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RESUMO

A mosca-branca do cajueiro Aleurodicus cocois (Curtis, 1846)(Hemiptera: Aleyrodidae) é uma
das principais pragas do cajueiro Anacardium occidentale L. no Brasil. Na busca por novas
estratégias de controle de A. cocois, objetivou-se nesse trabalho: 1- Caracterizar os compostos
organicos volateis (COVs) emitidos por clones de cajueiro-ando, e avaliar a resposta
comportamental de A. cocois frente a esses compostos em laboratorio e em campo; 2- Avaliar
a resposta olfativa do predador Chrysoperla externa (Hagen, 1861) (Neuroptera: Chrysopidae),
aos volateis de cajueiro-ando-induzidos pela herbivoria de A. cocois, bem como o potencial de
predacdo desseinimigo naturalsobre ovos e ninfas de A. cocois; 3- Avaliar o perfil quimico e a
toxicidade da mistura dos Oleos essenciais de Lippia sidoidesCham (Verbenaceae) e
Cymbopogon winterianumJowitt (Poaceae)sobre o terceiro e quarto estagio ninfal de A cocois,
bem como sua seletividade ao predador C. externa.Um olfatdmetro de quatro bragos foi
utilizado para investigar a resposta comportamental de fémeas adultas de A. cocois frente aos
compostos volateis de folhas dos clones de cajueiro (CCP 76, EMBRAPA 51 e PRO 143/7).
Os compostos volateis emitidos pelas folhas, dos trés clones de cajueiro, foram analisados por
microextracao em fase solida acoplada a GC-MS. Nos ensaiois de campo CCP 76 e EMBRAPA
51 foram clones de cajueiro mais infestados por A. cocois.Os bioensaios revelaram que o0s
compostos volateis de CCP 76 foram atraentes para A. cocois, enquanto volateis de EMBRAPA
51 e PRO 143/7 foram menos atraentes para 0s insetos quando comparados a um controle (ar).
De acordo com a andlise de componentes principais existe diferenca entre os perfis quimicos
dos trés clones de cajueiro, sendo que no clone CCP 76 as emissdes dos compostos sao em
niveis intermediarios. A resposta funcional de larvas de primeiro instar de C. externa
alimentadas com ovos e ninfas de A. cocois, bem como a resposta olfativa das larvas de terceiro
instar desse predador, aos volateis de dois clones de cajueiro-ando (CCP 76 e PRO 143/7)
induzidos pela herbivoria de A. cocois foram conduzidos em laboratério. Os compostos volateis
emitidos pelas folhas dos dois clones de cajueiro, infestados e ndo infestados por A.cocois,
foram analisados por microextracdo em fase solida acoplada & GC-MS. A regressao logistica
indicou que larvas de primeiro instar de C. externa exibiram uma resposta do tipo Il quando
alimentadas ovos e ninfas de A. cocois. Nos testes comportamentais larvas de terceiro instar de
C. externa foram capazes de distinguir e selecionar os sinais volateis emitidos apos a infestacéo
de A. cocois, independente do clone de cajueiro avaliado. De acordo com os volateis dos clones

de cajueiro avaliados, existe



diferenga nos perfis quimicos de plantas infestadas e ndo infestadas por A. cocois. Em
laboratdrio foram avaliados o perfil quimico e a toxicidade da mistura dos 6leos essenciais de
L. sidoides e C. winterianumsobre o terceiro e quarto estagio ninfal de A cocois, bem como sua
seletividade ao predador C externa. Os resultados revelaram que os 6leos essenciais de ambas
as plantas sdo constituidos por monoterpenos. Nos bioensaios de concentragcdo e mortalidade
foi revelado a toxicidade da mistura dos 6leos essenciais avaliados sobre o terceiro e quarto
estagio ninfal de A. cocois por meio da sua CLso, estimadas em 0,97 uL/cm? e 1,48 pL/cm?,
respectivamente. Em todas as concentracdes avaliadas, a mistura dos 0leos essenciais causou
baixa mortalidade de ovos e larvas de C. externa e néo alterou o tempo de desenvolvimento do

predador. No entanto a mistura dos 6leos foi repelente para o predador.

Palavras-chave: compostos organicos volateis; crisopideo; mosca-branca-do-cajueiro;6leos

vegetais.



ABSTRACT

The cashew whitefly Aleurodicus cocois (Curtis, 1846) (Hemiptera: Aleyrodidae) is one of the
main pests of the cashew tree Anacardium occidentale L. in Brazil. In the search for new control
strategies for A. cocois, this studie aimed to: 1- Characterize the volatile organic compounds
(VOCs) emitted by dwarf cashew tree clones, and evaluate the behavioral response of A. cocois
to these compounds in laboratory and in the field; 2- Evaluate the olfactory response of the
predator Chrysoperla externa (Hagen, 1861) (Neuroptera: Chrysopidae), to dwarf cashew
volatiles induced by A. cocois herbivory, as well as the predation potential of this natural enemy
on eggs and nymphs of A. cocois; 3- Evaluate the chemical profile and toxicity of the mixture
of essential oils of Lippiasidoides Cham (Verbenaceae) and Cymbopogon winterianum Jowitt
(Poaceae) on the third and fourth nymph stages of A cocois, as well as its selectivity to the
predator C. externa. A four-arm olfactometer was used to investigate the behavioral response
of adult females of A. cocois to volatile compounds from leaves of cashew tree clones (CCP
76, EMBRAPA 51 and PRO 143/7). The volatile compounds emitted by the leaves of the three
cashew tree clones were analyzed by microextraction in solid phase coupled to GC-MS. In the
field trials CCP 76 and EMBRAPA 51 were cashew tree clones most infested by A. cocois.
Bioassays revealed that CCP 76 volatiles were attractive to A. cocois, while EMBRAPA 51 and
PRO 143/7 volatiles were less attractive to insects when compared to a control (air). According
to the analysis of principal components, there is a difference between the chemical profiles of
the three cashew tree clones, and in clone CCP 76 the emissions of compounds are at
intermediate levels. The functional response of first-instar larvae of C. externa fed on eggs and
nymphs of A. cocois, as well as the olfactory response of third-instar larvae of this predator, to
the volatiles of two dwarf cashew tree clones (CCP 76 and PRO 143 /7) induced by herbivory
of A. cocois were conducted in the laboratory. The volatile compounds emitted by the leaves of
the two cashew tree clones, infested and not infested by A. cocois, were analyzed by
microextraction in solid phase coupled to GC-MS. Logistic regression indicated that first-instar
larvae of C. externa exhibited a type Il response when fed A. cocois eggs and nymphs. In the
behavioral tests, third instar larvae of C. externa were able to distinguish and select the volatile
signals emitted after infestation by A. cocois, regardless of the cashew tree clone evaluated.
According to the volatiles of the evaluated cashew tree clones, there is a difference in the
chemical profiles of plants infested and not infested by A. cocois. In the laboratory, the chemical

profile and



toxicity of the mixture of essential oils from L. sidoides and C. winterianum on the third and
fourth nymphal stages of A cocois, as well as its selectivity to the predator C externa, were
evaluated. The results revealed that the essential oils of both plants are composed of
monoterpenes. In the concentration and mortality bioassays, the toxicity of the mixture of
essential oils evaluated on the third and fourth nymphal stages of A. cocois was revealed through
its LCso, estimated at 0.97 pL/cm? and 1.48 pL/cm?, respectively. In all evaluated
concentrations, the mixture of essential oils caused low mortality of eggs and larvae of C.
externa and did not change the development time of the predator. However, the mixture of oils

was repellent to the predator.

Keywords: volatile organic compounds; chrysopideo; cashew whitefly; vegetable oil
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1 INTRODUCAO

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é cultivado visando, principalmente, a
exploragdio da améndoa da castanha, que €é uma das mais consumida no
mundo(CAVALCANTE; VIDAL NETO; BARROS, 2013). Além disso, tem como outros
produtos de importancia econémica o liquido da casca da castanha (LCC) e o pedunculo
(pseudofruto comestivel) (SERRANO; PESSOA, 2016). Na safra 2018, a area plantada no
Brasil foi de 460 mil hectares e a producéo de castanha-de-caju alcancou 141 mil toneladas. Os
Estados do Ceard, Piaui e Rio Grande do Norte produziram juntos aproximadamente 126 mil
toneladas de castanha-de-caju (IBGE, 2019).

No cultivo do cajueiro, os danos ocasionados por insetos-praga estdo entre os fatores
gue mais afetam a producéo. Nas areas produtoras do Nordeste, dentre as principais pragas que
vem causando  prejuizos aos  produtores  destacam-se a  traca-da-castanha
Anacampsisphytomiella  Busck (Lepidoptera:  Gelechiidae), a broca-dos-ponteiros
AnthistarchabinocularisMeyrick, 1929 (Lepidoptera, Gelechiidae)e a mosca-branca-do-
cajueiro Aleurodicuscocois (Curtis, 1846) (Hemiptera: Aleyrodidae) (MESQUITA,;
SOBRINHO, 2013).

No Brasil A. cocoisé uma das principais pragas do cajueiro (BLEICHER; MELO, 1996;
GOIANAet al., 2017). Esse inseto tem potencial de danificar o cajueiro de forma direta pela
succdo da seiva, 0 que causa anomalias ou desordens fitotdxicas, caracterizadas pelo
amarelecimento de folhas e ramos (LIU; COLVIN;BARRO, 2012). Indiretamente, A. cocois
favorece o desenvolvimento de fumagina (fungo Capnodium sp.) que pode comprometera
fotossintese da planta, com consequéncias na produtividadede castanhas (MOTA; MESQUITA,
2018).

Dificuldades no controle de A. cocois sdo encontradas pelos cajucultores no Brasil.
Estratégias de manejo com inseticidas ndo certificados foram utilizados em anos anteriores,
uma vez que o primeiro registro de um produto formulado para esta praga se deu apenas no ano
de 2019 (AGROFIT, 2019). Entretanto, o uso indiscriminado de pesticidas sintéticos no
controle de moscas-brancas pode desencadear problemas como a selecdo de insetos resistentes,
contaminacdo ambiental, mortalidade de inimigos naturais (BACCI et al., 2007; HOROWITZ;
ISHAAYA, 2014; CHAGNONEt al., 2015).Dessa forma, novas abordagens de manejo de A.
cocois vém sendo investigadas com a selecdo de clones de cajueiro resistentes (GOIANAet al.,

2019). A resisténcia da planta hospedeira é uma ferramenta importante para o manejo integrado
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de pragas (MIP), pois € de baixo custo, reduz o risco de desenvolvimento de pragas resistentes
a inseticidas sintéticos, mais duravele é compativel com outros métodos de controle (SMITH,;
CLEMENT, 2012;BOICA JUNIOR et al., 2013).

Além dos estudos com plantas resistentes, os semioquimicosproduzidos por plantas tém
potencial para o desenvolvimento de estratégias de controle de pragas, pois sabe-se que
geralmente os insetos herbivoros reconhecem e localizam suas plantas hospedeiras atraves da
deteccdo de misturas caracteristicas de compostos organicos volateis (COV’s) emitidos por
elas(WEBSTER et al., 2010).As plantas produzem variadas misturas de compostos organicos
volateis como monoterpenos, sesquiterpenos, aldeidos e volateis de folha verde (VFVs)
(RAJABASKAR et al., 2013). Esses compostos tém a funcdo primaria de proteger as plantas
do ataque de patodgenos, atrair polinizadores e animais disseminadores de sementes (PINTO-
ZEVALLOS et al., 2013).No entanto, estudos a respeito do papel que os compostos volateis
constitutivos desempenham na selecdo hospedeira dos insetos herbivoros, podem ser Gteis em
programas de melhoramento genético vegetal, ao auxiliar na identificagdo de cultivares
resistentes ou tolerantes a insetos-pragas (ROBBINSet al., 2012). Isso porque, embora estas
substancias sejam comuns em varias espécies de plantas, as caracteristicas quantitativas e
qualitativas dos perfis de volateis parecem ser particulares (DEGEN et al., 2004; DELPHIAet
al., 2009; SPLIVALLO et al., 2012; WASON; HUNTER, 2014).De fato, com base nos perfis
volateis constitutivos tem sido possivel identificar cultivares pouco preferido ou mesmo
repelente para moscas-brancas nas mais diversas culturas agricolas(BLEEKERet al., 2009;
SACCHETTI et al., 2015; DARSHANEEet al., 2017; TU; QIN, 2017).No entanto, para a
cultura do cajueiro, estudos envolvendo a caracterizacdo de compostos volateis constitutivos de
diferentes clones, bem como a resposta comportamental de A. cocois frente a esses compostos
ainda s&o escassos.

Outro ponto que merece ser investigado envolvendocompostos volateis € a resposta das
plantas hospedeiras ao estresse bidtico causado por insetos-praga. Os volateis de plantas
geralmente sofrem modificacGes ap0s ataque de insetos herbivoros, essas mudancgas sdo
resultado de danos desenvolvidos durante a alimentacdo ou postura de ovos nas
folhas(COLAZZA; MCELFRESH;MILLAR, 2004; NIEDERBACHER; WINKLER;
SCHNITZLER, 2015). Esses compostos atuam como um mecanismo de defesa indireta das
plantas, pois fornecem importantes pistas de forrageamento para 0s inimigos naturais
localizarem suas presas ou hospedeiros (PINTO-ZEVALLOS et al., 2013).As versdes sintéticas

de muitos volateis induzidos apds o ataque dos herbivoros tém potencial para serem utilizados
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como atraentes para 0s inimigos naturais em areas agricolas, promovendo o controle bioldgico
(PINTO-ZEVALLOSet al., 2013).

Na cultura do cajueiro investigacbes que visam caracterizar compostos volateis
induzidos por A. cocois podem ser de grande utilidade no seu manejo,pois podem fornecer
informacdes a respeito de compostos que possam favorecer a entomofauna de predadores
associada a essa praga. Recentemente, a espécie de crisopideoChrysoperla externa (Hagen,
1861) (Neuroptera: Chrysopidae) foi encontrada forrageando folhas de cajueiro-ando associado
a coldnias de A. cocois (GOIANAet al., 2017).Essa espécie de crisopideoé uma das mais
ocorrentes em ambientes agricolas no Brasil (FREITAS; PENNY, 2001; SOUZA,
CARVALHO, 2002; OLIVEIRA et al., 2012; RESENDE et al., 2014). Sendo considerada
como de alto potencial para uso em programas de controle biolégico nas regides
tropicais(ALBUQUERQUE; TAUBER;TAUBER, 2001). Embora tenha sido relatado, em
associacdo com A. cocois nos cultivos de cajueiro,ndo se conhece sobre as respostas
comportamentais de C. externa frente a compostos volateis de cajueiro induzidos por A. cocois,
nem sobreo potencial de predacdo desse inimigo natural sobre a praga em questdo. Segundo
Leman et al. (2019) estudos que integram avaliacdes comportamentais de predadores expostos
aos volateis induzidos por insetos-praga com testes de predacdo devem ser considerados na
sele¢do de um inimigo natural eficaz.

