacdo (Hills & Dixon 1991). J4 o
mtDNA € considerado eficaz em estudos evolucionarios, e também utilizado em estudos a nivel
populacional (Avise et al. 1987). Os genes mitocondriais pertencem a duas categorias: genes
ribossomais (12S e 16S) e genes proteina codante (Citocromo Oxidase subunidade I, COI, e
Citocromo Oxidase subunidade 111, COIII) (Cruickshank 2002).

Com o aprimoramento e facilidade das técnicas moleculares, estas tém sido muito utilizadas
nas analises filogenéticas. O processo de analise filogenética envolve a obtengdo e alinhamento

dos nucleotideos e a constru¢do e avaliacio da arvore filogénetica. A criagdo de arvores
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filogenéticas permite a organizacao das sequéncias obtidas e a analise de suas relagdes com outras
afins. Os métodos cladisticos sdo amplamente utilizados no desenvolvimento de arvores
filogenéticas, estes métodos calculam arvores para cada carater e entdo indicam a melhor arvore
através da determinagdo daquela que requer menor niimero de mudancas (Parcimonia) ou aquela
mais provavel estatisticamente (Maxima Verossimilhanca). O método de Maéxima
Verossimilhanga avalia a hipotese da historia evoluciondria em termos da probabilidade de que
um modelo proposto e a histdria hipotética originariam um conjunto de dados. A suposi¢do € que
a histéria com maior probabilidade de alcancar o estado observado ¢ preferida a historia com
menor probabilidade, logo este método procura a arvore com maior probabilidade ou
verossimilhanga (Buso 2005).

Pesquisas envolvendo a aplicagdo da caracterizagdo molecular em estudos taxondmicos de
acaros da familia Phytoseiidae t€ém sido desenvolvidas, possibilitando a elucidacdo de aspectos
importantes relacionados a filogenia das espécies estudadas (Kanouh et al. 2010a, Tsolakis et al.
2012) e a resolucdo de problemas taxondmicos como a existéncia de sinonimias e a presenca de
espécies cripticas (Tixier et al. 2006ab, 2010a, 2011, 2012, Kanouh et al. 2010b, Famah
Sourassou et al. 2012, Navia et al. 2014). Como exemplo, o estudo sobre dois casos de sinonimia
do género Neoseiulella foi realizado, utilizando os marcadores ITS, 12S rRNA e citocromo b
(Cytb). Os resultados obtidos suportam a sinonimia entre Neoseiulella tiliarum (Oudemans) e
Neoseiulella formosa (Wainstein) e entre Neoseiulella squamiger (Wainstein) e Neoseiulella aceri
(Collyer) (Kanouh et al. 2010b). A frequéncia com que espécies cripticas sdo descobertas com
dados de sequéncia de DNA sugere que os dados moleculares devem ser incorporados nas
pesquisas taxondmicas como rotina e/ou o material genético deve ser preservado de modo que

posteriormente seja possivel submeté-lo a analise molecular (Bickford ef al. 2007).
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A caracterizagdo molecular também tem auxiliado no processo de identificacio de
fitoseideos, sobretudo de espécies de importancia comercial, utilizadas em programas de controle
bioldgico. Navajas et al. (1999) desenvolveram um trabalho preliminar para avaliar a utilidade de
marcadores (ITS1-5,8S-ITS2) na anélise em diferentes categorias taxondmicas de seis espécies de
fitoseideos de importancia comercial: N. californicus, Neoseiulus fallacis (Garman), Euseius
concordis (Chant), Galendromus (Galendromus) occidentalis (Nesbitt), Typhlodromus
(Typhlodromus) pyri Scheuten e Phytoseiulus persimilis Athias-Henriot. Os autores concluiram
que o ITS1 pode ser tutil para a identificacdo de espécies, porém o seu valor em estudos
taxondmicos nao se estende ao nivel da familia. Jeyaprakash & Hoy (2002) desenvolveram um
método, utilizando o marcador 12S rRNA, para identificagdo através de técnicas moleculares para
seis fitoseideos comercialmente disponiveis: N. fallacis, N. californicus, Neoseiulus cucumeris
(Oudemans), Galendromus (G.) occidentalis, Iphiseius degenerans (Berlese) e P. persimilis, além
de presa Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae). Este método permite aumentar a
capacidade de monitoramento de fitoseideos durante a produg¢do massal e apds a liberagdo em

campo.

Testes de cruzamentos

Os testes de cruzamentos sdo utilizados para verificar a ocorréncia de isolamento
reprodutivo entre populagdes. Do ponto de vista biologico, espécies sdo agrupamentos de
populagdes naturais intercruzantes que sdo reprodutivamente isolados de outros grupos de
populagdes pertencentes a outras espécies (Mayr 1977). A incompatibilidade reprodutiva entre
populacdes pode ocorrer através de dois mecanismos de isolamento reprodutivo: pré-
acasalamento e pds-acasalamento (Mayr 1977) ou devido a fatores exodgenos, relacionada a

presenca de microrganismos simbiontes como bactérias do género Wolbachia (Werren et al.
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1995). Em mecanismos pré-acasalamento nao ocorre transferéncia de gametas e inclui isolamento
de habitat, isolamento etologico e isolamento mecanico. Nos mecanismos pds-acasalamento
ocorre a transferéncia de gametas, porém sem fertilizacdo do 6vulo, ocasionando a producao de
hibridos com pouca viabilidade e produ¢do de hibridos vidveis, mas parcialmente ou totalmente
estéreis. Os mecanismos pods-acasalamento podem ocasionar a mortalidade gamética, mortalidade
do zigoto, a inviabilidade e esterilidade do hibrido (Mayr 1977).

Pesquisas envolvendo testes de cruzamentos em fitoseideos tém sido desenvolvidas, visando
elucidar davidas taxonOmicas através da avaliagdo da compatibilidade reprodutiva entre
populagdes morfologicamente proximas. Estudos entre populagdes de Galendromus
(Galendromus) occidentalis (Nesbitt) originadas da Califérnia, Washington e Utah (EUA)
indicaram incompatibilidade reprodutiva, ocasionando a producao de ovos inviaveis, reducao na
taxa de oviposicdo em alguns retrocruzamentos e aumento da mortalidade de imaturos (Croft
1970). Furtado (1997) relatou completo isolamento reprodutivo entre populacdes identificadas
como E. concordis procedentes de Jaguariuna-SP e Petrolina-PE, considerando que ocorreu
apenas a produ¢do de ovos inviaveis, aparentemente devido a ndo existéncia de troca génica entre
as populagdes. Noronha & Moraes (2004) verificaram a ocorréncia de incompatibilidade
reprodutiva pds-acasalamento entre populacdes de E. concordis coletadas em diferentes regides

do Brasil.

Taxonomia integrativa - uma nova abordagem para a sistematica de acaros Phytoseiidae

A taxonomia integrativa tem como objetivo a constru¢do de uma sistematica consistente,
através da integragdo de diferentes areas de conhecimento como a morfologia, biologia molecular,
comportamento, ecologia, estudos enzimaticos, compatibilidade reprodutiva, citogenética e

quimica (Schlick-Steiner et al. 2010). A taxonomia cldssica baseia-se na morfologia e nao ¢
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substituivel (Schlick-Steiner et al. 2010), mas a sua combinacdo com outras ferramentas pode
acelerar o processo de identificagdo e esclarecer problemas taxondmicos (Bickford et al. 2007). A
combina¢do de ferramentas propostas pela taxonomia integrativa extrapola a identificacdo dos
organismos, possibilitando a compreensdao dos processos evolutivos dos organismos estudados
(e.g. Schlick-Steiner et al. 2010).

A acurada identificacdo de inimigos naturais ¢ fundamental em programas de controle
bioldgico, pois identificagdes imprecisas podem resultar no insucesso dos mesmos (Moraes 1987).
Logo, ¢ incontestavel a utilidade da taxonomia integrativa na elucidagdo dos problemas
taxondmicos e na identificagdo precisa de fitoseideos de importancia para o controle biologico,
possibilitando o aumento da capacidade de monitoramento de fitoseideos durante a producao
massal e apds a liberacdo em campo. A identificacdo de acaros fitoseideos tem sido comumente
realizada através da taxonomia classica, pela observagdo de presenca ou auséncia de cerdas do
corpo (quetotaxia) e em medi¢des de estruturas (morfometria) como: tamanho dos escudos dorsais
e ventrais, forma e comprimento das cerdas dorsais, espermateca e queliceras (Chant & McMurtry
1994, 2006, Tixier et al. 2008b). No entanto, a utilizacdo exclusiva da morfologia na distin¢ao
segura de espécies proximas pode ser limitante, sobretudo quando ha problemas taxondmicos
como a ocorréncia de espécies cripticas (duas ou mais espécies de morfologia similar,
classificadas erroneamente como uma unica espécie) (Bickford et al. 2007) e sinonimias.

Recentemente, a integragdo de métodos em uma abordagem integrativa de estudos
taxonomicos de acaros da familia Phytoseiidae tém sido desenvolvidas, visando a elucidagdo de
aspectos importantes relacionados a filogenia das espécies estudadas. Kanouh er al. (2010a)
realizaram estudos morfolégicos e moleculares (ITS, 12S e Cytb) para determinar as relagcdes
filogenéticas entre todas as espécies do género Phytoseiulus e concluiram que estas espécies nao

constituem um grupo monofilético e que a parte ocidental do Gondwana ¢ o provavel centro de
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origem deste taxon. Analises filogenéticas moleculares com os marcadores ITS e 12S foram
realizadas em espécimes do genéro Neoseiulus, com o objetivo de investigar qual conceito de
genéros da familia Phytoseiidae se ajusta a evolucdo filogenética. Os resultados das andlises
apontaram o conceito proposto por Athias-Henriot (e.g. Athias-Henriot 1977), que considera a
forma da espermateca como o caracter fundamental na identificacdo de genéros, como a mais
confiavél e que melhor se ajusta aos clados evolutivos (Tsolakis et al. 2012).

A taxonomia integrativa também tem contribuindo no processo de identificacdo de
fitoseideos. A confirmagdo da identidade de espécimes de Kampimodromus corylosus
Kolodochka, coletadas no EUA e inicialmente reportadas como K. aberrans, foi realizada
utilizando analises moleculares com o marcador COI e analises morfométricas (Tixier et al.
2008b). Okassa et al. (2009) realizaram analises morfométricas e analises moleculares (12S e
COI) para confirmar a identidade de espécimes do género Euseius coletadas na Franca e
concluiram que se tratava de uma nova espécie, posteriormente descrita como Euseius gallicus
Kreiter & Tixier (Tixier ef al. 2010b). Analises moleculares (12S e Cytb) e analises morfoldgicas
foram realizadas com o objetivo de diferenciar as espécies P. macropilis e P. persimilis (Okassa et
al. 2010). Os resultados moleculares mostraram uma delimitacdo clara entre as espécies, apesar
das pequenas diferencas morfologicas. Okassa ef al. (2011) realizaram a caracterizagdo molecular
(12S e Cytb) e morfologica de 14 populacdes de N. californicus coletadas em varios paises,
possibilitando a determinagdo das variagdes intra-especificas moleculares e morfologicas para esta
espécie.

A abordagem integrativa em estudos de fitoseideos também tem sido uma ferramenta 1til na
resolu¢do de problemas taxondmicos, como a existéncia de sinonimias e a presenga de espécies
cripticas. As espécies Typhlodromus (Typhlodromus) exhilaratus Ragusa e Typhlodromus

(Typhlodromus) phialatus Athias-Henriot eram consideradas cripticas, devido a grande
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proximidade morfométrica, contudo com a realizacdo de testes moleculares envolvendo os
marcadores ITS1-5,8S-ITS2 e COI e estudos de cruzamentos foi confirmada a presenga de duas
espécies validas (Tixier ef al. 2006a). A sinonimia de Kampimodromus hmiminai McMurtry &
Bounfour e Kampimodromus adrianae Ferragut & Pefia-Estévez foi estabelecida apds analise
morfologica e molecular com o marcador COI (Tixier et al. 2006b). Estudos moleculares (125) e
morfoldgicos foram realizados com objetivo de verificar a presenca de espécies cripticas entre
quatro populagdes de Phytoseiulus longipes Evans (Argentina, Brasil, Chile ¢ Africa do Sul), que
apresentavam habitos alimentares diferentes. As distdncias genéticas entre as quatro populacdes
de P. longipes foram baixas, sugerindo que apesar de habitos alimentares distintos, todas as
amostras pertencem a mesma espécie (Tixier et al. 2010a). Analises morfométricas e moleculares
(12S e Cytb) foram utilizadas para diferenciar P. macropilis e P. persimilis. Os resultados obtidos
mostraram que somente as escarpas da macroseta no basitarso permitiu a diferenciagdo
morfologica das espécies, apesar da clara distingdo obtida na andlise molecular (Okassa et al.
2010). A sinonimia entre Cydnodromus idaeus (Denmark & Muma) e Cydnodromus picanus
Ragusa foi estabelecida apds andlise morfologica e molecular com os marcadores 125, CytB e
ITS (Tixier et al. 2011). Tixier et al. (2012) realizaram analises morfologicas e moleculares (COI,
Cytb, 12S e ITS1-5,8S-ITS2) com o objetivo de verificar a ocorréncia de espécies cripticas em
populagdes de Typhlodromus (T.) pyri coletadas em vinhedos e pomares de varios paises. Os
resultados das analises mostraran que as populagdes estudadas pertecem a uma unica espécie.
Famah Sourassou et al. (2011) realizaram analises morfométricas multivariadas (ACP, AVC e
Analise Discriminante) e testes de cruzamentos em trés populacdes de N. paspalivorus (Benim,
Gana e Brasil) e concluiram que as espécimes estudadas sdao entidades biologicas distintas, apesar
de semelhanca morfoldgica. Famah Sourassou et al. (2012) utilizaram trés métodos: 1) analises

morfométricas multivariadas (ACP, AVC e Andlise Discriminante); 2) andlise de sequéncias de
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DNA do gene COI; e 3) experimentos de cruzamentos, para averiguar presenca de espécies
cripticas em populagdes de N. baraki (Benim, Tanzania e Brasil). Os resultados das trés etapas
forneceram evidéncias da existéncia de espécies cripticas. Estudo semelhante foi realizado por
Navia et al. (2014), envolvendo analises moleculares (ITS e 12 rRNA), analises morfométricas e
testes de cruzamentos, com o objetivo de determinar se as populagdes de 4. largoensis das ilhas
do Oceano Indico (Ilha da Reunido ¢ Mauritius) ¢ Américas (Brasil, Trinidad e Tobago ¢ EUA)
pertecem a mesma espécie ou a um grupo de espécies cripticas. Os autores concluiram que as

populagdes pertencem a mesma espécie, embora haja dois grupos genéticos bem definidos.
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RESUMO — A reducdo dos prejuizos ocasionados por Aceria guerreronis Keifer t€ém sido uma
tarefa ardua para os produtores. Contudo, ndo ha estudos detalhados sobre as perdas, analisando
varios parametros de forma simultanea e correlativa, tdo pouco estudos que abordam a viabilidade
econdmica do controle quimico, principal estratégia no manejo desta praga. O objetivo deste
estudo foi realizar um detalhado levantamento das perdas ocasionadas por A. guerreronis em
coqueiro ando verde e, adicionalmente, efetuar uma andalise econdomica dos custos envolvidos no
controle quimico. Para isto, foram avaliados os seguintes parametros: nimero e peso dos frutos,
volume de albumen liquido e destino dos frutos para comercializacdo em plantas com e sem
pulverizagdes mensais de abamectina (trés colheitas). Os custos envolvidos no controle quimico
de A. guerreronis também foram quantificados. A maior incidéncia de A. guerreronis sobre as
plantas resultou na redu¢ao de 60% no nimero médio de frutos colhidos por cacho e de 28% no
volume de albumen liquido. O peso médio dos frutos nao foi afetado. O destino dos frutos
colhidos também foi afetado pela maior incidéncia de A. guerreronis. Plantas ndo tratadas, com
maior intensidade de infestacdo por A. guerreromis apresentaram menor propor¢do de frutos
destinadas a comercializacao in natura ¢ maior propor¢ao de frutos destinados ao processamento
industrial e ndo comercializdveis. Apesar dos custos envolvidos no controle de A. guerreronis, a
diferenca entre o lucro da area tratada e da area ndo tratada foi de R$ 18123,50; este valor

representa um lucro 69,08% superior na area tratada.

PALAVRAS-CHAVE: Cocos nucifera, Aceria guerreronis, abamectina, viabilidade economica,

produgdo
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ESTIMATED LOSSES CAUSED BY COCONUT MITE AND COST OF ITS CONTROL

ABSTRACT — The reduction of damage caused by Aceria guerreronis Keifer has been an
arduous task for producers. However, no has detailed studies on losses, analyzing several
parameters simultaneously and correlative, as few studies that address the economic viability of
chemical control, main strategy for management of this pest. The objectives of this study were to
conduct a detailed survey of losses caused by A. guerreronis in green dwarf coconut palms and
additionally perform an economic analysis of the costs involved in the chemical control. For this,
the following parameters were evaluated: number and fruit weight, volume and destination of
coconut water fruit for marketing in plants with and without monthly sprays of abamectin (three
harvest); and costs involved in the chemical control of A. guerreronis were quantified. The higher
incidence of A. guerreronis on plants resulted in 60% reduction in the average number of fruits
per plant and 28% in the volume of liquid albumen. The average weight of fruits per plant was not
affected. The destition of harvested fruits was also affected by the higher incidence of A.
guerreronis. Fruits with higher intensity of infestation by A. guerreronis presented less fruit to be
marketed fresh and greater proportion of fruit intended for industrial processing and
unmarketable. Despite the costs involved in the control of A. guerreronis, the difference between
the profit of the treated area and untreated area was R$ 18123.50; this value represents a 69.08%

higher profit in the treated area.

KEY WORDS: Cocos nucifera, Aceria guerreronis, abamectin, economic viability, production
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Introducao

O coqueiro, Cocos nucifera L., é uma cultura tropical, amplamente distribuida na Asia,
Africa e América, sendo cultivado em aproximadamente 11,2 milhdes de hectares em cerca de 90
paises (FAO 2012). Estima-se que 96% da producdo mundial seja oriunda de pequenos
agricultores, com areas de 0,2 a 4 hectares, sendo 70% dessa produgdao consumida internamente
nos paises produtores (Martin & Jesus Jr. 2011). A importancia dessa palmeira, na maioria dos
paises produtores, se deve ao seu papel na producao de 6leo de coco, como geradora de divisas, e
como cultura de subsisténcia para pequenos agricultores, fornecendo alimento, bebidas,
combustiveis, racdo animal e abrigo (Foale 2003).

O acaro-da-necrose-do-coqueiro, Aceria guerreronis Keifer (Acari: Eriophyidae), ¢ uma das
principais pragas desta palmeira nas Américas (Moore et al. 1989, Lawson-Balagbo et al. 2008),
Africa (Negloh et al. 2011) e parte da Asia (Haq et al. 2002, Fernando & Aratchige 2010). As
colonias de A. guerreronis localizam-se no perianto, regido meristematica do fruto que ¢ coberta
pelas bracteas (Moore & Howard 1996). A alimentacdo desta praga provoca, geralmente, manchas
branco-amareladas de formato triangular na epiderme, que posteriormente se expandem e tornam-
se necrdticas (Moore & Howard 1996, Nair 2002). Com o crescimento dos frutos, surgem
rachaduras longitudinais sobre a area necrotica e exsudagdes de resinas, podendo ocorrer
deformagdo dos frutos (Cardona & Potes 1971) e abortamento (Doreste 1968, Nair 2002,
Wickramananda et al. 2007). Frutos atacados por A. guerreronis, que nao abortaram, podem
apresentar perdas em varios parametros como reducao no peso e tamanho dos frutos, redu¢do no
volume de albimen liquido (agua de coco) e peso do albumen so6lido (copra), além da redugdo do
valor comercial (Moore et al. 1989, Haq et al. 2002, Paul & Mathew 2002). Ha uma grande
variagdo na estimativa de perdas ocasionadas por 4. guerreronis, podendo chegar a valores

superiores a 60% da producdo (Doreste 1968, Hernandez 1977, Julia & Mariau 1979, Moore ef al.
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1989, Moore 2000, Seguni 2000, Rethinam et al. 2003, Wickramananda et al. 2007). Uma das
principais razdes para essa grande variagdo sdao as diversas metodologias utilizadas para
quantificacdo das perdas, o que dificulta as comparagdes entre os estudos (Navia ef al. 2013). Nos
estudos realizados at¢é o momento, a quantificacdo das perdas restringe-se a alguns poucos
parametros, ndo sendo estes avaliados de forma simultanea e correlativa, e tampouco traduzidos
em valores economicos.

A redugdo dos prejuizos ocasionados por A. guerreronis tem sido uma tarefa ardua para os
produtores, uma vez que as colonias da praga sdo de dificil acesso, devido ao habitat protegido
proporcionado pelas bracteas (Moore 2000, Ramaraju et al. 2002, Lawson-balagbo et al. 2007,
Galvao et al. 2011, Lima et al. 2012). As bracteas do fruto atuam como uma barreira fisica,
dificultando a acdo direta dos acaricidas sobre a colonia no perianto (Mariau & Tchibozo 1973,
Hernandez 1977). A mortalidade dos acaros se dé através do contato dos acaricidas durante sua
dispersdo dos acaros (Silva et al. 2013), exigindo aplicagdes frequentes em intervalos curtos de
tempo para o controle eficiente (Herrnadez 1977, Julia & Mariau 1979, Fernando et al. 2002). A
necessidade de aplicagdes frequentes pode inviabilizar a implementacdo deste método para
agricultores com baixa produtividade devido ao custo elevado (Mariau & Tchibozo 1973,
Hernandez 1977, Ramaraju et al. 2002). A eficacia de produtos quimicos no controle de A.
guerreronis tem sido relatada em alguns paises (Mariau & Tchibozo 1973, Cabrera 1991, Muthiah
et al. 2001, Moreira & Nascimento 2002, Ramaraju et al. 2002, Rethinam et al. 2003, Melo et al.
2012). Segundo Melo et al. (2012), o prazo entre as pulverizagdes de alguns acaricidas, como por
exemplo abamectina, poderia ser aumentado, reduzindo assim os custos de controle. Ainda que
alguns produtos mostrem-se eficientes, hd uma caréncia de estudos que abordem a viabilidade

econdmica dessa estratégia de controle.
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Atualmente, o Brasil ¢ o quarto maior produtor mundial de coco com uma produgao
aproximada de 2,8 milhdes de toneladas de coco em uma area colhida de 257 mil ha (FAOTAST
2012), sendo 84% desta area localizada na Regido Nordeste (Aragdo et al. 2009). A cultura do
coqueiro ¢ adaptada ao cultivo em solos arenosos do litoral nordestino, sendo amplamente
cultivada ao longo da costa brasileira, € vém se expandindo também para perimetros irrigados,
como o semiarido nordestino (Cuenca ef al. 2011). No presente estudo relata-se um detalhado
levantamento das perdas ocasionadas por A. guerreronis em coqueiro ando verde no Nordeste do
Brasil. As perdas ocasionadas por A. guerreronis foram estimadas, baseando-se nos seguintes
parametros: (i) nimero de frutos colhidos/planta; (ii) peso médio dos frutos colhidos/planta; (iii)
volume médio de albumen liquido/fruto e (iv) destino para comercializagdo dos frutos colhidos
(comercializagdo in natura, processamento industrial ¢ ndo-comercializaveis). Adicionalmente,

foi feita uma analise economica dos custos envolvidos no uso do controle quimico.

Material & Métodos
Local de estudo e sistema de manejo da cultura. O estudo foi conduzido em uma plantagdo
comercial de coqueiro da variedade ando verde, com plantas de aproximadamente 17 anos de
idade ¢ 5 m de altura, em Petrolina, Pernambuco, Brasil (08°58'S, 35°11'0), entre marco ¢
outubro de 2012. De acordo com a identificacdo de Kdppen, o clima local enquadra-se como
BSwh’, regido de clima arido (Kottek et al. 2006), com a estagdo das chuvas concentrada entre
janeiro e abril, forte insolagdo (2800 horas/ano) e baixa umidade relativa do ar (abaixo de 55%
nos meses mais quentes). Durante o estudo, todas as plantas receberam o mesmo volume de agua
(300 L . dia™ para cada planta, método de gotejamento) e foram fertilizadas por fertigagdo [810
gramas por planta por ano de cada nutriente: N (uréia) e K (cloreto de potassio)]. Apos o inicio da

fase reprodutiva em condigdes sub-Otimas de cultivo (condi¢des da maioria dos cultivos no
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mundo), o coqueiro ando verde usualmente produz uma inflorescéncia a cada 30 dias. Apos a
fecundagdo das flores, as inflorescéncias sao chamados de cachos. Sete meses apos a antese os
cachos atingem o ponto de colheita. Nas condigdes de cultivo do presente estudo, o ponto de
colheita ¢ reduzido de 7 para 4-5 meses e cada nova inflorescéncia ¢ emitida em
aproximadamente 20 dias.

Pré-avaliacido das plantas. Grupos de 20 palntas foram arbitrariamente escolhidos, marcados e
divididos em dois subgrupos de dez, sendo cada planta uma repeticdo. Os subgrupos foram
separados por duas fileiras de plantas. Para cada repetigdo os seis cachos mais velhos foram
amostrados (atribuindo zero para a inflorescéncia e contando os cachos seguintes
cronologicamente). A partir de entdo, estes cachos foram referidos como cachos 2, 3,4, 5,6 ¢ 7,
respectivamente. Frutos do cacho 1 foram desconsiderados, devido a estes ndo apresentarem dano
(Melo et al. 2012). Os niveis médios de danos causados por A. guerreronis foram estimados a
partir de dois frutos coletados de cada cacho (cachos 2 a 6), através da escala diagramatica
descrita por Galvao et al. (2008). Nesta escala, a extensdo da area necrosada causada por A.
guerreronis foi determinada em relagdo a proporcao da superficie total do fruto (Galvao et al.
2008). A escala diagramatica baseia-se em niveis de danos de 1%, 2%, 4%, 8%, 16%, 32%, 48% e
70%. Todos os frutos do cacho 7 foram coletados e utilizados para avaliar os seguintes
parametros: (i) numero de frutos, (ii) peso dos frutos e (iii) volume de albumen liquido por fruto.
Além disso, esses frutos foram categorizados em trés grupos de acordo com sua destina¢ao
comercial: comercializagdo in natura, processamento industrial ¢ ndo comercializaveis. Para
efetuar a categorizacdo, todos os frutos foram inspecionados visualmente para verificar a
intensidade de area necrosada. Frutos sem necrose foram categorizados como comercializacao in
natura, frutos com intensidade de necrose moderada (até 16% de area necrosada) foram

categorizados como para o processamento industrial e frutos com danos moderados a alto (acima
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de 16% de area necrosada) foram classificadas como frutos ndo-comercializaveis (Fig. 1). As
médias de percentual de drea necrosada, nimero de frutos, peso dos frutos e volume de albmem
liquido foram submetidos a teste de normalidade (teste de Kolmogorov) e homogeneidade de
variancia (teste de Bartlett), sendo posteriormente comparadas pelo teste ¢ (método Pooled:
igualdade de variancia), usando o Proc TTEST (SAS Institute 2002). As analises entre as
categorias dos frutos foram realizadas utilizando o teste ndo paramétrico de Wilcoxon, através do
Proc Nparlway (SAS Institute 2002).

Avaliacdo de perdas provocadas por A. guerreronis. Para avaliar as perdas causadas por 4.
guerreronis os dois grupos de plantas previamente estabelecidos receberam tratamentos distintos.
Um dos grupos teve todos os cachos pulverizados com o acaricida abamectina (Vertimec 18CE),
na dose recomendada pelo fabricante (9g . ha™). As pulveriaz¢des foram dirigidas para os cachos
em formagdo em intervalos mensais. No outro grupo de plantas nada foi aplicado, permitindo o
livre desenvolvimento das populagdes de A. guerreronis. Os grupos foram separados por duas
fileiras de plantas, e a direcdo do vento determinou as posi¢des dos dois grupos dentro do campo
para minimizar a deriva do acaricida de forma que ndo atingissem as plantas com cachos nao
pulverizados. Apds um intervalo de quatro meses (periodo necessario para que a primeira
inflorescéncia emitida apds a primeira pulverizacdo atingisse o ponto de colheita), todos os frutos
do cacho 7 foram coletados em ambos os grupos de plantas e submetidos a avaliacdo dos mesmos
pardmetros descritos no item anterior. Foram efetuadas mais duas colheitas nos dois meses
subsequentes, avaliando-se um total de 3 colheitas. O ntimero de frutos por planta, peso de frutos
por planta e volume de albumen liquido dos frutos por planta foram submetidos a testes de
normalidade (Kolmogorov: teste normal) e homogeneidade de variancia (teste de Bartlett), sendo
os dados posteriormente submetidos a ANOVA do Modelo Linear Geral (GLM), através do

indicador Wilks’ lambda. Comparagdes entre as plantas tratadas e ndo tratadas para cada
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parametro foram feitas pelo teste de Fisher e em cada tratamento ao longo do tempo pelo teste de
Tukey a 5% de significancia com ajuste de Bonferroni. Correlagdo de Pearson foi utilizada para
avaliar as relacdes lineares entre o nimero médio de frutos por planta, peso médio de frutos por
planta e o volume de albimen liquido dos frutos por planta usando PROC CORR (SAS Institute
2002). As comparacdes entre as proporgdes de frutos em cada categoria (comercializagdo in
natura, processamento industrial e nao-comercializaveis) foram feitos com o teste ndo
paramétrico de Wilcoxon, utilizando o Proc Nparlway (SAS Institute 2002).