A escolha de um inimigo natural visando o controle biol6gico deve ser fundamentada
em estudos que comprovem a praga-alvo como um alimento aceito pelo predador (PARRA et
al., 2002).Portanto, o potencial de inimigos naturais como agentes de controle biolégico pode
ser medido por meio de estudos de resposta funcional (HOLLING, 1959, 1961, 1966; JUMBO
et al., 2019); que mensura a taxa de predacdo em funcdo da densidade da presa (HOLLING,
1959, 1961, 1996).

Além da escolha certa do inimigo natural, no planejamento de taticas e estratégias de
manejo de pragas, é fundamental o entendimento da combinacdode diferentes medidas de
controle. No manejo integrado de pragas (MIP) um método de controle ndo pode reduzir a
eficiéncia do outro, por isso medidas alternativas de controle, com uso de inseticidas botanicos,
sdo estudadas, pois sdo geralmente menos nocivas aos organismos benéficos do que os quimicos
(SILVA et al., 2018).

Pesquisas comprovaram que 0séleos essenciais de plantas sdo uma alternativa viavel
aos produtos quimicos sintéticos no controle das populagdes depragas na agricultura (LIMA et
al., 2011; MAHMOODI; VALIZADEGAN, 2014; BALDIN et al., 2015; DELETRE et al.,
2015, 2016; ZANDI-SOHANI et al., 2018). Oleos essenciais s&0 obtidos a partir da constituicio
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volatil das plantas através da técnica de arraste a vapor. Sao compostos principalmente de mono
e sesquiterpenos e de fenilpropanoides, metabolitos que conferem as plantas suas caracteristicas
organolépticas (ENAN, 2001). O uso de Gleos essenciais de plantas e seus derivados sdao um
meio alternativo de controlar pragas e apresentam uma vantagem por serem menos nocivos ao
homem e animais (TRIPATHIet al., 2009; ISMAN; MIRESMAILLI; MACHIAL, 2011; LIMA
et al., 2013). Dentre as plantas medicinais com alto potencial de producdo de 6leos essenciais
destacam-se alecrim-pimenta Lippia sidoides Chan (Verbenaceae) e capim-citronela
Cymbopogon winterianumJowitt (Poaceae), que tem seu cultivo amplamente distribuido nas
regides tropicais (MARCOet al., 2007; LIMAet al., 2013; SOARES; TAVARES-DIAS, 2013).
AplicacBes isoladas dos Oleos essenciais dessas duas plantas mostraram controlar
eficientemente insetos-pragas do meio urbano e agricola (LIMA et al., 2011; LIMA et al., 2013;
DELETRE et al., 2015, 2016). No entanto, para A. cocois essas aplicacGesmostraram uma
eficiéncia de controle moderada (BRAGA SOBRINHO et al., 2018).

Os 6leos essenciais de diferentes espécies de plantas podem ser utilizados em misturas,
pois o efeito combinado pode potencializar o seu efeito toxico contra insetos (TRABOULSI et
al., 2002; BENELLI et al., 2017). Portanto investigar a mistura dos éleos essenciais L. sidoides
e C winterianumcontra A. cocoispode ser Util no seu manejo. Além da mortalidade da praga-
alvo é necessario conhecer o impacto dos dleos essenciais aos organismos ndo-alvo como, por
exemplo, os inimigos naturais.  Anteriormente, destacou-se C. externacomo um potencial
inimigo natural para o controle de A. cocoisem cultivos de cajueiro (GOIANAet al., 2017),
assim torna-se imprescindivel avaliar a compatibilidade dos 6leos essenciais utilizados no
controle de A. cocois a esse inimigo natural.

Considerando o exposto objetivou-se neste trabalho:

1- Caracterizar os compostos organicos volateis (COVs), emitidos por clones de cajueiro-ando,
e avaliar a resposta comportamental de A. cocois frente a esses compostos;

2- Avaliar a resposta olfativa do predador C. externa, aos volateis de cajueiro-ando-induzidos
pela herbivoria de A. cocois, bem como o potencial de predagéo desseinimigo naturalsobre ovos
e ninfas de A. cocois;

3- Avaliar o perfil quimico e a toxicidade da mistura dos 6leos essenciais de L.sidoidese
C.winterianumsobre o terceiro e quarto estagio ninfal de A cocois, bem como sua seletividade

ao predador C. externa.

2 CAPITULO 1 - ATRACAO DA MOSCA-BRANCA Aleurodicuscocois(HEMIPTERA:
ALEYRODIDAE) MEDIADA POR VOLATEIS DE CAJUEIRO
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A hipotese desse trabalho é que a atragdo da mosca-branca do cajueiro, Aleurodicus cocois,
depende das emissdes volateis dos cajueiros. Para testar essa hipotese, foi determinado o grau
de infestacdo de A. cocois nos clones de cajueiro-ando: CCP 76, EMBRAPA 51 e PRO 143/7
em condi¢des de campo, foi avaliado a resposta comportamental de fémeas adultas de A.
cocois aos volateis vegetais desses clones em um olfatdmetro de 4 vias, e foi caracterizado os
compostos organicos volateis liberados por cada clone de cajueiro ando por microextracdo em
fase sélida e cromatografia gasosa-espectrometria de massa acoplada (GC-MS). Em condigdes
de campo, o0 maior grau de A. cocoisinfestacédo foi encontradaem EMBRAPA 51 enquanto PRO
143/7 foi o clone menos infestado. Os bioensaios revelaram que os compostos volateis de CCP
76 foram atrativos para A. cocois em ar puro, enquanto os volateis de EMBRAPA 51 e PRO
143/7 ndo foram atrativos para mosca-branca. Os clones de cajueiro ando liberaram compostos
volateis comuns que diferiram em quantidade. De acordo com a analise de componentes
principais, 0s compostos a-pineno, mirceno, careno d-2, limoneno, a-copaeno, -cariofileno, -
ocimeno, alo-ocimeno e neo-alo-ocimeno foram emitidos em niveis intermediarios pelo clone
CCP 76 em comparacdo com EMBRAPA 51 e PRO 143/7. Além disso, alguns compostos
(ocimeno e 2,6-dimetil-1,3,5,7-octatetraeno, (E, E) -) foram encontrados exclusivamente nas
amostras de CCP 76. Os resultados sugerem que compostos volateis do cajueiro podem ser
fatores determinantes na escolha de plantas hospedeiras por A. cocois e que a suscetibilidade
do clone CCP 76 a esse inseto pode estar associada a liberacdo de proporcdes apropriadas de

compostos volateis atrativos.

Palavras-chave: atratividade; mosca-branca-do-cajueiro; clones de cajueiro; semiogquimicos.

ABSTRACT



20

In this paper we hypothesize that the attraction of the cashew whitefly, Aleurodicuscocois,
depends on volatile emissions from cashew plants. To test this hypothesis, we determined the
degree of A. cocois infestation in dwarf-cashew clones: CCP 76, EMBRAPA 51 and PRO 143/7
under field conditions, we evaluated the behavioral response of A.cocois adult females to plant
volatiles of these clones in a 4-way olfactometer, and we characterized the volatile organic
compounds released by each dwarf cashew clone by solid-phase microextraction and coupled
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Under field conditions, the highest degree
of A. cocois infestation was found in EMBRAPA 51 while PRO 143/7 was the least infested
clone. Bioassays revealed that volatile compounds of CCP 76 were attractive to A. cocois over
clean air, while EMBRAPA 51 and PRO 143/7 volatiles were not attractive to whiteflies. The
dwarf cashew clones released common volatile compounds that differed in quantity. According
to the principal component analysis the compounds a-pinene, myrcene, carene 6-2, limonene,
a-copaene, B-caryophyllene, B-ocimene, allo-ocimene and neo-allo-ocimene were emitted at
intermediate levels by clone CCP 76 compared to EMBRAPA 51 and PRO 143/7. Additionally,
some compounds (o- cymene and 2,6-dimethyl-1,3,5,7-octatetraene, (E, E)-) were found
exclusively in the samples of CCP 76. The results suggest that cashew volatile compounds may
be determining factors in A. cocois choice of host plants and that the susceptibility of clone
CCP 76 to this insect may be associated with the release of appropriate proportions of attractive

volatile compounds.

Key words: attractiveness; cashew whitefly; cashew clones; semiochemicals.
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2.1 Introducio

A mosca-branca do cajueiro, Aleurodicuscocois (Curtis) (Hemiptera: Aleyrodidae) é
considerada uma praga-chave do cajueiro ( Anacardiumoccidentale L.), mas também ataca
diversas espeécies frutiferas, entre elas o abacateiro (Persea americana Mill.), manga
( Mangifera indica Linn.), damasco ( Prunusarmeniaca Linn.), goiaba
( Psidiumguajava Linn.), roma (Punica granatumLinn.), maracuja ( Passiflora
incarnata Linn.) e algumas espécies ornamentais no Chile e no Peru (NUNEZ, 2008 ; NUNEZ;
IANNACONE; GOMEZ, 2008). No cajueiro, A. cocoiscoloniza a superficie abaxial das folhas,
onde sua atividade alimentar causa danos que causam anormalidades no metabolismo da
planta. Como dano indireto, A. cocois libera substancias agucaradas que se depositam na
superficie foliar dos cajueiros promovendo o desenvolvimento do fungo fuliginoso
(Capnodium sp.), que compromete a fotossintese da planta (GOIANAet al., 2017 ).

A fim de reduzir os danos causados por A. cocois, pesticidas quimicos sintéticos tém
sido amplamente utilizados pelos produtores de caju. PulverizacBes repetidas da mesma
substancia ativa quimica para controlar moscas-brancas em ambientes agricolas podem
promover a selecdo de insetos resistentes (HOROWITZ; ISHAYA, 2014). Assim, novas
abordagens para o manejo de A. cocois tém sido investigadas utilizando dleos essenciais de
plantas (SARAIVAet al., 2021), prospec¢do de acaros predadores (ALFAIAet al., 2018) e
selecdo de genotipos resistentes de cajueiro andao (GOIANAet al., 2020).

A preferéncia das moscas-brancas por hospedeiros especificos pode variar dependendo
da espécie vegetal, variedade, cultivar e até mesmo do acesso (BLEEKERet al., 2009;
DARSHANEEet al., 2017 ; TU; QIN, 2017). ParaA. cocois, 0s tricomas glandulares,
estruturas presentes na epiderme das folhas do cajueiro-ando, conferem resisténcia a esse inseto
(GOIANAet al., 2020). Com base nessa caracteristica, o clone de cajueiro PRO143/7 foi
classificado como resistente a A. cocois , enquanto CCP 76 e EMBRAPA 51 sdo considerados
suscetiveis ao inseto (GOIANAet al., 2020). Além dos tricomas glandulares, também as
caracteristicas quimicas devem ser investigadas, pois podem interferir na escolha das moscas-
brancas mesmo sem a necessidade de estimulos téateis ou visuais das plantas (BLEEKERet
al., 2011).

As plantas produzem diferentes misturas de compostos volateis, como monoterpenos,
sesquiterpenos, aldeidos e volateis de folhas verdes (RAJABASKAREet al., 2013). Esses
aleloguimicos permitem que a planta se comunique com 0 meio ambiente e, em um contexto
evolutivo, sdo benéficos para a planta porque atraem polinizadores de flores e animais
dispersores de sementes (PINTO-ZEVALLOS et al., 2013). Embora as condi¢gdes ambientais
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ou fatores bidticos possam altera-los, as taxas de emissdo constituintes de compostos volateis
sdo controladas principalmente por fatores genéticos.

Estudos sobre o papel que compostos volateis de plantas desempenham na selecédo
hospedeira de insetos herbivoros podem ser uteis em programas de melhoramento de plantas,
auxiliando na identificacdo de cultivares de insetos-praga resistentes ou tolerantes (ROBBINSet
al., 2012). Bioensaios comportamentais destacaram que as moscas-brancas podem distinguir e
selecionar plantas hospedeiras por meio de seus compostos volateis (SCHLAEGER; PICKETT;
BIRKETT, 2018). Além disso, a avaliacdo quimica de diversas plantas hospedeiras resistentes
a mosca-branca permitiu a identificagdo de compostos volateis responsaveis pelos efeitos
repelentes contra esses insetos (BLEEKERet al., 2009; DARSHANEEet al., 2017; Tu;
Qin, 2017).

Com base nessas informacdes, o0 presente estudo levanta a hipdtese de que a atracdo
de A. cocois depende das emissdes volateis dos cajueiros. Este trabalho avalia a infestacdo de
mosca branca em trés clones de cajueiro ando, a resposta comportamental de A. cocois aos
compostos volateis da planta e caracteriza 0s compostos organicos volateis emitidos por clones

de cajueiro ando.

2.2 Material e métodos
2.2.1 Avaliacdo da infestacio de mosca branca em clones de cajueiro ando

O estudo foi conduzido no periodo de marco de 2015 a fevereiro de 2016, no campo
experimental da Embrapa Agroinddstria Tropical (4°10'S e 38°28'; 79 m de altitude), localizado
no municipio de Pacajus, Ceara, Brasil. A area experimental foi instalada em 2013 e consistiu
de dois hectares plantados com clones de cajueiro-ando dispostos aleatoriamente no
espacamento de 8 mx 6 m. Praticas de manejo como adubacao, poda, controle de ervas daninhas
e pragas foram conduzidas de acordo com a recomendacéo para plantio comercial de cajueiro
em condigdes de sequeiro (SERRANO; OLIVEIRA, 2013).

Foram avaliados trés clones de cajueiro ando. A selecdo foi baseada em testes
preliminares de resisténcia de plantas a A. cocois : CCP 76 e EMBRAPA 51 sdo consideradas
suscetiveis, e PRO 143/7 resistente a mosca-branca do cajueiro (GOIANAet al., 2020). Para
avaliar a ocorréncia de A. cocois, trés plantas de cada clone foram selecionadas e observadas
mensalmente. O nivel de infestacdo foi determinado usando uma escala de classificacdo, que
foi usada para estimar o grau de infestacdo (BLEICHER; MELO; FURTADO, 1993). Foram

avaliadas as folhas de quatro ramos, localizados na por¢do mediana de cada planta, e atribuidas
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notas para cada ramo. Para a atribui¢do da nota por planta, foi calculada a média das notas dos
quatro ramos.

Os escores variaram de zero a quatro de acordo com a colonizacdo dos insetos: 0: sem
infestacdo; 1: inicio da colonizacdo; 2: folha com colénia em desenvolvimento; 3: folha
completamente colonizada; 4: folha completamente colonizada e com a face superior
escurecida devido a fumagina (BLEICHER; MELO; FURTADO, 1993). Posteriormente, 0s
escores foram utilizados para a obtencdo do grau de infestacdo (DI), calculado pela seguinte
formula: DI =) (s*f) *100/N*Z, onde s = valor do escore da escala de classificacdo (atribuida
no campo), f = frequéncia das notas (dadas no campo), Z = valor numérico da pontuacdo
maxima na escala e N = nimero total de plantas amostradas (BLEICHER; MELO; FURTADO,
1993).

2.2.2. Multiplicagdo de plantashospedeiras e criagdo de insetos

As plantas utilizadas foram fornecidas pelo banco de germoplasma da Embrapa
Agroindustria Tropical. Trés clones de cajueiro ando foram estudados. A selecdo foi baseada
em testes preliminares de resisténcia de plantas a A. cocois : CCP 76 e EMBRAPA 51 sdo
consideradas suscetiveis, e PRO 143/7 resistente & mosca-branca do cajueiro (GOIANAet
al., 2020). Todas as mudas de cajueiro foram enxertadas e cultivadas em tubetes contendo
substrato de casca de arroz carbonizada (Oryza sativa L.), bagaco de carnaiba moido
(Coperniciaprunifera L.) e solo hidromérfico (3: 2: 2). Os clones de cajueiro foram mantidos
em casa de vegetacdo protegida com tela anti-inseto (27 £ 1 °C, 70 £ 10 % UR e fotoperiodo
de 12:12 L:D) para evitar danos causados por artropodes e patdgenos. As plantas foram
utilizadas nos experimentos com idade aproximada de 120 dias (4 a 5 folhas totalmente
desenvolvidas e 20 cm de altura).

Acolbnia deAleurodicuscocois foi estabelecida a partir de espécimes coletados no
campo experimental da Embrapa Agroinddstria Tropical (4°10' S; 38°28' W; 79 m de altitude)
e multiplicada em mudas de cajueiro-ando (BRS 189) em casa de vegetacdo protegida (27 £ 1
°C, 70 = 10% UR e fotoperiodo de 12:12 L:D). Apenas fémeas adultas e virgens de A.
cocois (24-48 h) foram utilizadas nos bioensaios. Para obter esses estagios de vida do inseto,
folhas de cajueiro infestadas com ninfas de quarto instar foram coletadas da criacdo de gado e
colocadas sobre espuma (14 cm de didmetro e 1 cm de altura) saturada em agua colocada em
pratos plasticos (14 cm de diametro e 8 cm de altura). A metodologia foi adaptada de Togni et
al. (2010) para Bemisiatabaci(Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae). Algoddo umedecido foi

disposto ao redor para manter a turgescéncia das folhas, e as placas plasticas foram cobertas
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com tecido voile elastico band-aid. Em laboratorio, ap6s um periodo de 24 horas, foi possivel
obter insetos adultos recém-emergidos. Esses individuos foram sexados com base nas
diferencas no abdémen, e as fémeas foram transferidas para gaiolas (30 x 30 x 90 cm) com uma
muda de cajueiro (BRS 189). A sexagem foi realizada dentro de 12 horas ap0s a emergéncia

para evitar o acasalamento entre os adultos.

2.2.3 Experimentos com olfatometro

Um olfatbmetro de quatro bracos (12 x 12 cm) (PETTERSSON, 1970) feito de acrilico
foi usado para determinar as respostas comportamentais de A. cocoisfémeas aos volateis dos
clones de cajueiro ando. Os bioensaios foram realizados em condic¢des controladas (27 £ 1 °C,
70 £ 5 % UR) em uma sala com quatro ldampadas fluorescentes de 40 W (branca fria) no
teto. Um braco do olfatdmetro tratado (volateis do cajueiro) foi comparado com trés bracos de
controle (ar). Trés séries de testes foram realizadas, comparando os volateis constitutivos de
cada clone (CCP 76, EMBRAPA 51 e PRO143/7) ao ar. Para fornecer as fontes de odor
(volateis), os brotos das mudas do clone de cajueiro foram individualizados em sacos de
poliéster (100%, 27 cm x 41 cm), hermeticamente fechados no caule das plantas com fita
adesiva. As bolsas foram conectadas ao olfatbmetro por meio de mangueiras de silicone. O ar
foi introduzido no sistema por meio de uma bomba de ar através de medidores de fluxo
ajustados a 250 ml/min para cada brago do olfatdmetro.

Para cada bioensaio, uma Unica fémea adulta virgem de A. cocois (24-48 h), sem comida
por 40 min, foi liberada através de um pequeno orificio na area central do olfatdmetro. O inseto
foi exposto aos volateis por 10 min. Em cada bioensaio, o olfatdmetro foi girado 90° para evitar
um efeito posicional. A escolha feminina foi considerada quando ela cruzou uma linha tragada
no ponto de ramificacdo dos quatro bracos do olfatdmetro. O nimero de entradas de A. cocois e
o tempo gasto nos diferentes bracos do olfatdbmetro foram registrados usando o software SOLF
(Sistema para aquisicdo de dados em bioensaios de olfatometria) versdo 2.0 (FANCELLlet
al., 2017). Vinte réplicas foram feitas para cada clone de cajueiro. Uma nova fémea adulta foi
utilizada para cada repeticdo. Ao final de cinco repeticdes, o olfatbmetro foi limpo com

detergente neutro, agua destilada e alcool 70% e um cajueiro novo foi oferecido aos insetos.

2.2.4 Analise de volateis do cajueiropor SPME-GC-MS

A extracdo dos volateis foi realizada por microextragdo em fase solida pelo método HS-
SPME (HeadspaceSolidPhaseMicroextraction) utilizando a fibra 50/30 DVB/Car/PDMS
(Divinilbenzeno/Carboxen/Polidimetilsiloxano) de 1 cm. A fibra foi exposta ao headspace do
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frasco contendo aproximadamente 1 g de amostra de folha a 30 °C por 15 min apds o periodo
de estabilizacdo conduzido a 30 °C por 30 min. Para cada clone de cajueiro (CCP 76,
EMBRAPA 51 e PRO 143/7) foram utilizadas quatro repeticdes (plantas) para retirada de
amostras. A andlise acoplada de GC-MS (cromatografia gasosa-espectrometria de massa) foi
realizada em um instrumento Agilent modelo GC-7890B/MSD-5977 A (quadrupolo) com
impacto de elétrons a 70 eV, coluna de metilpolissiloxano HP-5MS (30 mx 0,25 mm x 0,25 um
, Agilent), gés de arraste hélio com 1,00 mL.min (7,1 psi) e velocidade linear constante de
36,3 cm.s 1, temperatura do injetor 260 °C, temperatura do detector 150 °C, temperatura da
linha de transferéncia 280 °C. Programacao do forno cromatogréafico: temperatura inicial de 40
°C, com rampa de aquecimento de 7 °C.min a 260 °C por 5 min ao final da corrida. A
identificacdo dos compostos foi realizada por meio da andlise dos padrbes de fragmentagédo
exibidos no espectro de massas com aqueles presentes no banco de dados fornecido pelo

equipamento (NIST versdo 2.0 de 2012-243.893 compostos) e a partir de dados da literatura.

2.2.5 Analise estatistica

O grau de infestacéo foi verificado quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e, em
seguida, submetido a analise de variancia com médias comparadas pelo teste HSD de Tukey. Os
dados do numero de entradas de A. cocois foram transformados em porcentagem e depois
comparados pelo teste ¥ (a = 0,05) com fracdo esperada de 25% para as extremidades com a
parte da planta sob teste (MELOet al., 2014). Os dados sobre o periodo de residéncia, ou seja,
0 tempo gasto em minutos por A. cocois nos bragos de tratamento e controle, foram submetidos
a testes T pareados (P <0,05) (TOGNIet al., 2010; HEGDEzet al., 2011). Assim, o tempo de
residéncia nos bracos de controle foi obtido como um valor médio. Insetos ndo responsivos,
aqueles que permaneceram mais de 2 minutos na area central do olfatbmetro e aqueles que
permaneceram inativos (sem demonstrar andar) foram excluidos das analises.

Diferentes testes estatisticos foram usados para comparar as porcentagens relativas de
compostos volateis nos clones de cajueiro-ando. Para comparar oS compostos, presentes nos
trés clones, a normalidade dos residuos foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, as diferencgas
entre os clones foram detectadas pelo teste F e a comparagdo das médias pelo teste de Tukey. Na
auséncia de normalidade dos residuos, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
seguido do post-hoc DSCF (Dwass-Steel-Critchlow-Fligner), através do procedimento
NPARIWAY. Para os compostos presentes em dois clones, a suposi¢do de normalidade dos
dados de cada genotipo foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, as médias foram comparadas

pelo teste t de Student, do método Pooled ou Satterthwaite considerando variéncia igual ou
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diferente, respectivamente, através do procedimento TTEST. Quando pelo menos um dos
clones ndo apresentou distribui¢cdo normal dos dados, a diferenca das médias foi verificada pelo
teste exato de Wilcoxon através do procedimento NPARIWAY. Todas as analises foram
realizadas usando o software estatistico SAS (SAS INSTITUTE, 2018).

Um método quimiométrico ndo supervisionado pela Anélise de Componentes Principais
(PCA ) foi aplicado a conjuntos de dados GC-MS de clones de caju para verificar a variabilidade
natural da liberagdo de compostos volateis. Para a constru¢cdo da matriz numérica, cada
cromatograma foi convertido para o0 arquivo American Standard Code for
Informationinterchange (ASCII) e importado pelo programa Origin™ (versao 9.4) e exportado
para o programa PLS-Toolbox™ (versdo 8.6.2, EigenvectorResearchincorporated, Manson,
WA, EUA). As avaliacbes de PCA foram desenvolvidas com base nos dados médios
centralizados ap0s correcdo da linha de base e processamento de normalizacédo aplicados aos
cromatogramas, e o algoritmo SVD (Singular ValueDecomposition) foi aplicado para
decompor a matriz original em pontuacgdes, cargas e erros (influéncia da modelagem da

amostra).

2.3 Resultados
2.3.1 Avaliacdo da infestacio de mosca branca em clones de cajueiro ando

Os resultados obtidos em condig¢fes de campo mostraram diferencas significativas entre
os clones de cajueiro-ando quanto ao grau de infestacdo por A. cocois (P=0,008) (Fig. 1). O
maior grau de infestacdo por A. cocois foi encontrado no EMBRAPA 51 seguido pelo CCP 76,
enquanto PRO 143/7 foi o clone menos infestado (Figura 1).



27

B
~ i
10
&
=
L2 8 A T
3
5
R=
§ 6 -
2
S
S 1
3
5 ]
s 4 T
3 T
<
s
2 2]
Eh
]
Q —
0 T 1 I——I
EMBRAPA 51 CCP 76 PRO 143/7

Figura 1. Grau de infestacdo de Aleurodicuscocois (+ erro padrdo) em clones de cajueiro-
ando. Barras agrupadas pela mesma linha horizontal ndo diferem de acordo com o teste HSD
de Tukey (P > 0,05).

2.3.2. Experimentos com olfatometro

Aleurodicuscocois exposto aos volateis dos clones de cajueiro ando apresentou
diferentes padrOes de resposta. A frequéncia de fémeas de A.cocois foi significativamente
maior no braco do olfatdbmetro contendo volateis CCP 76 em comparacdo com o0s bragos de
controle (ar) (y*>=17,85; df=1; P<0,001) (Figura 2 A). No entanto, para os outros clones
hospedeiros, ndo houve diferencas significativas na frequéncia entre os bracos tratado e controle
(ar) (EMBRAPA 51; y>=1,55; df=1; P = 021 e PRO 143/7 »>=1,09, df=1, P=0,29,
respectivamente) (Figura 2 A). Ao comparar o tempo de residéncia, A. cocois gastou
significativamente mais tempo no brago contendo CCP 76 volateis do que nos bracos de
controle (t=-4,87; df=38; P<0,0001) (Fig. 2b). Em contraste, o tempo de residéncia do inseto

foi significativamente maior nos bragos contendo ar fresco (controle) em comparacdo aos
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bragos tratados com os volateis dos clones EMBRAPA 51 (t=3,93; df=38; P=0,0003) e PRO
143/7 (t=2,79; df=38; P=0,008) (Fig. 2b).
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Figura 2.Frequéncia (nimero de entradas em percentual, (A) e tempo de residéncia (B) (z erro
padrdo) para fémeas de A. cocois nos bragos do olfatdmetro tratados (compostos volateis de
cajueiros) e controle (ar). A linha tracejada (A) representa a fracdo esperada para 0 bragco com
folhas de cajueiro volateis (25%), hipdtese nula.
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2.3.3 Analise volatil do cajueiro por SPME-GC-MS

Um total de 23 compostos volateis foram identificados nos clones de cajueiro, incluindo
monoterpenos e sesquiterpenos (Tabela 1). O maior nUmero de compostos foi identificado no
EMBRAPA 51, sequido do CCP 76, enquanto o PRO 143/7 emitiu menos volateis
(Tabela 1). Andlises quimicas univariadas dos volateis liberados pelos trés clones de cajueiro
ando revelaram diferengas quantitativas significativas nos seguintes compostos: mirceno,
careno 0-2, limoneno, P-ocimeno, a-copaeno ¢ P-cariofileno (Tabela 1). Diferencas
qualitativas também foram encontradas, uma vez que os compostos careno -3, y-terpineno,
terpinoleno e a- muuroleno foram liberados apenas pelo clone EMBRAPA 51 e 0s compostos
0-cimeno e 2,6-dimetil-1,3,5,7 -octatetraeno, ( E , E)- apenas pelo clone CCP 76 (Tabela 1).