Avaliaciao dos custos associados ao controle quimico. Para a avaliagdo de custos do controle
quimico de A. guerreronis foi estimado o fluxo de caixa de um hectare de coqueiro ando verde
(205 plantas) na mesma area de estudo. As despesas com o controle quimico foram decorrentes
pelo nimero de horas do trator (R$/h maquina), que incluia todos os custos com combustivel,
depreciacao, manutengdo dos equipamentos ¢ mao de obra, além de didrias para dois homens que
auxiliavam na pulverizagdao, e compra de insumos: 6leo mineral (3,0L/ha), que atua como
adjuvante aumentando a absor¢do do acaricida, e o acaricida Vertimec 18 CE (0,5L/ha). A receita
foi estimada para 12 colheitas/ano, que corresponde a 18 cachos, uma vez que um cacho ¢ emitido
a cada 20 dias e a colheita ¢ feita mensalmente e ndo exatamente quando os cachos atingem o
ponto de colheita. Os custos envolvidos na receita liquida total de um hectare/ano referem-se a um
total de 15 pulverizagdes, uma vez que apos o inicio das pulverizagdes obtém-se frutos no ponto
de colheita totalmente cobertos pelas pulverizagdes somente apds 4 meses da primeira

pulverizagdo.

Resultados
Pré-avaliacdo das plantas. Nao foram observadas diferencas significativas entre as plantas

selecionadas para os parametros avaliados [niimero de frutos colhidos por cacho (x= 21,0 + 1,59;
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tis= -0,78; P= 0,4472), peso por fruto (x= 1,7 = 0,06 kg; #;5= 0,87; P= 0,3974), volume de
albamen liquido por fruto (x=294,6 + 17,75 mL; t;5= 0,49; P= 0,6295), proporcao de frutos por
categoria (comercializacdo in natura, x= 0,44 £ 0,04 frutos; X2= 1,1371; gl= 1; P= 0,2863;
processamento industrial, x= 0,51 + 0,04 frutos; x2= 2,9170; gl= 1; P= 0,0877; nao-
comercializaveis; x= 0,05 + 0,02 frutos; x2= 1,0510; gl= 1; P= 0,3053). Os niveis de danos dos
frutos entre os grupos de plantas também ndo diferiram (frutos com 10,88 + 1,75 % de area
danificada; XZZ 1,8436; gl=1; P=0,1745), o que corresponde a aproximadamente 2700 &caros por
fruto de acordo com Galvao et al. (2008). Portanto, ambos grupos de plantas encontravam-se
igualmente infestados por 4. guerreronis antes do inicio da experimentagao.
Avaliacdo de perdas provocadas por A. guerreronis. A média de frutos por cacho colhido foi
afetada pela pulverizagdo do acaricida (F ;5= 100,58; P<0,0001) ndo sendo detectado efeito
significativo do tempo (Wilks' Lambda= 0,82; glyumaen= 2/17; F= 1,81; P= 0,1940). A interacao
entre tempo e pulverizacdo foi significativa (Wilks' Lambda= 0,51; glyumaen= 2/17; F= 8,12;
P=0,0033). Plantas com cachos pulverizados apresentaram sempre um numero maior de frutos
por cacho do que as plantas com cachos nao pulverizados (Fig. 2). O niimero de frutos colhidos
por cacho dentro de cada grupo (plantas com cachos pulverizados e plantas com cachos nao
pulverizados) ndo diferiu ao longo das colheitas (Fig. 2). Os numeros médios de frutos colhidos
por cacho variaram de 17,3 a 22,9 em plantas com cachos pulverizados e de 6,8 a 9,3 em plantas
com cachos ndo pulverizados. Considerando-se as trés colheitas conjuntamente, a redugdo no
numero de frutos por cacho foi de 60%.

O peso por fruto ndo foi afetado pelas pulverizagdes (F 3= 0,15; P=0,7026), porém houve
efeito significativo do tempo (Wilks' Lambda= 0,38; glyumaen= 2/17; F= 13,79; P= 0,0003). A

interagdo entre tempo e pulverizagdo nao foi significativa (Wilks' Lambda= 0,84; gl num/gen= 2 /17;
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F=1,54; P=0,2435). O peso por fruto em plantas tratadas variou de 1,6 a 1,9 kg (F», 27= 2,34; P=
0,1153).

O volume de albumen liquido por fruto foi afetado pelas pulverizagdes (F;, 15= 18,38; P=
0,0004), havendo também efeito significativo do tempo (Wilks' Lambda= 0,33; gl num/den= 2 /17;
F=17,40; P <0,0001). No entanto, a interagcdo entre o tempo e pulverizacdo nao foi significativo
(Wilks Lambda= 0,25; glymaen= 2/17; F= 2,12; P= 0,1511). Na primeira e segunda colheita,
plantas pulverizadas apresentaram um maior volume de albumen liquido por fruto do que plantas
ndo pulverizados. Na terceira colheita diferengas significativas entre os grupos de plantas nao
foram observadas (Fig. 3). Em ambos os grupos de plantas, o volume de albumen liquido
aumentou ao longo das colheitas (Fig. 3). A redug¢do no volume de albumen liquido por fruto
colhido em plantas ndo tratadas foi de 28% considerando-se as trés colheitas.

Plantas com cachos ndo pulverizados apresentaram correlagdes positivas entre o numero
médio de frutos por cacho e o peso médio de frutos por cacho (r= 0,52; n= 30; P= 0,0032; Fig. 4)
e entre o numero médio de frutos por cacho e o volume médio de albimen liquido por fruto (r=
0,51; n= 30; P= 0,0036; Fig. 5). No entanto, o inverso foi observado nas plantas com cachos
pulverizados (nimero médio de frutos por cacho e o peso médio de frutos por cacho: r=-0,53; n=
30; P=0,0024; Fig. 4; e numero de frutos por cacho e o volume de albumen liquido por fruto: r= -
0,42; n= 30; P= 0,0220; Fig. 5). Para ambos os grupos de plantas, correlagdes positivas e
significativas foram observadas entre o peso médio de frutos por cacho e o volume de alblimen
liquido por fruto (plantas ndo tratadas: r= 0,91; n= 30; P<0,0001; plantas tratadas: r= 0,79; n= 30;
P<0,0001) (Fig. 6).

Independentemente da colheita apds o inicio das pulverizacdes, plantas com pulverizadas
apresentaram maior proporcao de frutos destinados a comercializag¢do in natura do que plantas

com néo pulverizadas (x*>5,36; gl= 1; P<0,0206) (Fig. 7), o inverso foi observado para os frutos
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destinados para o processamento industrial (x*>6,11; gl= 1; P<0,0134) (Fig. 7). Plantas com
cachos nao pulverizados apresentaram também maiores propor¢des de frutos ndo comercializaveis
(x*>4,60; gl= 1; P<0,0319) (Fig. 7).
Avaliacdo dos custos associados ao controle quimico. O custo total estimado para pulverizagdes
para o periodo de 1 ano em 1 hectare (205 plantas) de coqueiro foi de R$ 4527,00, em que as
despesas operacionais (hora maquina e didria de trabalhadores) representam 86,5% desse total e a
obtencao de insumos 13,5% desse total. Detalhes podem ser observados na Tabela 1.
Considerando-se as trés colheitas realizadas durante o estudo, plantas que receberam as
pulverizagdes apresentaram em média 20,7 frutos por cacho colhido com um valor médio de
0,357 L de albumen liquido por fruto, destes 81% foram destinados a comercializagdo in natura
(R$ 0,45/fruto), 14% foram destinados ao processamento industrial (R$ 0,75/L de albimen
liquido) e 5% foram descartados. O que gerou uma receita bruta de R$ 30761,59 (Tabela 2). A
receita liquida obtida a partir da diferenca entre receita bruta total e custos envolvidos com a
pulverizagdo foi de R$ 26235,00. Plantas que ndo receberam as pulverizagdes apresentaram em
média 8,1 frutos por cacho colhido com um valor médio de 0,297 L de albumen liquido por fruto,
destes 43% foram destinados a comercializac¢do in natura (R$ 0,45/fruto), 37% foram destinados
ao processamento industrial (R$ 0,75/L de albumen liquido) e 21% foram descartados, gerando
uma receita liquida (uma vez que ndo houve custos com pulverizagdes) de R$ 8111,50. Portanto, a
diferenca entre o lucro da area tratada e da area ndo tratada foi de R$ 18123,50; este valor

representa um lucro 69,08% superior na area tratada.

Discussao
Os resultados deste trabalho fornecem evidéncias consistentes das perdas ocasionadas por A.

guerreronis, as quais compreendem redug¢do no niamero de frutos, no volume de albumen liquido
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e comprometimento do destino final dos frutos com consequente redu¢do do retorno econémico
para os produtores. Adicionalmente, a viabilidade econdémica do controle quimico desta praga em
cultivos de coqueiro ando verde foi confirmada.

Variagdes nas estimativas de perdas ocasionadas por A. guerreronis sao encontradas na
literatura. Estas sdo explicadas, em parte, pelo uso de diferentes metodologias empregadas, o que
dificulta comparagdes diretas entre os estudos (Navia et al. 2013). Além disso, a percentagem de
perdas pode variar em fungao da idade do fruto, variedade da planta, condigdes climaticas, acaros
predadores, praticas de controle e comercializacdo (Mariau & Julia 1970, Julia & Mariau 1979,
Suarez 1991, Seguni 2000, Ramaraju et al. 2005, Howard 2006, Fernando & Aratchige 2010,
Negloh et al. 2011). Segundo Howard (2006), o padrao de ataque de A. guerreronis pode ser
afetado pelo arranjo das bracteas dos frutos, sendo estes menores quanto menor for o espago entre
a bractea e a epiderme do fruto, sendo esta uma caracteristica que pode ser explorada na busca de
variedades resistentes (Variedade Cambodiam). Lawson-Balagbo et al. (2008) observou que
longos periodos de estiagem e elevadas temperaturas parecem ser fatores decisivos na ocorréncia
e estabelecimento de 4. guerreronis, sendo menor a incidéncia desta praga em regides com alta
pluviosidade. Chuvas regulares provavelmente reduzem as chances de sucesso dos acaros
atingirem novos frutos durante o processo de dispersdo (Howard et al. 1990). A presenca de
predadores ¢ outro fator que pode influenciar nas perdas ocasionadas por A. guerreronis, pois €
sabido que a acarofauna ¢ varidvel em diferentes regides e que alguns predadores podem ser mais
eficientes. Os predadores Neoseiulus baraki (Athias-Henriot) e Neoseiulus paspalivorus (De
Leon) parecem morfologicamente mais adaptados para viver sob o perianto e, portanto os mais
habeis inimigos naturais de A. guerreronis (Lawson-balagbo et al. 2008, Lima et al. 2012).
Tendéncias claras foram observadas na distribuicdo desses predadores de acordo com os fatores

climaticos predominantes, N. paspalivorus predominando em regides secas, € N. baraki
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predominando em regides umidas (Lawson-balagbo et al. 2008). Em regides com temperaturas
mais amenas, como o extremo sul do Estado da Bahia e Estado de Sao Paulo (Brasil) ndo se
constatou a ocorréncia destes predadores (Souza et al. 2012, Oliveira et al. 2012).

A reducdo no numero de frutos decorrente do abortamento ¢ um dos problemas associados
ao ataque de 4. guerreronis (Doreste 1968, Nair 2002, Wickramananda et al. 2007). No presente
estudo, 4. guerreronis reduziu em 60% o numero de frutos para a variedade ando verde. Moore et
al. (1989) registrou redugdes no nimero de frutos de 31% em St. Lucia (Caribe). No Sri Lanka,
foram observadas perdas por queda prematura de frutos de 2,9% (Wickramananda et al. 2007).
Mesmo quando ndo ocorre o abortamento, os frutos que permanecem no cacho podem sofrer
redugdes no volume de albumen liquido, peso e tamanho (Moore et al. 1989, Haq et al. 2002,
Paul & Mathew 2002). Ha poucos estudos que quantificam perdas no volume de albimen liquido
(Ramajaru et al. 2005), haja visto que a maioria dos paises produtores de coco do hemisfério
oriental, detentores de 84% da producao mundial (FAOTAST 2012), t€ém sua produ¢ao destinada
a comercializagdo de albumen solido. Neste trabalho, foram observadas redugdes de 28% no
volume de albumen liquido em plantas atacadas por A. guerreronis na auséncia de pulverizagoes.
Perdas no volume de albumen liquido também foram verificadas na India, alcancando reducio de
67% (Ramajaru et al. 2005).

A variedade ando verde ¢ cultivada para comercializagao do albumen liquido para consumo
in natura ou para industrias que fazem o envasamento deste. Na comercializa¢do para consumo in
natura, o aspecto externo do fruto ¢ fundamental. As injlrias causadas por 4. guerreronis afetam
a estética do fruto e, dependendo da intensidade, podem inviabilizar sua venda até mesmo para o
processamento industrial, uma vez que as 4reas necrosadas dificultam o processo de
industrializagdo durante a penetracdo de sondas no fruto para retirada do albimen liquido. Frutos

com extensa area necrosada por 4. guerreronis sao, normalmente, rejeitados pelos comerciantes,
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inviabilizando totalmente a comercializa¢do. Neste trabalho, verificou-se que plantas cujos cachos
foram pulverizadas com abamectina obtiveram 81% dos frutos classificados como
comercializagdo in natura. Em contrapartida, plantas cujos os cachos nao foram pulverizados
obtiveram apenas 43% dos frutos classificados nesta categoria, cujo valor comercial € superior as
outras categorias. A auséncia das pulverizacdes possibilitou o crescimento da populacdo de A.
guerreronis, ocasionando reducdo no valor comercial do produto evidenciado pela reducao no
numero de frutos para comercializagdo in natura e aumento do nimero de frutos destinados ao
processamento industrial e frutos ndo comercializaveis. Desta forma, pode-se concluir que o
controle de A. guerreronis proporcionou uma maior rentabilidade na comercializacao dos frutos.
O presente estudo mostra que o ataque de A. guerreronis pode alterar correlagdes naturais
existentes em plantas de coqueiro. Plantas de coqueiro com baixas infestagdes de A. guerreronis
(plantas tratadas) exibem correlagdes negativas entre o numero de frutos colhidos e o peso dos
frutos e entre o nimero de frutos colhidos e o volume de albumen liquido, enquanto o inverso
(correlagdes positivas) ¢ observado em plantas sob o ataque de A. guerreronis. Esta variacdo pode
ser explicada ao se analisar a distribui¢do de recursos assimilados pela planta entre os seus frutos.
Plantas pulverizadas (menor ataque de A. guerreronis) apresentam um nimero maior de frutos
que plantas ndo pulverizadas (maior ataque de A. guerreronis), assim frutos das plantas
pulverizadas tendem a alocar menos recursos ao ganho de peso e volume de albimem liquido para
cada fruto uma vez que o recurso e dividido por um niimero maior de frutos, evidentemente o
oposto ¢ valido para plantas com maior ataque de A. guerreronis. No entanto, apesar das
correlagdes negativas evidenciadas para as plantas pulverizadas, estas obtiveram maior volume de
albumen liquido que as plantas ndo pulverizadas. E valido ressaltar que, provavelmente, plantas
sob intenso ataque de A. guerreronis tenham menos recursos para distribuir entre seus frutos, uma

vez que partes destes podem ser empregadas na defesa (direta ou indireta) contra o ataque do
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acaro. E sabido que plantas de coqueiro sob o ataque de 4. guerreronis liberam volateis, os quais
sao percebidos por alguns agentes controladores de A. guerreronis como os acaros predadores N.
baraki e Proctolaelaps bickleyi (Bram) (Melo et al. 2011). Uma forma de tentar contornar estas
correlagdes negativas em plantas tratadas e com populacdes de A. guerreronis sob controle ¢
realizando o desbaste dos frutos.

Apesar de alguns estudos mostrarem que o controle quimico ¢ uma técnica eficaz no
controle de A. guerreronis (Mariau & Tchibozo 1973, Cabrera 1991, Ramaraju et al. 2002,
Rethinam et al. 2003, Muthiah ef al. 2001, Moreira & Nascimento 2002, Melo et al. 2012), ndo ha
estudos que comprovem a viabilidade econdmica da utilizacdo destes método. Buscando
preencher essa lacuna no conhecimento, neste trabalho foram quantificados os custos do controle
de A. guerreronis, bem como a viabilidade do uso de abamectina no controle desta praga. Os
resultados deste trabalho demonstram que o lucro na area tratada com abamectina foi 69,08%
maior em relagdo a area ndo tratada, o que corresponde a uma diferenca de retorno de RS
18123,50 na receita liquida por hectare no periodo de um ano para a area tratada em relagao a area
ndo tratada. Com base neste resultado, pode-se afirmar que o controle quimico com abamectina
em cultivos de coqueiro ando verde ¢ viavel economicamente € permite que o produtor atinja
grandes margens de lucro. No entanto, estes resultados ndo se aplicam a outras variedades
(hibridos e gigantes), devido as diferencas no porte da planta, nimero de frutos produzidos por
planta, destinagdo comercial dos frutos, que podem inviabilizar este método de controle. Além
disso, no perimetro irrigado onde o estudo foi conduzido (Petrolina-PE), os cachos sdo emitidos
em um curto intervalo de tempo, o que ndo ¢ a realidade da maior parte dos cultivos e poderia
reduzir o retorno econdomico. Um recente estudo sugere o aumento dos intervalos de aplicagdes, o
que poderia reduzir os custos de controle e viabilizar o uso do controle quimico em outras

variedades, logo o intervalo de aplicacdo deve ser melhor investigado (Melo et al. 2012).
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Os altos indices de perdas ocasionadas por 4. guerreronis apresentados neste trabalho
evidenciam a gravidade do problema causado por esta praga e a necessidade do seu controle. O
controle quimico foi eficiente para a variedade ando verde, permitindo que as plantas pulverizadas
obtivessem maior niimero frutos, volume de albumen liquido e melhor estética (possibilitando que
grande parte dos frutos fosse categorizada como comercializagdo in natura) em relacao a plantas
ndo tratadas. Desta forma, o controle quimico de A. guerreromis proporcionou uma maior
rentabilidade na comercializagdo dos frutos, sendo um método lucrativo aos produtores. No
entanto, estes resultados ndo se aplicam a outras variedades de C. nucifera e mais estudos devem

ser conduzidos para investigar a viabilidade deste método nas demais variedades.
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Tabela 1. Despesas com a pulverizagdo de abamectina em duas areas de coqueiro anao

verde: area tratada (controle quimico) e area ndo tratada, para 1 hectare no periodo de um ano.

Despesas Tratada Nao Tratada
Maio-de-obra ¢ insumos Preco R$ Preco RS
R$/h Maquina 2.925,00 -
Diaria 990,00 -

Oleo Mineral 243,00 -
Vertimec 369,00 -

Total (RS) 4.527,00 0,00
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Tabela 2. Receita bruta (RB) de duas areas de coqueiro ando verde: area tratada (controle

quimico) e area ndo tratada, para 1 hectare no periodo de um ano.

Destino/Comercializacio Tratada Néo Tratada
N°frutos Preco (R$) RB parcial (RS) N°frutos Preco (R$) RB parcial (R$)
Comercializagdo in natura 3444 0,45/fruto  27896.,4 697 0,45/fruto 5645,7
Processamento industrial 594,5 0,75/L 28652 615 0,75/L 2465,8
RB total (R$) 30761,60 8111,50
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Figura 1. Frutos categorizados em: (A) Comercializagdo in natura, (B) processamento industrial e

(C) ndo comercializaveis.
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Figura 2. Numero médio de frutos por cacho, no ponto de colheita, durante as colheitas mensais 1,
2 e 3. As barras brancas representam plantas ndo tratadas e as barras hachuradas plantas tratadas.
Numeros com asterisco indicam diferenga significativa entre os tratamentos dentro da colheita
pelo teste de Fisher a 5% de probabilidade. Barras com a mesma letra entre as colheitas (letras
minusculas para as plantas tratadas e mailGsculas para plantas tratadas) nao diferem

significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Volume médio de albimen liquido (ml) por frutos nas colheitas mensais 1, 2 e 3. As
barras brancas representam plantas ndo tratadas e as barras hachuradas plantas tratadas. Nimeros
com asterisco indicam diferenca significativa entre os tratamentos dentro da colheita pelo teste de
Fisher a 5% de probabilidade. Barras com a mesma letra entre as colheitas (letras minusculas para
as plantas tratadas e maiusculas para plantas tratadas) ndo diferem significativamente pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 4. Correlagdes simples entre o numero médio de frutos por cacho e o peso médio por
frutos. Os circulos brancos e pretos referem-se as plantas tratadas e ndo tratadas, respectivamente.

Os circulos grandes correspondem a média.
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Figura 5. Correlacdes simples entre o nimero médio de frutos por cacho e o volume médio de
albumen liquido por frutos. Os circulos brancos e pretos referem-se as plantas tratadas e nao

tratadas, respectivamente. Os circulos grandes correspondem a média.
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CAPITULO 3
O ACARO PREDADOR Neoseiulus paspalivous (DE LEON) (PHY TOSEIIDAE) NO BRASIL:
STATUS TAXONOMICO, COMPATIBILIDADE REPRODUTIVA E VARIABILIDADE

MORFOLOGICA E MOLECULAR'
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predador Neoseiulus paspalivous (De Leon) (Phytoseiidae) no Brasil: status taxondmico,
compatibilidade reprodutiva e variabilidade morfolégica e molecular. A ser submetido.
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RESUMO - O acaro predador Neoseiulus paspalivorus (De Leon) ¢ frequentemente encontrado
em associacdo ao acaro-da-necrose-do-coqueiro, Aceria guerreronis Keifer, praga chave desta
cultura. A identificacdo de inimigos naturais € essencial para a defini¢do das estratégias de
controle bioldgico. Assim, 0s nossos principais objetivos foram confirmar se populagdes
identificadas como N. paspalivorus de diferentes estados brasileiros pertencem a mesma espécie,
conhecer a variabilidade morfométrica e molecular e avaliar a compatibilidade reprodutiva entre
as populagdes morfologicamente mais distintas. Utilizou-se uma abordagem integrativa,
combinando andlises morfologicas, moleculares e estudos biologicos de compatibilidade
reprodutiva, envolvendo populagdes de cinco estados da regido Nordeste: Ceara, Paraiba, Piaui,
Rio Grande do Norte e Sergipe. A variabilidade morfoldgica entre as populacdes foi avaliada
através de andlises morfométricas de 33 caracteres morfologicos. A compatibilidade reprodutiva
das populagdes que mais se distanciaram morfometricamente (Rio Grande do Norte ¢ Paraiba) foi
avaliada através de cruzamentos e retrocruzamentos. Finalmente a variabilidade genética das
cinco populacdes foi avaliada com base em dois fragmentos de DNA: ITS do rDNA e COI do
mtDNA. Foram observadas variabilidades morfométricas intraespecificas entre as cinco
populacdes de N. paspalivorus. Os cruzamentos e retrocruzamentos envolvendo as populagdes do
Rio Grande do Norte e Paraiba revelaram compatibilidade reprodutiva. A analise molecular
indicou que as populagdes de N. paspalivorus pertencem ao mesmo taxon. Os resultados deste
estudo corroboram a identificagdo prévia de N. paspalivorus para todas as populacdes estudadas,
uma vez que o estudo morfométrico, molecular e bioldgico ndo revelou diferengas relevantes

entre as populagoes.

PALAVRAS-CHAVE: Cocos nucifera, Aceria guerreronis, controle biologico, Nordeste

brasileiro, marcadores moleculares, taxonomia integrativa
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THE PREDATORY MITE Neoseiulus paspalivous (DE LEON) (PHYTOSEIIDAE) IN BRAZIL:
TAXONOMIC STATUS, REPRODUCTIVE COMPATIBILITY, MOLECULAR AND

MORPHOLOGICAL VARIABILITY

ABSTRACT - The predatory mite Neoseiulus paspalivorus (De Leon) is often found in
association with coconut mite, Aceria guerreronis Keifer, key pest of this crop. The identification
of natural enemies is essential for the formulation and implementation of strategies for biological
control. Thus, our main objectives were to confirm if populations identified as N. paspalivorus
from different Brazilian states belong to the same species, know the morphometric and molecular
variability and evaluate the reproductive compatibility between morphologically distinct
populations. We used an integrative approach combining morphological, molecular and biological
studies of reproductive compatibility analysis, involving populations of five states from Northeast
region: Ceard, Paraiba, Piaui, Rio Grande do Norte and Sergipe. The morphological variability
among populations was assessed by morphometric analysis of 33 morphological characters.
Reproductive compatibility of populations most diverged morphometrically (Rio Grande do Norte
and Paraiba) was assessed through crosses and backcrosses. Finally genetic variability of the five
populations was evaluated based on two DNA fragments: ITS rDNA and COIl mtDNA.
Intraspecific variability morphometric were observed among five populations of N. paspalivorus.
The crosses and backcrosses involving populations of Rio Grande do Norte and Paraiba shown
reproductive compatibility. Molecular analysis indicated that populations of N. paspalivorus
belong to the same taxon. These results corroborate the previous identification of N. paspalivorus
for all populations studied, since the morphometric, molecular and biological studies revealed no

relevant differences between populations.
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Introducao

O 4acaro-da-necrose-do-coqueiro, Aceria guerreronis Keifer (Eriophyidae), ¢ uma das
principais pragas desta palmeira no mundo (Moore & Howard 1996, Navia et al. 2013). Diversas
pesquisas vém sendo conduzidas na Africa (Negloh et al. 2008, 2010), Américas (Lawson-
Balagbo et al. 2008, Reis et al. 2008, Silva et al. 2010) e Asia (Haq 2001, Ramjaru et al. 2002,
Moraes et al. 2004, Fernando ef al. 2010) com o intuito de encontrar acaros predadores que
possam ser utilizados no manejo de populagdes desse eriofideo.

As populacdes de A. guerreronis se desenvolvem no perianto do fruto do coqueiro (Moore
& Howard 1996, Nair 2002, Lawson-balagbo et al. 2007), que consiste no espago entre a
superficie do fruto e o conjunto de bracteas que une este a espigueta. A distancia entre a
extremidade distal das bracteas e a superficie dos frutos ¢ suficiente para que A. guerreronis
penetre no perianto, contudo limita o acesso de outros acaros, incluindo alguns predadores. Dentre
os acaros predadores frequentemente associados a 4. guerreronis em frutos de coqueiro destacam-
se as espécies Neoseiulus baraki (Athias-Henriot) e Neoseiulus paspalivous (De Leon)
(Phytoseiidae). Esses acaros possuem tamanho reduzido, corpo achatado e pernas curtas (Chant &
McMurtry 2003, Moraes et al. 2004) se comparados as outras espécies de predadores também
associadas a A. guerreronis, como Proctolaelaps bickleyi (Bram) e Proctolaelaps bulbosus
Moraes, Reis e Gondim Jr. (Melicharidae) e aos fitoseideos Amblyseius largoensis (Muma) e
Euseius alatus De Leon que apresentam dimensdes maiores. Este aspecto torna N. baraki e N.
paspalivorus as espécies mais promissoras a serem utilizadas como agentes de controle bioldgico
de A. guerreronis (Lima et al. 2012).

O fitoseideo N. paspalivorus foi descrito a partir de amostra coletada em gramineas do
género Paspalum sp. na Florida, EUA, em 1956 (De Leon 1957). Posteriormente, foi relatado na

Asia: India (Ghai & Gupta 1984), Filipinas (Schicha & Corpuz-Raros 1992) e no Sri Lanka em C.
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nucifera (Moraes et al. 2004); na Africa: Benim, Gana e Tanzania foi encontrado associado a A.
guerreronis em frutos de coqueiro (Negloh et al. 2010, Famah Sourassou et al. 2011); e nas
Américas: Jamaica (Denmark & Muma 1978), Guadaloupe onde foi relatado em Pluchea
symphytifolia (Miller) (Moraes et al. 2000), e no Brasil, foi encontrado em associagdao a A.
guerreronis no perianto de frutos de coqueiro (Lawson-Balagbo ef al. 2008, Reis et al. 2008). A
distribui¢do de N. paspalivorus no Brasil ¢ ampla, e sua ocorréncia ja foi relatada nos estados de
Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Par4, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e
Sergipe (Lawson-Balagbo et al. 2008, Reis ef al. 2008). Ocorre predominantemente em
localidades caracterizadas por longos periodos de estiagem, temperatura média de 27-30°C,
umidade relativa do ar entre 70-80% e precipitagdo de 600 a 1.500 milimetros (Lawson-Balagbo
et al. 2008).

A identificacdo acurada de inimigos naturais ¢ essencial como subsidio para a defini¢do das
estratégias de controle bioldgico. No entanto, a identificagdo de acaros fitoseideos ¢ normalmente
feita com base apenas em caracteres morfologicos (e.g. Chant & McMurtry 1994, 2006), o que
pode ser limitante para alguns taxons. Uma vez que, a presenca de espécies cripticas em
Phytoseiidae tem sido relatada na literatura (Tixier 2006a), inclusive para espécies do género
Neoseiulus (Famah Sourassou et al. 2012). Diferengas em caracteristicas biologicas e na
eficiéncia de predagdo em populagdes geograficas de fitoseideos também ja foram relatadas
(Moraes & McMurtry 1985, Yaninek et al. 1993, Ferrero et al. 2007, Furtado et al. 2007,
Domingos et al. 2013).

A utilizagdo de uma abordagem integrativa, unindo o estudo das variagdes genéticas e
bioldgicas em complemento aos estudos morfoldgicos, tem auxiliado na identificagdo de espécies

e no entendimento das diferengas entre populacdes. Pesquisas abordando a taxonomia integrativa
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em estudos taxondmicos de acaros da familia Phytoseiidae tém sido desenvolvidas, contribuindo
no processo de identificagdo de fitoseideos (e.g. Tixier et al. 2008a, Okassa et al. 2009, 2011).

A abordagem integrativa em estudos de fitoseideos também tem sido uma ferramenta 1til
na resolucao de problemas taxondmicos, como a existéncia de sinonimias e a presenca de espécies
cripticas. Famah Sourassou et al. (2011) realizaram andlises morfométricas multivariadas e testes
de cruzamentos em trés populacdes de N. paspalivorus (Benim, Gana e Brasil) e concluiram que
as populagdes estudadas constituem espécies diferentes, apesar de semelhanca morfoldgica.
Famah Sourassou et al. (2012) utilizaram andlises morfométricas multivariadas, analises
moleculares e testes de cruzamentos em populagdes de N. baraki de Benim, Tanzania e Brasil, e
os resultados das trés etapas forneceram evidéncias da existéncia de espécies cripticas. Estudo
semelhante foi realizado por Navia ef al. (2014), envolvendo anélises morfométricas, moleculares
e testes de cruzamentos com o objetivo de determinar se as populagdes A. largoensis das ilhas do
Oceano Indico e Américas sdo compostas por um mesmo taxon ou um grupo de espécies cripticas.
Os autores concluiram que as populagdes pertencem a mesma entidade taxondmica, embora a dois
grupos genéticos bem definidos.