A analise exploratéria multivariada de compostos volateis liberados de diferentes clones
de cajueiro foi relevante para avaliar a variabilidade amostral. A analise multivariada também
apresentou a relacao entre as variaveis (compostas) e as amostras, que ndo sdo alcancadas por
uma andlise univariada. A Figura 3a ilustra as pontuacfes bidimensionais (PC1xPC2) e a
Fig. 3b exibe as cargas relevantes. A avaliacdo quimiométrica destacou uma variacdo
significativa entre os compostos volateis liberados pelos diferentes clones de cajueiro, com
PRO 143/7 em PC1 pontuagdes positivas para maiores quantidades de B-ocimeno, alo-ocimeno
e neo-alo-ocimeno (Fig. 3a, b).

Por outro lado, nos escores negativos do mesmo PC, esta o clone EMBRAPA 51, que
liberou maiores quantidades de a-pineno, mirceno, careno 6-2, careno 6-3, limoneno,
terpinoleno, a-copaeno e B -cariofileno (Fig. 3a, b). Em geral, em escores nulos de PC1
localizam-se amostras do clone CCP 76 por quantidades intermediarias de a-pineno, mirceno,
careno 0-2, limoneno, a-copaeno, B-cariofileno, f-ocimeno, alo-ocimeno e neo- alo-ocimeno
(Fig. 3a, b). A analise univariada apresentou variagdes irrelevantes de o-pineno, neo-alo-
ocimeno e alo-ocimeno (Tabela 1) entre as amostras, apesar de sua contribuicdo na analise

estatistica multivariada (fig. 3).
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TABELA 1 Composicao volatil (porcentagem relativa; média + erro padrdo) de trés clones de cajueiro-ando em duas classes de compostos (Monoterpeno e Sesquiterpeno)

Clones

IRcarc® IR}t Composto P-value
EMBRAPA 51 CCP 76 PRO 143/7
Monoterpeno
937 932 a- pineno 0.69 +0.19 1.49 +0.49 0.44+0.19 0.088(
992 990 myrceno 401+101a 0.36 + 0,08 b - 0.029@
1007 1001 careno 6-2 67.38+1.74a 0.19+0.08 b - <0.001®
1019 1008 careno 6-3 1.67 +0.04 - - -
1022 1027 0- Cymeno - 0.08 + 0.05 - -
1032 1024 limoneno 1.66 +0.06 a 0.62+0.23b - 0.029%
1040 1032 cis-B-ocimeno 0.61 +0.47 0.45+0.45 1.03+0.31 0.303@
1054 1044 pB-ocimeno 1.69+0.53b 90.29 +2.93a 9295+1.10a <0.001®
1065 1054 y- terpineno 0.68 +0.03 - - -
1099 1086 terpinoleno 16.33 + 0.46 - - -
1131 1128 allo-ocimeno - 0.54 + 0.05 0.40 + 0.40 0.314®
1135 1134 2,6-Dimethyl-1,3,5,7-
octatetraene, (E, E)- - 0.41+0.01 - -
1144 1140 neo-allo-ocimeno - 0.97 + 0.09 0.49 +0.49 0.314@®
Sesquiterpene
1383 1374 o- copaeno 0.85+0.01a 0.15+0.01b 0.06 +0.03 b <0,001®
1429 1417 B- caryophylleno 141+0.20a 0.55+0.10 b 0.34+0.07b <0.001®
1440 1434 y- elemeno 0.15 + 0.06 0.06 +0.04 - 0.2554
1464 1452 a- humuleno 0.09 +0.03 - - -
1471 1460 deydro- aromadendrano 0.12 + 0.04 - - -
1484 1478 y-muuroleno 0.08 + 0.05 0.19 +0.02 0.13+0.04 0.2020
1490 1480 germacreno D 0.06 + 0.04 0.06 + 0.04 0.14 + 0.05 0.399®
1505 1500 a- muuroleno 0.12 +0.08 - - -
1511 1509 a- bulneseno - 0.06 +0.03 0.14 + 0.08 0.401®
1532 1533 8- cadineno 0.22 +0.04 0.21 +0.02 0.23 +0.05 0.938W

As médias seguidas pela mesma letra na linha s&o iguais (P > 0,05)
@ Valores de P do teste F e comparagio de médias pelo teste de Tukey quando significativo (P < 0,05)



@ Valores de P do teste de Kruskall-Wallis e comparagdo das médias pelo teste DSCF quando significativo (P < 0,05)
© Valores P do teste T

@ Valores P do teste exato de Wilcoxon

@indice de retencéo calculado

® indice de retencéo da literatura (Adams, 2007 )
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FIGURA 3. (a) Sistema de coordenadas 2D de pontuacdo VOC (PC1xPC2) liberado por

diferentes clones de cajueiro; (b) cargas relevantes tracadas como linhas.

2.4. Discussao

Os resultados de campo demonstraram que EMBRAPA 51 seguido de CCP 76 sdo mais
susceptiveis a infestacdo por A. cocois em compara¢do com PRO 143/7, conforme observado
em ensaios preliminares de laboratério (GOIANAet al., 2020). Pode ocorrer a preferéncia de A.
cocois por um determinado clone de cajueiro ando em detrimento de outros, sendo que maior
numero de tricomas glandulares e maior acumulo de compostos fenolicos nas folhas da planta
sdo fatores que interferem na oviposi¢cdo do inseto (GOIANAet al., 2020) . Embora possa
impedir a oviposicdo, a ocorréncia de fémeas adultas de A. cocois em folhas de cajueiro-ando
ndo se correlacionou negativamente com a densidade de tricomas glandulares (GOIANA et
al., 2020). Portanto, é razoavel supor que a orientacao dos adultos de A. cocois para 0s cajueiros

andes esteja relacionada a outros estimulos, como compostos volateis.
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As plantas produzem compostos volateis e, embora suas fun¢des permanegam obscuras,
essas substancias desempenham um papel essencial na selecdo de hospedeiros por insetos
herbivoros, entre eles os Aleyrodidae (BLEEKERet al., 2009; SACCHETTIet al., 2015;
DARSHANEEet al., 2017; TU; QIN, 2017). Varias espécies de mosca-branca, incluindo B.
tabaci , Aleurodicusdispersus Russell (Hemiptera: Aleyrodidae)
e Trialeurodesvaporariorum Westwood (Hemiptera: Aleyrodidae), podem ser guiadas por
sinais volateis da planta, e esses compostos podem induzir a rejeicdo ou aceitacdo de um
hospedeiro  potencial pelo inseto  (BLEEKERet al., 2009; ZHENG;WU;
FU, 2014; SACCHETTIet al., 2015; DARSHANEE-et al., 2017; TU; QIN, 2017). No presente
trabalho, A. cocois preferiu os volateis CCP 76 aos demais clones de cajueiro. Portanto, a
suscetibilidade do CCP 76 pode ser devida a liberacdo de compostos volateis atrativos para o
inseto.

As plantas produzem diferentes misturas de compostos volateis que podem variar entre
cultivares (DARSHANEEet al., 2017), variedades (TU; QIN, 2017) e até acessos (BLEEKERet
al., 2009). Neste estudo, embora diferentes clones de cajueiro possam emitir compostos
volateis comuns, eles diferem em quantidade, o que parece explicar as diferencas de padrdes de
escolha observadas em A. cocois. Por exemplo, 0os compostos considerados primarios para
separar as amostras dos trés clones de cajueiro, foram liberados apenas em concentragdes
intermediarias pelo CCP 76: a-pineno, mirceno, 6-2-careno, limoneno, -ocimeno, a-COpaeno,
B -cariofileno, alo-ocimeno e neo-alo-ocimeno. Portanto, a atratividade de (A) cocoisaos
volateis deste clone pode ser o resultado da mistura destes compostos em proporcdes
adequadas. A selecdo de plantas por insetos herbivoros nem sempre é resultado de um composto
volatil significativo, mas sim de misturas complexas (BRUCE; BPICKETTN, 2011). A relacdo
entre os componentes dessa mistura é a fonte critica para o inseto escolher o hospedeiro mais
adequado (BRUCE; BPICKETT, 2011). Niveis aumentados de componentes especificos
podem atrapalhar a atracdo pela planta hospedeira, e concentracdes intermediarias podem ser
criticas na resposta de insetos a terpenoides volateis. Por exemplo, concentragdes
intermediarias de limoneno (0,002-0,004 ppm) e B-cariofileno (0,017-0,025 ppm) foram
altamente atrativas para (B) tabaci, enquanto baixas (0,00008 ppm de limoneno, 0,002 ppm de
B-cariofileno) e altas (0,05 ppm) concentracdes de ambos 0s compostos eram pouco atraentes
e repelentes de insetos, respectivamente (SADEHet al., 2017). Além disso, doses
intermediarias de B-ocimeno (12,5-25 ul) misturadas com outros compostos (cis-f-ocimeno e
alo-ocimeno) atrairam a formiga predadora Oecophyllalonginoda (Latreille) (Hymenoptera:

Formicidae), enquanto baixas (6,25 pl ) e altas doses (50 pl) reduziram a resposta do inseto
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(WANJIKUet al., 2014). Além disso, fémeas da mosca-branca A. dispersus foram atraidas por
doses intermediérias do volatil (+)-2-hexanol (0,1-10 p1/ml) e irresponsivas quando expostas a
baixas (0,05 pl/ml) e altas (20-50 pl/ml) doses deste composto (ZHENG; WU; FU,
2014). Alem de misturas e propor¢des especificas, compostos minoritarios também influenciam
a selecdo de plantas hospedeiras por insetos herbivoros, principalmente devido a sensibilidade
de seus sistemas olfativos em resposta a essas substéancias (CLAVIJO;GERSHENZON;
UNSICKER, 2014). Portanto, ressaltamos que 0s compostos o-cimeno e 2,6-dimetil-1,3,5,7-
octatetraeno, (E, E) -, liberados exclusivamente por plantas do CCP 76, podem ter contribuido
para a atratividade de A. cocois, por serem monoterpenos comuns em misturas volateis atrativas
para insetos (EL-SAYED et al., 2008; BACKERet al., 2015; FERNANDESet al., 2019;
ABDULLAH et al., 2020).

EMBRAPA 51 foi o tnico clone caracterizado por altos teores de a-pineno, mirceno,
careno 6-2, careno 9-3, limoneno, terpinoleno, a-copaeno e B-cariofileno em sua constituicdo
volatil (analise PCA). A baixa atratividade de A. cocois aos volateis deste clone pode estar
relacionada a compostos especificos, como o limoneno, mirceno, a-copaeno ¢ B-cariofileno,
que sdo considerados repelentes para mosca-branca em concentracoes elevadas (L1 et al., 2014;
SAADet al.,2015; DU et al., 2016; SHlet al.,2016; SADEHet al., 2017; TU;
QIN, 2017). Embora os volateis produzidos pela EMBRAPA 51 ndo tenham sido atrativos
para A. cocois, este clone apresentou as maiores infestacfes de insetos na condicdo de
campo. Sugerimos que, embora poucos adultos de A. cocois sejam capazes de localizar as
plantas EMBRAPA 51 para pistas volateis, ao pousar nas folhas da planta esses insetos
encontram condi¢fes adequadas para o estabelecimento da populacdo e uma rapida
colonizacdo. Essa hipotese é corroborada por estudos anteriores desenvolvidos por Goiana et
al. (2020), nos quais verificaram que esse clone € suscetivel a oviposicdo de A. cocois,
principalmente devido a baixa densidade de tricomas glandulares em suas folhas. Além disso,
0 EMBRAPA 51 demonstrou ser um hospedeiro favoravel para o desenvolvimento biol6gico
de A. cocois, pois mais de 70% dos adultos emergiram de ovos depositados nas folhas desse
clone (GOIANAet al., 2020). Isso também pode explicar a menor infestagdo de CCP 76 em
comparacdo com a EMBRAPA 51 no campo. Embora o clone CCP 76 tenha se mostrado
atraente, ele prejudica o desenvolvimento de A. cocois e apenas 56% dos adultos emergem dos
ovos postos neste clone (GOIANAet al., 2020). Na verdade, os estimulos olfativos sdo cruciais
para orientar as moscas-brancas para as plantas em longas distancias. No entanto, no
comportamento pds-pouso, as caracteristicas morfoldgicas e quimicas desempenham um papel

importante na sele¢cé@o da planta hospedeira (BLEEKER et al., 2009).
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Os perfis volateis liberados por plantas menos atraentes podem ser caracterizados por
uma proporcao inadequada de certos compostos ou pela auséncia de compostos especificos que
sdo particularmente importantes na atracéo de insetos (KERGUNTEUIL et al., 2015). Isso pode
explicar a ndo atratividade dos volateis do PRO 143/7 para (A) cocoise menor infestacdo de
campo, pois as plantas desse clone liberaram menor nimero de mono e sesquiterpenos. Além
disso, a analise de PCA indicou que o clone PRO 143/7 diferiu dos demais por emitir maiores
quantidades de B-ocimeno, alo-ocimeno e neo-alo-ocimeno. Poucos estudos esclareceram o
papel dos terpenoides alo-ocimeno e neo-alo-ocimeno no comportamento de forrageamento de
artropodes, mas varios estudos afirmam que o B-ocimeno pode causar estimulos que variam de
repeléncia ou atratividade (TU; QIN, 2017; FANet al., 2013;WANJIKUet al., 2014). Este
composto € comumente encontrado em altas concentracGes na constituicdo volatil de variedades
de aipo consideradas repelentes a mosca-branca (B) tabaci (TU; QIN, 2017). No mesmo artigo,
aplicacdes isoladas de [-ocimeno demonstraram efeito repelente contra B. tabaci,
especialmente em altas concentragdes. Além disso, altas concentragdes de 3-ocimeno repeliram
0 besouro asiatico Anoplophoraglabripennis (Motschulsky) (Coleoptera: Cerambycidae)
(FANet al., 2013). Portanto, a alta concentragdo de f-ocimeno emitida pelas plantas do PRO
143/7 pode ter contribuido para a ndo atratividade dos volateis desse clone e consequente
deterréncia de A. cocois no campo. Nossos resultados concordam com GOIANAet al. (2020),
que relataram baixa taxa de colonizacdo e oviposi¢do de A. cocoisno clone PRO 143/7. Além
disso, este clone possui alta densidade de tricomas glandulares e altas taxas de compostos
fenolicos em suas folhas (GOIANA et al.,2020) e apresentou antibiose paraA.
cocois (GOIANAet al., 2020). Assim, ha evidéncias de que selecGes de material genético
obtidas do clone PRO 143/7 podem contribuir para programas de melhoramento de cajueiros

que oferecam resisténcia a A. cocois.