O objetivo deste trabalho foi confirmar se populagdes identificadas como N. paspalivorus
de diferentes estados brasileiros constituem um mesmo taxon, avaliar a compatibilidade
reprodutiva entre as populacdes morfologicamente mais distintas e conhecer a variabilidade entre
as mesmas. Para isso utilizou-se uma abordagem integrativa, combinando trés métodos: analises

morfomeétricas, andlise da sequéncia de DNA e testes de cruzamentos.

Material e Métodos
Obtencio, identificacio, criacio e preservacdo dos acaros para as analises. Foram realizadas

coletas de frutos de coqueiro com danos de A. guerreronis em todos os nove estados do nordeste
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brasileiro, cobrindo uma extensdo de aproximadamente3000 Km ao longo do litoral. Foram
amostradas aproximadamentel0 plantas por localidade. As coordenadas geograficas de cada local
de coleta foram obtidas com o auxilio de um Global Positioning System (GPSMAP® 60CSx), para
confeccao do mapa de pontos de coleta pelo programa Diva-Gis. Foram inseridos apenas os locais
onde espécimes de N. paspalivorus foram encontrados (Fig. 1).

Os frutos coletados foram colocados em sacos plasticos, € armazenados em caixa de isopor
para transporte até o laboratorio, por um periodo inferior a dois dias. No laboratdrio, os frutos
foram armazenados em refrigerador, a aproximadamente §°C, por no maximo sete dias até o
processamento. As bracteas dos frutos foram removidas com auxilio de tesoura de poda e extrator
de grampos. Os 4caros foram coletados com auxilio de um pincel, sob microscopio
estereoscopico. Cerca de dez fémeas de fitoseideos de cada localidade foram montadas em
laminas de microscopia em meio de Hoyer. As laminas foram acondicionadas em estufa de
secagem (£ 60 °C) por cinco dias e, posteriormente, observadas em microscopio optico Olympus
BX41 (Olympus Corporation, Toquio, Japao). A identificagdo foi realizada consultando a
descricdo original (De Leon 1957) e outros trabalhos taxondomicos (Chant & McMurtry 2003,
Moraes et al. 2004). Quando os fitoseideos foram classificados como N. paspalivorus, deu-se
continuidade ao processamento da amostra. Dentre os nove estados do Nordeste brasileiro onde as
coletas foram efetuadas, N. paspalivorus foi encontrado em cinco (Ceara, Paraiba, Piaui, Rio
Grande do Norte e Sergipe) dos noves estados do nordeste brasileiros (Fig. 1).

Foram estabelecidas criagdes de cada populacdo com aproximadamente 100 individuos e
mantidas isoladas em incubadoras (Tipo B.O.D.) sob condi¢des controladas (25,0 = 1,0 °C; 70 +
10% U.R. e 12 horas de fotofase). A unidade de criag@o foi constituida de disco de polipropileno
preto de 1 mm de espessura, papel filtro, espuma de polietileno de 1 cm de espessura e placa de

Petri, todos sobrepostos nesta sequéncia e com 16 cm de diametro. O polipropileno foi contornado
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com algodado hidrofilo e mantido permanentemente imido pela adi¢do diaria de agua destilada,
para evitar a fuga dos 4caros. Cinco fragmentos (aproximadamente 1 cm’) da epiderme do
perianto de frutos de coqueiro infestados com A. guerreronis (cada fragmento possuia
aproximadamente 80-100 individuos de diferentes estagios) foram fornecidos como alimento aos
predadores, a cada dois dias.

Ap6s o estabelecimento das criagdes, foram retiradas 25 fémeas de cada colonia para

realizagdo de analises morfométricas e moleculares. Estas foram retiradas e montadas em laminas
de microscopia em meio de Hoyer para as andlises morfométricas. Para as analises moleculares,
foram retiradas 15 fémeas e acondicionadas em alcool etilico absoluto, sendo posteriormente
mantidas em freezer a -20 °C.
Caracterizacio morfométrica. Foram realizadas analises morfométricas para as cinco
populagdes de N. paspalivorus coletadas no Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Piaui e Sergipe.
De cada populagdo foram selecionadas ¢ medidas 20 fémeas adultas. As medi¢des foram
realizadas em microscopio Optico Olympus, modelo BX41 (Olympus Corporation, Téquio, Japao)
com aumento de 400x e acoplado a um microcomputador para o procedimento de captura das
imagens pelo programa Honestech TVR 2.5 (Honestech Inc., Austin, Texas, EUA). Foram
mensurados 33 caracteres (Tabela 1), utilizando o software Motic Images Plus 2.0 (Motic China
Group Co., Ltd, Xiamen, Fujian, CHN). As medidas sao dadas em micrometros.

Os espécimes medidos para as analises morfométricas foram depositados como espécimes
vouchers na colegdo de acaros do Laboratorio de Acarologia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil e também na cole¢do de acaros da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, Distrito Federal, Brasil.

As medigdes foram submetidas a analise de varidncia univariada (PROC ANOVA), seguida

por Student-Newman-Keuls (p<0,05). Para estimar a sobreposicdo dos caracteres entre as
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populacdes foi utilizada a seguinte variavel: Ax = Minx - Maxx, onde Minx ¢ a menor medida do
caracter x para a populagdo que possui o maior valor médio e Maxx ¢ a maior medida do caracter
X para a populacao que possui 0 menor valor médio (Tixier 2012).

Analises multivariadas também foram realizadas, sendo inicialmente feita a analise
discriminante para avaliar a reidentificacdo dos espécimes, baseando-se nas variagdes de cada
populacdo. Em seguida, foi feita a analise de variaveis candnicas (AVC) para determinar os
padrdes de variacdo morfoldgica e identificar os caracteres que mais contribuiram para esta
variagdo entre as populagdes. Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software SAS
(SAS Institute 2002).

Cruzamentos. Os testes de compatibilidade reprodutiva foram feitos com as duas populagdes de
N. paspalivorus que mais se distanciaram morfometricamente pela AVC, Paraiba e Rio Grande do
Norte.

Para o inicio dos testes de cruzamentos, aproximadamente100 fémeas de N. paspalivorus de
cada populacdo foram transferidas para novas unidades de criacdo. Apds 24 horas, as fémeas
foram retiradas, ¢ os ovos obtidos durante este periodo foram mantidos nas unidades de criagdo
para obtencdo de individuos de mesma idade. A alimentacdo foi semelhante a das colonias de
manutencdo. Apods cinco dias, as deutoninfas fémeas resultantes foram individualizadas em
unidades experimentais constituidas de um recipiente pléastico (=2 cm x H=1,8 cm), obtidas a
partir da Bio-Serv Incorporation (Bioassay Tray 128 células). Os recipientes foram vedados com
uma pelicula adesiva transparente de plastico, visando evitar a fuga dos acaros. De cada
populagdo estudada, dez fémeas virgens foram mantidas isoladas por 10 dias, para verificar se
fémeas nao acasaladas ovipositavam. Paralelamente, foram formados 10 casais homogamicos e 10
casais heterogamicos com espécimes das populacdes da Paraiba e Rio Grande do Norte. Os

machos foram obtidos das criagdes de suas respectivas populagdes. Em caso de morte do macho,

76



durante o periodo de observagdo da oviposicgao, este era substituido por outro da colonia. Feméas
resultantes dos cruzamentos heterogdmicos, foram retrocruzadas com machos das populagdes
originais. No interior das unidades experimentais foi fornecido como alimento, a cada dois dias,
um fragmento (aproximadamente 1 cm’) de epiderme do perianto de frutos infestados com A.
guerreronis, (aproximadamente 80-100 individuos de diferentes estdgios). Os casais foram
avaliados por 10 dias apds o inicio da oviposi¢do. Para avaliacdo da razdo sexual, a cada trés dias
os casais eram transferidos para novas unidades experimentais, € os ovos mantidos nas mesmas
unidades até a obtenc¢do dos adultos que eram entdo sexados. As unidades experimentais foram
mantidas em cAmaras climatizadas a 25 + 1,0 °C, 75 £ 10% U.R. e 12h de fotofase.

Para avaliar as diferengas entre os cruzamentos ¢ retrocruzamentos foi realizada uma analise
de variancia (PROC ANOVA) seguida por Student-Newman-Keuls (p <0,05), usando o programa
SAS (SAS Institute, 2002).

Caracterizacdo molecular. Dois fragmentos do genoma de cinco populagdes de N. paspalivorus
(Ceard, Paraiba, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe) foram sequenciados para o estudo da
variabilidade genética. A regido intergénica, Espacador Interno Transcrito (ITS) que abrangeu as
regioes ITS1, ITS2 e o gene 5,8S (ITS1-5,8S-ITS2) do genoma ribossdmico nuclear (rDNA) e um
fragmento do gene citocromo c oxidase subunidade I (COI) do genoma mitocondrial (mtDNA).
Estes marcadores foram escolhidos para este estudo por serem marcadores independentes e
complementares, com taxas evolutivas distintas. A regido ITS tem sido utilizada em estudos da
familia Phytoseiidae, na elucida¢do de aspectos importantes relacionados a filogenia (Kanouh et
al. 2010a, Tsolakis ef al. 2012) e na confirmagdo do status taxondmico (e.g. Gotoh et al. 1998,
Hillis & Dixon 1991, Navajas & Fenton 2000, Navajas et al. 1999). Além de ser utilizada para
esclarecer sinonimias e verificar a ocorréncia de espécies cripticas em fitoseideos (Tixier et al.

2006a, Tixier et al. 2011, 2012b, Navia et al. 2014). A regido COIl tém sido utilizada na
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confirmagdo de espécies de fitoseideos (Tixier et al. 2008a, Okassa et al. 2009); e na resolucdo de
problemas taxonomicos como sinonimias (Tixier et al. 2006ab, Tixier ef al. 2011b) e presencga de
espécies cripticas para o género Neoseiulus (Famah Sourassou et al. 2012).

Extracdo de DNA: O DNA gendmico das amostras de N. paspalivorus foi extraido de um

individuo utilizando o kit de extragio “DNeasy Blood and Tissue Kit” (Qiagen”, USA), seguindo
o protocolo para cultura de células animais adaptado a extragdo de DNA total de pequenos
artropodes, conforme Mendonga et al. (2011), com os ajustes incorporados a partir do protocolo
descrito por Kanouh et al. (2010b). Para cada populagao, 15 fémeas foram individualizadas para
extragdo. Os espécimes utilizados na extragdo de DNA, quando possivel, tiveram seu
exoesqueleto recuperado da membrana da coluna de extracdo, sendo montados em laminas de
microscopia em meio de Hoyer. Essas laminas foram depositadas como espécimes voucher na
colecdo de 4caros do Laboratério de Acarologia da Universidade Federal do Pernambuco,
Pernambuco, Brasil e na cole¢do de acaros da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia, Distrito Federal, Brasil.

Amplificacdo através da Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR (Polymerase Chain

Reaction): Os primers utilizados para amplificacdio da regido ITS foram 5°-
AGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAG-3’ (Navajas et al. 1999) e 5’-
ATATGCTTAAATTCAGCGGG-3’ (Navajas et al. 1998); e para o fragmento COI foram 5’-
TGATTTTTTGGTCACCCAGAAG e 5’-TACAGCTCCTATAGATAAAAC, utilizados por
Navajas et al. (1996).

A reagdo que permitiu a amplificagdo da regido intergénica ITS de um individuo de N.
paspalivorus, foi adaptada do protocolo proposto por Navia et al. (2014). O volume final da
reagio foi de 25 uL, contendo 2,5 pL de tampdo 10x (Qiagen®), 0,125 un/uL (5 U/mL) de Taq

DNA Polymerase (Qiagen™), 0,5 pL de dNTP (10 mM), 0,175 pL de cada oligonucleotideo
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iniciador primer (10 uM), 1 pl de MgCl, (25 mM), 18,525 uL de agua MiliQ e 2 uL do DNA. O
termociclador (Eppendorf — Mastercycler pro S) utilizado na amplificagdo do DNA foi
programado com o seguinte perfil de amplificacdo: as amostras foram desnaturadas a 94 °C
durante 2 min. e submetidas a 30 ciclos de PCR, sendo 15 seg. de desnaturacdo a 94 °C, 45 seg. de
anelamento a 51 °C e 1 min. de extensdo a 72 °C, finalizando com um ciclo de 7 min. a 72 °C,
baixando a 10 °C até a retirada da amostras.

A reacdo estabelecida para amplificagdo do fragmento da regido COI de um individuo de M.
paspalivorus, foi adaptada do protocolo proposto por Famah Sourassou ef al. (2012). O volume
final da reacdo foi de 25 uL, contendo 2,5 pL de tampdo 10x (Qiagen®™), 0,5 un/uL (5 U/mL) de
Tag DNA Polymerase (Qiagen®), 2 uL de dNTP (10 mM), 0,5 pL de cada oligonucleotideo
iniciador primer (10 uM), 1 pl de MgCl, (25 mM), 0,4 nL de BSA, 15,6 pL de agua Depc e 2 uL
do DNA. O termociclador utilizado na amplificacio do DNA foi programado com o seguinte
perfil: as amostras foram desnaturadas a 95 °C durante 2 min e submetidas a 30 ciclos de PCR,
sendo 2 min. de desnaturacao a 92 °C, 1 min. de anelamento a 45 °C ¢ 1 min. e 30 seg. de
extensdo a 72 °C, finalizando com um ciclo final de 5 min. a 72 °C, baixando a 10 °C até a retirada
da amostras. O produto de PCR foi aplicado em gel de agarose a 1% e submetidos a eletroforese
para separagdo e visualizacdo dos fragmentos amplificados. Em seguida, o gel foi corado em
solugio GelRed® (Biotioum) e visualizados em transiluminador (BioRad) acoplado a um
computador com o programa Image Lab 3.0.

De cada populacdo foram selecionadas quatro a seis amostras com maior intensidade de
amplificagdo para a producdo do DNA nas quantidades exigidas para o sequenciamento da regido
ITS e do fragmento COI. O produto de PCR foi enviado para sequenciamento direto em

Plataforma ABI PRISM 3730 XL (Applied Biosystems Inc., Lille, Franga).
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Andlise das sequéncias: O alinhamento das sequéncias ITS (rDNA) e COI (mtDNA) foi

conduzido pelo método de alinhamento multiplo CLUSTAL W (Thompson et al. 1994)
implementado no programa BioEdit. Nao foram necessarios ajustes manuais para o alinhamento
das sequéncias. As sequéncias obtidas para cada populagdo foram comparadas com sequéncias
disponiveis no banco de dados americano “National Center for Biotechnology Information -
NCBI” (GenBank), através do programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). A
distribuicdo e a frequéncia das sequéncias variantes - haplotipos (COI) e gendtipos (ITS) - para as
espécimes de N. paspalivorus foram inferidas para os dois fragmentos estudados e estimados pelo

programa DnaSP versdo 5.10.1 (Librado & Rozas 2009).

Resultados
Caracterizacdo morfolégica. Foram observadas diferencas significativas entre as cinco
populacdes de N. paspalivorus para a maior parte dos caracteres medidos (P > 0,05) (Tabela 2),
com excecao da largura do escudo dorsal (LED), tamanho da seta J2 e distancias entre as bases
das setas esternais St1-Stl. Sobreposi¢des dos intervalos de variacao foram observadas para a
maioria dos caracteres estudados, com exce¢dao do caracter St3-St3 entre a populagdo do Rio
Grande do Norte e as demais populagdes estudadas.

Na analise discriminate, as fémeas provenientes da populagdo do Rio Grande do Norte
foram bem definidas, com 100% de identificacdo em sua popula¢do de origem. Para as demais
populagdes essa porcentagem variou de 45% a 75%; sendo as maiores proporgdes de erros na
identificagdo observadas para as populagdes do Ceara e do Piaui (Tabela 3).

As duas primeiras varidveis candnicas (CV1 e CV2) explicaram juntas 96,4% da variancia
total (CV1: 90,5%; CV2: 5,9%) (Fig. 2). Todos os individuos da populagdo do Rio Grande do

Norte foram plotados ao longo da seg¢do positiva do eixo CVI1, enquanto que as demais
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populacdes foram plotados ao longo da secdo negativa do mesmo eixo. Portanto, ndo houve
nenhuma sobreposi¢cdo entre a populacdo do Rio Grande do Norte e as demais populacdes
estudadas, indicando completa distingdo morfométrica desta populacao (Fig. 2). A CV2 separou a
populacao da Paraiba das outras populagdes estudadas, sendo plotada ao longo da secdo positiva,
enquanto as demais foram plotadas predominatemente na se¢do negativa. Apenas uma pequena
sobreposicao foi observada entre a populagdo Paraiba e as populagdes do Ceara e Rio Grande do
Norte. Houve grande sobreposi¢do entre as populagdes do Ceard, Piaui e Sergipe, indicando
similaridade morfométrica entre estas populagdes (Fig. 2).

Uma analise dos pesos das primeiras variaveis candnicas (Tabela 4) indicam que o
comprimento das setas dorsais e a distancia entre setas do escudo esternal sdo as principais
caracteristicas que diferenciam as populagoes de N. paspalivorus. Os pesos (autovalores) dos
caracteres que influenciam as duas primeiras varidveis canonicas (Tabela 4) foram analisados em
conjunto com as médias da andlise univariada (ANOVA) (Tabela 2). A populacdo de N.
paspalivorus do Rio Grande do Norte se diferencia das demais por apresentar: maior distancia
entre a setas esternais St2-St2, St2-St3, maior largura do EVA-Post e menor distincia entre as
setas esternais St3-St3. A populagdo de N. paspalivorus da Paraiba se distinguiu das demais ao
longo da CV2 por apresentar maior comprimento das setas dorsais J5, 13, S4, Z4, s5 j5 e da
macroseta StIV.

Cruzamentos. Fémeas virgens ndo ovipositaram durante o periodo de observagdo. Nos
cruzamentos (homogamicos e heterogdmicos) e retrocruzamentos, entre as populacdes de Paraiba
e Rio Grande do Norte, todas as fémeas ovipositaram, com auséncia de deformagao nos ovos. Nao
foram observadas diferencas estatisticas entre os parametros avaliados (periodo de pré-oviposi¢ao,
niumero de ovos por fémea, viabilidade total e razdo sexual) nos cruzamentos homogamicos,

heterogamicos e retrocruzamentos.
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Caracterizacido molecular. O sequenciamento da regido ITS foi obtido para 29 sequéncias
inéditas de N. paspalivorus coletados em cinco estados do Nordeste brasileiro (Ceard, Paraiba,
Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe). A populacao do Piaui s6 foi caracterizada para a regido
ITS. O comprimento do fragmento obtido variou de 613pb a 627pb. As sequéncias serdao
depositadas no Genbank, e os numeros de acesso disponibilizados posteriormente.

A composi¢do média de nucleotideos nas sequéncias ITS foi igual a T=32,7%, A=26,3%,
C=19,4% e G=21,6%. O alinhamento multiplo das sequéncias ITS mostrou auséncia de
variabilidade genética entre as populacdes de N. paspalivorus estudadas, com a presenca de um
unico genotipo.

Para o fragmento do gene mitocondrial CO! foram obtidas 10 sequéncias, representando as
populagdes coletadas no Ceard, Paraiba, Rio Grande do Norte e Sergipe, essas sequéncias serao
depositadas posteriormente no Genbank, e os numeros de acesso disponiblizados. O fragmento
COI variou de 390pb a 450pb, correspondendo, respectivamente, as posigdes 712pb a 1102pb e
712pb a 1162pb no genoma mitocondrial completo do acaro fitoseideo Phytoseiulus persimilis
Athias-Henriot, disponivel no GenBank sob o niimero de acesso NC014049. As dez sequéncias
COlI foram alinhadas com éxito. Nao foram observadas inser¢des ou exclusdes de nucleotideos no
alinhamento. As sequéncias COI exibiram um perfil na composi¢do de nucleotideos cuja
frequéncia média das bases foi T=45,71%, A=27,03%, C=10,99% ¢ G=16,26%. A tradugdo da
sequéncia de nucleotideo resultou em uma sequéncia de 146 aminoacidos.

Foi observado pouco polimorfismo entre as dez sequéncias de COI, sendo identificados trés
haplotipos (H=3). A distancia genética variou de 0-0,2%. O haplotipo H1 (n=8) foi coletado no
Ceard, Paraiba, Rio Grande do Norte e Sergipe. Outros dois haplotipos (H2 e H3) foram

identificados apenas no Ceard. Os haplotipos H2 e H3 apresentaram uma tUnica alteragdo de
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nucleotideo, sendo a base A no lugar de G na posicao 305 para H2 (n=1) e a base G no lugar de T

na posi¢ao 180 para H3 (n=1).

Discussao

Variabilidades morfométricas foram observadas entre as populacdes de N. paspalivorus
estudadas, com uma clara distingdo da populagdo do Rio Grande do Norte. Variabilidade
intraespecifica tém sido frequentemente relatada para 4caros fitoseideos (e.g. Tixier et al. 2006ab,
2008bc). Interpretagdes equivocadas da variagdo intraespecifica podem levar a erros de
identificagdo e, potencialmente, ocasionar descrigdes erroneas de novas espécies (Tixier et al.
2008b). Visando minimizar possivéis erros de identificacdo, Tixier (2012) propos uma abordagem
estatistica que estabelece limites para distinguir entre variabilidade intra e interespecifica baseada
nos comprimentos de setas de fitoseideos. O estudo foi baseado em 14 espécies de cinco géneros
(Euseius Wainstein, Neoseiulus Hughes, Phytoseiulus Evans, Kampimodromus Nesbitt e
Typhlodromus (Typhlodromus) Scheuten). A diferenca minima entre os valores médios de
amostras pertencentes a duas espécies distintas devem ser de 10,58 um (para setas < 65 um) e
33,99 um (para setas > 65 um) (Tixier 2012). De acordo com esta abordagem, a variabilidade
encontrada entre as populagdes de N. paspalivorus estudadas refletem uma variabilidade
intraespecifica. Além disto, as sobreposi¢des dos intervalos de variagdo dos caracteres
encontradas neste trabalho indicam grande semelhan¢a morfoldgica entre as populagdes. Apenas
para St3-St3 ndo se observou sobreposi¢do dos intervalos de variagdo entre a populagdo do Rio
Grande do Norte ¢ as demais populagdes estudadas. Apesar da variabilidade deste carater na
populacao de N. paspalivorus do Rio Grande do Norte, 0 mesmo apresenta pouca importancia na
diferenciacdo das espécies (Chant & McMurtry 2003, Moraes et al. 2004). As medi¢des das

populacdes de N. paspalivorus estudadas também foram semelhantes as do holotipo (De Leon
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1957) e as de outras populagdes do Sri Lanka (Moraes et al. 2004), Benim, Gana e Brasil
(Itamaraca) (Famah Sourassou et al. 2011).

Viérios autores ja relataram diferengas morfométricas entre populagdes da mesma espécie
(e.g. Chant 1955, Ragusa & Tsolakis 1994, Tixier et al. 2006ab, 2008ab), no entanto, pouco se
sabe sobre os fatores que podem causar variabilidade morfométrica em artropodes. Estudos tém
demonstrado que populacdes de artropodes da mesma espécie podem sofrer variagdes
morfologicas ao longo de sua distribui¢do geografica (Saunders 1982). Em acaros, casos de
variagdes morfologicas em eriofideos ja foram associados a especificidade hospedeira, e alguns
estudos mostraram que os caracteres variam de acordo com a estrutura da planta hospedeira
(Skoracka et al. 2002). Estudo com acaros da familia Phytoseiidae, Euseius mesembrinus (Dean),
atribuiram as variagdes morfoldgicas encontradas em populagdes da Florida e Texas (EUA) a
fatores geograficos ou nutricionais, ja que foram verificadas apenas em individuos provenientes
do campo, pois em condigdes de laboratorio, onde as fontes de alimento e outros fatores
ecologicos foram controlados a variagdo ndo aparece (Abou-Setta et al. 1991). Furtado (1997)
levantou a hipdtese de que o alimento pudesse interferir no tamanho de caracteres de Euseius
citrifolius Denmark & Muma, sob condi¢des de laboratorio. No entanto, ndo houve nenhuma
diferenca consideravel entre fémeas criadas em diferentes tipos de alimento. Neste estudo, a
populacao do Rio Grande do Norte foi a que mais se distanciou morfometricamente. Este Estado
brasileiro ocupa posi¢do intermediaria entre os locais de coletas, logo ¢ provavel que a
variabilidade encontrada ndo esteja relacionada a distancia geografica. Muito pouco ainda se sabe
sobre a ecologia de N. paspalivorus, pois o relato desta espécie no Brasil se limita ao coqueiro, e
em associagdo com A. guerreronis. Contudo ¢ provavel que N. paspalivorus tenha outros
hospedeiros e presas ainda desconhecidos, e a ocorréncia disto ao longo do litoral do Nordeste

pode ndo ser continuo e uniforme, uma vez que o clima, sobretudo a precipitagdo, ao longo do
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litoral ¢ variavel. Portanto, mais investigacdes sdo necessarias, visando elucidar a ecologia desta
espécie e os fatores associados a variabilidade morfométrica.

A auséncia de oviposicdo em fémeas ndo acasaladas de N. paspalivorus confirmam a
necessidade da reproducao sexuada para essa espécie (Famah Sourassou et al. 2011), assim como
para a maioria dos fitoseideos (Croft 1970, McMurtry 1980, Moraes & McMurtry 1981, Noronha
& Moraes 2002, 2004). A inexisténcia de isolamento reprodutivo entre as populagdes de N.
paspalivorus que mais se afastaram morfometricamente (Rio Grande do Norte ¢ Paraiba) reforca a
hipotese de que as populacdes estudadas pertencem a um unico tdxon, de acordo com o conceito
bioldgico de espécie (Mayr 1977). Estudos anteriores ja relataram incompatibilidade reprodutiva
entre trés populacdes de N. paspalivorus geograficamente distantes (Benim, Gana e Brasil), em
decorréncia da associagdo com diferentes endossimbiontes. As populacdes de Benim e Brasil
abrigam diferentes cepas de Wolbachia, enquanto a populagao de Gana abriga Cardinium (Famah
Sourassou et al. 2011, 2014). A auséncia de isolamento reprodutivo observada neste trabalho,
além de confirmar a coespecificidade entre as populagdes, pode estar relacionada a auséncia de
endossimbiontes ou presen¢a da mesma cepa em todas as populagdes. Portanto, como perspectiva
futura, estudos de triagem de endossimbiontes para as populagdes de N. paspalivorus do Nordeste
brasileiro devem ser conduzidos, podendo esta informagdo ser util no controle bioldgico de A.
guerreonis, ¢ evitar a introducdo de populagdes com cepas que causem incompatibilidade
reprodutiva.

Além da compatibilidade reprodutiva observada, a caracterizagdo molecular com base no
marcador ITS ndo revelou nenhuma variabilidade génetica. Para o COI, a distancia genética
variou de 0-0,2%, que corresponde as distincias intraespecificas ja relatada em populacdes de M.
paspalivorus de Benim, Gana e Brasil, cuja distancia entre as populagdes também variou de 0-

0,2% (Famah Sourassou et al. 2014), e em outras espécies da familia Phytoseiidae (Tixier ef al.
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2008b, Famah Sourassou et al. 2012). Apesar da presenga de dois haplotipos no Ceard o que
sugere maior variabilidade genética entre os exemplares dessa populagdo, ¢ possivel que esses
dois sitios polimorficos representem um evento Unico e isolado, € nesse caso a supervalorizagao
do evento deve ser evitada. Além disso, morfometricamente esta populagdao se mostrou uniforme.
A baixa variabilidade genética entre as populacdes estudadas sugere que N. paspalivorus nao seja
uma espécie nativa no Brasil, e que tenha sido introduzida, possivelmente em tinico evento ou em
varias introdugdes de um mesmo local (Gasparich et al. 1997). No entanto, estudos filogenéticos e
filogeograficos com a inclusdo de mais populagdes devem ser conduzidos para confirmacdo dessa
hipotese e para designagao do centro de origem de N. paspalivorus.

Os resultados deste trabalho corroboram a identificacdo prévia de N. paspalivorus para
todas as populacdes estudadas (Ceard, Paraiba, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe), uma vez
que o estudo morfométrico, molecular e biologico (compatibilidade reprodutiva) ndo revelou
diferencas relevantes entre as populagdes. Este estudo salienta a importancia da identificagdo
precisa de predadores através da taxonomia integrativa e aplica esta ferramenta na identificacao
de populagdes de N. paspalivorus. Além disso, contribui para a sistemdtica de Phytoseiidae, uma
vez que fornece informagodes sobre a variabilidade morfométrica de populagdes brasileiras de N.

paspalivorus.
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Tabela 1. Nomenclatura utilizada para abreviacdo dos caracteres morfologicos de M.

paspalivorus.