2.5 Conclusoes

Diante do exposto, este experimento conclui que os clones de cajueiro ando EMBRAPA
51 e CCP 76 s&o mais susceptiveis a infestacdo de A. cocois em relacdo ao PRO 143/7, em
condicdo de campo. Os resultados também indicam que os compostos volateis constituintes do
cajueiro séo fatores primordiais na escolha de plantas hospedeiras por A. cocois. Os clones PRO
143/7 e EMBRAPA 51 foram considerados pouco atrativos. O clone CCP 76 pode ser atraente
e, portanto, suscetivel a A. cocois por apresentar misturas dos compostos volateis a-pineno,
mirceno, careno 8-2, limoneno, a-copaeno, -cariofileno, B-ocimeno, alo-ocimeno e neo -alo-

ocimeno em proporcdes adequadas e para liberacdo de compostos exclusivos como, 0-cimeno
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e 2,6-dimetil-1,3,5,7-octatetraeno, (E, E) -. Apesar das evidéncias, novos estudos futuros, como
bioensaios com compostos isolados em diferentes concentracdes e testes eletroantenograficos,
devem ser conduzidos para entender o sinergismo ou antagonismo de compostos volateis

especificos na atratividade ou resposta de repeléncia de A. cocois.

3 CAPITULO 2 - Chrysoperla externad®NEUROPTERA: CHRYSOPIDAE) E UM BOM
CANDIDATO NA PREDACAO DE Aleurodicuscocois(CURTIS, 1846) (HEMIPTERA:
ALEYRODIDAE) NA CULTURA DO CAJUEIRO
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RESUMO

Uma alternativa potencial ao uso de produtos quimicos para o controle de artropodes fitdfagos
em ambientes agricolas é o uso de agentes de controle bioldgico de ocorréncia natural. Este
estudo avaliou a resposta funcional de larvas de primeiro instar de Chrysoperla

externa alimentadas com ovos e ninfas de Aleurodicuscocois, bem como a resposta olfativa de
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larvas de terceiro instar desse predador aos volateis de dois gendtipos (CCP 76 e PRO 143 /7)
de cajueiro-ando induzido pela herbivoria de A. cocois. Os compostos volateis emitidos pelas
folhas dos dois genotipos de cajueiro, infestados e ndo infestados por A. cocois, foram
analisados por microextracdo em fase sdlida acoplada a GC-MS. A regresséo logistica indicou
que larvas de primeiro instar de C. externa exibiu uma resposta tipo Il quando alimentada com
ovos e ninfas de A. cocois. O valor da taxa de ataque (a') ndo diferiu entre as presas, mas o
tempo de manejo (Th) foi maior quando o predador se alimentou de ninfas. Nos testes
comportamentais larvas de terceiro instar de C. externa foram capazes de distinguir e selecionar
os sinais volateis emitidos apos a infestacdo de A. cocois, independentemente do gendtipo de
cajueiro avaliado. De acordo com os perfis volateis de genétipos de cajueiro infestados por A.
cocois, 0s compostos g -cariofileno, alo -ocimeno, neo- alo -ocimeno, a-copaeno, -
muuroleno e J - cadineno foram liberados em grandes quantidades pelos genétipos CCP 76 e
PRO 143/7. Portanto, esses compostos podem estar envolvidos na atratividade do predador. Os
resultados indicam que C. externa pode ser um agente de biocontrole eficaz de A. cocois na

cultura do cajueiro.

Palavras-chave: inimigo natural, predacdo, herbivoria, semioquimicos.

ABSTRACT

A potential alternative to the use of chemicals for controlling phytophagous arthropods in
agricultural environments is the use of biological control agents of natural occurrence. This
study evaluated the functional response of first-instar larvae of Chrysoperla externa-fed eggs

and nymphs of Aleurodicuscocois, as well as the olfactory response of the third-instar larvae of
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this predator to the volatiles of two genotypes (CCP 76 and PRO 143/7) of dwarf cashew
induced by the herbivory of A. cocois. The volatile compounds emitted by the leaves of the two
cashew genotypes, infested and non-infested by A. cocois, were analyzed by solid-phase
microextraction coupled to GC-MS. Logistic regression indicated that first-instar larvae of C.
externa exhibited a type Il response when fed eggs and nymphs of A. cocois. The value of the
attack rate (a') did not differ between prey, but the handling time (Th) was longer when the
predator fed on nymphs. In the behavioral tests third-instar larvae of C. externa were able to
distinguish and select the volatile signals emitted after the infestation of A. cocois, regardless
of the cashew genotype evaluated. According to the volatile profiles of cashew genotypes
infested by A. cocois, the compounds f-caryophyllene, allo-ocimene, neo-allo-ocimene, o-
copaene, y-muurolene, and o-cadinene were released in large amounts by genotypes CCP 76
and PRO 143/7. Therefore, these compounds may be involved in the attractiveness of the
predator. The results indicate that C. externa may be an effective biocontrol agent of A.

cocois in cashew crop.

Keywords: natural enemy, predation, herbivory, semiochemicals.

3.1 Introducgao

A mosca-branca, Aleurodicuscocois (Curtis, 1846) (Hemiptera: Aleyrodidae), é
considerada uma importante praga por possuir uma ampla gama de hospedeiros, incluindo
espécies de plantas ornamentais e frutiferas da América Latina (NUNEZ, 2008; GOIANAet
al., 2017). No Brasil, A. cocoisé uma das principais pragas do cajueiro

(Anacardiumoccidentale L.) (GOIANAet al. 2017), ocorrendo em surtos intensos, que causam
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perdas significativas na produtividade (CASTRO; SIQUEIRA, 2006). Isso se deve ao seu dano,
pois ao se alimentar da seiva do floema, A. cocoispode inocular toxinas dando origem a
anomalias ou disturbios fitotdxicos caracterizados por murcha e amarelecimento de folhas e
ramos. Além disso, indiretamente, A. cocois libera substancias acucaradas na superficie da
folha do cajueiro, o que promove o desenvolvimento de fuliginosos (Capnodium sp.) que
comprometem a fotossintese da planta (GOIANAet al., 2017).

No Brasil, o controle quimico é o Unico método recomendado para suprimir as
populacdes de A. cocois na cultura do cajueiro. No entanto, existem apenas dois produtos
comerciais registrados contra esta praga no pais (AGROFIT, 2022). A escassez de produtos
aliada a severidade da praga pode ser um problema para os produtores de caju, pois sabe-se que
repetidas pulverizagdes da mesma molécula quimica para controle de mosca-branca em
ambientes agricolas levam a selecdo de insetos resistentes (HOROWITZ;
ISHAAYA, 2014). Portanto, novas alternativas de manejo para A. C€OCOis merecem ser
investigadas.

Uma alternativa para o controle de A. cocois é o0 uso de agentes de controle biolégico de
ocorréncia natural. Chrysopidae (Neuroptera: Chrysopidae) sdo eficientes predadores de
artropodes  fitofagos em  ambientes agricolas (ALBUQUERQUE; TAUBER,;
TAUBER, 2001). Dentre as espécies, Chrysoperla externa (HAGEN, 1861) (Neuroptera:
Chrysopidae) foi encontrada forrageando folhas de cajueiro-ando associado a colbnias de A.
cocois (GOIANAet al., 2017; SARAIVAet al., 2021). Esse predador é considerado adequado
para uso em programas de controle biologico em regides tropicais, devido a sua adaptacdo as
condicBes ambientais e, também, pela facilidade de criacdo massal (ALBUQUERQUE;
TAUBER; TAUBER, 2001). Embora C. externa seja considerada um inimigo natural em
potencial por completar seu ciclo de vida alimentando-se de ovos, ninfas e adultos de A.
cocois (MONTEIROet al., 2021), estudos com o objetivo de entender melhor suas taxas de
predacdo sobre A. cocois sdo necessarios.

O potencial de inimigos naturais como agentes de controle biologico é comumente
medido por meio de estudos de resposta funcional (JUMBOet al., 2019). A resposta funcional
mede, por exemplo, a taxa de predagdo em funcdo da densidade da presa
(HOLLING 1959, 1966) e pode ser influenciada por varios fatores, incluindo condicfes
ambientais, residuos de pesticidas ou diferencas de tamanho entre predadores e presas
(LAWS, 2017; JUMBOet al., 2019; TEODOROet al., 2020). Embora os testes de predacédo

sejam Uteis, eles devem ser integrados com avaliacdes comportamentais mediadas por odores
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ao escolher um inimigo natural eficaz, pois o comportamento de busca da presa é amplamente
guiado por pistas quimicas (LEMANet al., 2019; SOUSAet al., 2020).

Mudancas no perfil organico volatil das plantas geralmente sdo detectadas ap0s eventos
de infestacdo de insetos. Essas alteracdes resultam de danos infligidos durante a alimentacéo
e/ou oviposicdo nas folhas das plantas (NIEDERBACHER; WINKLER,;
SCHNITZLER, 2015). Esses volateis vegetais induzidos por herbivoros (HIPVs) podem atuar
como um mecanismo de defesa indireto para as plantas, pois fornecem pistas importantes para
0s inimigos naturais localizarem suas presas ou hospedeiros (PINTO-ZEVALLOS et al., 2013
NIEDERBACHER; WINKLER; SCHNITZLER, 2015). De fato, larvas e adultos de C.
externa sdo capazes de localizar presas e locais para oviposicao, respectivamente, por meio de
HIPVs (SALAMANCAEet al., 2015; STRAPASSONEet al., 2014). Portanto, estudos visando
identificar quais HIPVs estdo envolvidos na interacdo tritr6fica C. externa — cajueiro — A,
cocois podem contribuir para 0 manejo desta praga. De acordo com Michereffet al. (2019), os
HIPVs podem variar dependendo do gendtipo da planta hospedeira, e essa variabilidade
influencia o comportamento de forrageamento dos inimigos naturais.

Para determinar o potencial de predacdo de C. externa sobre A. cocois na cultura do
cajueiro, (i) realizou-se estudos sobre a resposta funcional de larvas de primeiro instar do
predador alimentando-se de ovos e ninfas de A. cocois, (ii) avaliou-se a resposta olfativa de
larvas de terceiro instar de C. externa aos volateis de dois gendtipos de cajueiro (CCP 76 e PRO
143/7) induzida pela herbivoria de A. cocois (HIPVSs), e (iii) caracterizou-se o perfil volatil do

gendtipos de cajueiro (CCP 76 e PRO 143/7) infestados e ndo infestados por A . cocois.

3.2 Material e métodos
3.2.1 Criagdo dos insetos

A criacdo deChrysoperla externa foi estabelecida com individuos adultos coletados em
cajueiros na estacao experimental da Embrapa Agroindustria Tropical (4° 10' 35" S; 38° 28" 19"
W; 79 m de altitude). As colbnias de C. externa foram mantidas em laboratorio (temperatura
25,0 £ 2,0 °C, umidade relativa 70 = 10% e 12 h de fotoperiodo) em gaiolas (30 cm x 20 cm x
20 cm) confeccionadas com recipientes plasticos cobertos com tecido voile. Um copo plastico
contendo algoddo embebido em &gua destilada foi colocado no centro das gaiolas para fornecer
agua e manter a umidade. Os adultos receberam dieta a base de levedura de cerveja e mel
(1:1). Os ovos postos pelas fémeas adultas foram coletados das gaiolas e individualizados em
tubos de ensaio (vidro, 8 cm de altura x 3 cm de didmetro) para emergéncia das larvas utilizadas

nos experimentos. As larvas foram alimentadas com ovos de Anagastakuehniella (Zeller)
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(Lepidoptera: Pyralidae). Em testes de predacédo, C. externalarvas de primeiro instar foram
utilizadas porque, com base em resultados de testes preliminares, as larvas de terceiro instar
consumiram uma grande quantidade de presas (mais de 1000 ovos de A. cocois). Este
comportamento dificulta a realizacdo de bioensaios de resposta funcional e o estabelecimento
de densidades de presas suficientes para estabilizar a curva de consumo e determinar o tipo de
resposta funcional. Por outro lado, nos ensaios olfactométricos, o terceiro instar larval foi
usado, pois mostrou uma boa resposta aos HIPVs (STRAPASSON et al., 2014). Nesse ensaio
olfactométrico, ndo usamos larvas de primeiro instar de C. externa porque elas ndo eram
responsivas a cajueiros HIPVs (com base em testes preliminares).

Uma col6nia de A. cocois foi estabelecida com espécimes coletados em cajueiros na
estagcdo experimental da Embrapa Agroindustria Tropical (4° 10" 35" S; 38° 28" 19" W; 79 m
de altitude) e multiplicados em mudas de cajueiro-ando (genétipo BRS 189) em casa de
vegetacdo protegida (27 £ 1 °C, 70 £ 10% UR e fotoperiodo de 12 h). Mudas de cajueiro foram
propagadas por enxertia e cultivadas em tubetes contendo substrato composto de casca
carbonizada de arroz (Oryza sativa L.), bagaco de carnaiba moido (CoperniciapruniferaL.) e
solo hidromarfico na proporcéo de 3:2:2 (GOIANAet al., 2020).

3.2.2 Multiplicagdo das plantas para bioensaios de olfatometria

As plantas avaliadas no presente estudo foram fornecidas pelo banco de germoplasma
da Embrapa Agroinddstria Tropical, e esses materiais foram escolhidos com base em testes
preliminares de resisténcia a A. cocois. O genétipo PRO 143/7 é considerado resistente a A.
cocois, enquanto o CCP 76 é considerado suscetivel a esse inseto-praga (GOIANA et
al., 2020 ; SARAIVAet al., 2022). Os genotipos de cajueiro foram propagados conforme
descrito acima, mantidos nas mesmas condi¢cdes ambientais (27 + 1 °C, 70 = 10% UR e
fotoperiodo de 12 h) e utilizados nos experimentos com cerca de 120 dias de idade (4-5
totalmente folhas desenvolvidas e 20 cm de altura).

Um conjunto de mudas de cajueiro dos diferentes genotipos (CCP 76 e PRO 143/7) foi
transferido para estufas protegidas com tela para evitar danos causados por artrépodes, assim
foi possivel obter plantas intactas exibindo volateis constitutivos que foram utilizadas nos
bioensaios de olfatometria. Para obter plantas dos mesmos genotipos (CCP 76 e PRO 143/7)
exibindo volateis induzidos por A. cocois, um segundo conjunto de mudas foi previamente
exposto individualmente (planta) a 40 adultos de A. cocois (sem sexo e de idade) coletados na
criagdo do gado. As infestacdes foram realizadas em gaiolas (40 x 16 x 16 cm), confeccionadas

com arame e tecido voile) contendo uma Unica planta de cada gendtipo de cajueiro (CCP 76 e
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PRO 143/7), nas quais os adultos de A. cocoispermaneceram por 15 dias. Apos esse periodo,
foi possivel obter genotipos de cajueiro infestados com ovos e ninfas de A. cocois , que foram
utilizados nos testes de olfatometria (adaptado de LINSet al. (2014) para B. tabaci ).