Caracteres morfologicos Abreviatura
Comprimento do escudo dorsal CED
Largura do escudo dorsal LED
Comprimento da seta dorsal j1 jl
Comprimento da seta dorsal j3 i3
Comprimento da seta dorsal j4 74
Comprimento da seta dorsal j5 35
Comprimento da seta dorsal j6 j6
Comprimento da seta dorsal z2 z2
Comprimento da seta dorsal z4 74
Comprimento da seta dorsal z5 z5
Comprimento da seta dorsal s4 s4
Comprimento da seta dorsal 13 3
Comprimento da seta dorsal J2 12
Comprimento da seta dorsal J5 J5
Comprimento da seta dorsal Z1 Z1
Comprimento da seta dorsal Z4 74
Comprimento da seta dorsal Z5 75
Comprimento da seta dorsal S2 S2
Comprimento da seta dorsal S4 S4
Comprimento da seta dorsal S5 S5
Comprimento da seta dorsal R1 R1
Comprimento da seta ventral 5 JV5
Disténcias entre as bases das setas esternais 1 St1-Stl
Distancias entre as bases das setas esternais 2 St2-St2
Distéancias entre as bases das setas esternais 3 St3-St3
Distancias entre as bases das setas esternais 1 e 3 St1-St3
Distancias entre as bases das setas esternais 2 e 3 St2-St3
Comprimento do escudo ventrianal EVA-Com
Largura anterior do escudo ventrianal na altura da seta ZV2 EVA-Ant
Largura posterior do escudo ventrianal na altura do anus EVA-Post
Distancias entre as bases das setas genitais G-G
Comprimento da macroseta do tarso da perna [V StV
Comprimento do digito moével da quelicera DM
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Tabela 2. Média, erro padrdo, e variagdo de 33 caracteres morfométricos mensurados a partir de fémeas adultas de cinco

populacdes brasileiras identificadas como N. paspalivorus. (Abreviaturas dos caracteres morfoldgicos de acordo com a Tabela 1).

Caracteres Ceara (CE) Paraiba (PB) Piaui (PI) Rio Grande do Norte (RN) Sergipe (SE) Holotipo
Morfologicos Média' +EP Min-Max Média £EP Min-Max Média £EP Min-Max Média £EP Min-Max Média £EP Min-Max (De Leon 1957)
CED 326,042,76b>  307,9-3573 364,246,692  309,7-405,5  332,74326b  301,3-364,5  338,0+2,41b  324,0-367,4  324,6+2,18b  309,5-346,3 340
LED 131,9+1,47a 121,9-146,0 135,4+1,09a 125,9-144,7 132,1+1,67a 119,3-145,9 135,0+1,06a 126,9-142,2 131,2+0,93a 125,6-140,7 140
jl 9,4+0,16b 8,0-10,6 10,4+0,19a 8,5-11,9 9,240,11b 8,2-10,0 9,6+0,19b 8,3-11,3 9,5+0,13b 8,4-10,6 11
33 9,1+0,15b 7,2-10,1 9,9+0,23a 8,0-11,8 9,3+0,19ab 7,8-10,9 9,8+0,14a 8,9-10,8 9,640,1 lab 8,6-10,5 11
j4 8,0+0,15b 6,4-8,9 8,5+0,15a 7,3-9,6 7,6+0,11b 6,9-8,5 8,0+0,12b 6,8-8,8 7,9+0,12b 7,0-8,9 9
i5 7,8+0,13a 6,9-8,9 8,2+0,18a 7,1-9.8 7,3+0,19b 5,3-8,8 8,1+0,12a 7,0-8,9 7,940,12a 7,1-9,1 10
j6 8,4+0,14b 7,2-10,2 9,2+0,14a 8,2-10,4 8,1+0,18b 6,7-9.4 9,0+0,13a 8,1-10,6 8,3+0,15b 7,4-9,7 11
2 8,7+0,17a 7,6-10,1 9,340,29a 6,4-11,8 8,8+0,13a 7,8-9,7 9,3+0,12a 8,0-10,2 9,1+0,14a 7,8-10,3 11
I5 7,6£0,11b 7,0-8,7 8,5+0,21a 6,4-9.9 8,0+0,21ab 6,8-9,9 7,8+0,12b 7,1-8.8 8,0+0,12ab 6,9-8,9 9
72 9,1+0,18b 7,6-10,7 9,840,21a 7,7-11,3 8,7+0,14b 7,9-10,2 9,1+0,14b 7,8-10,3 8,7+0,15b 7,1-9,9 11
74 9,1+0,13b 8,1-10,4 10,2+0,23a 8,5-12,2 9,1+0,15b 7,7-10,2 9,7+0,14b 8,0-10,5 9,4+0,16b 8,3-10,9 11
z5 7,7+0,14bc 6,7-8,7 8,6+0,17a 6,8-9,4 7,7+0,11bc 6,7-8,8 8,14+0,13b 7,1-9.3 7,6+0,13¢ 6,4-8,5 9
Z1 9,24+0,17b 8,2-11,1 10,1+0,19a 8,9-12,2 9,24+0,19b 8,0-11,1 9,6+0,18b 8,0-11,4 9,1£0,17b 7,5-10,7 11
Z4 13,6+0,23a 11,4-15,2 14,6+0,32a 11,9-16,7 12,5+0,31b 8,7-14,6 14,2+0,17a 12,8-15,5 13,7+0,23a 11,9-154 17
Z5 46,8+0,84b 41,9-58,6 53,6+0,88a 46,3-59,4 48,240,67b 43,9-55,7 48,3+0,46b 432-51,3 47,2+0,56b 41,0-53,2 52
s4 10,3+0,20bc 8,1-12,0 11,2+0,23a 8,8-12,6 9,9+0,23¢ 7.9-11,4 10,8+0,14ab 9,3-12,1 10,5+0,16bc 9,0-11,4 12
S2 10,7+0,16b 9,4-11,8 12,4+0,25a 10,2-14,3 10,5+0,20b 8,5-12,5 11,1+0,12b 10,1-12,4 10,8+0,15b 9,9-12,0 14
S4 12,0+0,21b 9,5-13,3 13,3+0,33a 9,1-15,7 12,5+0,17b 10,8-13,8 12,4+0,12b 11,5-13,2 12,3+0,16b 10,7-13,3 15
S5 15,3+0,36¢ 11,0-17,7 17,740,36a 14,8-20,9 15,9+0,36bc 11,0-18,5 16,5+0,19b 14,6-18,0 16,4+0,30b 13,5-18,9 19
r3 10,0+0,18bc 8,6-11,4 11,0+0,15a 9,6-11,9 9,5+0,22¢ 8,0-12,0 10,3+0,20b 7,7-11,9 10,0+0,20bc 79-11,5 11
R1 8,1+0,16bc 6,5-9,7 9,240,23a 7,4-11,1 7,940,16¢ 6,7-9.4 8,7+0,14b 7,3-9,6 8,5+0,15b 6,7-10,1 10
StIV 16,8+0,26b 14,9-18,5 18,1+0,35a 14,6-20,6 16,4+0,21b 14,9-18,2 16,9+0,29b 15,0-20,7 16,2+0,23b 14,5-18,5 -
St1-St3 80,7+0,40b 78,7-84.4 90,9+1,38a 80,2-99,1 82,1+0,50b 77,1-85,5 83,3+0,44b 80,0-86,8 81,8+0,38b 78,9-85,9 -
St2-St3 34,6+0,38¢ 31,4-37,5 38,6+0,62b 33,8-42,7 35,1+0,28¢ 31,9-36,8 50,3+0,28a 48,0-52,5 34,5+0,38¢ 31,6-37.8 -
EVA-Com 101,1+1,23b 90,9-113,1 113,2+2.43a 90,6-131,9 104,8+1,40b 90,4-117,0 104,8+1,01b 95,2-114,8 99,8+1,13b 90,7-110,9 -
EVA-Ant 76,2+0,86b 70,2-83,3 77,3+0,77ab 69,9-82,0 78.,3+1,16ab 66,6-85,6 80,0+0,54a 76,7-86,0 76,3+0,86b 69,8-84.,4 -
EVA-Post 71,4+0,85b 64,0-79,2 72,3+0,68ab 66,8-76,7 71,8+0,90ab 64,2-77,8 74,4+0,67a 69,6-80,7 70,9+0,81b 65,4-78,6 -
G-G 54,3+0,61b 49,6-60,5 55,3+0,56ab 50,5-60,7 55,9+0,56ab 50,0-59,5 56,9+0,43a 52,9-60,0 55,1+0,54ab 49,0-59,1 -
DM 23,1+0,16bc 21,9-24,4 25,6+0,42a 22,1-29,1 23,8+0,26b 22,5-27,7 23,9+0,18b 22,8-25,7 22,6£0,21c 21,2-25,0 -
St1-Stl 38,1+0,42a 35,4-41,8 38,0+0,24a 36,4-40,3 38,1+0,40a 35,8-43,1 37,4+1,94a 1,0-41,4 38,2+0,39a 33,6-41,2 -
St2-St2 49,4+0,47b 45,8-52,9 49,1+0,29b 46,8-51,0 50,1+0,51b 45,9-54,5 53,2+0,42a 49,7-56,7 49,3+0,24b 46,5-50,6 -
St3-St3 51,9+0,54a 47,5-56,2 52,5+0,56a 49,1-58,3 52,4+0,44a 47,9-55,5 35,0+0,31b 32,6-38,3 52,440,402 49,4-55,6 -
JV5 19,740,33d 16,7-22,1 23,9+0,50a 20,0-27,9 20,5+0,29cd 18,2-23,2 21,8+0,31b 18,1-23,8 20,9+0,28bc 19,1-24,5 -

"Médias dadas em micrometros.

*Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem significativamente (teste SNK, P> 0,05).
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Tabela 3. Identificacdo baseada na analise discriminante de 33 caracteres morfoldgicos de

fémeas pertecentes a cinco populagdes geograficas de N. paspalivourus.

Estado % Bem Ceara  Paraiba  Piaui Rio Grande  Sergipe
classificada’ do Norte
Ceara 50 10 2 6 0 2
Paraiba 65 3 13 1 0 3
Piaui 45 8 0 9 0 3
Rio Grande do Norte 100 0 0 0 20 0
Sergipe 75 2 1 2 0 15
Total 67 23 16 18 20 23

'Percentagem de individuos bem classificados na populacao de origem.
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Tabela 4. Andlise de varaiavéis candnicas para fémeas de cinco populagdes de M.
paspalivorus do nordeste brasileiro. Os primeiros dez caracteres morfologicos (autovetores) com
pesos mais elevados (autovalores) para duas varidveis candnicas (CV1 e CV2), em ordem

decrescente de valores absolutos.

Caracteres CVl1 Caracteres CV2

morfologicos peso morfologicos peso

z5 -0,5707 2 -0,7396
St2-St3 0,5052 J5 -0,4089
St3-St3 -0,4955 j6 0,4076
St2-St2 0,4909 r3 0,4019
i3 0,2641 StIV 0,3783
R1 0,2628 S4 -0,3348
jl -0,2534 EVA-Post -0,2921
J5 0,2469 74 0,2681
j6 0,2277 s4 -0,2571
EVA-Post 0,2196 j5 0,2546
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Figura 1. Locais de coletas das populagdes de N. paspalivorus do nordeste brasileiro.
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Figura 2. Anélise de variavéis canonicas de 33 caracteres morfologicos de fémeas pertecentes a
cinco populacdes geograficas de N. paspalivourus. Circulos formados com base na proje¢do de
individuos de cada populacdo para a variavel candnica (CV) 1 e 2, a variacao explicada pelas duas

variaveis canonicas ¢ mostrada entre parénteses.
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CAPITULO 4
TAXONOMIA INTEGRATIVA APLICADA A POPULACOES DO ACARO PREDADOR

Neoseiulus baraki (ATHIAS-HENRIOT) (PHYTOSEIIDAE)'

DANIELA D.M. REZENDE?, DENISE NAVIA®, RENATA SANTOS DE MENDONCA?, JOSE W.S. MELO?,

NAYANNIE S. ARATCHIGE* E MANOEL G.C. GONDIM JR?

*Departamento de Agronomia — Entomologia, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua
Dom Manoel de Medeiros s/n, Dois Irmaos, 52171-900 Recife, PE, Brasil.
3Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Parque Estagdao Bioldgica, final Av. W5 Norte,
s/No., Asa Norte, Caixa Postal 02372, 70770-917 Brasilia, DF, Brasil.

4Crop Protection Division, Coconut Research Institute of Sri Lanka, Lunuwila 61150, Sri Lanka.

'Rezende, D.D.M, D. Navia, R.S. Mendonga, J.W.S. Melo, N.S. Aratchige & M.G.C. Gondim Jr.
Taxonomia integrativa aplicada a populacdes de Neoseiulus baraki (Athias-Henriot)
(Phytoseiidae). A ser submetido.
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RESUMO - O acaro predador Neoseiulus baraki (Athias-Henriot) ¢ um potencial agente de
controle bioldgico do acaro-da-necrose-do-coqueiro, Aceria guerreronis Keifer. Estudos recentes
apontam a ocorréncia de espécies cripticas entre populacdes da Africa e do Brasil identificadas
como N. baraki. Assim, os objetivos deste estudo foram confirmar o status taxondmico de
populacdes brasileiras e asidticas identificadas como N. baraki, e conhecer a variabilidade entre
ela. Além disso, comparar geneticamente essas populagdes com outras de origem africana. Foram
estudadas seis populagdes brasileiras (Alagoas, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco e Rio
Grande do Norte) e duas da Asia (Sri Lanka). Para isso, a variabilidade morfoldgica entre as
populagdes foi avaliada através de andlises morfométricas de 33 caracteres morfoldgicos. A
compatibilidade reprodutiva das populagdes brasileiras que mais se distanciaram
morfometricamente (Pernambuco e Rio Grande do Norte) foi avaliada através de cruzamentos e
retrocruzamentos. Além disso, as populagdes brasileiras foram comparadas com populagdes
asiaticas, e africanas (Benim e Tanzania), com base em dados moleculares de dois fragmentos de
DNA: ITS rDNA (exceto Africa) e COI mtDNA. Foi observada variabilidade morfométrica
intraespecifica entre as populagdes de N. baraki. Os cruzamentos e retrocruzamentos envolvendo
as populacdes do Rio Grande do Norte e Permanbuco revelaram compatibilidade reprodutiva. A
analise molecular indicou variabilidade intraespecifica entre as populagdes de N. baraki, exceto
para a populacdo de Benim que apresentou variabilidade interespecifica. Em conclusdo, os
resultados indicaram que as populagdes de N. baraki do Brasil, Asia e Africa (Tanzania)

pertencem a mesma espécie e a populagdao de Benim a uma espécie distinta.

PALAVRAS-CHAVE: Aceria guerreronis, controle biologico, morfometria, marcador molecular,

cruzamentos, taxonomia integrativa
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INTEGRATIVE TAXONOMY APPLIED TO POPULATIONS OF PREDATOR MITE

Neoseiulus baraki (ATHIAS-HENRIOT) (PHYTOSEIIDAE)

ABSTRACT - The predatory mite Neoseiulus baraki (Athias-Henriot) is a promising agent for
biological control of coconut mite, Aceria guerreronis Keifer. Recent studies have indicated the
occurrence of cryptic species among populations from Africa and Brazil identified as N. baraki.
Thus, ther main objectives were to confirm the taxonomic status of Brazilian and Asian
populations identified as N. baraki, and know the variability between them. In addition, compare
these populations genetically with others of African origin. Six Brazilian populations (Alagoas,
Ceara, Maranhao, Paraiba, Pernambuco and Rio Grande do Norte) and two from Asia (Sri Lanka)
were studied. For this, the morphological differences between populations were assessed by
morphometric analysis of 33 morphological characters. Reproductive compatibility of populations
most diverged morphometrically (Pernambuco and Rio Grande do Norte) was evaluated through
crosses and backcrosses. Furthermore, Brazilian populations were compared with Asian and
African (Benin, Tanzania) populations, based on molecular data from two DNA fragments: ITS
rDNA (except Africa) and COI mtDNA. Intraspecific morphological variability among
populations of N. baraki was observed. The crosses and backcrosses involving populations of Rio
Grande do Norte and Permanbuco shown reproductive compatibility. Molecular analysis showed
intraspecific variability among populations of N. baraki except for the population from Benin. In
conclusion, the results indicated that populations of N. baraki from Brazil, Asia and Africa

(Tanzania) belong to the same species, and the population of Benin to a distinct species.

KEY WORDS: Aceria guerreronis, biological control, morphology, molecular markers, crosses,

integrative taxonomy
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Introducao

O acaro-da-necrose-coqueiro, Aceria guerreronis Keifer (Acari: Eriophyidae), ¢ uma das
pragas mais importantes desta palmeira (Cocos nucifera L.) em todo mundo (Moore & Howard
1996, Navia et al. 2013). Devido ao tamanho diminuto (aproximadamente 150 um de
comprimento), este consegue penetrar no perianto a partir da fecundagdo dos frutos, onde
alimenta-se e forma coldnias, causando necrose, redu¢do de tamanho, deformagdo e abortamento
dos frutos (Moore & Alexander 1987, Haq et al. 2002, Navia et al. 2013). Os predadores de A.
guerreronis (acaros das familias Phytoseiidae e Melicharidae) ndo conseguem acessar este refugio
simultaneamente com sua presa (Lima ef al. 2012). A maioria dos acaros predadores comumente
associados ao coqueiro, dentre eles Amblyseius largoensis (Muma), Euseis alatus (De Leon),
Proctolaelaps bickleyi (Bram) e Proctolaelaps bulbosus Moraes, Reis and Gondim Jr. (Lawson-
Balagbo et al. 2008) sdo retidos fora do perianto, ndo conseguindo ultrapassar o pequeno espago
que existe entre a extremidade das bracteas e a superficie dos frutos, Entretanto, algumas espécies
de menor dimensdo, como Neoseiulus baraki (Athias-Henriot), conseguem penetrar no perianto
(Lima et al. 2012).

O é4caro N. baraki ¢ uma das espécies da familia Phytoseiidae encontrada com maior
frequéncia em associacdo a A. guerreronis nas Américas (Lawson-Balagbo et al. 2008, Reis et al.
2008, Silva et al. 2010), Africa (Negloh et al. 2008, 2011) e Asia (Fernando et al. 2004, 2010).
Neoseiulus baraki foi descrito a partir de amostras coletadas em plantas do género Phalaris sp.
(Poaceae) em Alger, Algeria (Athias-Henriot 1966). Posteriormente, foi relatado no continente
asiatico: Tailandia (Ehara & Bhandhufalck, 1977), Taiwan (Tseng 1983), China (Wu et al. 1991)
e Sri Lanka (Moraes et al. 2004), onde foi encontrado associado a A. guerreronis em plantas de
coqueiro. Na Africa foi primeiro relatado em Mogambique, em mandioca (Manihot esculenta

Crantz) (Zannou et al. 2005). Um ano depois, foi relatado também no Quénia em Lantana camara

102



L., Benim em Andropogon gayanus Kunth e Pennisetum pedicellatum Trin., ¢ em Burundi em
Setaria sp. (Zannou et al. 2006). Recentemente, foi relatado na Tanzania em coqueiro (Famah
Sourassou et al. 2012). Nas Américas, N. baraki foi relatado em Cuba, em cultivos de arroz
(Oriza sativa L.) (Ramos & Rodriguez 2004); no Panama e em Costa Rica, em associagdao a
Steneotarsonemus spinki Smiley (Tarsonemidae), em plantios de arroz (Quirés-Mclntire &
Rodriguez 2010, Rodriguez-Morell et al. 2013). No Brasil, onde-se encontra amplamente
distribuido e em associacdo com A. guerreronis em coqueiro, sendo relatado nos Estados de
Alagoas, Bahia, Ceara, Para, Paraiba, Pernambuco e Maranhao (Lawson-Balagbo et al. 2008).

A acurada identificacdo de inimigos naturais ¢ fundamental em programas de controle
bioldgico, pois identificagdes imprecisas podem resultar em insucessos (Moraes 1987). No
entanto, a identificacdo de acaros fitoseideos ¢ normalmente feita com base apenas em caracteres
morfologicos (e.g. Chant & McMurtry 1994, 2006). Estudos recentes tém constatado variagdes
intraespecificas superiores ao esperado para o comprimento de cerdas dorsais, o que coloca em
questionamento a validade de algumas espécies e a confiabilidade dos caracteres atualmente
utilizados para diferencia-los (Tixier et al. 2006ab , 2008ab, 2011). A utilizagdo exclusiva da
morfologia pode ser limitante na identificacdo de espécies. Variagdes podem ser constatadas ao
nivel biologico e genético (Famah Sourassou ef al. 2012), como a ocorréncia de espécies cripticas,
jé observadas em Phytoseiidae (Tixier ef al. 2006a, Famah Sourassou et al. 2012).

A utilizagdo de uma abordagem integrativa, unindo o estudo das variagdes genéticas e
bioldgicas em complemento aos estudos morfologicos, tem auxiliado em estudos taxondmicos de
acaros da familia Phytoseiidae, sobretudo na resolucdo de problemas taxondmicos, como a
existéncia de sinonimias e a presenca de espécies cripticas. Famah Sourassou et al. (2012)

relataram variabilidade morfométrica, diferenga molecular ao nivel de espécie e incompatibilidade
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reprodutiva entre populagdes de N. baraki oriundas de Benim e Tanzinia (Africa) e Brasil
(América do Sul), concluindo que se tratava de espécies cripticas.

O objetivo deste trabalho foi confirmar o status taxondmico de populagdes brasileiras e
asiaticas identificadas como N. baraki, conhecer a variabilidade entre as mesmas, € comparar
geneticamente essas populacoes com outras de origem africana. Para isso, foi utilizada a
integracdo de uma avaliagdo morfométrica (por meio de analises univariadas e multivariadas),
bioldgica (testes de cruzamentos e retrocruzamentos para avaliar a compatibilidade reprodutiva
entre as populagdes brasileiras) e molecular, utilizando os marcadores: ITS (rDNA) e COI

(mtDNA).

Material e Métodos

Obtencao, identificacdo, criacio e preservacao dos acaros para as analises. Foram realizadas
coletas de frutos de coqueiro com sintomas de danos de A. guerreronis em todos os estados do
nordeste brasileiro, cobrindo uma extensdo de aproximadamente 3000 Km ao longo do litoral.
Foram amostradas aproximadamente 10 plantas por localidade. As coordenadas geograficas de
cada local de coleta, no Brasil, foram obtidas com o auxilio de um Global Positioning System
(GPSMAP® 60CSx), para confecgdo do mapa de pontos de coleta pelo programa Diva-Gis (Fig.
1).

Os frutos coletados foram colocados em sacos plasticos, e armazenados em caixa de isopor
durante o transporte até o laboratdrio, por um periodo de no maximo dois dias. No laboratério, os
frutos foram armazenados em refrigerador, a aproximadamente 8 °C, por no maximo sete dias, até
o processamento. Os acaros foram coletados abaixo do perianto com auxilio de pincel e de um
microscopio estereoscopico. Cerca de dez fémeas de fitoseideos de cada localidade foram

montadas em laminas de microscopia em meio Hoyer. Estas foram mantidas em estufa de
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secagem (£ 60 °C) por cinco dias e, posteriormente, observadas em microscopio optico Olympus
BX41 (Olympus Corporation, Toquio, Japao). A identificagdo morfologica foi realizada
consultando a descri¢ao original (Athias-Henriot 1966) e outras publica¢des (Chant & McMurtry
2003, Moraes et al. 2004). Quando os fitoseideos foram classificados como N. baraki, deu-se
continuidade ao processamento da amostra. Dentre os nove estados do nordeste brasileiro onde
foram efetuadas coletas, N. baraki foi encontrado em seis: Alagoas, Ceara, Maranhdo, Paraiba,
Pernambuco e Rio Grande do Norte (Fig. 1).

As populagdes do Sri Lanka foram coletadas e enviadas pela pesquisadora N.S. Aratchige
da “Coconut Research Institute of Sri Lanka”. Os espécimes foram coletados em duas localidades
do Distrito de Puttalam: Lunuwila (7° 20' 46"N, 79° 51' 48"L) e Mundel (7° 48' 05"N, 79° 48'
26"L), e acondicionadas em alcool etilico 70% e absoluto, para caracterizagdo morfométrica e
molecular, respectivamente. Os espécimes de Mundel foram armazenados apenas para a
caracterizagdo molecular, devido ao nimero restrito de espécimes coletados nesta regido.

Foram estabelecidas criagdes de cada populagdo de N. baraki do Nordeste brasileiro, com
um numero inicial de 100 individuos cada, as quais foram mantidos isolados em incubadoras
(Tipo B.O.D.) sob condigdes controladas (25,0 £ 1,0 °C; 70 = 10% U.R. e 12 horas de fotofase).
A unidade de criagdo foi constituida de poliestireno preto (PVC) de 1 mm de espessura, papel
filtro, espuma de polietileno de 1 cm de espessura e placa de Petri, todos sobrepostos nesta
sequéncia e com 16 cm didmetro. O PVC foi contornado com algodao hidréfilo e mantido
permanentemente Umido pela adigdo didria de 4gua destilada, para evitar a fuga dos 4caros. Foram
fornecidos como alimento aos predadores, cinco fragmentos (aproximadamente 1 cm’) da
epiderme do perianto de frutos de coqueiro infestados com A. guerreronis (aproximadamente 80-
100 individuos de diferentes estagios), a cada dois dias. Foram retiradas 25 fémeas de cada

criacdo, para as analises morfométricas e montadas em laminas de microscopia em meio Hoyer.
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Para as andlises moleculares, foram retiradas 15 fémeas, as quais foram acondicionadas em alcool
etilico absoluto no interior de tubos eppendorf (2 ml), e mantidas em freezer a -20 °C.
Caracterizacao morfométrica. A caracterizagdo morfométrica foi realizada para sete populacdes
de N. baraki coletadas no Brasil (Alagoas, Ceard, Maranhao, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande
do Norte) e uma do Sri Lanka (Lunuwila). Para cada populacdo estudada foram selecionadas e
medidas 20 fémeas adultas de N. baraki, exceto para a populacdo do Sri Lanka, da qual foram
medidas 15 fémeas. As medi¢cdes foram realizadas em microscopio optico Olympus BX41
(Olympus Corporation, Téquio, Japao) com aumento de 400x acoplado a um microcomputador
para o procedimento de captura das imagens pelo programa Honestech TVR 2.5 (Honestech Inc.,
Austin, Texas, EUA). Foram mensurados 33 caracteres utilizando o software Motic Images Plus
2.0 (Motic China Group Co., Ltd, Xiamen, Fujian, CHN), a nomenclatura segue Lindquist &
Evans (1965). As medidas sdo apresentadas em microometros.

Os espécimes medidos para as analises morfométricas foram depositados como espécimes
vouchers na colegdo de acaros do Laboratorio de Acarologia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil e na cole¢cdo de acaros da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, Brasilia, Distrito Federal, Brasil.

As medicdes foram submetidas a uma analise de varidncia univariada (PROC ANOVA),
seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls (p<0,05). Para estimar a sobreposi¢do dos
caracteres entre as populacdes foi utilizado a seguinte variavel: Ax = Minx - Maxx , onde Minx ¢
a menor medida do caracter x para a populagdo que possui o maior valor médio e Maxx ¢ a maior
medida do caracter x para a populagdo que possui o0 menor valor médio (Tixier 2012).

Analises multivariadas também foram realizadas, sendo inicialmente feita uma analise de
componentes principais (ACP), para examinar possiveis descontinuidade morfoldgicas entre os

espécimes estudados. Em seguida, foi feita uma andlise de varidveis canonicas (AVC) para
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determinar os padrdes de variagdo morfologica e identificar os caracteres que mais contribuiram
para esta variacdo entre as populagdes. Por tltimo foi realizada uma analise discriminante para
avaliar a reidentificacdo dos dados, baseando-se nas variacdes de cada populagdo. Todas as
analises estatisticas foram realizadas com o software SAS (SAS Institute 2002).

Cruzamentos. Os testes de compatibilidade reprodutiva foram feitos para duas populagdes
brasileiras de N. baraki previamente selecionadas a partir dos resultados obtidos na andlise
morfométrica. Foram selecionadas as duas populagdes que mais se distanciaram
morfometricamente pela AVC (Pernambuco e Rio Grande do Norte).

Para o inicio dos testes de cruzamentos, aproximadamente 100 fémeas de N. paspalivorus
de cada populagdo foram transferidas para novas unidades de criagdo. Apds 24 horas as fémeas
foram retiradas, ¢ os ovos obtidos foram mantidos nas unidades de criagdo para obtencdo de
individuos de mesma idade. A alimentagdo foi semelhante a das colonias de manutengdo. Apds
cinco dias, as deutoninfas fémeas resultantes foram individualizadas em unidades experimentais
constituidas de um recipiente plastico (=2 cm x H=1,8 cm), obtidas a partir da Bio-Serv
Incorporation (Bioassay Tray 128 células). Os recipientes foram vedados com uma pelicula
adesiva transparente de plastico, visando evitar a fuga dos acaros. Dez fémeas virgens, de cada
populagdo estudada, foram mantidas isoladas por 10 dias, para verificar se estas ovipositavam.
Paralelamente, foram formados 10 casais homogamicos e 10 casais heterogdmicos com espécimes
das populagdes Pernambuco e Rio Grande do Norte. Os machos foram obtidos das criagdes de
suas respectivas populacdes. Para os cruzamentos heterogamicos que geraram descendentes
fémeas, foram feitos retrocruzamentos destas com machos das populacdes originais. Em caso de
morte do macho, durante o periodo de observagdo da oviposicao, este foi substituido por outro da
coldnia. No interior das unidades experimentais foi fornecido como alimento, a cada dois dias, um

fragmento (aproximadamentel cm’) de epiderme do perianto de frutos infestados com A.
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guerreronis, (aproximadamente 80-100 individuos de diferentes estidgios). Os casais foram
avaliados por 10 dias apos o inicio da oviposicao. A cada trés dias, os casais foram transferidos
para novas unidades experimentais, € os ovos obtidos foram mantidos nas mesmas unidades até os
individuos atingirem a fase adulta para determina¢do da razdo sexual. As unidades experimentais
foram mantidas em cimaras climatizadas a 25 + 1,0 °C, 75 £ 10% U.R. e 12h de fotofase. Para
avaliar as diferengas entre os cruzamentos e retrocruzamentos foi realizada uma analise de
variancia (PROC ANOVA) seguida por Student-Newman-Keuls (p < 0,05) usando o programa
SAS (SAS Institute, 2002).

Caracterizacdo molecular. A variabilidade genética e as relagdes filogenéticas entre populacdes
de N. baraki foram estudadas a partir de sete populacdes da regido nordeste do Brasil (Alagoas,
Ceara, Maranhao, Piaui, Paraiba, Pernambuco, ¢ Rio Grande do Norte), duas do Sri lanka
(Lunuwila ¢ Mundel) e duas da Africa (Benim e Tanzania) para dois fragmentos do genoma. A
regido intergénica, Espagador Interno Transcrito (ITS) que abrangeu as regides ITS1, ITS2 e o
gene 5,8S (ITS1-5,8S-ITS2) do genoma ribossdomico nuclear (tDNA) (exceto Piaui e Africa) e um
fragmento do gene citocromo c oxidase subunidade I (COI) do genoma mitocondrial (mtDNA).
A regido ITS tem sido utilizada em estudos da familia Phytoseiidae, na elucida¢do de aspectos
importantes relacionados a filogenia (Kanouh et al. 2010a, Tsolakis et al. 2012); e na confirmacao
do status taxonomico (e.g. Gotoh et al. 1998, Hillis & Dixon 1991, Navajas & Fenton 2000,
Navajas et al. 1999). Além de ser utilizada para esclarecer sinonimias e ocorréncia de espécies
cripticas em fitoseideos (Tixier et al. 2006a, Tixier et al. 2011, 2012a, Navia et al. 2014). A
regido COI tém sido utilizada na confirmagdo do status taxonomico em fitoseideos (Tixier et al.
2008a, Okassa et al. 2009); e na resolugdo de problemas taxondmicos como sinonimias (Tixier et

al. 2006ab, Tixier et al. 2012a) e presenga de espécies cripticas para o género Neoseiulus (Famah
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Sourassou et al. 2012). Estes marcadores foram escolhidos porque sdo independentes e
complementares com taxas evolutivas distintas.

Extracdo de DNA: O DNA gendmico foi extraido de seis populagdes de N. baraki do

nordeste do Brasil (Alagoas, Ceard, Maranhao, Paraiba, Pernambuco, e Rio Grande do Norte) e
duas do Sri lanka (Lunuwila e Mundel). A extragao foi realizada utilizando o kit de extragdo
“DNeasy Blood and Tissue Kit” (Qiagen™), seguindo o protocolo para cultura de células animais
adaptado a extragdo de DNA total de pequenos artropodes conforme Mendonga et al. (2011) com
os ajustes incorporados a partir do protocolo descrito por Kanouh et al. (2010b). Para cada
populacao 15 fémeas foram individualizadas para extracdo. Os espécimes utilizados na extracao
de DNA, quando possivel, tiveram seu exoesqueleto recuperado da membrana da coluna de
extragdo e foram montados em laminas de microscopia em meio de Hoyer. Essas laminas foram
depositadas como espécimes voucher na colecdo de acaros do Laboratério de Acarologia da
Universidade Federal do Pernambuco, Pernambuco, Brasil e na cole¢ao de acaros da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Amplificacdo através da Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR (Polymerase Chain

Reaction): Os primers utilizados para amplificagdio da regido ITS foram 5°-
AGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAG-3" (Navajas et al. 1999) e 5-ATATGCTTA
AATTCAGCGGG-3’(Navajas et al. 1998); e para o fragmento COI os primers 5’-
TGATTTTTTGGTCACCCAGAAG e 5-TACAGCTCCTATAGATA AAAC (Navajas et al.
1996).

A reacdo que permitiu a amplificagdo da regido ITS de um individuo de N. barak, foi
adaptada do protocolo proposto por Navia ef al. (2014). O volume final da reagdo foi de 25 pL
contendo 2,5 pL de tampao 10x (Qiagen®), 0,125 un/puL (5 U/mL) de Tag DNA Polymerase

(Qiagen®™), 0,5 uL de dNTP (10 mM), 0,175 pL de cada oligonucleotideo iniciador primer (10
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uM), 1 ul de MgCl, (25 mM), 18,525 puL de agua MilliQ e 2 pL do DNA. O termociclador
(Eppendorf — Mastercycler pro S) utilizado na amplificagdo do DNA foi programado com o
seguinte perfil de amplificacdo: as amostras foram desnaturadas a 94 °C durante 2 min. e
submetidas a 30 ciclos de PCR, sendo 15 seg. de desnaturagdo a 94 °C, 45 seg. de anelamento a
51 °C e 1 min. de extensdo a 72 °C, finalizando com um ciclo de 7 min. a 72 °C, baixando a 10 °C
até a retirada da amostras.

A reagdo para amplificacdo do fragmento da regido COI de um individuo de N. baraki, foi
adaptada do protocolo proposto por Famah Sourassou et al. (2012). O volume final da reagdo foi
de 25 pL, contendo 2,5 pL de tampdo 10x (Qiagen®), 0,5 un/uL (5 U/mL) de Tag DNA
Polymerase (Qiagen®™), 2 pL de dNTP (10 mM), 0,5 pL de cada oligonucleotideo iniciador
(primer) (10 uM), 1 pl de MgCl, (25 mM), 0,4 pL de albumina de soro bovino (BSA) (10
mg/mL), 15,6 uL de agua Depc e 2 uL do DNA. O termociclador utilizado na amplifica¢dao do
DNA foi programado com o seguinte perfil: as amostras foram desnaturadas a 95 °C durante 2
min ¢ submetidas a 30 ciclos de PCR, sendo 2 min. de desnaturagdao a 92 °C, 1 min. de
anelamento a 45 °C e 1 min. e 30 seg. de extensdo a 72 °C, finalizando com um ciclo final de 5
min. a 72 °C, baixando a 10 °C até a retirada da amostras. O produto de PCR foi aplicado em gel
de agarose a 1% e submetido a eletroforese para separagdo e visualizagdo dos fragmentos
amplificados. Em seguida, o gel foi corado em solugio GelRed” (Biotioum) e visualizados em
transiluminador (BioRad) acoplado a um computador com o programa Image Lab 3.0.

De cada populacdo foram selecionadas quatro a seis amostras com maior intensidade de
amplificagdo para a producdo do DNA nas quantidades exigidas para o sequenciamento da regido
ITS e do fragmento COI. O produto de PCR foi enviado para sequenciamento direto em

Plataforma ABI PRISM 3730 XL (Applied Biosystems Inc., Lille, Franga).
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Andlises e edicdo das sequéncias: O programa BioEdit versao 7.0.4 (Hall, 1999) foi

utilizado para a andlise dos eletroferogramas e das sequéncias brutas. A edicdo da sequéncia
consenso foi realizada com o auxilio do programa Staden Package versao 1.6.0 (Staden et al.
1998). O alinhamento das sequéncias ITS (rDNA) e COI (mtDNA) foi conduzido pelo método de
alinhamento multiplo CLUSTAL W (Thompson et al. 1994) implementado no programa BioEdit.
Nao foram necessarios ajustes manuais para o alinhamento das sequéncias. As sequéncias obtidas
para cada populagdo foram comparadas com sequéncias disponiveis no GenBank através do
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). A distribui¢do e a frequéncia das
sequéncias variantes - haplotipos (COI) e gendtipos (ITS) - para as espécies de Neoseiulus
incluidas no estudo foram inferidas para os dois fragmentos estudados e estimados pelo programa
DnaSP versao 5.10.1 (Librado & Rozas 2009).

Analises filogenéticas: Nas andlises filogenéticas para a regido ITS, além de populagdes de

N. baraki coletadas no Brasil e Sri Lanka foram incluidas sequéncias de populacdes de N.
paspalivorus, espécie proxima de N. baraki, provenientes de cinco estados do Nordeste brasileiro:
Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Piaui e Sergipe (Cap. 3) (Tabela 1). As sequéncias da regido
ITS de N. baraki e N. paspalivorus obtidas nesse estudo sdo as primeiras depositadas no banco de
dados americano “National Center for Biotechnology Information - NCBI” (GenBank). No total
foram analisadas oito populagdes de N. baraki. Outras espécies de Neoseiulus recuperadas do
GenBank foram adicionadas ao conjunto de dados para o marcador ITS: Neoseiulus californicus
(McGregor) (Kanouh et al. 2010, Tsolakis et al. 2012) e Neoseiulus idaeus Denmark & Muma
(Okassa et al. 2011, Tsolakis et al. 2012) (Tabela 1). Sequéncias de outros fitoseideos foram
incluidas na andlise para orientar a definicdo dos limites de divergéncia que sugerem a presenca
de linhagem dentro de N. baraki. Os agrupamentos observados na filogenia nortearam a defini¢cao

dos grupos para o célculo da distancia inter e intraespecifica e possibilitaram a comparacao dos
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valores obtidos para grupos conhecidos com os valores do grupo investigado. Assim, além de
sequéncias de espécies de Neoseiulus, foram inseridas sequéncias do género FEuseius
(Phytoseiidae: Amblyseiinae): Euseius stipulatus (Athias-Henriot) (Pérez-Sayas et al. 2011),
Euseius concordis (Chant) (Navajas et al. 1999), Euseius finlandicus (Oudemans) (Yli-Mattila et
al. 2000), Euseius sojaensis (Ehara) (Sonoda et al. 2012), Euseius ovalis (Evans) (Pham et al. ndo
publicado, Tixier et al. 2012b, Tsolakis et al. 2012), Euseius nicholsi (Ehara & Lee) (Yang et al.
2012, Xia et al. ndo publicado) e uma sequéncia no género Typhlodromus (Phytoseiidae:
Typhlodrominae), Typhlodromus (Typhlodromus) phialatus Athias-Henriot (Tsolakis e al. 2012)
(Tabela 1). As espécies selecionadas como grupo externo na filogenia foram as mesmas indicadas
em Tixier et al. (2012) e pertencem a familia Laelapidae: Tropilaelaps koenigerum Delfinado-
Baker & Baker e Tropilaelaps thaii (Anderson & Morgan) (Tabela 1). Todas as sequéncias ITS
do conjunto de dados se alinharam com as sequéncias dos espécimens voucher definidos em
Tixier et al. (2012).

Nas andlises filogenéticas para o fragmento do gene COI (mtDNA), foi possivel a
comparacao das populagdes do Brasil e Sri Lanka, obtidas nesse estudo, com as de Benim e
Tanzania (Famah Sourassou et al. 2012). Foram adicionadas no alinhamento sequéncias de uma
populacdo do Piaui (Brasil). Populagdes de N. paspalivorus, coletadas em quatro estados do
nordeste brasileiro (Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba e Sergipe) foram sequenciadas (Cap. 3)
e incluidas no conjunto de dados, juntamente com sequéncias de N. californicus (Hinomoto ef al.
2010) recuperadas do GenBank (Tabela 2). Como nas analises da regido ITS, sequéncias de outros
taxa de Amblyseiinae foram agregadas: E. stipulatus, Euseius gallicus Kreiter & Tixier e E.
finlandicus (Okassa et al. 2009) (Tabela 2). Todas as sequéncias COI (mtDNA) das espécies
selecionadas para compor o conjunto de dados agruparam-se no mesmo clado que o fragmento

correspondente do gene COI do genoma mitocondrial completo de Phytosiulus persimilis Athias-
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Henriot (Dermauw et al. 2010) (NC014049) disponivel no GenBank (Filogenia ndao apresentada).
O alinhamento correspondeu s posi¢des 712 e 1122 pb do genoma de P. persimilis. Sequéncias
de espécies do género Typhlodromus nao foram incluidas nas anélises de COI (mtDNA) por que a
maioria encontra correspondéncia com a sequéncia do genoma completo de P. persimilis entre as
posicdes 50 e 711 pb (Tixier et al. 2012b), portanto, em uma faixa diferente das sequéncias
obtidas nesse estudo. Duas sequéncias de Typhlodromus depositadas no GenBank (Tixier et al.
2008, Roy et al. 2009) que embora localizadas na mesma regido, apresentaram uma faixa de
sobreposicdo muito pequena com a sequéncia COI de P. persimilis, 250 pb e 301 pb,
respectivamente. Por esse motivo, Typhlodromus nao foi incluido nas analises COI. A espécie
Stratiolaelaps scimitus (Womersley) (Walter & Campbell 2003) da familia Laelapidae foi
selecionada como grupo externo (Tixier ef al. 2012b) (Tabela 2).

As analises filogenéticas das sequéncias ITS e COI foram conduzidas nos programas
MEGA versao 6 (Tamura et al. 2013), jModeltest versdo 3.7 (Darriba et al. 2012) e PhyML
versao 3.0 (Guindon et al. 2010). Primeiramente, foi selecionado o modelo evolutivo para cada
um dos fragmentos com o auxilio do programa jModeltest versao 3.7 (Darriba et al. 2012). O
numero de substitui¢cdes de nucleotideos foi ajustado para 11, de forma que o melhor modelo para
os dados moleculares foi procurado entre os 88 modelos possiveis. O critério de informagao
Akaike (Akaike 1973), Akaike corrigido (Sugiura 1978, Hurvich & Tsai 1989), e de informacgao
Bayesina (Schwarz 1978) foram estimados.

Definido o melhor modelo, os arquivos de sequéncias foram submetidos separadamente para
andlise filogenética a versdo online do algoritmo PhyML (Guindon et al. 2010). As arvores
filogenéticas foram estimadas por méaxima verossimilhan¢a (Maximum-Likelihood estimation -
ML) e a construcao e edi¢ao foi executada no MEGA versao 6 (Tamura ef al. 2013) utilizando o

arquivo no formato newick gerado pelo programa PhyML 3.0 (Guindon et al. 2010). Para a
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determinacdo dos limites de confianga nas ramificacdes geradas durante a construgdo das
filogenias, os dados foram submetidos ao teste de bootstrap (Felsenstein 1985) para 1000
replicagdes e os valores estdo apresentados em porcentagem proximos aos ramos das arvores
filogenéticas. O teste da razdo de verossimilhanca aproximada (alrt) para a funcdo PhyML
(Anisimova & Gascuel 2006) também foi usado para testar comparativamente a precisdo de cada
ramo. Apenas os valores de bootstrap sdo apresentados e os clados com suporte inferior a 50%
foram omitidos. Adicionalmente, foi testada a arvore pelo algoritimo de neighbor-joining (NJ)
com o parametro K2P (Kimura 1980) implementado no MEGA v. 6 e pela inferéncia Bayesiana
(BI), online no site pylogeny.fr: andlise filogenética para ndo  especialista
(http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/index.cgi), com o programa MrBayes versdo 3.12
(Huelsenbeck & Ronquist 2001). As topologias estimadas por ML, NJ e BI foram semelhantes e
apenas a constru¢do ML ¢ apresentada. Para a edigdo da arvore, uma sequéncia representante de
cada populagdo foi incluida no alinhamento. Quando sequéncias idénticas de uma mesma
populagdo foram encontradas, tanto no Genbank quanto nas obtidas nesse estudo, apenas uma foi
incluida nos alinhamentos e o nimero de vezes que essas sequéncias se repetiram foi anotado,
entre parénteses, ao lado da sequéncia selecionada.

Distancia genética: O programa MEGA versdo 6.0 (Tamura et al. 2013) foi utilizado para

estimar a distribuicdo e a frequéncia da distdncia genética entre os pares ordenados de
nucleotideos para os dois fragmentos sequenciados para todas as espécies de Neoseiulus e grupos

externos obtidas nesse estudo e para aquelas recuperadas do GenBank.

Resultados
Caracterizacido morfologica. Diferencas significativas foram observadas entre os caracteres

mensurados (P>0,05) (Tabela 3), exceto para a distdncia entre as bases das setas genitais G-G.
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Sobreposi¢des dos intervalos de variagdo foram observadas para a maioria dos caracteres
estudados, com excecdo dos caracteres comprimento da seta Z5 (entre a populacdo do Rio Grande
do Norte e as populagdes do Sri Lanka, Paraiba, Ceard e Alagoas), e da distancia entre as setas
St1-St3 entre as populagdes do Rio Grande do Norte ¢ Maranhdo com as demais populacdes
estudadas, assim como a distancia entre as setas St2-St3 entre a populagdo do Rio Grande do
Norte e a populagdo do Sri Lanka.

Na ACP, os dois primeiros componentes principais (CP1 e CP2) explicaram juntos 57,56%
da variancia total (CP1: 46,96% e CP2: 10,62%) (Fig. 2A). Na AVC, as duas primeiras variaveis
canonicas (CV1 e CV2) explicaram juntas 89,1% da variancia total (CV1: 80,36%; CV2:8,75%)
(Fig. 2B). As populagdes do Rio Grande do Norte e Maranhdo foram plotadas ao longo da secao
positiva do eixo CV1. As demais populagdes foram plotadas ao longo da secdo negativa do
mesmo eixo, indicando clara distingdo entre as fémeas da populagao do Rio Grande do Norte e
Maranhdo em relagdo as das demais populagdes estudadas (Fig. 2B).

Uma analise dos pesos das primeiras variaveis candnicas (Tabela 4) indicam que o
comprimento das setas e a distancia entre setas do escudo esternal sdo as principais caracteristicas
que distinguem as populacdes de N. baraki. Comparando os caracteres que compdem as primeiras
variaveis canonicas (Tabela 4) com os dados morfométricos (ANOVA) (Tabela 3) é possivel
observar que a populagdo de N. baraki do Rio Grande do Norte tem maior comrpimento das setas
33, j5, R1, maior distancia entre as setas esternais St1-St3, e maior largura posterior do escudo
ventrianal (EVA-Ant, EVA-Post).

A identificacdo das populagdes de N. baraki, com base na andlise discriminante, mostrou
que a identificagdo na populag@o de origem variou de 65 a 90%, sendo a maior proporcao de erros
na identificacdo para a populagdo do Rio Grande do Norte, e a menor para as populagdes do

Maranhdo e Ceara.
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Cruzamentos. Fémeas virgens ndo ovipositaram durante o periodo de observagdao. Nos
cruzamentos (homogamicos e heterogdmicos) e retrocruzamentos, todas as fémeas observadas
ovipositaram, com auséncia de deformagao nos ovos. O periodo de pré-oviposi¢ao variou de 1,2 a
2,0; 1,1 a 2,1 e 0,7 a 1,1 para cruzamentos homogamicos, heterogdmicos e retrocruzamentos,
respectivamente. Nao foram observadas diferencas no nimero de ovos por fémea. A viabilidade
total e razdo sexual foram menores para alguns retrocruzamentos (Tabela 5).

Caracterizacdo molecular. ITS rDNA: Foram obtidas 37 sequéncias da regido ITS de N. baraki,
sendo 29 do Brasil (de Alagoas, Cear4, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte,
Piaui) e oito do Sri Lanka (Lunuwila ¢ Mundel) (Tabela 1). O comprimento das sequéncias ITS
variou de 612 pb a 621 pb. Entre as sequéncias de Lunuwila, uma sequéncia apresentou 466 pb.

As populagdes de N. baraki do nordeste brasileiro foram identificados trés genotipos (G1,
G2 e G3), e dois entre as populagdes do Sri Lanka (G1 e G4) (Tabela 1). O genoétipo G1 foi
observado no Brasil e no Sri Lanka (Tabela 1). Um unico nucleotideo localizado na posi¢do 450
separa o genotipo G1(T) do G2 (A). O gendtipo G3, além da base A na posi¢ao 450, tem a base T
em substitui¢do a C na posicao 552. O Genoétipo G4 encontrado apenas em Lunuwila possui 14
sitios variaveis e duas dele¢des. A composi¢cdo média de nucleotideos nas sequéncias ITS foi: T=
31,30%, A= 26,10%, C=22,60% e G=26,01%.

A arvore filogenética foi construida com o critério de méaxima verossimilhangca (ML) e
modelo Tamura Nei (TN93 + G) (Tamura & Nei 1993) com o pardmetro gama de 0,4010. As
topologias dos ramos principais para arvores NJ, ML e BIC foram semelhantes, e, por
conseguinte, para a clareza de apresentacdo, apenas a filogenia ML ¢ apresentada (Fig. 3). Todas
as amostras de Neoseiulus formaram um grupo monofilético. As populagdes de N. baraki do
nordeste brasileiro e Sri Lanka foram agrupadas no mesmo clado, o que ¢ suportado pelo valor de

booststrap de 95%, no entanto, este clado foi separado em trés grupos, com suportes de bootstrap
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de 58%, 62% e 91%, respectivamente. No primeiro grupo estdo apenas populagdes do Brasil (V.
baraki Br), no segundo, populacdes do Brasil e Sri Lanka (Mundel e Lunuwilla) (N. baraki Br Mu
Lu), e no terceiro grupo populagdes de Lunuwilla (N. baraki Lu). O Unico gendtipo de N.
paspalivorus permaneceu em um clado a parte de N. baraki suportado pelo valor de bootstrap de
96% (Fig. 3).

A distancia entre os pares de bases das sequéncias ITS, incluindo o grupo externo, variou de
0,81% a 33,95% (Tabela 6A). A distancia média dentro das populagdes de N. baraki e N.
paspalivorus foi de 0,27% e 0,00%, respectivamente (Tabela 6A). Os valores estimados para a
variacao média intraespecifica entre os pares de sequéncia de N. baraki (N. baraki Br, N. baraki
Br Mu Lu e N. baraki Lu), foram de 0,00%, 0,05% e 0,00%, respectivamente (Tabela 6B). As
distancias entre os clados N. baraki Br e N. baraki Br Mu Lu foi de 0,31%, dos clados N. baraki
Br e N. baraki Lu foi de 1,41% e, entre N. baraki Br e N. baraki Lu foi de 1,15% (Tabela 6B). A
distancia entre os trés grupos de N. baraki juntos e o clado de N. paspalivorus variou de 2,86% a
3,15% (Tabela 6B).

COI mtDNA: O comprimento do fragmento COI obtido para as populagdes de N. baraki foi
de 411pb. Entre as sequéncias de Lunuwila uma sequéncia apresentou 381 pb. Foram obtidas 31
sequéncias do fragmento COI de N. baraki do Brasil (Alagoas, Ceara, Maranhdo, Paraiba,
Pernambuco, Piaui ¢ Rio Grande do Norte) e Sri Lanka (Lunuwila ¢ Mundel).

Um unico haplétipo (H1) foi identificado entre as 31 sequéncias de N. baraki do Nordeste
brasileiro e para N. baraki do Brasil (JQ609092) e da Tanzania (JQ609093). Quatro haplotipos
(H2-HS5) foram encotrados entre as 15 sequéncias do Sri Lanka. A sequéncia de N. baraki de
Benim (JQ609094) formou o haplétipo seis (H6). Trés nucleotideos localizados nas posi¢des 195,
301 e 318 separam o haplotipo HI(T, T e C) do H4 (C, C e T). O haplotipo H3, tem 13 e 14 sitios

variaveis para espécimes SrLu.15 e SrLu.4 (Lunuwila), respectivamente, enquanto os hapldtipos
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H2 e HS5 tem 15 e 4 sitios variaveis, respectivamente, e duas delecdes para HS. O haplotipo H6
encontrado apenas em Benim (JQ609094) tem 50 sitios varidaveis. A composi¢do média de
nucleotideos nas sequéncias COI foi: T= 43,8 %, A= 26,6 %, C= 11,3 % e G= 18,3 %.

O modelo Hasegawa, Kishino e Yano (HKY + I + G) (Hasegawa et al. 1985) foi escolhido
para a construcdo da filogenia, tanto pelo critério de maxima verossimilhangca (ML) como para
inferéncia Bayesiana e neighbor-join (NJ), com a propor¢ao Ti/Tv= 2,7419 e o parametro de
distribuicdo gama=0,4280. As topologias dos ramos principais para todas as arvores foram
semelhantes e, apenas a arvore ML ¢ apresentada (Fig. 4). As espécies de Neoseiulus formaram
um grupo monofilético. O clado contendo a maioria dos haplétipos de N. baraki dividiu-se em
dois grupos principais, o primeiro formado pelo haplotipo HI mais os haplotipos H4 e HS de
Mundel (Sri Lanka) e o segundo, que agrupou unicamente os haplotipos de Lunuwila (Sri Lanka)
(H2 e H3), os valores de bootstrap foram 98% e 99%, respectivamente. Além disso, dentro do
primeiro grupo foi observada a separagdo em dois clados, um para o haplétipo H1 e outro para os
haplotipos de Mundel (H4 e HS5), com valores de bootstrap de 92% e 80%, respectivamente. No
segundo grupo, o haplétipo H2 (SRLu.2 e SRLu.13) (Lunuwila) permaneceu separado do H3 em
um clado suportado pelo volor de bootstrap de 95%. O haploétipo de N. baraki de Benim (H6)
permaneceu isolado dos demais haplotipos desta espécie, assim como os hapldtipos de N
paspalivorus (Fig. 4).

A distancia entre os pares de sequéncias COI (incluindo grupo externo) variou de 0% a
36,42% (Tabela 7A). A variabilidade dentro das populag¢des de N. baraki e N. paspalivorus foi de
2,21% e 0,13%, respectivamente (Tabela 7A). Os valores estimados para a variagdo média entre
os pares de sequéncia dentro de cada clado de N. baraki variou de 0,00% a 0,16% (Tabela 8B). As

distancias entre o clado N. baraki e os demais clados foram de 1,04% para N. baraki Mu; 3,60%
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para N. baraki Lul; 4,62% para N. baraki Lu2; 15,68% para N. baraki Bj (Benim) e 13,61% para

N. paspalivorus (Tabela 7B).

Discussao

Abordagens integrativas combinando morfologia, analise molecular e compatibilidade
reprodutiva sdo necessarias na identificagdo de inimigos naturais, sobretudo quando hé ocorréncia
de espécies cripticas (Famah Sourassou et al. 2012). Neste trabalho, populagdes de diferentes
localidades geogréficas do Brasil e da Asia (Sri Lanka) previamente identificadas como N. baraki
foram submetidas a uma abordagem integrativa baseada em andlise morfologica e testes de
cruzamentos; e a andlises moleculares juntamente com populagdes da Africa (Tanzania e Benim).
As estratégias adotadas indicam que as populagdes de N. baraki do Brasil, Asia e Africa
(Tanzania) pertencem ao mesmo taxon e a populagdo de Benim a um tédxon distinto.

A analise multivariada de 33 caracteres morfometricos mostrou diferencas entre as
populacdes de N. baraki estudadas. Variabilidade morfométrica intraespecifica tem sido
frequentemente observada entre fitoseideos (e.g. Chant 1955, Ragusa & Tsolakis 1994, Tixier et
al. 2006ab, 2008ab), dificultando a identificacdo especifica neste grupo. Interpretacdes
equivocadas da variacdo intraespecifica podem levar a erros de identificacdo e, potencialmente,
ocasionar descri¢des de sinonimos junior (Tixier et al. 2008b). Tixier (2012) propds uma
abordagem estatistica que estabelece limites para distinguir entre variabilidade intra e
interespecifica baseada nos comprimentos de setas de fitoseideos. Este estudo foi baseado em 14
espécies de cinco géneros (Euseius Wainstein, Neoseiulus Hughes, Phytoseiulus Evans,
Kampimodromus Nesbitt e Typhlodromus (Typhlodromus) Scheuten). A diferenca minima entre
os valores médios de amostras pertencentes a duas espécies distintas devem ser de 10,58 um (para

setas < 65 um) e 33,99 um (para setas > 65 pum). De acordo com esta abordagem a variabilidade
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encontrada entre as populacdes de N. baraki estudadas refletem uma variabilidade intraespecifica.
Além disso, o afastamento observado na AVC entre as populagdes do Maranhao e Rio Grande do
Norte em relagdo as demais populagdes foi baseado em caracteres que tém pouca importancia na
diferenciacdo das espécies, como distancia entre setas esternais (St1-St3, St2-St2), largura do
escudo posterior (EVA-Post) e tamanho das setas j5 e R1. As medi¢des das populagdes de N.
baraki estudadas também foram semelhantes a outras populagdes do Sri Lanka (Moraes et al.
2004).

Pouco se sabe sobre os fatores que podem causar variabilidade morfoldgica em acaros.
Variagdes morfologicas em acaros eriofideos ja foram associados a especificidade hospedeira, e
alguns estudos mostraram que os caracteres variam de acordo com a estrutura da planta
hospedeira (Skoracka et al. 2002). Estudo com acaros da familia Phytoseiidae, Euseius
mesembrinus (Dean), associaram as variagdes morfoldgicas encontradas em populagdes da
Flérida e Texas (EUA) a fatores geograficos ou nutricionais (Abou-Setta et al. 1991). Neste
estudo, as populagdes de N. baraki do Sri Lanka foram mais proximas morfometricamente das
populagdes de Alagoas, Ceard, Paraiba e Pernambuco do que as populacdes do Maranhdo e Rio
Grande do Norte, logo ¢ provavel que a variabilidade encontrada ndo esteja relacionada a
distncia geografica. O relato desta espécie no Brasil se limita ao coqueiro, € em associagdo com
A. guerreronis. Contudo € provavel que N. baraki tenha outros hospedeiros e presas ainda
desconhecidos, € a ocorréncia disto ao longo do litoral do Nordeste pode ndo ser continuo e
uniforme, uma vez que o clima, sobretudo a precipitacdo, ao longo do litoral ¢ variavel. Portanto,
mais investigacdes sdo necessarias, visando elucidar a ecologia desta espécie e os fatores
associados a variabilidade morfométrica.

Fémeas de N. baraki ndo acasaladas ndo ovipositaram, confirmando os resultados

observados por Famah Sourassou et al. (2012), com o sabido at¢ o0 momento para a maioria dos
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fitoseideos (Croft 1970, McMurtry 1980, Moraes & McMurtry 1981, Noronha & Moraes 2002,
2004). Compatibilidade reprodutiva foi observada entre as populacdes de N. baraki que mais se
afastaram morfometricamente (Rio Grande do Norte e Pernambuco), no entanto diferengas foram
observadas nos parametros: periodo de pré-oviposi¢do, viabilidade total e razdo sexual, sobretudo,
em retrocruzamentos. Apesar das diferencas encontradas houve uma tendéncia de maior nimero
de descendentes fémeas em todos os cruzamentos. Estes resultados indicam que as duas
populagdes pertencem a mesma espécie, de acordo com o conceito de espécie bioldgica (Mayr &
Ashlock 1991). Estudos anteriores ja relataram imconpatibilidade reprodutiva de populagdes de N.
baraki geograficamente distantes (Benim, Tanzania e Brasil), possivelmente, associada a presenca
de endossimbiontes (Famah Sourassou et al. 2012). Famah Sourassou et al. (2014), relatou
imconpatibilidade reprodutiva associada a presenca de diferentes endossinbiontes (Wolbachia e
Cardinium) em populacdes de N. paspalivorus de Benim, Gana e Brasil. A auséncia de
isolamento reprodutivo observada neste trabalho também pode estar relacionada a auséncia de
endossimbiontes ou a presenca da mesma cepa nas populagdes estudadas. Famah Sourassou et al.
(2014), relatou imconpatibilidade reprodutiva associada a presenca de diferentes endossinbiontes
(Wolbachia e Cardinium) em populagdes de N. paspalivorus de Benim, Gana ¢ Brasil.