3.2.3 Resposta funcional de C. externaalimentada com ovos e ninfas de A.cocois

As unidades experimentais consistiram de discos de folhas de cajueiro (5 cm de
diametro) dispostos sobre espuma (5 cm de diametro e 1 cm de altura) saturados em agua
destilada, inseridos em uma placa de Petri sem tampa (5 cm de didmetro). Nos limites dos discos
foram colocados fios de algoddo Umidos para manter o turgor das folhas e evitar a fuga do
inseto predador. Posteriormente, larvas de primeiro instar de C. externa (12 h de idade, recém-
emergidas e nunca antes alimentadas), foram submetidas a cinco diferentes densidades de ovos:
90, 130, 160, 200 e 250 e ninfas de primeiro instar: 30, 60, 90, 130 e 160 de A. cocois. Para
cada densidade, foram realizadas 10 repeti¢cfes e uma Unica larva de C. externa foi utilizada
para cada repeticdo. Nos experimentos, apenas ovos recém-depositados de A.
cocois (diferenciados pela cor) foram utilizados como presas, devido a sua facil remocéo das
folhas do cajueiro (ALFAIAet al., 2018). Da mesma forma, ninfas de primeiro instar de A.
cocois foram utilizadas devido a facilidade de remoc&o das folhas do cajueiro, por ser o Gnico
estagio mével de ninfa do inseto. Ambas as presas (ovos e ninfas de A. cocois) utilizadas nos
experimentos foram coletadas em folhas de cajueiro da cria¢do de gado ou plantas naturalmente
infestadas no entorno do campus da Embrapa Agroinddstria Tropical, Fortaleza-CE, Brasil e
foram transferidas para as unidades experimentais por meio de uma escova de cerdas
macias. Apés a transferéncia, as placas de Petri (unidade experimental) foram cobertas com
filme pléastico perfurado, que serviu como uma segunda barreira fisica para evitar a fuga de C.
externa larvas. As larvas de C. externa alimentaram-se de ovos ou ninfas de A. cocois por um
periodo de 24 h, e o nimero de presas consumidas foi quantificado pela subtracdo do total
oferecido. As condi¢Bes experimentais foram semelhantes as utilizadas para a criagdo do inseto
predador.

Antes do experimento de resposta funcional, foi realizado um bioensaio com ovos e
ninfas de A. cocois (na maior densidade, 250 ovos e 160 ninfas) e sem predadores. O bioensaio
revelou que a mortalidade de ovos e devido ao manejo de ovos e ninfas foi muito baixa (4,45%)
e, portanto, nenhuma correcao foi realizada (ALFAIAet al., 2018).

3.2.4 Bioensaios de olfatometria de C. externaexposta a voldteis de cajueirondoinfestado e

infestadoporA. cocois
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As respostas comportamentais de larvas de C. externa a volateis de genoétipos de caju
selecionados foram avaliadas em um sistema fechado com olfatometria de tubo Y (1,5 cm de
diametro, bracgo principal de 10 cm de comprimento, bracos laterais de 7 cm de comprimento,
angulo de 60° entre as laterais bragos). Os bioensaios foram realizados em sala com quatro
lampadas fluorescentes de 40 W (branca fria) no teto, sob condiges ambientais controladas (27
+1°C, 70 + 5% UR).

Para avaliar se as larvas de C. externa respondem ou ndo aos HIPVs de cajueiros
infestados com A. cocois, foram realizados testes de duas escolhas, conforme descrito por Lima
et al. (2017). Ou seja, um braco olfatdmetro tratado com volateis constitutivos de um genétipo
de cajueiro (plantas ndo infestadas) foi comparado a um brago contendo volateis induzidos
por A. cocois (plantas infestadas) do mesmo gendtipo (LIMAet al., 2017). Assim, foram
realizadas duas séries de ensaios: (1) volateis de plantas ndo infestadas de CCP 76 versus
volateis de plantas infestadas por A. cocois de CCP 76 e (2) volateis de plantas ndo infestadas
de PRO 143/7 versus volateis de plantas infestadas por A. cocois do PRO 143/7.

Para oferecer as fontes de odor (volateis), as partes aéreas (folhas) das mudas dos
gendtipos de cajueiro (ndo infestadas e infestadas por A. cocois) foram individualizadas em
sacos de poliéster (100%, 27 cm x 41 cm) e hermeticamente selado contra as hastes das plantas
com fita adesiva. As bolsas foram conectadas ao olfatbmetro por meio de mangueiras de
silicone. O ar purificado foi passado pelo sistema usando uma bomba de ar através de medidores
de fluxo ajustados para 250 ml/min para cada braco do olfatdmetro. Para cada bioensaio, uma
Unica larva de terceiro instar de C. externa, sem alimentacdo por 24 h (STRAPASSONet
al., 2014), foi lancado na parte final do brago central do olfatdmetro de tubo Y. O inseto foi
exposto a volateis por 10 min, e cada bioensaio foi girado em 90° para evitar um efeito
posicional. Considerou-se que as larvas fizeram uma escolha quando cruzaram uma linha
tracada na bifurcacdo do tubo em Y. O tempo gasto e o numero de entradas de C. externa nos
diferentes bragos do olfatbmetro foram registrados usando o software SOLF (Sistema para
aquisicdo de dados em bioensaios de olfatometria) versdo 2.0 (FANCELLI et al., 2017). Vinte
repeticGes (insetos) foram realizadas para cada tratamento (genotipos infestados e néo
infestados). Para cada repeti¢do foi utilizado um novo inseto. Ao final dos 5 bioensaios, o
olfatdmetro foi limpo com detergente neutro, agua destilada e alcool 70% e cajueiros novos
foram oferecidos como fonte de odor.

3.2.5 Analise de volateis das folhas de diferentesgendtipos de cajueirousando o método

SPME-GC-MS
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A extracdo dos volateis foi realizada por microextracdo em fase solida pelo método HS-
SPME utilizando fibra DVB/Car/PDMS 50/30 de 1 cm. Os compostos volateis foram extraidos
pela manha, entre 9h00 e 12h00. A fibra foi exposta ao headspace do frasco contendo
aproximadamente 1 g de amostra de folha a 30 °C por 15 min ap6s a etapa de equilibrio
conduzida a 30 °C por 30 min. Cada amostra consistiu em uma folha (~ 1 g) coletada de
diferentes gendtipos de cajueiro (120 dias de idade) infestados e ndo infestados por A.
cocois (CCP 76 e PRO 143/7 néo infestados ou infestados por A. cocois), 6 réplicas (plantas)
foram usadas para coletar as amostras. A analise SPME-GC-MS foi realizada em um
instrumento Agilent modelo GC-7890B/MSD-5977A (quadrupolo), com impacto de elétrons a
70 eV, coluna HP-5MS metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent), hélio gas de
arraste com vazéo de 1,00 mL min ~* (7,1 psi) e velocidade linear constante de 36,3 cm s 1,
temperatura do injetor de 260 °C, temperatura do detector de 150 °C e temperatura da linha de
transferéncia de 280 °C. Programa do forno cromatografico: temperatura inicial de 40 °C, com
rampa de aquecimento de 7 °C.min ~*até 260 °C por 5 min no final da corrida. A identificagdo
dos compostos obtidos foi realizada comparando os espectros de massa adquiridos com 0s
presentes no banco de dados NIST 2.0 Library, 2012 (Nationallnstituteof Standards and
Technology, Gaithersburg, MD, EUA) que acompanha o software MassHunter Workstation-
QualitativeAnalysis versdo B .06.00 Agilent Technologies (Califérnia, EUA) além de comparar
o0 indice de retencdo da série homologa de n-alcanos C8-C30 (Supelco, 49,451-U, Bellefonte,
PA, EUA) e com dados da literatura (ADAMS, 2007).

3.2.6 Analise de dados

Para determinar o tipo de resposta funcional de ovos de C. externamente alimentados e
ninfas de A. cocois , inicialmente foram ajustadas curvas de regressdo logistica entre 0 nimero
de presas consumidas e as densidades de presas oferecidas utilizando o PROC REG do
programa SAS (INSTITUTO SAS, 2018). Posteriormente, foi realizada uma regressao
logistica da proporcdo de presas consumidas em funcdo das densidades de presas oferecidas
seguindo o protocolo de Juliano (2001) (SAS INSTITUTE, 2018); e a significancia dos
coeficientes das regressdes e o sinal do coeficiente linear foram determinados. De acordo com
Holling (1959, 1966), caracteriza trés tipos de resposta funcional: Tipo | - quando o coeficiente
da equacdo linear ndo é significativo; Tipo Il - quando o coeficiente é significativo e tem sinal
negativo; e Tipo Il - quando o coeficiente € significativo e tem sinal positivo. Os parametros

taxa de ataque (a ') (proporcao de presa capturada por cada predador por unidade de tempo de
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forrageamento) e tempo de manipulacdo da presa ( Th) (tempo gasto pelo predador para
identificar, perseguir, matar, consumir e digerir uma presa) foram estimados na segunda etapa
por regressdo ndo linear utilizando o método dos minimos quadrados (PROC NLIN do SAS)
conforme metodologia descrita por JULIANO (2001) e comparados pelo intervalo de confianca
de 95%.

Os dados do numero de entradas de larvas de C. externa nos diferentes bracos do
olfatdmetro foram comparados por meio do teste do 2 (a. = 0,05). Assim, a frequéncia de cada
individuo nos bragos tratados com volateis dos diferentes gendétipos de caju (volateis
constitutivos ou volateis induzidos por A. cocois) foi comparada com fracfes esperadas de
50%. Os dados de tempo de residéncia, ou seja, 0 tempo gasto em minutos pelas larvas de C.
externa em bragos contendo volateis constitutivos do cajueiro ou volateis induzidos por A.
cocois, foram submetidos a testes t pareados (P< 0,05). Insetos ndo responsivos, aqueles que
permaneceram mais de 5 min no tubo central do olfatbmetro e aqueles que permaneceram
inativos (sem se movimentar) foram excluidos das analises. Todas as anlises referentes aos
testes do olfatbmetro foram realizadas usando o software estatistico SAS (SAS
INSTITUTE, 2018).

Para comparar as porcentagens relativas de compostos volateis em gend6tipos de cajueiro
(CCP 76 e PRO 143/7) infestados ou nédo infestados por A. cocois foram utilizados diferentes
testes estatisticos. A suposi¢do de normalidade dos dados de cada genotipo foi verificada pelo
teste de Shapiro-Wilk, as médias foram comparadas pelo teste t de Student, do método Pooled
ou Satterthwaite considerando variancia igual ou diferente, respectivamente, por meio do
procedimento TTEST. Quando pelo menos um dos gendtipos ndo apresentou distribuicdo
normal dos dados, a diferenca das médias foi verificada pelo teste exato de Wilcoxon através
do procedimento NPARIWAY. Todas as analises foram realizadas usando o software
estatistico SAS (SAS INSTITUTE, 2018).

A fim de entender a capacidade de resposta de cada genotipo de cajueiro a infestacdo de
A. cocois e, portanto, classificar alguns compostos volateis induzidos pela herbivoria da praga,
bem como compostos marcadores aceitos, um meétodo de classificagcdo PLS-DA supervisionado
foi desenvolvido para segregar as amostras em grupos com base na infestacdo. Analise
discriminante parcial de minimos quadrados (PLS-DA) foi realizada juntamente com dados de
GC-MS para destacar a variabilidade de compostos volateis dos genotipos de caju de acordo
com a infestagdo de A. cocois. A analise foi realizada separadamente para cada gendétipo de
cajueiro (CCP 76 e PRO 143/7) usando 2 LV (Variaveis latentes) para torna-los comparaveis. O

algoritmo Simplified PLS (SIMPLS) foi aplicado para anélise de classificacdo multivariada
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apos a aplicacdo dos mesmos pré-tratamentos do cromatograma mencionados acima. O nimero
de variaveis latentes (LV) esteve de acordo com os parametros estatisticos multivariados:
percentual de variancia captado pelo modelo de regressdo baseado em variaveis independentes
(matriz X) e variaveis dependentes (matriz Y); Raiz do Erro Quadratico Médio da Calibracéo
(RMSEC); e Raiz do Erro Quadratico Médio da Validacdo Cruzada (RMSECV). Para a
construcdo da matriz numérica, cada cromatograma foi convertido para o arquivo American
Standard Code for Informationinterchange (ASCII) e importado pelo programa Origin™

(verséo 9).

3.3 Resultados
3.3.1 Resposta funcional de C. externa alimentada com ovos e ninfas de A. cocois

O consumo de ovos e ninfas de A. cocois por larvas de primeiro instar de C.
externa aumentou com o aumento da densidade de presas, sendo assim descrito pelo mesmo
modelo de regressao (Figura 1 A). As curvas de resposta funcional mostraram maior proporcéo
de presas consumidas nas menores densidades de ovos e ninfas de A. cocois, com
aproximadamente 100% das presas consumidas nas menores densidades (90-130 ovos, 30-60
ninfas) e cerca de 60% das presas consumidas nas maiores densidades (250 ovos, 160 ninfas)
(Figura 1 B). A regressédo logistica gerou um parametro linear negativo significativo (b) ( P
< 0, 001) da equacdo de Holling para ovos e ninfas de A. cocois, sugerindo que o predador é
mais eficaz na supressao de populacdes de A. cocois em baixas densidades por exibir uma
resposta funcional tipo Il quando alimentado com ambos o0s estagios de presa
(Tabela 1 ). Apesar das larvas de C. externa apresentarem o mesmo tipo de resposta funcional
com os dois estagios de presa, o limite de consumo foi diferente, sendo em torno de 90 para
ninfas e 160 para ovos (Figura 1 B).

Né&o foram observadas diferencas significativas entre as taxas de ataque (a ') (capacidade
de captura de um predador dentro de uma determinada area) de larvas de primeiro instar de C.
externa quando alimentadas com ovos ou ninfas de A. cocois (Tabela 2). Em contraste, o tempo
de manipulagéo ( Th) (tempo gasto pelo predador para identificar, subjugar, matar, consumir e
digerir a presa) foi maior para ninfas alimentadas com larvas de C. externa em comparagdo com

ovos alimentados com larvas (Tabela 2).