Os resultados das analises moleculares corrobora os resultados da analise morfométrica,
indicando que as populagdes de N. baraki do nordeste brasileiro, Sri Lanka e Tanzania pertecem a
mesma espécie. A populagdo de Benim, provavelmente representa uma espécie diferente, como ja
evidenciado por por Famah Sourassou et al. (2012). Embora pertencendo a mesma espécie, a
populagdo de Lunuwila do Sri Lanka constituiu um agrupamento genético distinto na filogenia,
usando ambos os marcadores genéticos (ITS e COI). Além disso, foram observados quatro
genotipos (ITS) e seis haplotipos (COI) entre as populacdes de N. baraki estudadas (Tabela 1, 2).

A variabilidade genética encontrada na populagdo de N. baraki do Sri Lanka, em relacdo as
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demais populacdes pode estar relacionada a um processo de especiagao, possivelmente associado
ao isolamento geografico e a auséncia de fluxo génico entre as populagdes. Contudo, testes de
cruzamentos devem ser realizados entre estas populagdes para confirmar se ha populagdo do Sri
lanka e isolada reprodutivamente das demais populagdes.

As distancias genéticas obtidas neste estudo para as sequéncias ITS e COI se encaixam
dentro das distancias intraespecificas de outras espécies de fitoseideos que tém sido relatados na
literatura. A distancia entre as sequéncias ITS das populagdes de N. baraki do clado “N. baraki
Br” (populagdes do nordeste brasileiro) e “ N. baraki Br Mu Lu” (populagdes do Maranhao,
Ceara, Mundel e Lunuwila) (0,31% =+ 0,003) é comparavel com as distadncias intraespecificas
determinadas para outras espécies do género Neoseiulus (0,00% a 0,4%) (Okassa et al. 2011),
Neoseiulella (0,00% a 1,00% ) (Kanouh et al, 2010), Typhlodromus 0,00% a 1,2% (Tixier et al.
2006a, 2012a) e Amblyseius (0,00% a 0,16%) (Navia et al. 2014), confirmando que as populagdes
N. baraki pertencem a mesma espécie. Para o clado “N. baraki Lu”, as distancias entre os pares de
nucleotideos em relagdo os clados “N. baraki Br” (1,41%) e “N. baraki Br Mu Lu” (1,15%),
foram superiores as distancias intraespecificas frequentemente relatadas em outras espécies. No
entanto, este valor foi inferior ao encontrado em especies cripticas, como relatado em populagdes
do género Typhlodromus (2,8-3,1%) (Tixier et al. 2006a). A distancia interespecifica das espécies
N. baraki e N. paspalivorus (5,83%) para as sequéncias ITS deste estudo, foi semelhante ao
obtido para espécies do género Amblyseius (5,86%) (Navia et al. 2014) e por varios outros autores
(Navajas et al. 1999, Tixier et al. 2006a, 2012b, Kanouh et al. 2010, Okassa ef al. 2011). Estes
valores de distancia interespecificas foram maiores do que a distancia entre os espécimes do
clado “N. baraki Lu” e os dos clados “N. baraki Br” e*“ N. Baraki Br Mu Lu ”.

A distancia genética baseada em sequéncias COI entre as populagdes N. baraki do Brasil e

as populacdes de Mundel (1,04%), Lunuwila (SrLuSR.4 e SrLuSR.15) (3,60%) e Lunuwila
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(SRLuSr.2 e SRLuSR.13) (4,62%) ¢ comparavel ou at¢é mesmo menor do que distancias
intraespecificas observadas para outras espécies de fitoseideos, como exemplo E. finladicus (1,4-
5%) (Okassa et al. 2009) e Kampimodromus aberrans (Oudemans) (6,00%) (Tixier et al. 2006b).
Famah Sourassou et al. (2012) observaram distancias intraespecificas de 0-0,2% entre populagdes
de N. baraki do Brasil e Tanzania; 12,6-12,9% entre as populagdes de Benim e Tanzania; e de
12,6% entre populagdes de Benim e Brasil. A distancia encontrada pelo autor para a populacao de
N. baraki de Benim, foi superior as distadncias intraespecificas relatadas para fitoseideos,
sugerindo a ocorréncia de espécies cripticas. Neste trabalho, foram inseridas nas andlises as
sequéncias COI de N. baraki do Brasil (JQ609092), Tanzania (JQ609093) e Benim (JQ609094)
(Famah Sourassou et a. 2012), e observou-se que as populagdes do Brasil ¢ Tanzania foram
agrupadas com as populagdes do Nordeste brasileiro, com auséncia de variabilidade
intraespecifica, enquanto a populacdo de Benim obteve uma distancia de 15,82% deste grupo.
Esse valor foi superior a distancia estimada entre as espécies N. baraki e N. paspalivorus
(13,54%), reforgando a suspeita de presenca de espécie criptica.

Todas as metodologias utilizadas neste estudo indicaram que as populacdes de N. baraki
do Nordeste brasileiro e Sri Lanka pertencem a mesma espécie, apesar da variabilidade
morfologica e genética observada. A variabilidade genética de 4caros fitoseideos da mesma
espécie tem sido relacionada a diferencas no desempenho bioldgico. Domingos et al. (2013)
observaram diferencas em parametros bioldgicos (periodo de oviposi¢do, consumo de presas e
taxa liquida de reprodu¢do) de populagdes de A. largoensis de diferentes areas geograficas, que
apresentaram variabilidade genética (Navia et al. 2014). Diferencas bioldgicas em populagdes de
Phytoseilus longipes Evans foi associada a variabilidade no fragmento 12S rDNA ( Tixier et al.
2010). Pesquisas adicionais devem ser realizadas com o objetivo de relacionar a variabilidade

genética encontrada para as populagdes de N. baraki a parametros biolodgicos, visando obter
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informagdes sobre as possivéis variacoes na eficiéncia destas populagdes no controle de A.

guerreronmis.
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Tabela 1. Caracteristicas das populagdes de N. baraki e espécies dos grupos interno e

externo estudados e seus niimeros de acesso no GenBank para ITS.

Espécie Codigo N°de Pais/Estado Hospedeiro Genotipo Acesso Genbank
sequéncias Espécie Familia
N. baraki BrMaBl1 4 Brasil, Maranhdo C. nucifera Arecaceae G1,G2 A ser submetida
BrAIB2 5 Brasil, Alagoas C. nucifera Arecaceae G2 A ser submetida
BrPbB3 5 Brasil, Paraiba C. nucifera Arecaceae G2 A ser submetida
BrRnB4 5 Brasil, Rio Grande do Norte C. nucifera Arecaceae G2 A ser submetida
BrPeB5 5 Brasil, Pernambuco C. nucifera Arecaceae G2 A ser submetida
BrCeB6 5 Brasil, Ceara C. nucifera Arecaceae G1-G3 A ser submetida
LkLu 5 Sri Lanka, Lunuwila C. nucifera Arecaceae G1,G4 A ser submetida
LkMu 3 Sri Lanka, Mundel C. nucifera Arecaceae Gl A ser submetida
N. paspalivorus ~ BrSeP1 6 Brasil, Sergipe C. nucifera Arecaceae G5 A ser submetida
BrPbP2 6 Brasil, Paraiba C. nucifera Arecaceae G5 A ser submetida
BrPiP3 6 Brasil, Piaui C. nucifera Arecaceae G5 A ser submetida
BrRnP4 5 Brasil, Rio Grande do Norte C. nucifera Arecaceae G5 A ser submetida
BrCeP5 6 Brasil, Ceara C. nucifera Arecaceae G5 A ser submetida
HQ404806,
N. californicus - 2 Unidade de criagdo - - G6 HQ404807*
GU591680,
- 2 Italia Fragaria vesca  Rosaceae G6,G7  GU591681*
N. idaeus - 2 Argentina, Buenos Aires Sida sp. Malvaceae G8 JF279120%, JF279121
- 2 Unidades de criagdo Citrus sp. Rutaceae G8 HQ404809, HQ404810
AB618064*,
E. sojaensis - 2 Japao, Nagasaki - - G9,G10  AB618065*
E. ovalis - 1 Holanda - - G11 FJ515687*
1 Inglaterra - - Gl11 IN020166
1 Unidade de criagdo - - Gll1 HQ404801
E. nicholsi - 14 China - - G12-G17 JQ864563*-JQ864568
JQ864570, JQ864571*
JQ864574* | 1Q864577*
JQB864573*-JQ864578*
1 - - G12 GU244501
AF202993*,
E. finlandicus - 2 Finlandia, Jokioinen - - G18 AF209337
E. stipulatus - 1 Franga, Montpellier Citrus sp. Rutaceae G19 IN020167*
1 Espanha, Valéncia - - G22 GU565290%*
E. concordis - 1 Estados Unidos, California - - G20 Y18270*
T. phialatus - 1 Franga, Restinclieres Viburnum tinus ~ Adoxaceae G21 HQ404829*
T. thaii - 1 Vietna Apis laboriosa Apidae G23 EF025477*
T. koenigerum - 1 Tailandia, Samut Sakorn Apis dorsata Apidae G24 AF544014*

*Sequéncias representativas dos haplotipos na filogenia.
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Tabela 2. Caracteristicas das populacdes de N. baraki e espécies dos grupos internos e

externos estudados e seus numeros de acesso no GenBank para COI.

Espécie Codigo N°de Pais/Estado Hospedeiro Haplotipo Acesso Genbank
sequéncias Espécie Familia

N. baraki BrMaB1 4 Brasil, Maranhao C. nucifera Arecaceae H1 A ser submetida
BrAIB2 5 Brasil, Alagoas C. nucifera Arecaceae H1 A ser submetida
BrPbB3 5 Brasil, Paraiba C. nucifera Arecaceae H1 A ser submetida
BrRnB4 5 Brasil, Rio Grande do Norte C. nucifera Arecaceae H1 A ser submetida
BrPeB5 5 Brasil, Pernambuco C. nucifera Arecaceae H1 A ser submetida
BrCeB6 5 Brasil, Ceara C. nucifera Arecaceae H1 A ser submetida
BrPiB 2 Brasil, Piaui C. nucifera Arecaceae H1 A ser submetida
LkLu 10 Sri Lanka, Lunuwila C. nucifera Arecaceae H2,H3 A ser submetida
LkMu 4 Sri Lanka, Mundel C. nucifera Arecaceae H4,H5 A ser submetida
Br 1 Brasil, Pernambuco C. nucifera Arecaceae H1 JQ609092*
Tz 1 Tanzania, Nachenjele C. nucifera Arecaceae H1 JQ609093*
Bj 1 Benim, Singino C. nucifera Arecaceae Heé JQ609094*

N. paspalivorus  BrSeP1 2 Brasil, Sergipe C. nucifera Arecaceae H7 A ser submetida
BrPbP2 1 Brasil, Paraiba C. nucifera Arecaceae H7 A ser submetida
BrRnP4 4 Brasil, Rio Grande do Norte C. nucifera Arecaceae H7 A ser submetida
BrCeP5 3 Brasil, Ceara C. nucifera Arecaceae H7-H9 A ser submetida

N. californicus - 5 Japdo, Funao Vitis sp. Vitaceae H10,H11 AB500127-AB500131

AB500128%*, B500129*
AB500130*

E. gallicus - 2 Franga Viburnum tinus Adoxaceae H12 FJ404589, F1404590*

E. stipulatus - 2 Espanha Citrus sp. Rutaceae H13 FJ404587*, FJ404588

E. finlandicus - 2 Franga Prunus cerasus Rosaceae ~ HI14-H15 FJ404591%, FJ404592*

S. scimitus - 1 Australia, New South Wales - - H16 AY184367*

*Sequéncias representativas dos haplotipos na filogenia.
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Tabela 3. Valores médios (+ erro padrao), minimos € maximos observados (um) de 33 caracteres morfologicos mensurados a

partir de fémeas adultas de sete populagdes identificadas como N. baraki.

Caracteres Alagoas (AL) Ceara (CE) Maranhdo (MA) Paraiba (PB)
Morfolbgicos Média+EP Min-Max Média+EP Min-Max Média +EP Min-Max Média +tEP Min-Max
CED 360,7+2,19 ¢' 351,1-383,5 349,5+2,26 ¢ 330,0-370,0 413,643,78 a 382,8-453,2 357,7£2,45 b 341,5-378,4
LED 156,4+1,15 bed 147,9-164,9 154,8+1,21 cd 145,0-167,5 158,3+0,91 abc 150,5-165,0 155,8+0,92 cd 146,7-162,5
jl 14,6+£0,21 b 13,1-16,0 14,3+0,16 b 13,0-15,0 15,5£0,20 a 13,3-16,8 13,5+0,18 ¢ 11,8-14,9
i3 17,5+0,27 a 15,0-19,1 16,94+0,19 ab 15,0-18,0 17,1+0,35 ab 14,4-19,5 16,3+0,18 b 14,9-17,8
j4 10,6+0,18 b 9,0-11,6 10,440,13 be 10,0-11,2 11,440,16 a 9,8-12,6 9,8+0,17d 8,6-11,4
iS5 10,8+0,12 ab 9,6-11,5 10,8+0,15 ab 10,0-12,5 10,9+0,16 ab 9,4-12,2 10,3+0,16 be 8,0-11,3
j6 13,1+0,22 be 10,3-14,0 13,0+0,19 be 12,5-15,0 13,6+0,24 ab 12,1-15,0 11,6+0,20 e 9,8-13,5
12 11,5+0,23 cd 9,6-13,1 11,940,15 be 10,5-12,5 12,4+0,24 ab 10,3-14,8 10,9+0,21b 8,2-12,3
J5 10,6+0,20 be 7,5-11,7 10,9+0,21 b 10,0-12,5 12,3+0,18 a 10,1-13,3 9,7+0,18 d 8,0-11,1
z2 11,3+0,22 b 7,5-12,2 11,6+0,24 b 10,0-12,5 12,440,26 a 10,0-14,3 10,2+0,19 ¢ 8,8-11,5
74 13,7+£0,28 b 11,5-15,2 13,6+0,26 b 12,5-15,0 14,6+0,22 ab 12,4-16,3 12,7+0,25 ¢ 10,2-14,4
z5 10,340,13 a 9,0-11,1 10,8+0,23 a 10,0-13,7 11,0£0,22 a 9,3-13,4 9,6+£0,21b 7,4-10,8
Z1 13,5+0,25 a 11,1-15,0 12,6+0,15b 11,2-13,7 14,0£0,31 a 11,7-16,3 12,2+0,34 be 9,2-14,3
74 21,1£0,43 b 18,5-26,6 19,840,31 cd 17,5-22,5 22,1£0,37 a 19,6-24,6 18,6+0,30 ¢ 16,5-21,0
Z5 71,840,77 ¢ 64,5-78,2 71,340,76 cd 65,0-75,0 81,3£0,97 b 69,3-87,2 69,240,56 cd 64,0-74,4
s4 16,5+0,20 ab 14,8-18,3 15,7+£0,22 b 15,0-17,5 16,64+0,18 a 14,9-18,6 14,9+0,25 ¢ 12,6-16,6
S2 15,7+£0,16 b 13,9-16,9 15,740,24 b 15,0-17.,5 16,5+0,25 b 14,6-18,5 14,4+0,20 ¢ 12,9-16,1
S4 25,5+0,30 b 22,5-27,2 24,5+0,30 be 22,5-27,5 27,4+0,36 a 23,4-29,4 23,8+0,35 ¢ 20,6-26,7
S5 24,3+0,32 ¢ 22,2-26,9 23,6+0,34 cd 20,0-25,5 26,5+0,27 b 24,4-28.6 23,740,32 cd 20,7-26,4
3 15,1£0,22 b 13,2-16,9 14,7+0,17 b 13,0-16,2 16,140,21 a 14,6-17,7 14,5+0,17 b 13,1-15,6
R1 14,0+0,14 be 13,0-15,4 14,440,22 ab 12,5-15,5 14,7+0,13 ab 13,7-15,9 13,5+0,15 cd 12,0-14,7
StIV 40,4+0,53 ¢ 32,3-43,5 39,240,38 ¢ 35,5-41,2 42,9+041b 39,3-46,6 38,6+0,44 ¢ 35,2-41,9
St1-St3 86,910,34 b 84,2-89,7 85,8+0,38 be 81,2-88,7 97,6+0,50 a 92,4-101,0 85,7+0,30 be 83,7-87,7
St2-St3 37,440,28 b 35,6-40,9 36,0+0,30 ¢ 33,7-38,7 40,6+0,41 a 37,5-44.8 36,240,311 ¢ 34,4-38,9
EVA-Com 116,4 £0,90 b 108,2-121,8 110,4+1,01 ¢ 105,0-120,0 133,1+1,22 a 117,5-140,5 113,8+1,31 be 103,0-123,0
EVA-Ant 98,140,75 a 92,9-102,7 93,0+1,00 b 85,0-102,5 96,2+1,07 ab 83,2-103,6 95,7+1,06 ab 87,4-104,0
EVA-Post 84,2+0,49 ab 80,4-88,3 82,4+0,61 b 75,0-85,0 82,4+0,85 b 75,0-93,0 81,9 +0,57 b 77,1-85,5
G-G 61,6+0,45 a 58,4-65,7 60,4+0,52a 56,2-65,0 61,1+0,64 a 57,0-70,5 60,2+0,42 a 57,1-62,8
DM 31,240,18 ¢ 29,9-32,7 31,2+0,23 ¢ 30,0+32,5 35,240,29 a 32,4-37,8 31,3+0,19 ¢ 29,8-32,6
St1-St1 40,9+0,29 ab 38,0-42,6 41,0+0,39ab 38,7-46,2 40,2+0,27 b 38,0-42,6 41,2+0,26 ab 38,4-42,5
St2-St2 53,6+0,28 bc 50,4-55,8 53,6+0,44bc 51,2-57,5 52,6+0,35 ¢ 49,7-54.9 54,5+0,39 b 50,8-57,1
St3-St3 57,940,62 b 53,6-64,6 59,1+0,38b 55,0-62,5 57,7+0,59b 48,9-61,6 59,6+0,47 b 55,4-63,5
JV5 29,3+0,37 b 24,8-32,7 26,7+0,32 ¢ 22,5-28,7 30,6+0,61 a 24,8-35,6 26,9+0,28 ¢ 25,0-29.4

"Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem significativamente (teste SNK. P> 0,05).
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(Continuacgao)

Caracteres Pernambuco (PE) Rio Grande do Norte (RN) Sri Lanka (Lk)
Morfolbgicos Média +tEP Min-Max Média +EP Min-Max Média +EP Min-Max
CED 354,1£2,89 ¢ 335,5-389,6 41524427 a 363,4-458,1 41524427 a 363,4-458,1
LED 153,6 +1,33 d 143,7-165,3 160,1+0,83 ab 150,1-166,8 160,1+0,83 ab 150,1-166,8
jl 13,5+0,13 ¢ 12,0-14,9 15,7+0,20 a 13,7-17,1 15,740,20 a 13,7-17,1
i3 16,1+0,24 b 14,3-17,8 17,7+0,30 a 14,8-20,1 17,740,30 a 14,8-20,1
j4 9,740,18 d 8,2-11,0 11,4+0,15a 10,2-12,7 11,440,15 a 10,2-12,7
i5 9,94+0,14 ¢ 8,8-11,3 11,5£0,20 a 9,9-13,3 11,5+0,20 a 9,9-13,3
j6 12,0+0,15 de 10,3-13,4 13,940,20 a 12,0-15,5 13,9+0,20 a 12,0-15,5
2 10,940,18 b 9,3-12,4 13,0+0,22 a 11,0-14,6 13,0+0,22 a 11,0-14,6
J5 10,2+0,20 cd 8,4-11,5 11,8+0,16 a 10,5-13,0 11,840,16 a 10,5-13,0
72 10,6+0,13 ¢ 9,7-11,7 12,740,18 a 10,9-13,9 12,7+0,18 a 10,9-13,9
74 12,4+0,21 ¢ 11,0-14,0 15,2+0,32 a 12,5-17,6 15,240,32 a 12,5-17,6
z5 9,3+0,19 b 8,1-10,8 10,940,19 a 9,3-12,4 10,9+0,19 a 9,3-12,4
Z1 11,6+0,26 ¢ 8,5-13,8 14,1£0,30 a 12,0-16,8 14,1£0,30 a 12,0-16,8
74 19,3+0,27 de 17,0-21,2 15,2+0,32 a 19,8-24,2 15,240,32 a 19,8-24,2
Z5 70,0+1,05 cd 62,7-80,3 84,1+0,66 a 78,7-87,9 84,1+0,66 a 78,7-87,9
s4 14,7+£0,29 ¢ 10,5-16,1 17,240,24 a 15,6-19,1 17,240,24 a 15,6-19,1
S2 14,5+0,26 ¢ 12,7-16,6 17,540,32 a 14,0-19,5 17,5+0,32 a 14,0-19,5
S4 23,6+0,35 ¢ 20,2-26,2 28,0+0,47 a 20,1-30,3 28,0+0,47 a 20,1-30,3
S5 23,1+0,27 d 21,1-25,1 27,540,311 a 23,8-29,3 27,540,31 a 23,8-29,3
3 14,5+0,19 b 13,1-15,8 16,2+0,27 a 12,6-18,1 16,240,27 a 12,6-18,1
R1 12,7+0,27 € 10,9-14,9 14,9+0,23 a 12,8-16,5 14,9+0,23 a 12,8-16,5
StIvV 38,940,55 ¢ 34,1-42,0 45,2+0,70 a 38,8-49,4 45,240,70 a 38,8-49,4
St1-St3 85,0+£0,37 ¢ 82,4-89,1 97,940,36 a 95,7-100,7 97,9+0,36 a 95,7-100,7
St2-St3 36,240,26 ¢ 34,5-38,6 40,6+0,32 a 38,0-42,9 40,6+0,32 a 38,0-42,9
EVA-Com 113,2+ 1,33 be 102,2-125,4 132,4+1,78 a 103,0-139,4 132,4+1,78 a 103,0-139,4
EVA-Ant 95,2 £1,08 ab 87,2-104,4 97,840,43 a 94,8-103,6 97,8+0,43 a 94,8-103,6
EVA-Post 81,8+0,69 b 76,2-87,5 82,240,79 b 75,6-93,8 82,2+0,79 b 75,6-93,8
G-G 61,4+0,54 a 57,3-65,2 62,240,79 a 57,9-72,4 62,2+0,79 a 57,9-72,4
DM 30,74£0,29 ¢ 27,7-32,8 34,4+0,31 b 32,1-38,1 34,4+0,31 b 32,1-38,1
St1-St1 41,7+0,66 ab 38,0-51,5 41,6+0,36 ab 38,6-44,7 41,6+0,36 ab 38,6-44,7
St2-St2 52,140,43 ¢ 48,6-56,5 53,540,34 ab 51,1-56,7 53,5+0,34 ab 51,1-56,7
St3-St3 57,5+0,56 b 53,4-61,9 58,1£0,36 b 53,8-61,3 58,1+0,36 b 53,8-61,3
JV5 27,7+0,42 ¢ 25,2-30,9 31,740,50 a 28,7-35,6 31,740,50 a 28,7-35,6
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Tabela 4. Andlise de varaiavéis candnicas para fémeas de sete populagdes de N. baraki do
Nordeste brasileiro. Os primeiros dez caracteres morfoldgicos (autovetores) com pesos mais
elevados (autovalores) para duas variaveis candnicas (CV1 e CV2), em ordem decrescente de

valores absolutos.

Caracteres CVl1 Caracteres CV2

morfoldgicos peso morfoldgicos peso

St1-St3 0,3872 jl -0,5729
EVA-Post -0,2670 z2 0,4374
St2-St2 -0,2208 z5 0,4079
j5 0,2154 s4 0,3855
R1 0,2029 S5 -0,2936
J5 0,1961 DM -0,2061
DM 0,1841 StIV -0,1938
EVA-Ant -0,1821 LED -0,1845
StIvV 0,1400 j6 0,1538
i3 0,1398 12 0,1394
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Tabela 5. Médias (= EP) do periodo de pré-oviposi¢ao, nimero de ovos/fémea, viabilidade
total e razdo sexual dos descendentes de cruzamentos e retrocruzamentos de dez casais
procedentes das populagdes do Rio Grande do Norte (RN) e Pernambuco (PE) identificadas como

N. baraki.

Cruzamento Pré-oviposigio' ~ N°de ovos /fémea  Viabilidade total (%)  Razdo sexual (%)

Fémea X Macho

Cruzamentos homogdmicos

PE X PE 2,0 +0,29 a* 173+£1,48a 83,8+291a 79 +£3,21 ab
RN X RN 1,2+0,24 ab 143+1,38a 81,6 £6,09 a 82+2,51 ab
Cruzamentos homogdmicos

PE X RN 1,1 £0,17 ab 16,3+1,38a 84,4+3,62 a 74 +2,02 ab
RN X PE 2,1£0,34a 13,7£0,81 a 71,5+ 4,37 ab 82 +2,07 ab
Retrocruzamentos

F1 (PE X RN) X PE 0,7£0,21b 15,5€1,13a 71,2+ 3,71 ab 79+2,2 ab
F1 (PE X RN) X RN 0,7+£0,15Db 139+1,55a 77,8+4,17 a 80+£2,2 ab
F1 (RN X PE) X PE 1,1 £0,23 ab 139+1,19a 58,6 £6,01b 86+34a
F1 (RN X PE) X RN 1,1 £0,10 ab 16,0+ 1,43 a 66,5 £6,91 ab 72+43b

"EP: Erro padrio da media.

*Médias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem significativamente (SNK, P >0,05).
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Tabela 6. Distancia genética calculada para ITS entre as sequancias de N. baraki, incluindo as espécies dos grupos internos e

externos usando a correcao de dois pardmetros de Kimura. As populacdes de N. baraki foram analisadas um tnico tdxon (A) ou tdxons

diferentes (B).

(A) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1 N.baraki 0,27%

2 N.paspalivorus 5,83%  0,00%

3 N.californicus 14,38% 12,59% 0,28%

4  N.idaeus 14,50% 13,74% 2,42% 0,00%

5  E.concordis 14,49% 14,04% 12,75% 12,02%  n/c

6  E.stipulatus 15,67% 14,94% 13,32% 13,20% 4,40% n/c

7  E.finlandicus 13,83% 13,73% 12,45% 12,02% 2.,29% 3.,87% 0,00%

8  E.ovalis 13,83% 13,14% 12,75% 12,64% 2,55% 4,67% 1,26% 0,00%

9  E.sojensis 14,31% 13,90% 12,31% 12,20% 2,43% 4,00% 1,14% 0,88% 0,28%

10  E.nicholsi 13,73% 13,32% 12,06% 11,94% 2,22% 4,58% 1,47% 1,21% 0,81% 0,19%

11 Tphyalatus 17,56% 16,84% 14,99% 16,50% 17,49% 17,80% 16,52% 16,52% 16,69% 16,60%  n/c

12 T.koenigerum 32,01% 32,14% 30,80% 31,23% 32,26% 33,51% 29,73% 30,68% 30,83% 31,00% 33,62% n/c

13 T.thaii 33,37% 33,95% 30,12% 30,56% 31,77% 33,00% 30,09% 31,47% 31,19% 30,94% 32,94% 6,28% n/c
(B) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 N.baraki Br 0,00%

2 N barakiBrMuLu 0,31% 0,05%

3 Nbaraki Lu 1,41% 1,15%  0,00%

4 N.paspalivorus 2,86% 3,18% 3,15% 0,00%

5 N.californicus 9,46% 9,80% 9,76% 8,71% 0,28%

6  N.idaeus 9,60% 9,94% 9,90% 9,93% 2,72% 0,00%

7  E.concordis 11,23% 11,58% 11,53% 10,56% 9.,80% 9,02% n/c

8  E.stipulatus 11,23% 11,58% 11,53% 10,56% 10,47% 10,35% 2,29% n/c

9  Efinlandicus 10,23% 10,58% 10,54% 9,90% 9,15% 8,69% 2,00% 2,00% 0,00%

10  E.ovalis 9,90% 10,25% 10,21% 9,90% 9,80% 9,68% 2.29% 2.29% 0,85% 0,00%

11 E.sojensis 10,39% 10,74% 10,37% 10,07% 9,64% 9.,51% 2,15% 2,15% 0,71% 0,42% 0,28%

12 E.nicholsi 9,93% 10,28% 9,92% 9,61% 9,22% 9,09% 2,05% 2,64% 121% 0,92% 0,78% 0,19%

13 T.phyalatus 13,50% 13,86% 13,18% 11,51% 10,28% 11,86% 13,22% 13,22% 12,20% 12,20% 12,37% 12,27%  n/c
14 T.koenigerum 28,64% 28,62% 28,64% 28,76% 26,46% 26,90% 30,71% 30,71% 28,37% 29,76% 29,52% 29,71% 29,37% n/c
15  T.thaii 29,56% 29,53% 29,56% 29,69% 26,56% 27,02% 29,76% 30,23% 28,37% 29,76% 29,52% 29,24% 28,58% 6,15% n/c
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Tabela 7. Distancia genética calculada para COI entre as sequéncias de N. baraki, incluindo as espécies dos grupos internos e

externos usando a correcao de dois parametros de Kimura. As populacdes de N. baraki foram analisadas um tnico tdxon (A) ou tdxons

diferentes (B).

(A) 1 2 3 4 5 6 7

1 N. baraki 2,21%

2 N. paspalivorus  13,54%  0,13%

3 N. californicus  20,31% 21,89%  0,25%

4 E. gallicus 22.28% 21,19% 26,58%  0,00%

5 E. stipulatus 27,67% 23,76% 26,86% 20,71%  0,00%

6 E. finlandicus 26,68% 23,87% 32,81% 16,87% 24,97%  4,26%

7 S. scimitus 29,24% 27,73% 32,67% 29,01% 36,42% 33,66% n/c

(B) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 N. baraki 0,00%

2 N. baraki Mu 1,04%  0,16%

3 N. baraki Lul 3,60%  3,34%  0,00%

4 N. baraki Lu2 4,62%  437%  0,96%  0,00%

5 N. baraki Bj 15,82% 16,12% 15,83% 15,83% n/c

6 N. paspalivorus  13,61% 13,91% 12,47% 13,24% 15,14%  0,13%

7 N. californicus  20,17% 20,59% 20,16% 20,58% 22,63% 21,89%  0,25%

8 E. gallicus 22,50% 22,84% 21,15% 21,58% 21,11% 21,19% 26,58%  0,00%

9 E. stipulatus 27,34% 27,70% 27,79% 29,25% 26,90% 23,76% 26,86% 20,71%  0,00%

10 E. finlandicus 27,12% 26,76% 25,50% 25,50% 23,73% 23,87% 32,81% 16,87% 24,97%  4,26%
11 S. scimitus 29,64% 29,76% 26,75% 27,68% 32,43% 27,73% 32,67% 29,01% 36,42% 33,66% n/c
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Figura 2. (A) ACP de 32 caracteres morfoldgicos de fémeas pertecentes a sete populagdes de M.

baraki. Poligonos formados com base na projecao de individuos de cada populagdo parao CP 1 e

2, a variacao explicada pelos dois componemtes principais ¢ mostrado entre parénteses. (B) AVC

de 32 caracteres morfologicos de fémeas pertecentes a sete populagdes de N. baraki. Circulos
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formados com base na proje¢do de individuos de cada populacdo para VC 1 e 2, a variagao

explicada pelas duas variaveis candnicas ¢ mostrada entre parénteses.
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Figura 3. Arvore ITS: Arvore filogenética ML (TN93 + G) inferida a partir de sequéncias da
regido ITS de espécies do género Neoseiulus obtidas neste estudo, e sequéncias de grupos internos
e externos recuperadas do Genbank. Informagdes sobre a composicao dos gendtipos na Tabela 1.
O numero de vezes que cada gendtipo foi encontrado nas amostras esta entre parénteses. Os

valores de bootstrap estdo localizados sobre os ramos. A identificacdo da espécie esta a direita dos

grupos.
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Figura 4. Arvore COI: Arvore filogenética ML (HKY + I+ G) inferida a partir de sequéncias de
um fragmento do gene COI (mtDNA) para espécies de Neoseiulus recuperadas do Genbank e
obtidas nesse estudo. Informagdes sobre a composicao dos haplotipos na Tabela 2. O niimero de
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bootstrap estdo localizados sobre os ramos. A identifica¢do da espécie esta a direita dos grupos.
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RESUMO - Como parte de um programa de controle bioldgico cldssico do acaro-vermelho-das-
palmeiras (Raoiella indica Hirst) no Brasil, populagdes do acaro predador Amblyseius largoensis
(Muma) das ilhas do Oceano Indico ¢ Asia (Tailandia) foram introduzidos no pais. Os objetivos
deste estudo foram confirmar a identidade de uma populacdo de A. largoensis da Tailandia
introduzida no Brasil e avaliar a variabilidade entre essa populagdo e populagdes das Américas e
ilhas do Oceano Indico. Anélises morfométricas univariadas e multivariadas foram realizadas para
36 caracteres morfologicos das populagdes da Asia, Américas e ilhas do Oceano Indico. Analises
moleculares foram realizadas com base em dois fragmentos de DNA, ITS e 12S, amplificadas e
sequenciadas para a populagdo da Asia e comparadas com sequéncias de A. largoensis das
Américas e ilhas do Oceano Indico, disponivéis no Genbank. Foram observadas diferencas
morfométricas entre os espécimes de A. largoensis da Asia e as demais populagdes analisadas. As
distancias entre pares de bases das sequéncias ITS e 12S das populagdes estudadas refletem
variabilidade intraespecifica. Na regido 1285, a distancia entre as populacdes de Asia e Américas
(2,53%) foi menor do que entre as populacdes da Asia e das ilhas do Oceno Indico (7,23%). Dois
gendétipos foram identificados para ITS, sendo o genotipo asidtico idéntico ao das populagdes das
Américas e diferente daquele da populagdo das ilhas do Oceano indico. Os resultados obtidos
devem ser considerados na busca de estratégias para o controle bioldgico de R. indica no Brasil e

em outros paises das Américas onde a praga foi introduzida.

PALAVRAS-CHAVE: Acari, Raoiella indica, Tailandia, controle biologico classico, taxonomia

integrativa
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MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Amblyseius largoensis

(MUMA) (PHYTOSEIIDAE) FROM ASIA, AMERICAS AND INDIAN OCEAN ISLANDS

ABSTRACT - As part of a classic red palm mite biological control program (Raoiella indica
Hirst) in Brazil, populations of predatory mite Amblyseius largoensis (Muma) from Indian Ocean
island and Asia (Thailand) were introduced in the country. The objectives of this study were to
confirm the identity of a population of A. largoensis from Thailand introduced in Brazil and
assess the variability among this population and populations from Americas and Indian Ocean
islands. Univariate and multivariate morphometric analyzes were performed for morphological
characters of 36 populations from Asia, Americas and Indian Ocean islands. Molecular analyzes
were performed using two DNA fragments: ITS rDNA and 12S mtDNA, which were amplified
and sequenced for the populations from Asia and compared with sequences of 4. largoensis from
Americas and the Indian Ocean islands, available in GenBank. Morphometric differences between
specimens of A. largoensis from Asia and other populations were observed. The distances
between pairs of 12S and ITS sequences of the populations studied reflect intraspecific variability.
In the region 128, the distance among populations from Asia and the Americas (2.53%) was lower
than that observed among Asia and Indian Ocean islands (7.23%). Two genotypes were identified
for ITS, being the Asian genotype identical to the populations from Americas and different of
populations from Indian Ocean islands. Our results should be considered in the search of
strategies for the biological control of R. indica in Brazil and other countries in the Americas

where the pest was introduced.

KEY WORDS: Acari, Raoiella indica, Thailand, classical biological control, integrative

taxonomy
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Introducao

O 4caro-vermelho-das-palmeiras, Raoiella indica Hirst (Tenuipalpidae), tém se destacado
como acaro invasor de rapida disseminacdo na América, onde tem ampliado o numero de
hospedeiros. O primeiro relato desta praga nas Américas ocorreu em 2004, na ilha caribenha de
Martinica (Flechtmann & Etienne 2004), espalhando-se rapidamente para outras ilhas do Caribe
(Etienne & Flechtmann 2006, Rodrigues et al. 2007, Welbourn 2009, de la Torre 2010, CABI
2014). Em 2007 foi relatado na América do Norte (Welbourn 2009) e América do Sul
(Venezuela) (Vasquez et al. 2008). No Brasil, sua presenca foi constatada em 2009, em Boa Vista,
Roraima (Navia et al. 2011), sendo em 2011 detectado também em Manaus no estado do
Amazonas (Rodrigues & Antony 2011).

O coqueiro (Cocos nucifera L.) é a principal planta hospedeira de R. indica nas Américas.
Elevadas infestagdes desta praga podem causar amarelecimento das folhas, seguido de necrose
dos tecidos (Flechtmann & Etienne 2004), reducdes na produtividade da planta,
comprometimento do desenvolvimento de coqueiros jovens e até mesmo morte da planta (Sarkar
& Somchoudhury 1988).

Raoiella indica ainda ndo afetou areas de grande producdo de coco no Brasil, situadas,
sobretudo, no litoral do Nordeste do pais. No entanto, grande atencdo deve ser dada ao impacto
eminente que pode causar, caso seja disseminada para estas areas (Navia ef al. 2014). Pesquisas
visando a definicdo de medidas de controle para minimizar os danos causados por R. indica nas
areas invadidas da América vem sendo realizadas, destacando-se o controle bioldgico com acaros
predadores (Carrillo et al. 2010, Mound et al. 2010, Carrillo & Pena 2011, Carrillo ef al. 2011,
Domingos et al. 2013). Grande empenho vem sendo dedicado a identificagdo e avaliacdo de
potenciais agentes de controle biologico de R. indica para regides neotropicais (Hoy 2012, Taylor

et al. 2012). O acaro predador Amblyseius largoensis (Muma) (Phytoseiidae) destaca-se por ser
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encontrado com grande frequéncia e abundancia em associagdo a R. indica, € por estar
amplamente distribuido em areas tropicais e subtropicais do mundo (Gallego et al. 2003, Etienne
& Flechtmann 2006, Pefia et al. 2009, Taylor et al. 2012, Carrillo et al. 2012, Moraes et al. 2012),
incluindo o Estado de Roraima (Gondim Jr. ef al., 2012).

A acurada identificacdo de inimigos naturais ¢ fundamental em programas de controle
biolodgico, pois identificagdes imprecisas podem resultar no insucesso dos mesmos (Moraes 1987).
A integracdo de métodos moleculares e biologicos ¢ fundamental para auxiliar na identificagdo de
espécies, ¢ no entendimento das diferengas entre populagdes. Variagdes no comportamento
alimentar e nas caracteristicas biologicas tem sido relatada entre populagdes de fitoseideos de
diferentes origens geograficas (Famah Sourassou ef al. 2011, Domingos et al. 2013). Tais
variagdes podem estar relacionadas a diferencas de eficiéncia de controle da praga alvo entre as
populacdes de predadores.

Como resultado da prospeccdo de agentes de controle biologico para R. indica em regides
onde a praga encontra-se em equilibrio, uma populacdo de A4. largoensis oriunda da Ilha da
Reunido foi introduzida no Brasil (Moraes et al. 2012). Essa populagdo foi comparada, em
condi¢oes de laboratorio e semi-campo, com uma populagdo de Roraima, sendo avaliados o
desenvolvimento, reprodugao e predagao. Os resultados foram bastante promissores e mostraram
que o periodo de oviposi¢ao, o consumo de presas e a taxa liquida de reproducao da populacao da
Ilha da Reunido foram significativamente maiores em relagao a populacao do Brasil (Domingos et
al. 2013).

A presenga de espécies cripticas pode ser detectada, entre populagdes morfologicamente
semelhantes, através de observacdes de diferengas bioldgicas e genéticas. Hipdteses sobre a
ocorréncia de espécies cripticas em populagdes de A. largoensis foram levantadas por alguns

autores (Bowman & Hoy 2012, Carrillo et al. 2012). Bowman e Hoy (2012) avaliaram a

149



variabilidade genética entre populacdes de A. largoensis da Ilha Mauritius e do sul da Florida
(EUA); os resultados apontaram variabilidade, no entanto, foram inconclusivos para a afirmagao
de presenca de espécies cripticas. Navia et al. (2014) realizaram analises morfométricas,
moleculares e testes de cruzamentos incluindo populagdes de A. largoensis das ilhas do Oceano
ndico (Ilha da Reunido e Mauritius) e das Américas (Brasil, EUA, Trinidad & Tobago), e
concluindo que as populagdes pertencem a mesma espécie, embora as populagdes das ilhas do
Oceano Indico constituissem uma linhagem genética distinta daquela Américas.

Como continuidade de um programa de controle bioldgico classico de R. indica no Brasil,
uma populacdo identificada como 4. largoensis da Asia (Tailandia) foi introduzida no pais
recentemente, e estd sendo avaliada quanto a seus parametros biologicos e potencial de predacao.
O objetivo deste estudo ¢ confirmar a identidade de A4. largoensis da Tailandia introduzida no
Brasil, através de andlises morfologicas e moleculares, e avaliar a variabilidade entre essa
populagdo e populagdes das Américas (Brasil, EUA, Trinidad & Tobago) e ilhas do Oceano

indico (Ilha da Reunido e Mauritius).

Material e Métodos
Caracterizacao morfométrica. A caracterizagdo morfométrica foi realizada para uma populagao
de A. largoensis, coletada em Kamphaeng Saen (14°1'41"N, 99°57'41'L), Tailandia. Cerca de 30
espécimes foram montados em ldminas de microscopia em meio Hoyer, sendo selecionadas e
medidas 20 fémeas adultas. Foram mensurados 36 caracteres (Tabela 1), normalmente utilizados
para a identificacdo de 4acaros fitoseideos (e.g. Chant & McMurtry, 1994, 2005, 2007). A
nomenclatura das setas segue Lindquist & Evans (1965). As medidas foram obtidas através de um
microscopio de contraste de fase (Nikon Eclipse 801, Nikon, Tokyo, Japao), com um micrometro

ocular e uma ampliagdo de 400x. Todas as medidas sdo apresentadas em micrometros. Os
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espécimes mensurados nas analises morfométricas foram depositados como espécimes vouchers
na colecdo de acaros da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, Distrito Federal,
Brasil.

Os dados morfométricos obtidos para a populagdo de A. largoensis da Tailandia foram
analisados conjuntamente com dados morfométricos de populacdes da Ilha da Reunido, Brasil
(Pernambuco e Roraima) e Trinidad & Tobago, obtidos anteriormente e analisados em Navia et
al. (2014) (Tabela 1). Foi realizada uma analise de varidncia univariada (PROC ANOVA),
seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls (p<0,05). Trés andlises estatisticas multivariadas
também foram realizadas. Primeiro foi realizada uma analise de componentes principais (ACP)
para revelar possiveis descontinuidades na variagdo morfologica entre as amostras provenientes
de diferentes areas geograficas. Depois foi realizada uma andlise de varidveis candnicas (AVC)
para determinar os padrdes de variacdo morfologica e identificar as caracteristicas morfoldgicas
que mais contribuiram para a diferenciacdo entre as populagdes. Por ultimo, uma analise da
fun¢do discriminante foi realizada para avaliar se os individuos tinham sido corretamente
atribuidos as populagdes originais. Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software
SAS (SAS Institute 2002).

Caracterizacdo molecular. Para o estudo da variabilidade genética e das relagdes filogenéticas
entre populacdes de A. largoensis, foram sequenciados dois fragmentos do genoma. A regido
intergénica, Espacador Interno Transcrito (ITS), que abrangeu as regides ITS1 e ITS2 e o gene
5,8S (ITS1-5,8S-ITS2) do genoma ribossdmico nuclear (rDNA) e a regido mitocondrial 12S
rRNA (mtDNA). Essas mesmas regides haviam sido sequenciadas para o estudo de populacdes de
A. largoensis por Navia et al. (2014) e por Bowman e Hoy (2012) neste ultimo caso, somente a

regido 128S.
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A regido ITS tem sido utilizada em estudos da familia Phytoseiidae, na elucidacdo de
aspectos importantes relacionados a filogenia (Kanouh et al. 2010a, Tsolakis et al. 2012), e na
confirmagdo de espécies (e.g. Gotoh ef al. 1998, Hillis & Dixon 1991, Navajas & Fenton 2000,
Navajas et al. 1999), além de ser utilizada para esclarecer sinonimias e ocorréncia de espécies
cripticas em fitoseideos (Tixier et al. 2006a, 2011, 2012a, Navia et al. 2014). A regido 12S
também tem sido utilizada com sucesso no esclarecimentos de sinonimias ¢ na confirmacao de
espécies da familia Phytoseiidae (Murrel et al. 2001, Jeyaprakash & Hoy 2002, Okassa et al.
2009, 2010, 2011, Kanouh et al. 2010b, Tixier et al. 2010b, 2011, 2012ab). Estes marcadores
foram escolhidos para este estudo, por serem independentes ¢ complementares, com taxas
evolutivas distintas.

Extragdo de DNA: O DNA gendmico das amostras de 4. largoensis foi extraido de um

individuo utilizando o kit de extracdo “DNeasy Blood and Tissue Kit” (Qiagen®, USA), seguindo
o protocolo para cultura de células animais adaptado a extragdo de DNA total de pequenos
artropodes, conforme Mendonga et al. (2011), com os ajustes incorporados a partir do protocolo
descrito por Kanouh et al. (2010b). Para cada populacao, 15 fémeas foram individualizadas para
extragdo. Os espécimes utilizados na extragdo de DNA, quando possivel, tiveram seu
exoesqueleto recuperado da membrana da coluna de extragdo e foram montados em laminas de
microscopia em meio de Hoyer. Essas laminas foram depositadas como espécimes voucher na
colecdo de 4caros do Laboratorio de Acarologia da Universidade Federal do Pernambuco,
Pernambuco, Brasil e na cole¢do de acaros da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia, Brasil.

Amplificacdo através da Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR (Polymerase Chain

Reaction): Os primers utilizados para amplificacio da regido ITS foram 5°-

AGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAG-3’ (Navajas et al. 1999) e 5-ATATGCTTA
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AATTCAGCGGG-3* (Navajas et al. 1998); e para a regido 12S, os primers 5’-
TACTATGTTACGACTTAT-3" e 5’-AAACTAGGATTAGATACCC-3’ (Jeyaprakash & Hoy
2002).

A reacdo que permitiu a amplificacdio do fragmento da regido intergénica ITS de um
individuo de A. largoensis foi realizada com base na adaptagcdo do protocolo proposto por Navia
et al. (2014). O volume final da reagio foi de 25 pL, contendo 2,5 pL de tampdo 10x (Qiagen®),
0,125 un/pL (5 U/mL) de Tag DNA Polymerase (Qiagen®™), 0,5 pL de dNTP (10 mM), 0,175 puL
de cada oligonucleotideo iniciador primer (10 uM), 1 ul de MgCl, (25 mM), 18,525 puL de agua
MiliQ e 2 uL do DNA. O termociclador (Eppendorf — Mastercycler pro S) utilizado na
amplificagdo do DNA foi programado com o seguinte perfil de amplificacdo: as amostras foram
desnaturadas a 94 °C durante 2 min. e submetidas a 35 ciclos de PCR, sendo 15 seg. de
desnaturacdao a 94 °C, 45 seg. de anelamento a 50 °C e 1 min. de extensdo a 72 °C, finalizando
com um ciclo de 7 min. a 72 °C, baixando a 10 °C até a retirada da amostras.

A reacdo estabelecida para amplificacdo do fragmento da regido 12S rRNA de um individuo
de A. largoensis, foi realizada com base na adaptagdo do protocolo proposto por Navia et al.
(2014). O volume final da reagdo foi de 25 uL, contendo 2,5 pL de tampdo 10x (Qiagen®), 0,25
un/puL (5 U/mL) de Tag DNA Polymerase (Qiagen®), 0,5 uL de dNTP (10 mM), 0,175 uL de
cada oligonucleotideo iniciador primer (10 uM), 1 pl de MgCl, (25 mM), 0,4 pL de albumina de
soro bovino (BSA), 18,00 pL de 4agua MiliQ e 2 pL do DNA. O termociclador utilizado na
amplificacdo do DNA foi programado com o seguinte perfil: as amostras foram desnaturadas a 95
°C durante 1 min e submetidas a 40 ciclos de PCR, sendo 30 seg. de desnaturacao a 94 °C, 30 seg.
de anelamento a 40 °C e 1 min. de extensdo a 72 °C, finalizando com um ciclo de 5 min. a 72 °C,

baixando a 10 °C até a retirada da amostras. O produto de PCR foi aplicado em gel de agarose a
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1% e submetidos a eletroforese para separacao e visualizacdo dos fragmentos amplificados. Em
seguida, o gel foi corado em solucio GelRed® (Biotioum) e visualizado em transiluminador
(BioRad) acoplado a um computador com o programa Image Lab 3.0. Foram selecionadas oito
amostras com maior intensidade de amplificagdo para a produ¢do do DNA nas quantidades
exigidas para o sequenciamento das regides ITS e 12S. O produto de PCR foi enviado para
sequenciamento direto em Plataforma ABI PRISM 3730 XL(Applied Biosystems Inc., Lille,

Franca).

Analises e edicao das sequéncias: O programa BioEdit versdo 7.0.4 (Hall, 1999) foi
utilizado para a andlise dos eletroferogramas e das sequéncias brutas. A edicdo da sequéncia
consenso foi realizada com o auxilio do programa Staden Package versao 1.6.0 (Staden et al.
1998). O alinhamento das sequéncias ITS (rDNA) e 12S (mtDNA) foi conduzido pelo método de
alinhamento multiplo CLUSTAL W (Thompson ef al. 1994) implementado no programa BioEdit.
Nao foram necessarios ajustes manuais para o alinhamento das sequéncias. As sequéncias obtidas
para cada populagdo foram comparadas com sequéncias disponiveis no GenBank através do
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). A distribui¢do e a frequéncia das
sequéncias variantes - haplotipos (12S) e gendtipos (ITS) - para as espécies de Amblyseius
incluidas no estudo foram inferidas para os dois fragmentos estudados com o auxilio do programa
DnaSP versao 5.10.1 (Librado & Rozas 2009).

Andlises filogenéticas: Nas andlises filogenéticas foram incluidas sequéncias de A.

largoensis das regides ITS e 12S disponiveis no banco de dados americano do “National Center
for Biotechnology Information — NCBI” (GenBank). Para inclusdo nas andlises da regido ITS
foram recuperadas sequéncias de A. largoensis das ilhas do Oceano Indico (Ilha da Reunido) e
Américas (Trinidad & Tobago e Brasil: Amapa, Pernambuco e Roraima), conforme apresentado

por Navia ef al. (2014), (Tabela 2). Para inclusdo nas analises da regido 12S foram recuperadas

154



sequéncias, das ilhas do Oceano Indico (Ilha da Reunidio e Ilhas Mauritius) e das Américas
(Trinidad & Tobago, Estados Unidos: Florida e Brasil: Amapa, Pernambuco e Roraima) (Navia et
al. 2014, Bowman & Hoy 2012) (Tabela 2). Populagdes de Amblyseius cinctus Corpuz &
Rimando da Tailandia e Amblyseius tamatavensis Blommers do Brasil foram sequenciadas (ITS e
12S) e incluidas na andlise de dados como grupo interno. Outras sequéncias de espécies de
Amblyseius recuperadas do GenBank foram adicionadas ao conjunto de dados como grupo interno
(ITS e 12S): Amblyseius herbicolus (Chant) das Ilhas Canarias, Nova Caledonia e Ilha da Reuniao
obtidas no GenBank (Navia ef al. 2014) (Tabela 2). Além disso, sequéncias das regides ITS e 12S
do genéro Neoseiulus (Phytoseiidae: Amblyseiinae): Neoseiulus californicus (McGregor)
(Kanouh et al. 2010a, Tsolakis et al. 2012) e Neoseiulus idaeus Demark & Muma (Okassa et al.
2011, Tsolakis et al. 2012), e do genéro Typhlodromus (Phytoseiidae: Typhlodrominae):
Typhlodromus (Typhlodromus) phialatus Athias-Henriot e Typhlodromus (Typhlodromus)
exhilaratus Ragusa (Tsolakis et al. 2012.), foram recuperadas do GenBank e incluidos nas
analises como grupos externos (Tabela 2).

As analises filogenéticas para as sequencias dos fragmentos ITS e 12S foram conduzidas no
programa MEGA versdo 6 (Tamura et al. 2013), jModeltest versdo 3.7 (Darriba et al. 2012) e
PhyML versdo 3.0 (Guidon ef al. 2010). Primeiramente, foi selecionado o modelo evolutivo para
cada um dos fragmentos com o auxilio do programa jModeltest versao 3.7 (Darriba et al. 2012). O
numero de substitui¢cdes de nucleotideos foi ajustado para 11, de forma que o melhor modelo para
os dados moleculares foi procurado entre os 88 modelos possiveis. O critério de informagao
Akaike (Akaike 1973), Akaike corrigido (Sugiura 1978, Hurvich & Tsai 1989), e de informacgao
Bayesina (Schwarz 1978) foram estimados.

Uma vez definido o melhor modelo, os arquivos de sequéncias foram submetidos

separadamente para andlise filogenética a versdo online do algoritmo PhyML (Guindon et al.
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2010). As arvores filogenéticas foram estimadas por méaxima verossimilhanca (Maximum-
Likelihood estimation - ML) e a construcao e edi¢ao foi executada pelo programa MEGA versao
6 (Tamura et al. 2013) utilizando o arquivo no formato newick gerado pelo programa PhyML 3.0
(Guindon et al. 2010). Para a determinag¢do dos limites de confianga nas ramificacdes geradas
durante a construcao das filogenias, os dados foram submetidos ao teste de bootstrap (Felsenstein
1985) para 1000 replicagcdes e os valores estdo apresentados em porcentagem proximos aos ramos
das arvores filogenéticas. Os valores de bootstrap sdo apresentados apenas para os clados com
suporte superior a 50%. Adicionalmente, foi executada a andlise de inferéncia Bayesiana (BI)
submetida online no site pylogeny.fr: andlise filogenética para ndo especialista
(http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/index.cgi), utilizando o programa MrBayes versdo 3.12
(Huelsenbeck e Ronquist 2001). As topologias estimadas por ML e BI foram semelhantes e
apenas a constru¢do ML ¢ apresentada. Para a edi¢do da arvore uma sequéncia representante de
cada populacdo foi incluida no alinhamento. Todos os haplétipo/genotipos de cada populagao
foram incluidos na andlise. Quando sequéncias idénticas de uma mesma populagdo foram
encontradas, tanto no Genbank quanto nas obtidas nesse estudo, apenas uma foi incluida nos
alinhamentos ¢ o numero de vezes que essas sequéncias se repetiram foi anotado, entre parénteses,
ao lado da sequéncia selecionada. Esse nimero indica quantas sequéncias idénticas foram
encontradas no conjunto de dados para cada uma das amostras analisadas.

Distancia genética: O programa MEGA versdo 6.0 (Tamura et al. 2013) foi utilizado para

estimar a distribuicdo e a frequéncia da distdncia genética entre os pares ordenados de
nucleotideos para os dois fragmentos sequenciados para todas as espécies de Amblyseius obtidas

nesse estudo e para aquelas recuperadas do GenBank.
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Resultados

Caracterizacao morfologica. Foram observadas diferencas significativas nos valores médios de
todos os caracteres mensurados entre as cinco populagdes de A. largoesnsis (P>0,05) (Tabela 1).
As ACP e AVC revelaram variacdes morfologicas entre as populagdes estudadas.
Aproximadamente 43% da variabilidade morfologica total foi explicada por dois componentes
principais (PC1: 25,8%; PC2: 17,1%). Sobreposi¢do parcial das populagdes foram observadas
(Fig. 1), sem descontinuidade morfométrica entre as mesmas. As duas primeiras variaveis
canonicas (CV1 e CV2) explicaram juntas 72,9% da variancia total (CV1: 46,6%; CV2: 26,3%)
(Fig. 2). A primeira variavel canonica separou os espécimes da Ilha da Reunido dos demais
espécimes estudadas. Uma analise dos pesos das primeiras variaveis canonicas (Tabela 3) indicam
que o comprimento das setas ¢ a principal caracteristicas que diferencia as populagdes de A.
largoensis. Comparando os caracteres que compdem as primeiras variaveis canonicas (Tabela 3)
com os dados morfométricos (ANOVA) (Tabela 1) observou-se que os espécimes da Ilha da
Reunido tem maior comprimento da seta JV5 e da macroseta do tarso I'V; maior distancia entre as
setas esternais St1-Stl e menor comrpimento da seta z5 em relagdo as demais populacdes. Os
espécimes da Tailandia e Roraima se distanciaram das demais ao longo da CV2 por terem menor
comprimento da seta JV5 e menor distancia entre as setas esternais St2-St3.

A identificagdo dos espécimes com base na analise discriminante mostrou que, em média,
91% das amostras foram classificadas na populagdo de origem, sendo 85% classificadas
corretamente na populacdo de Roraima e Tailandia ¢ 95% na populagdo da Ilha da Reunido,
Recife e Trinidad & Tobago. Trés erros de identificacdo ocorreram nas populacdes de Roraima e

Tailandia. Para as demais populagdes apenas um erro de identificagcdo foi observado.
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Caracterizacio molecular. ITS rDNA: Foram obtidas oito sequéncias da regidao ITS de A.
largoensis da Tailandia, com comprimento de 620 pb. Para A. cinctus foram obtidas seis
sequéncias (610 pb), e para A. tamatavensis quatro sequéncias (611 pb).

Nas sequéncias da regido ITS de 4. largoensis foram identificados dois genotipos (G1 e
G2), sendo o gendtipo G1 compartilhado entre as populagdes da Asia (Tailandia) e Américas
(Brasil, Trinidad & Tobago). O gendtipo G2 foi encontrado exclusivamente entre as populacdes
das ilhas do Ocenao Indico (Ilha da Reunido). Um tnico nucleotideo localizado na posigdo 148 do
alinhamento separa o gendtipo G1(C) do G2(T). Esse sitio varidvel corresponde ao descrito por
Navia et al. (2014). A composicao média de nucleotideos nas sequéncias ITS foi igual a T= 31,0
%, A= 26,8 %, C=20,0 % e G= 23,2 %.

A arvore filogenética foi construida com o critério de méaxima verossimilhangca (ML) e
modelo de Tamura 3 Pardmetros (T92) (Tamura 1992) com o pardmetro de distribui¢do gama
igual a 0,42. As topologias dos ramos principais para arvores ML e BIC foram semelhantes, e,
por conseguinte, apenas a filogenia ML ¢ apresentada (Fig. 3). Todas as amostras de Amblyseius
formaram um grupo monofilético. As populagdes de A. largoesnis formaram um clado fortemente
suportado pelo valor de booststrap de 100%. No entanto, este clado formou dois agrupamentos: o
das populacdes da Asia e das Américas (G1) e o das ilhas do Oceano Indico (G2), ambos com
suporte de booststrap de 63% (Fig. 3).

A distancia dos pares de sequéncias ITS (incluindo grupo externo) variou de 3,67% a
43,43% (Tabela 4A). A variabilidade intraespecifica dentro das populacdes de A. largoensis foi de
0,02% (Tabela 4A). A distancia entre os pares de bases de A. largoensis e as espécies A.
herbicolus, A. tamatavensis e A. cinctus foi de 3,87%, 11,75% e 11,22% (Tabela 4A),
respectivamente. Nao houve variagdo intraespecifica entre os pares de bases de sequéncia de 4.

largoensis das Américas (Brasil e Trinidad & Tobago) e Asia (Tailandia) (Tabela 4B). As
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distancia das populagdes de A. largoensis das Américas e Asia em relagdo a populagio das ilhas
do Oceano Indico (Ilha da Reunido) foi de 0,16% (Tabela 4B).