48

160 B @ - 10
o

0 140

S ° L 0.9

€

S5 120

[72]

C

8

8 100 A L 0.8

o
2 o
o 80+
-0

3 07

o i

S 60 o

S

3

Z 40 - - 0.6
O ®  OVOs (y= 201.43 - 10409/x; R*= 0.98; P= 0.0005) ® Ovos ©

20 O Ninfas(y=104.14 - 2352.30/x; R?= 0.97; P= 0.0017) O Ninfas

T T T T T T T T T T T T 0-5
30 90 130 160 200 250 30 90 130 160 200 250

Densidade de presas (A.cocois)

Densidade de presas (A.cocois)

Figura 1. Numero médio de ovos e ninfas de A. cocois (A) e proporcao de ovos e ninfas de A. cocois (B) consumidos por larvas de primeiro instar

de C. externa.

Tabela 1. Equacéo de Holling e tipo de resposta funcional de larvas de primeiro instar de C. externa alimentadas com ovos e ninfas de A. cocois

Proporgao consumida

Tratamentos

Equacdo de Holling X

2

GL P
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Coeficiente de regressdologistica Tipo*
a* (P) b? (P) c® (P)
Ovos y
_ exp(0.00008x?) — (0.04x) + 6.9 399.3 47 <.0001 6.9(<.0001)  -0.04(<.0001) 0.00008(<.0001) I
"~ 1+ exp[(0.00008x2) — (0.04x) + 6.9]
Ninfas y
_ exp(0.0001x?) — (0.05x) + 5.68 527.96 47 <.0001 5.68(<.0001) -0.05(0.0002)  0.0001(0.001) I

" 14 exp [(0.0001x2) — (0.05x) + 5.68]

YIntercepto; %Linear; 3Quadratico; *Tipo de resposta funcional

Tabela 2. Pard@metros (xEP) da resposta funcional de larvas de primeiro instar de C. externa alimentadas com ovos e ninfas de A. cocois

Tratamentos a’+ EP (95% IC) Th + EP (95% CI)*
Ovos 0.26 £ 0.05 (0.15 - 0.37) 0.12 +0.007 (0.11 - 0.13)
Ninfas 0.33+£0.19 (-0.05-0.72) 0.23+£0.02 (0.18 - 0.28)

Taxa de ataque a’ (em unidade da proporc¢éo de presas capturada pelo predador por unidade de tempo de busca) e tempo de manipula¢do Th (em

unidades de proporcdo do periodo de exposicdo, 24 h) * indica diferencas significativas a 5% através da ndo sobreposicdo dos intervalos de
confianca.
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3.3.2 Bioensaios de olfatometria de C. externaexposta a voldteis de cajueirondoinfestado e
infestadoporA. cocois

Padrdes de resposta semelhantes foram encontrados para larvas de terceiro instar de C.
externa expostas a volateis dos diferentes genoétipos de caju selecionados. O numero de
entradas de larvas de terceiro instar de C. externa foi significativamente maior nos bragos do
olfatbmetro contendo volateis de plantas infestadas por A. cocois em comparacdo aos bracos
contendo volateis de plantas nao infestadas, independentemente do gendtipo de cajueiro testado
(PRO 143/ 7 2=7,04; df = 1; P=0,008 e CCP 76 x > = 6,14; df = 1; P = 0,013) (Fig. 2 a). Da
mesma forma, quando o tempo de residéncia foi comparado, as larvas de C. externagastaram
significativamente mais tempo em minutos em bracos contendo voléateis de plantas infestadas
por A. cocois em comparacdo com bragos contendo volateis de plantas ndo infestadas para os
trés genotipos de cajueiro (CCP 76t = 3,77; df = 26; P = 0,0009 e PRO 143/ 7t = 2,71, df =
30; P =0,0109) (Fig. 2b).

3.3.3 Analise de voldteis das folhas de diferentesgendtipos de cajueirousando o método
SPME-GC-MS

Um total de 31 compostos volateis foi identificado em gendtipos de cajueiros infestados
e ndo infestados por A. cocois (Tabela 3). Antes da infestacdo, o maior nimero de compostos
foi identificado no gendtipo CCP 76, enquanto o PRO 143/7 emitiu menos compostos volateis
(Tabela 3). As andlises quimicas univariadas dos volateis revelaram diferencas quantitativas
significativas nos seguintes compostos: a -copaeno, j -cariofileno, germacreno D e o -
cadineno, que foram liberados em maiores concentracdes apenas por ambos 0s genotipos (CCP
76 e PRO 143/7) apés infestacdo por A. cocois (Tabela 3). Além disso, uma maior
concentra¢do de y-elemene foi observada nas folhas infestadas de CCP 76 (Tabela 3). Ja o
composto  -ocimeno diferiu significativamente em ambos 0s genotipos de cajueiro e
apresentou menor quantidade nas plantas infestadas (Tabela 3). Diferencas qualitativas também
foram encontradas, uma vez que 0S compostos o -elemene, a -cubebene, « - ylangene, « -
humulene, dehydro-aromadendrene, valencene, a -muurolene, y-cadinene e selina-3,7(11)-
diene s6 foram liberados por CCP 76 e PRO 143/7 apo6s infestagdo por A.
cocois (Tabela 3). Além disso, y-terpineno, cis- f-guaieno e o - cadineno foram liberados pelo
CCP 76, e careno 6 -2, 2,6-Dimetil-1,3,5,7-octatetraeno, ( E , E )- e trans-cadina-1(6) ,4-dieno
foram liberados pelo PRO 143/7 somente apos a infestacdo por A. cocois (Tabela 3).
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Tabela 3.Composicéo voléatil (% relativo; média + erro padrdo) de dois genétipos de cajueiro ndo infestados e infestados por A. cocois
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IRcaic® Rl Compound CCP 76 genotype p-value © PRO 143/7 genotype p-value ¢
Non-infested Infested Non-infested Infested

937 932 a-pineno 339+193 567+270 05158° 045+£0.19 1.02+£0.24 0.1124°
992 990 Myrceno 0.37+£0.08 0.38+0.04 0.9183°¢ - 0.20+£0.07 0.1429f
1015 1002 a-phellandreno 0.18+0.02 0.07+0.04 0.0692°¢ - - -
1007 1001 carenoo-2 0.19 £0.09 - - 0.23+£0.08 -
1027 1014 a-terpineno - 0.04 £0.04 - - 0.08 £ 0.05 -
1038 1024 Limoneno 0.63+0.23 0.30+0.18 0.3038°¢ - - -
1040 1032 cis-f-ocimeno 0.45 +0.45 - - 1.03+0.31 042+042 0.2847°
1054 1044 S-ocimeno 90.29+2.93 80.97+2.27 0.0458° 92.95+1.10 82.06+1.26 0.0286F
1063 1054 y- terpineno - 0.11 £ 0.07 - - - -
1131 1128 allo-ocimeno 054+0.06 072+0.09 0.1526° 0.40+0.40 0.77+0.09 0.3143f
1135 1134 2,6-dimethyl-1,3,5,7-octatetraene, (E, E)- 0.41+0.01 0.38+0.14 0.8212° - 0.66 = 0.08 -
1144 1140 neo-allo-ocimeno 0.97+0.09 090+0.33 0.8610° 049+049 145+0.18 0.3143f
1343 1335 o-elemeno - 0.11+0.04 - - 0.23+0.01 -
1356 1348 a-cubebene - 0.03+0.03 - - 0.33+0.02 -
1379 1373 a-ylangeno - 0.19+0.02 - - 0.29 +£0.03 -
1383 1374 a-Ccopaeno 0.15+0.01 052+0.09 0.0259° 0.06+0.03 0.78+0.05 <0.0001°¢
1429 1417 p-caryophylleno 055+0.10 2.63+£0.22 0.0001° 0.34+0.07 296+0.36 0.0045°
1439 1419 S-ylangeno - - - - 0.29 £ 0.06 -
1440 1434 y-elemeno 0.06 +0.04 0.66+0.08 0.0005 ¢® - - -
1464 1452 a-humuleno - 0.29 £ 0.05 - - 0.32+0.05 -
1471 1460 dehydro- aromadendreno - 0.33+0.08 - - 0.24 £ 0.04 -
1481 1475 trans-cadina-1(6),4-dieno - - - - 0.48 £0.18 -
1484 1478 y-muuroleno 0.19+0.02 053+024 028577 0.13+0.04 047+0.29 0.3301°
1490 1480 germacreno D 0.07+£0.04 050+0.08 0.0021¢ 0.14+0.05 1.16+0.08 <0.0001°¢
1497 1496 Valenceno - 0.04 £0.04 - - 0.19 £ 0.07 -
1496 1492 cis-f-guaieno - 0.27£0.10 - - - -



1505
1511
1523
1532
1535
1553

1500
1509
1513
1533
1537
1545

a-muuroleno
a-bulneseno
y-cadineno
o-cadineno
a-cadineno
selina-3,7(11)-dieno

0.06 +0.03

0.21 +0.02

0.43 +£0.17

0.25+0.13
0.83+0.24
0.23+0.20
0.42 +0.09

0.14 +0.08

0.0806° 0.23+0.05

1.10+0.21

0.20 £ 0.07
0.51 +0.06

0.15+0.05

53

0.0116 ¢

aCalculatedretentionindex

b|_jterature retention index (Adams, 2007)
¢ p-value referring to the comparison of means for the CCP 76 genotype;

d p-value referring to the comparison of means for the PRO 143/7 genotype;
¢ p-values referring to the parametric means test (t test);

" p-values referring to the non-parametric test of means (Wilcoxon test).



54

A Figura 3 mostra os resultados da classificacdo binéria considerando cada um dos

genotipos separadamente. A separacdo dos genotipos de cajueiro com base na infestagéo por A.

cocois ocorreu principalmente de acordo com o eixo LV1 (Fig. 3). A separacao dos clusters

foi mais claramente baseada na composicdo dos volateis liberados pelo PRO143/7 do que pelo

CCP 76. De acordo com as cargas, 0s compostos £ -cariofileno, alo -ocimeno, neo- alo -

ocimeno, a -copaeno, y -muuroleno, e ¢ -cadineno foram comumente liberados em grandes
quantidades por CCP 76 e PRO 143/7 ap6s a infestacao por A. cocois (Fig. 3). Em particular, o

a -pineno é relevante apenas para o genotipo PRO 143/7 (Fig. 3 b), enquanto o y-elemene foi

relevante apenas para o CCP 76 (Fig. 3 a).
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FIGURA 3. Escores PLS-DA bidimensionais (LV1 x LV2) da classificagdo binaria de
compostos volateis liberados por diferentes genotipos de caju com base na infestacdo por A.
cocois: (A) CCP 76 e (B) PRO 143/7
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3.4 Discussao

Embora os predadores possam exibir os trés tipos de respostas funcionais (I, 11 e I1I)
(HOLLING, 1959), a resposta funcional do tipo Il é a mais frequente em insetos (BEGONet
al., 1999). Os resultados do presente estudo demonstraram que larvas de primeiro instar de C.
externa apresentaram resposta funcional tipo 1l quando alimentadas com ovos ou ninfas de
primeiro instar de A. cocois. Esses resultados sdo corroborados por outros estudos que
verificaram o0 mesmo tipo de resposta funcional para larvas de C. externa alimentadas com
diferentes estagios ninfais dos pulgdes Schizaphisgraminum (Rondani) (Hemiptera: Aphididae)
(FONSECA, CARVALHO; SOUZA, 2000), Rhopalosiphummaidis(FITCH, 1856)
(Hemiptera: Aphididae) (MAIAet al., 2004), Melanaphissacchari (ZEHNTNER, 1897)
(Hemiptera:  Aphididae) (PALOMARES-PEREZ; BRAVO-NUNEZ;ARREDONDO-
BERNAL, 2019) e a mosca-branca Trialeurodesvaporariorum (Westwood) (Hemiptera:
Aleyrodidae) (CASTROet al., 2016).

Holling (1959) caracterizou que na resposta funcional tipo 1l o nimero de presas
consumidas por um predador aumenta rapidamente devido a uma maior disponibilidade de
presas, com reducdo gradativa até atingir certa estabilidade (platd), onde o predador atinge a
saciedade. De fato, esse comportamento foi observado no presente estudo, pois o consumo de
ovos e ninfas de A. cocois por larvas de C. externa foi de aproximadamente 100% nas menores
densidades, mas em densidades maiores de ambos 0s estagios de presas 0 consumo diminuiu
para aproximadamente 60%. Isso sugere que C. externa é mais eficaz na supressao de
populacdes de A. cocois em baixas densidades.

Embora as larvas de primeiro instar de C. externa tenham apresentado o mesmo tipo de
resposta funcional em ambos os estagios de presa, o limite de consumo foi diferente, sendo
maior para ovos (160) do que para ninfas (90) de A. cocois. Isso provavelmente decorre da
variacdo no tamanho das presas, pois 0s ovos geralmente sdo menores que as ninfas, por isso
tem menos biomassa, 0 que significa que os predadores precisam consumir mais ovos para obter
a mesma quantidade de nutrientes (GANJISAFFAR; PERRING, 2015; JUMBOet al., 2019). O
alto consumo de ovos por larvas de primeiro instar de C. externa pode ser necessario em
programas de controle biolégico de A. cocoisna cultura do cajueiro, porque o predador pode
regular a populagédo da praga antes que ela se desenvolva e cause danos a planta hospedeira
(GANJISAFFAR; PERRING, 2015). A habilidade predatoria de C. externa para A.
cocois deve ser maior do que a estimada em nesse estudo. Segundo Costa et al. (2020), as
habilidades dos crisopideos para localizar e manipular suas presas aumentam em resposta a

idade. Assim, em instares avangados como o terceiro, as larvas de C. externa podem consumir
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maior quantidade de ovos e ninfas de A. cocois. De fato, as larvas de crisopideos de terceiro
instar tém maior massa corporal, voracidade e, portanto, maiores necessidades nutricionais
(HASSANPOURet al., 2011).