12S rDNA: Foram obtidas sete sequéncias da regido 12S de A. largoensis da Tailandia, com
comprimento de 406 pb. Para A. cinctus e A. tamatavensis foram obtidas cinco sequéncias. O
comprimento variou de 390 a 399 pb.

Entre as sequéncias da regido 12S de A. largoensis foram identificados 11 haplotipos
(Tabela 2). O haplétipo da populagio da Asia (Tailandia) (H1) diferiu dos haplétipos
compartilhados entre popula¢des da Americas (Brasil, Trinidad & Tobago e Estados Unidos) (H2,
H5-H7) em 11 a 13 nucleotideos, e dos demais haplotipos observados entre as populagdes das
ilhas do Oceano Indico (Ilhas da Reunifio e Mauritius) (H3, H4, H8-H11) em mais de 25
nucleotideos. A composi¢do média de nucleotideos nas sequéncias 12S foi igual a T= 41,9% %,
A= 34,0 %, C=9,3 % e G= 14,8 %.

A arvore filogenética foi construida com o critério de méaxima verossimilhangca (ML) e
modelo Tamura 3 Parametros (T92) (Tamura 1992). As topologias dos ramos principais para
arvores ML e BIC foram semelhantes, para clareza da apresentacdo, apenas a filogenia ML ¢
apresentada (Fig. 4). Todas as amostras de Amblyseius formaram um grupo monofilético. As
populagdes de A. largoesnis das ilhas do Oceano Indico ficaram isoladas em um clado fortemente
suportado pelo valor de booststrap de 100%. As populagdes das Américas e Asia agruparam-se
em um mesmo clado cujo valor de booststrap foi de booststrap de 79%. Dentro deste clado a
populacio da Asia se manteve separada das populagdes das Américas e formaram clados internos
com booststrap de 99% e 81%, respectivamente (Fig. 4).

A distancia dos pares de sequéncias 12S (incluindo grupo externo) variou de 13,10% a
45,56% (Tabela SA). A variabilidade intraespecifica dentro das populacdes de A. largoensis foi de

3,83% (Tabela SA). A distancia entre 4. largoensis e as espécies A. herbicolus, A. tamatavensis e
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A. cinctus foi de 26,14%, 25,16% e 23,84% (Tabela 5A), respectivamente. A variabilidade
intraespecifica dentro das populacdes de A. largoensis das Américas (Brasil, Estados Unidos e
Trinidad & Tobago), ilhas do Oceano Indico (Ilhas da Reunio e Ilhas Mauritiuss) e Asia
(Tailandia), foi de 0,031%; 0,061% e 0,00%, respectivamente. As distancias entre os pares de
bases das sequéncias de 4. largoensis da Asia ¢ das Américas e Asia e ilhas do Oceano Indico

foram de 2,53% e 7,23%, respectivamente, e entre Américas e ilhas do Oceano Indico de 6,82%

(Tabela 5B).

Discussao

Abordagens integrativas combinando analises morfologicas e moleculares determinaram
que populagdes previamente identificadas como A. largoensis coletadas na Asia, Américas e ilhas
do Oceano Indico pertencem a mesma espécie, embora tenha sido constadadas variabilidades
morfométricas e moleculares entre essas populagoes.

Variabilidade intraespecifica em acaros fitoseideos tem sido observada com frequéncia (e.g.
Tixier et al. 2006a, 2006b, 2008a, 2008b). Interpretagcdes equivocadas da variagao intraespecifica
podem levar a erros de identifica¢do e, potencialmente, ocasionar descrigdes erroneas de novas
espécies (Tixier et al. 2008b). Tixier (2012) propos uma abordagem estatistica que estabelece
limites para distinguir entre variabilidade intra e interespecifica baseada nos comprimentos de
setas de fitoseideos. Este estudo foi baseado em 14 espécies de cinco géneros (Euseius Wainstein,
Neoseiulus  Hughes, Phytoseiulus Evans, Kampimodromus Nesbitt e Typhlodromus
(Typhlodromus) Scheuten). A diferenca minima entre os valores médios de amostras pertencentes
a duas espécies distintas devem ser de 10,58 um (para setas < 65 pm) e 33,99 um (para setas > 65
um) (Tixier 2012). De acordo com esses valores a variabilidade encontrada entre a populacao de

A. largoensis da Tailandia e as demais populagdes estudadas reflete uma variabilidade
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intraespecifica. Na AVC, as populagdes da Asia e Américas permaneceram proximas, enquanto a
populagio das ilhas do Oceano Indico se manteve afastada pela CV1. O afastamento entre as
populacdes da America e ilhas do Oceano Indico ja foi evidenciado por Navia ez al. (2014).

Os resultados da AVC corrobora a filogenia apresentada para ambos os marcadores (12S e
ITS), nos quais a populagdo de A. largoensis da Asia foi agrupada mais proxima das populagdes
americanas em comparagio com as populagdes das ilhas do Oceano Indico. As distancias entre as
populagdes na filogenia foram mais acentuadas para 12S, como ja observado por outros autores
(Bowman & Hoy 2012, Navia ef al. 2014).

Os resultados da analise molecular foram consistentes com a analise morfométrica. As
populagdes de A. largoensis da Asia pertencem a mesma espécie das populagdes americanas e das
ilhas do Oceano Indico observadas em Navia et al. (2014) ¢ Bowman & Hoy (2012). Apesar de
pertecerem a mesma espécie, a populagio de A. largoensis da Asia apresenta diferengas genéticas
em relacdo as populacdes das Américas e das ilhas do Oceano Indico, mas para ambos os
fragmentos a populagio da Asia foi agrupada mais proxima as populagdes das Américas. Entre as
sequéncias ITS as populagdes de A. largoensis da Asia e Américas, ndo apresentaram
variabilidade instraespecifica, e a distancia entre os pares de bases destas populagdes para as
populagdes A. largoensis das ilhas do Oceano Indico (0,16 %) é comparavel com as distancias
intraespecificas determinadas para outras espécies de fitoseideos dos géneros Neoseiulus (0,00% a
0,4%) (Okassa et al. 2011), Neoseiulella (0,00% a 1,00% (Kanouh et al, 2010b) e Typhlodromus
(0,00% a 1,2%) (Tixier et al. 2006a, 2012b), confirmando que estas populagdes pertencem a uma
mesma espécie. A distdncia interespecifica entre A. largoensis e A. herbicolus (3,87%), foi
significativamente maior que a distancia encontrada entre as populagdes de A. largoensis para
ITS. Da mesma forma, a distincia genética entre as populagdes de A. largoensis da Asia e as

populagdes das Américas (2,53%) e ilhas do Oceano Indico (7,23%) para as sequéncias 12S, sdo
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comparaveis com as distancias intraespecificas observadas para outras espécies de fitoseideos
geéneros Euseius (2,00%-17,00%) (Okassa et al. 2009) e Typhlodromus (3,1%-4,7%) (Tixier et al.
2012a). Além disso, o valores de distancias obtidos para as populacdes de A. largoensis sao
inferiores as distancias interespecificas para espécies do mesmo género, como a distancia
encontrada neste estudo para A. largoensis e A. herbicolus (26,14 %), e entre espécies do género
Typhlodromus (6,7-25,5%) (Tixier et al. 2012a), Euseius (14-22 %) (Okassa et al . 2009) e
Neoseiulus (9%-12,5%) (Jeyaprakash & Hoy 2002, Okassa et al. 2011).

Estudos recentes tem associado diferencas genéticas a variagdo no desempenho biologico de
populagdes da mesma espécie em acaros da familia Phytoseiidae. Navia ef al. (2014) levantaram a
hipotese de que as diferencgas genéticas observadas entre populacdes de 4. largoensis do Brasil e
Ilha da Reunido podem estar relacionadas a diferencas biologicas relatadas por Domingos et al.
(2013). Variagdes no periodo de oviposi¢ao, consumo de presas e taxa liquida de reprodugao
foram observadas entre populacdes da Ilha da Reunido e do Brasil, sendo estes paramétros
significativamentes maiores para a populacdo da Ilha da Reunido (Domingos et al. 2013).
Diferencas no desempenho bioldgico de populacdes também foram relatadas em Phytoseiulus
longipes Evans, tendo uma populagdo da Africa do Sul considerada ineficaz no controle de
Tetranychus evansi Baker e Pritchard (Moraes & McMurtry 1985), mas para populagdes do
Brasil e Argentina, 7. evansi ¢ considerado um alimento adequado (Ferrero et al. 2007, Furtado et
al. 2007). Tixier et al. (2010) associaram esta diferenca bioldgica entre populacdes de P. longipes
a variabilidade no fragmento 12S. E provavél que devido & maior proximidade genética das
populagdes de A. largoensis da Asia em relagdo as populagdes americanas, estas sejam também
mais semelhantes biologicamente, se comparadas as populagdes das ilhas do Oceano Indico.
Baseando-se nas diferencas morfoldgicas e genéticas encontradas entre as populagdes de A.

largoensis da Asia e as populacdes das Américas e ilhas do Oceano Indico, e imprescindivél que
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mais estudos sejam realizados, visando elucidar o desempenho biolégico da populagdo da Asia
sob condi¢des de laboratorio e campo em comparacdao as populagdes das Américas e ilhas do
Oceano Indico.

Este estudo destaca a importancia da caracterizagdo detalhada de populagdes de inimigos
naturais eficientes. Além disso, determina a variabilidade morfologica e molecular entre
populacdes de A. largoensis de diferentes continentes, fornecendo informagdes basicas para o
acompanahmento da colonizagdo das populagdes da Asia no continente americano, caso

programas de controle bioldgico de R. indica sejam implementados.
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Tabela 1. Valores médios (+ erro padrdo), minimos e maximos observados (um) de 36

caracteres morfométricos mensurados a partir de fémeas adultas de cinco populagdes identificadas

como A. largoensis.

Caracteristicas morfologicas Tailandia Ilha da Reunido” Recife, Brasil”

Média += EP Min-Max Média += EP Min-Max Média + EP Min-Max
Comprimento do escudo dorsal 364,1£2,65b"  340,0-395,0 371,1+3,50b  337,5-397.,5 362,0+3,61b  320,0-377.5
Largura do escudo dorsal 224,6+£2,79b  192,5-245,0 222,5+2,70b  200,0-240,0 225,6+2,08b 212,5-242,5
Distancia St1-Stl 63,2+0,43 ¢ 60,0-67,5 71,1+£0,53 a 67,5-75,0 67,4+0,53b 62,5-70,0
Distancia St2-St2 66,8+0,50 d 62,5-71,2 728+0,54 a 70,0-77,5 68,8+0,43 ¢ 67,5-72,5
Distancia St3-St3 72,0+0,67 ¢ 65,0-76,2 76,5+0,70 a 72,5-85,0 72,4+0,50 ¢ 70,0-75,0
Distancia St1-St3 62,9+0,50 b 58,7-67,5 67,4+042a 62,5-70,0 67,6+0,38 a 65,0-70,0
Distancia St2-St3 29,8+0,35 ¢ 27,5-35,0 30,9+ 0,38 be 30,0-35,0 33,5+042a 30,0-37,5
Distancia St4-St4 79,4+0,95 ¢ 71,2+87,5 81,9+0,96 ab 75,0-87,5 76,2+0,56 ¢ 70,0-80,0
Distancia St5-St5 68,0+1,02 ¢ 57,5-78,5 75,1+£0,59a 70,0-80,0 70,6 £0,57 b 67,5-75,0
Comprimento do escudo ventrianal 110,4+1,02¢  102,5-122,5 118,5+1,70a  105,0-130,0 116,4+126ab 107,5-125,0
Largura do escudo ventrianal (ZV2) 46,7+0,68 b 42,5-52,5 47,5+ 1,01 ab 40,0-55,0 50,1 £0,70 a 45,0-55,0
Largura de escudo ventrianal (dnus) 68,7+0,71 ¢ 62,5-77,5 72,9 £ 1,27 ab 62,5-82,5 70,6 + 0,68 be 65,0-75,0
Comprimento da seta j1 35,5+0,36 ¢ 32,5-37,5 38,9+£0,64a 35,0-45,0 36,4+ 0,61 be 32,5-40,0
Comprimento da seta j3 51,5+0,73 b 47,5-60,0 53,9+0,46a 50,0-57,5 53,4+0,52a 50,0-57,5
Comprimento da seta j4 6,4+0,21 b 5,0-7,5 6,1+0,29b 5,0-7,5 8,1+025a 7,5-10,0
Comprimento da seta j5 4,5+0,17 b 3,0-5,0 5,3+0,13 ab 5,0-7,5 5,7+026a 5,0-7,5
Comprimento da seta j6 7,6+£0,11 b 6,2-8,7 7,0+0,23b 5,0-7,5 9,1+£0,38a 7,5-12,5
Comprimento da seta J2 9,5+0,25 ¢ 7,5-12,5 9,3+0,26 ¢ 7,5-10,0 11,8+0,32 a 7,5-12,5
Comprimento da seta J5 9,240,22 b 7,5-11,25 9,0+0,33b 7,5-12,5 11,0+ 0,28 a 10,0-12,5
Comprimento da seta z2 10,8+0,27 b 8,0-12,5 99+0,29 ¢ 7,5-12,5 12,0+ 0,23 a 10,0-12,5
Comprimento da seta z4 9,3+0,20 b 7,5-10,5 8,6£0,29b 7,5-10,0 10,8+ 0,27 a 10,0-12,5
Comprimento da seta z5 6,5+0,18 b 5,5-7,5 54+020c¢ 5,0-7,5 8,5+028a 7,5-10,0
Comprimento da seta Z1 10,5+0,26 b 9,7-12,5 11,3+0,29b 10,0-12,5 13,4+0,13a 10,0-12,5
Comprimento da seta Z4 94,5+0,82 ¢ 87,5-100,0 106,4+0,7 a 102,5-112,5 97,8+0,72b 92,5-102,5
Comprimento da seta Z5 275,9+1,52d  260,0-287,5 285,5+2,34bc 270,0-307,5 290,8+2,02b 277,5-307,5
Comprimento da seta s4 95,8+0,85 ¢ 90,0-105,0 106,6 £1,08a  100,0-117,5 96,8+ 0,83 ¢ 90,0-105,0
Comprimento da seta S2 12,5+0,30 be 10,0-15,0 12,5+ 0,18 bc 10,0-15,0 150£041a 12,5-17.,5
Comprimento da seta S4 12,1+0,27 b 10,0-15,0 11,5+ 0,28 be 10,0-12,5 14,1+0,33 a 12,5-17,5
Comprimento da seta S5 10,8+0,34 be 7,5-12,5 10,0+0,31¢ 7,5-12.,5 13,1+£0,36a 10,0-15,0
Comprimento da seta r3 11,6£0,26 b 10,0-13,7 12,5+0,18 b 10,0-15,0 14,1+033a 12,5-17,5
Comprimento da seta R1 11,4+0,27 be 10,0-13,7 11,38 +0,29 be 10,0-12,5 13,1+0.25a 12,5-15,0
Comprimento da seta JV5 61,7+0,76 d 55,0-67,5 78,0+0,88 a 70,0-87,5 69,8+ 091 ¢ 62,5-77,5
Calice da espermateca 30,2+0,32 b 27,5-32,5 32,1+0,50a 27,5-35,0 32,8+0,68 a 30,0-37,5
Comprimento macroseta do genu IV 123,3+1,00c  112,5-132,5 132,3+091b  125,0-137,5 133,0£1,08b  125,0-142,5
Comprimento macroseta da tibia IV 94,1+1,01 b 85,0-100,0 103,3+1,00 a 97,5-112,5 100,8 £ 1,00 a 95,0-110,0
Comprimento macroseta do tarso IV 63,3+0,76 ¢ 57,5-68,7 72,1 £0,84 a 67,5-77,5 68,4+ 0,60 b 65,0-72,5

"Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem significativamente (teste SNK, P> 0,05).

*Caracterizacio morfométrica de A. largoensis disponivél em Navia et al. (2014).
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(Continuagao)

Caracteristicas morfologicas Roraima, Brasil® Trinad & Tobago2

Média + EP Min-Max Média + EP Min-Max
Comprimento do escudo dorsal 368,8+£3,60b 312,5-387,5 383.0+3.73a 340.0407.5
Largura do escudo dorsal 22925+1,72b 212,5-242.5 236.3+0.94a 225.0-242.5
Distancia St1-Stl 68,5+0,52b 65,0-72,5 68.3+0.63b 62.5-72.5
Distancia St2-St2 70,6 0,44 b 67,5-72,5 71.7+0.57 ab 67.5-75.0
Distancia St3-St3 74,4+0,75b 67,5-80,0 76.7+0.51 a 72.5-80.0
Distéancia St1-St3 67,1+049 a 62,5-70,0 68.0+0.53 a 65.0-72.5
Distancia St2-St3 32,1+0,33b 30,0-35,0 32.1+044b 30.0-35.0
Distancia St4-St4 81,1 = 1,41 ab 72,5-92,5 83.6+0.84a 80.0-90.0
Distancia St5-St5 72,3+0,68 b 67,5-71,5 70.5+0.70 b 65.0-75.0
Comprimento do escudo ventrianal 113,0+ 1,48 be 100,0-122,5 120.7+1.50 a 112.5-135.0
Largura do escudo ventrianal (ZV2) 49,3+0,81 ab 42,5-57,5 47.5+0.81 ab 40.0-52.5
Largura de escudo ventrianal (dnus) 75,5+0,53 a 72,5-80,0 74.1+080a 70.0-80.0
Comprimento da seta j1 34,6 £0,58 ¢ 30,0-40,0 37.6 £0.30 ab 35.040.0
Comprimento da seta j3 53,8+0,38a 50,0-57,5 547+0.57a 50.0-60.0
Comprimento da seta j4 8,0+023a 7,5-10,0 6.6+0.28b 5.0-7.5
Comprimento da seta j5 590+0,27a 5,0-7,5 5.1+£0.13 ab 5.0-7.5
Comprimento da seta j6 7,6 £0,13b 7,5-10,0 78+0.30b 5.0-10.0
Comprimento da seta J2 9,5+0,40c¢c 7,5-12,5 10.7+030b 10.0-12.5
Comprimento da seta J5 9,1 +£0,27b 7,5-10,0 10.5+0.24 a 10.0-12.5
Comprimento da seta z2 10,6 £0,25b 10,0-12,5 10.9+0.28 b 10.0-12.5
Comprimento da seta z4 9,0£0,28b 7,5-10,0 93+030b 7.5-10.0
Comprimento da seta z5 7,1£0,20b 5,0-7,5 6.6 +£0.30 b 5.0-7.5
Comprimento da seta Z1 10,8 £0,26 b 10,0-12,5 12.2+0.18 a 10.0-12.5
Comprimento da seta Z4 94,1 +£1,25¢ 87,5-102,5 100.1 +0.82 b 90.0-105.0
Comprimento da seta Z5 283,4+290¢c 262,5-320,0 301.3+1.46a 292.5-315.0
Comprimento da seta s4 97,5+0,85¢ 90,0-102,5 100.70+£1.01 b 92.5-107.5
Comprimento da seta S2 11,90+ 0,25 ¢ 10,0-12,5 13.4+0.28 b 12.5-15.0
Comprimento da seta S4 11,13+ 0,29 ¢ 10,0-12,5 13.6 £0.30 a 12.5-15.0
Comprimento da seta S5 11,4+£029b 10,0-12,5 11.6 £0.30 b 10.0-12.5
Comprimento da seta r3 12,3+0,40b 10,0-15,0 134+0.28 a 12.5-15.0
Comprimento da seta R1 10,6 £0,25¢ 10,0-12,5 12.1 £0.35b 10.0-15.0
Comprimento da seta JV5 63,1 £0,80d 57,5-67,5 72.2+0.90b 65.0-77.5
Calice da espermateca 33,6 £0,60 a 30,0-37,5 30.53+0.45b 27.5-35.0
Comprimento macroseta do genu IV 131,4+1,40b 125,0-142,5 137.5+0.83 a 132.5-145.0
Comprimento macroseta da tibia IV 100,3+0,92 a 90,0-107,5 100.5+0.85a 95.0-110.0
Comprimento macroseta do tarso [V 63,3+0,63¢c 57,5-67,5 67.1 £0.64 ¢ 62.5-72.5
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Tabela 2. Caracteristicas das populagdes de A. largoensis, A. cincitus e A. tamatavensis, espécies ingroups € outgroup estudadas e

seus numeros de acesso no GenBank para ITS e 12S rRNA. O asterisco indica as sequéncias representativas dos haplotipos na

filogenia.
Espécie Codigo Pais/Estado Planta hospedeira Gendtipo/Haplotipo Acesso Genbank
Espécie Familia ITS 128 ITS 128
A. largoensis Ala TH Tailandia, Nakhon Pathom Cocos nucifera Arecaceae Gl HI1 A ser submetido A ser submetido
BR PE Brasil, Pernambuco Cocos nucifera Arecaceae Gl H2 KF219618* KF234098*
BR RR Brasil, Roraima Cocos nucifera Arecaceae Gl H2 KF219625%* KF234101*
BR AP Brazil, Amapa Cocos nucifera Arecaceae Gl H2 KF219645%* KF234118*
TT Trinidad & Tobago, Saint George Cocos nucifera Arecaceae Gl H2 KF219631%* KF234104
TT Trinidad & Tobago, Nariva Cocos nucifera Arecaceae Gl H2 KF219634 KF234107*
TT Trinidad & Tobago, Nariva Musa sp. Musaceae Gl H2 KF219637* KF234110%*
TT Trinidad & Tobago, Saint David  Cocos nucifera Arecaceae Gl H2 KF219639 KF234112
RE Ilha da Reunido Cocos nucifera Arecaceae G2 H3 KF219649*-KF219655 KF234122%*
RE Ilha da Reunido, Saint Joseph Cocos nucifera Arecaceae H4 - KF234129*
us EUA, Flérida (Hollywood) - - H2 - GU807437
us EUA, Flérida (Lake Worth) - - H2, H5, H6, H7 - GU807438*, GU807440*, GU8(07442*
GU807443*
MU Ilha Mauritius, Flic em Flac - - H3 - GU807448*-GUB07451
Ilha Mauritius, North of Port
MU Luis - - H3, H8, H9 - GU807452*, GU807453*, GU807454*
Ilha Mauritius, Trou d’Eau
MU Douce - - H3,H10,H11 - GU807460*, GUB07467*, GU807476*
A. tamatavensis Ata BR SP  Brasil, Sdo Paulo G3 HI2 A ser submetido A ser submetido
A.cinctus Aci TH Tailandia, Nakhon Pathom Cocos nucifera Arecaceae G4 HI3 A ser submetido A ser submetido
A. herbicolus ES Espanha, Ilhas Canarias Viburnum rigidum Caprifoliaceae G5 HI14 KF219656* KF234130-KF234132
N. californicus Unidades de criagdo - - G6 HI5,H16 HQ404806, HQ404807*  HQ404836, HQ404838, HQ404841*
HQ404842
Italia, Sicily Fragaria vesca Rosaceae G6 GU591680 -
N. idaeus Unidades de criagdo - - G7 HI17 HQ404809, HQ404810*  HQ404844*, HQ404845
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(Continuacgao)

Espécie Codigo Pais/Estado Planta hospedeira Genotipo/Haplotipo Acesso Genbank

Espécie Familia ITS 128 ITS 128
N. idaeus Argentina, Buenos Aires Sida sp. Malvaceae G7 JF279120, F279121 -
T. exhilaratus Franga Vitis vinifera Vitaceae G8 HI19 HQ404830* HQ404831*
T. phialatus Franga Viburnum tinus Caprifoliaceae G9 HI8 HQ404829* HQ404861*
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Tabela 3. Analise de varaiavéis candnicas para fémeas de cinco populacdes de A4.
largoensis. Os primeiros dez caracteres morfoldgicos (autovetores) com pesos mais elevados

(autovalores) para duas variaveis candnicas (CV1 e CV2), em ordem decrescente de valores

absolutos.
Caracteres morfoldgicos CVl1 Caracteres morfologicos CV2
peso peso
z5 -0,3923 S2 0,5448
j6 -0,3195 z2 -0,4670
S5 -0,2230 Z1 0,4009
j4 0,2205 74 -0,4001
S4 -0,2063 z5 -0,3452
j5 0,2009 3 0,3493
Macroseta do tarso IV 0,1959 J5 0,3038
A 0,1814 V5 0,2044
z4 -0,1612 St2-St3 0,1947
St1-Stl 0,1592 S4 0,1915
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Tabela 4. Distancia genética calculada para ITS entre as sequéncias de 4. largoensis,

incluindo as espécies dos grupos internos e externos usando a corre¢do de dois parametros de

Kimura. As populacdes de A. largoensis foram analisadas um unico tdxon (A) ou taxons

diferentes (B).

A 1 2 3 4 5 6 7 8

1 A. largoensis 0,02%

2 A. herbicolus 3,87% n/c

3 A. tamatavensis 11,75% 10,56% 0,00%

4 A. cinctus 11,22% 9,45% 6,50% 0,04%

5 N. californicus 15,83% 13,56% 14,50% 11,74% 0,35%

6 N idaeus 14,98% 12,72% 12,45% 11,38% 3,67% 0,24%

7 T. phialatus 43,00% 39,64% 37,84% 37,41% 32,75% 38,08% n/c

8 T. exhilaratus 43,43% 39,17% 39,23% 36,20% 35,16% 38,32% 5,38% n/c
B 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 A largoensis Américas e Asia 0,00%

2 A. largoensis ilhas do Oceano Indico 0,16% n/c

3 A herbicolus 3,86% 4,03% n/c

4 A tamatavensis 11,75% 11,73% 10,56% 0,00%

5  A. cinctus 11,22%  11,21%  9,45% 6,50% 0,04%

6 N. californicus 15,85%  15,63%  13,56%  14,50%  11,74% 0,35%

7 N.idaeus 1498%  14,98%  12,72%  12,45%  11,38%  3,67% 0,24%

8 T phialatus 43,03%  42,54%  39,64% 37,84%  3741%  32,75%  38,08% n/c

9 T exhilaratus 43,46%  43,08%  39,17%  39,23%  36,20%  35,16%  3832%  538% n/c
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Tabela 5. Distancia genética calculada para 12S entre as sequancias de 4. largoensis,
incluindo as espécies dos grupos internos e externos usando a corre¢do de dois parametros de

Kimura. As populacdes de A. largoensis foram analisadas um unico tdxon (A) ou taxons

diferentes (B).

A 1 2 3 4 5 6 7 8
1 A. largoensis 3,83%

2 A. herbicolus 26,14% 0,00%

3 A. tamatavensis 25,16% 23,23% 0,00%

4 A. cinctus 23,84% 25,83% 24,66% 0,00%

5 N. californicus 33,24% 31,82% 29,73% 32,83% 0,23%

6 N. idaeus 33,20% 30,22% 26,80% 34,70% 14,38% 0,00%

7 T. phialatus 35,43% 39,31% 37,28% 38,22% 38,29% 36,70% n/c

8 T. exhilaratus 36,83% 45,56% 38,06% 39,66% 36,67% 41,54% 13,10% n/c
B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 A. largoensis Américas 0,31%

2 A. largoensis ilhas do Oceano fndico  6,82%  0,61%

3 A. largoensis Asia 2,53%  7,23%  0,00%

4 A. herbicolus 22,86% 25,00% 24,03%  0,00%

5 A. tamatavensis 24,10% 27,71% 27,61% 25,83%  0,00%

6 A. cinctus 24,18% 26,88% 24,64% 24,66% 2323%  0,00%

7 N. californicus 33,51% 32,20% 34,11% 32,83% 31,82% 29,73%  0,23%

8 N. idaeus 31,07% 36,01% 33,25% 34,70% 30,22% 26,80% 14,38%  0,00%

9 T. phialatus 33,35% 38,14% 35,52% 38,22% 39,31% 3728% 38,29% 36,70%  n/c

10 T. exhilaratus 34,93% 39,85% 36,23% 39,66% 45,56% 38,06% 36,67% 41,54% 13,10%  n/c

176



¢  Pernambuco
6 @  [lha da Reunido
5 v Roraima
. 4  Trininad e Tobago
B Tailandia
3_
@ 21
=
=1
o 01
[l
U -1
2
-3 - ® g
-4
-5 4
'6 T T T T T T T T T T T T T T T T T
-0 9 8 -7 6 -5 -4 3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 B8

CP 1 (25,77%)

Figura 1. Analise de componentes principais de 36 caracteres morfologicos de fémeas pertecentes
a cinco populagdes de A. largoensis. Poligonos formados com base na projecao de individuos de
cada populacdo para o CP 1 e 2 (variacdo explicada pelos dois componemtes principais ¢

mostrado entre parénteses).
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Figura 2. Andlise de variavéis candnicas de 36 caracteres morfologicos de fémeas pertecentes a

cinco populagdes de A. largoensis. Circulos formados com base na proje¢ao de individuos de cada

populacdo para VC 1 e 2 (variagdo explicada pelas duas varidveis canonicas ¢ mostrada entre

parénteses).
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Figura 3. Arvore ITS: Arvore filogenética ML (TN93 + G) inferida a partir de sequéncias da
regido ITS de espécies do género Amblyseius obtidas neste estudo, e sequéncias de grupos
internos e externos recuperadas do Genbank. Informagdes sobre a composi¢cdo dos genotipos na
Tabela 2. O numero de vezes que cada genotipo foi encontrado nas amostras esta entre parénteses.

Os valores de bootstrap estdao localizados sobre os ramos. A identificacdo da espécie esta a direita

dos grupos.
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Figura 4. Arvore 12S. Arvore filogenética ML (HKY + G) inferida a partir de sequéncias da

regido 12S de espécies do género Amblyseius obtidas neste estudo, e sequéncias de grupos

internos e externos recuperadas do Genbank. Informagdes sobre a composi¢cdo dos genotipos na

Tabela 2. O numero de vezes que cada genotipo foi encontrado nas amostras esta entre parénteses.

Os valores de bootstrap estdo localizados sobre os ramos. A identificacdo da espécie esta a direita

dos grupos.
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