Junto com a resposta funcional, os parametros taxa de ataque e tempo de manipulacao
auxiliam na determinacdo da eficiéncia do agente de controle bioldgico (HOLLING, 1959;
AUAD; FREITAS; BARBOSA, 2002). A taxa de ataque determina a capacidade de captura de
um predador dentro de uma determinada area (HOLLING, 1959), enquanto o tempo de manejo
é caracterizado como o tempo gasto pelo predador para identificar, perseguir, matar, consumir
e digerir a presa (HOLLING, 1959). No presente estudo, o estagio de desenvolvimento da presa
ndo interferiu na taxa de ataque das larvas de C. externa. No entanto, 0 maior tamanho das
ninfas pode ter influenciado no tempo de manejo, pois larvas de C. externa alimentadascom
ninfasexibiram tempos de manipulacdo mais longos do que as larvas alimentadas com ovos. De
fato, o tempo de manipulacdo de insetos predadores pode variar de acordo com o tamanho da
presa (NORDLUND; MORRISON, 1990; JUMBOet al., 2019). Para Chrysopidae, presas
maiores podem resultar em tempos de manipulacdo mais longos. Por exemplo, larvas
de Chrysoperlarufilabris (Burmeister) (Neuroptera: Chrysopidae) passaram mais tempo
manipulando as larvas de Heliothisvirescens (FABRICIUS, 1781) (Lepidoptera: Noctuidae) do
que os ovos desse inseto (NORDLUND; MORRISON, 1990). Da mesma forma, larvas
de Ceraeochrysacaligata (BANKS, 1945) (Neuroptera: Chrysopidae) exibiram maior tempo de
manipulacdo com fémeas adultas de RaoiellaindicaHirst (Acari: Tenuipalpidae) do que com
ovos e ninfas do mesmo acaro (JUMBOet al., 2019).

Nos testes comportamentais, as larvas de terceiro instar de C. externa foram capazes de
distinguir e selecionar os sinais volateis de plantas infestadas por A. cocois, independentemente
do gendtipo de cajueiro. Este resultado é consistente com os de estudos anteriores que
mostraram a preferéncia de atracdo e oviposicdo de C. externa por plantas infestadas por suas
presas. Por exemplo, fémeas adultas de C. externa foram atraidas e preferidas para ovipositar
em roseiras infestadas pelo pulgdo Macrosiphumeuphorbiae (Thomas) (Hemiptera: Aphididae)
em comparagdo com plantas ndo infestadas (SALAMANCAet al. 2015). Além disso, em testes
de olfatometria, larvas de terceiro instar de C. externaforam atraidos por volateis de plantas de
tomate (Solanumlycopersicum L.) infestadas por Tutaabsoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera:
Gelechiidae) em vez de volateis de plantas ndo infestadas (STRAPASSONet al., 2014).

A analise de separacdo de agrupamentos mostrou que plantas CCP 76 ou PRO 143/7
ndo infestadas e infestadas por A. cocois, quando comparadas em congéneres, apresentam perfis

quimicos diferentes. Isso sugere que a infestacdo por A. cocois teve papel fundamental nas
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mudancas nas emissGes de compostos volateis pelos genotipos de caju avaliados. De fato, a
infestacdo por insetos herbivoros pode alterar quantitativa e qualitativamente os perfis volateis
das plantas hospedeiras (DARSHANEE et al., 2017; SILVAet al., 2018). Isso provavelmente
ocorre porque, ao se alimentarem da seiva do floema, insetos sugadores, como a mosca-branca,
ativam as vias de inducdo do &cido salicilico (DARSHANEEet al., 2017).

Os volateis induzidos pela mosca-branca atuam principalmente na defesa indireta das
plantas hospedeiras, pois esses compostos podem desencadear uma resposta comportamental
de atratividade aos inimigos naturais (BIRKETT et al, 2003; Llet al,
2014; SILVA et al., 2018). No presente estudo, de acordo com a analise de componentes
principais, 0s compostos S -cariofileno, a -copaeno, alo -ocimeno, neo- alo -ocimeno, -
muuroleno e ¢ -cadineno foram comumente liberados em grandes quantidades pelos genotipos
CCP 76 e PRO 143/7 somente apds a infestacdo por A. cocois. Portanto, esses compostos
podem estar relacionados a atratividade delarvas C. externaa volateis de plantas infestadas dos
diferentes genotipos de cajueiro. De fato, alguns desses compostos j& demonstraram
desempenhar um papel importante no comportamento de forrageamento de inimigos
naturais. O composto f -cariofileno é considerado altamente atrativo para insetos Chrysopidae
(FLINT; SALTER;WALTERS, 1979) e foi reconhecido por proteinas ligantes de odorantes
presentes nas antenas de adultos da espécie Chrysoperlasinica (Tjeder) (Neuroptera:
Chrysopidae) (Llet al., 2018). Além disso, o « -copaeno, em mistura com outros compostos,
atraiu os parasitoides Kariyaicotesia Watanabe (Hymenoptera: Braconidae) (mistura: o -
copaeno  +  salicilato de  metila  +/ -mirceno) (OZAWAet  al., 2008)
e Chelonusinsularis (Hymenoptera: Braconidae) (mistura: « -copaeno + o -pineno) (ORTIZ-
CARREON et al., 2019). Além disso, o composto volatil alo -ocimeno junto com cis- f -
ocimeno, S -ocimeno e « -farneseno foram considerados candidatos atraentes para a joaninha
predadora Aiolocariahexaspilota (HOPE, 1831) (Coleoptera: Coccinellidae) (YONEYA,
TAKABAYASHI, 2013). Apesar das evidéncias levantadas, estudos mais detalhados devem
ser conduzidos para identificar quais dos compostos quimicos volateis emitidos por gendtipos
de cajueiro infestados por A. cocois realmente contribuem para a resposta de atratividade para
larvas de C. externa. Segundo Laznik e Trdan(2018), mesmo o fato de as plantas liberarem
compostos volateis em quantidades e qualidades diferentes apds a infestagéo, a resposta de
atratividade dos crisopideos provavelmente esta relacionada a determinadas substancias.

3.5 Conclusao
Em conclusdo, este estudo confirmou que o predador generalista C. externa pode ser

eficaz no controle da mosca-branca A. cocois na cultura do cajueiro, especialmente em baixa
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densidade populacional da praga. Além disso, larvas de terceiro instar de C. externa usam
volateis de cajueiros infestados por A. cocois para localizar suas presas. A analise do perfil
volatil fornece informacgdes sobre possiveis compostos envolvidos no comportamento de
atratividade de C. externa a volateis de cajueiros infestados por A. cocois (B -cariofileno, o -
copaeno, alo -ocimeno, neo- alo- ocimeno, y- muuroleno, ed -cadineno). Portanto, esses
compostos merecem investigac@es adicionais para o desenvolvimento de novas estratégias de
manejo utilizando semioquimicos favoraveis ao predador C. externa, contribuindo para o

controle bioldgico de A. cocois na cultura do cajueiro.

4 CAPITULO 3 - BIOATIVIDADE DA MISTURA DOS OLEOS ESSENCIAIS DE
LippiasidoidesE CymbopogonwinterianumA Aleurodicuscocois(HEMIPTERA:
ALEYRODIDAE) E SELETIVIDADE AO SEU INIMIGO NATURAL Chrysoperla
externa(NEUROPTERA: CHRYSOPIDAE)
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RESUMO

A moscabrancaAleurodicuscocois (Curtis, 1846)(Hemiptera: Aleyrodidae) é uma das principais

pragas do cajueiro Anacardiumoccidentale L. no Brasil. O uso de 6leos essenciais e seus
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constituintes s&o um meio alternativo de controlar pragas com baixo risco aos inimigos naturais.
No presente trabalho,avaliou-se o perfil quimico e a toxicidade da mistura dos 6leos essenciais
de LippiasidoidesCham (Verbenaceae) e CymbopogonwinterianumJowitt (Poaceae)sobre o
terceiro e quarto estagio ninfal de A cocois, bem como sua seletividade ao predador Chrysoperla
externa (Hagen, 1861) (Neuroptera: Chrysopidae). Os resultados revelaram que timol e p-
cymene foram os monoterpenos marjoritarios no dleo de L. sidoides, enquanto que no dleo de
C. winterianus, geraniol, citronelal e citronelol foram os principais. Nos bioensaios de
concentracdo-mortalidade foi revelado a toxicidade da mistura dos dois Oleos essenciais
avaliados sobre o terceiro e quarto estagio ninfais de A. cocois por meio da sua CLsg, estimadas
em 0,97 puL/cm?el,48 pL/cm?, respectivamente. Em todas as concentragdes avaliadas, a mistura
dos oleos essenciais causou baixa mortalidade de ovos e larvas de C. externa e ndo alterou o
tempo de desenvolvimento do predador. Testes adicionais demonstraram que independente das
concentragdes testadas e tempos de exposicao (1, 3 e 24h) houve repeléncia de larvas de C.
externaquando exposto a mistura dos 6leos essenciais avaliados. Conclui-se que a mistura dos
oOleos essenciais de L. sidoides e C. winterianum € toxica aos dois estagios ninfais de A. cocois

testados e apresenta moderada seletividade ao predador C. externa.

Palavras-chave: controle alternativo, crisopideo, toxicidade, mosca-branca-do-cajueiro, 6leos

vegetais.

ABSTRACT

The whitefly Aleurodicuscocois (Curtis, 1846) (Hemiptera: Aleyrodidae) is one of the main
pests of cashew Anacardium occidentale L. in Brazil. The use of essential oils and their

constituents are an alternative means of controlling pests with low risk to natural enemies. In
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the present work, the chemical profile and toxicity of the mixture of the essential oils of
Lippiasidoides Cham (Verbenaceae) and Cymbopogon winterianum Jowitt (Poaceae) on the
third and fourth nymphal stages of A cocois, as well as its selectivity to the predator Chrysoperla
external (Hagen, 1861) (Neuroptera: Chrysopidae). The results showed that thymol and p-
cymene were the monotherapeutic monoterpenes in the oil of L. sidoides, whereas in the oil of
C. winterianus, geraniol, citronellal and citronelol were the main ones. Concentration-mortality
bioassays revealed the toxicity of mixing the two essential oils evaluated on the third and fourth
nymphal stages of A. cocois by its LCso, estimated at 0.97 pL /cm? and 1.48 uL /cm?,
respectively. In all evaluated concentrations, the mixture of the essential oils caused low
mortality of eggs and larvae of C. externa and did not alter the development time of the predator.
Additional tests showed that, regardless of the concentrations tested and exposure times (1, 3
and 24h), there was repellency of C. externa larvae when exposed to the mixture of essential
oils evaluated. It is concluded that the mixture of the essential oils of L. sidoides and C.
winterianum is toxic to the two nymphal stages of A. cocois tested and presents moderate

selectivity to the predator C. externa.

Keywords: alternative control, chrysopideo, toxicity, cashew whitefly, vegetable oils.

4.1 Introducao

Aleurodicuscocois (Curtis, 1846) (Hemiptera: Aleyrodidae)é uma espécie de mosca-
branca reportada em diversas espécies de plantas ornamentais e frutiferas na Ameérica latina
(NUNEZ, 2008; NUNEZ et al., 2008; GOIANA et al., 2017). No Brasil A. cocoisé uma das
principais pragas do cajueiro Anacardiumoccidentale L. (BLEICHER; MELO, 1996; PAIVA
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etal., 2008; MESQUITA; BRAGA SOBRINHO, 2013; GOIANA et al., 2017). Coldnias dessa
praga habitam a péagina inferior das folhas do cajueiro, e sua atividade de alimentacéo e
oviposicdo podem ocasionar danos nesta cultura (MESQUITA; BRAGA SOBRINHO, 2013;
GOIANA et al., 2017). Ao se alimentar da seiva do floema, as moscas-brancas tém potencial
de infligir desordens fisiol6gicas em plantas, sendo esse um dano direto (INBAR; GERLING,
2008). A colonizagdo completa de A. cocois, reconhecida pela presenca de cera, promove o
desenvolvimento de fumagina (fungo Capnodium sp.) na face adaxial das folhas do cajueiro
como dano indireto (GOIANA et al., 2017).

Dificuldades no controle de A. cocois s@o encontradas pelos cajucultores no Brasil.
Estratégias de manejo com inseticidas ndo certificados foram utilizados em anos anteriores,
uma vez que o primeiro registro de um produto formulado para esta praga se deu apenas no ano
de 2019 (AGROFIT, 2019). Entretanto, o uso indiscriminado de pesticidas sintéticos no
controle de moscas-brancas pode desencadear problemas irreversiveis como a selecdo de
insetos resistentes, contaminacdo ambiental, mortalidade de inimigos naturais, além de riscos a
salde humana (HOROWITZ; ISHAAYA, 2014; CHAGNONEet al., 2015; BACClet al., 2017).
O uso de 6leos essenciais de plantas e seus derivados sdo um meio alternativo de controlar
pragas e apresentam uma vantagem por serem menos nocivos ao homem e animais (TRIPATHI
etal., 2009; ISMAN; MIRESMAILLI; MACHIAL, 2011; LIMA etal., 2013). Dentre as plantas
medicinais com alto potencial de producdo de 6leos essenciais destacam-se alecrim-pimenta
Lippiasidoides Chan (Verbenaceae) e capim-citronela CymbopogonwinterianumJowitt
(Poaceae), que tem seu cultivo amplamente distribuido nas regides tropicais (MARCO et al.,
2007; LIMA et al., 2013).De fato, aplicacGes isoladas dos 6leos esséncias dessas duas plantas
mostraram controlar eficientemente diversos insetos-pragas do meio urbano e agricola (LIMA
etal., 2011; LIMA et al., 2013; DELETREet al., 2015, 2016). Para A. cocois concentracdes de
0,5% dos 6leos essenciais de L. sidoides e de C winterianumcontrolaram em torno de72,50% e
60,18% da populacdo respectivamente, apresentando, portanto, uma eficiéncia de controle
moderada (BRAGA SOBRINHO et al., 2018). Segundo Traboulsiet al. (2002) e Benelli et al.
(2017) 6leos essenciais de diferentes espécies de plantas podem ser utilizados em misturas, pois
o efeito combinado pode potencializar a sua toxicidade contra insetos. Portanto investigar a
mistura dos oOleos essenciais L. sidoides e C winterianum contra A. cocois pode ser Gtil no seu
manejo.

O uso de 6leos essenciais de plantas no manejo de aleirodideos tem sido objetivo de
estudo de diversas pesquisas (MAHMOODI; VALIZADEGAN, 2014; BALDIN et al., 2015;
ZANDI-SOHANI et al., 2018). Especificamente para A. cocois, tem sido relatadoa toxicidade
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dessas substancias ao estagio ninfa(MOTA et al., 2017; BRAGA SOBRINHO et al., 2018).
Segundo Nufezet al. (2008) faz-se necessario avaliar o efeito dos pesticidas sob diferentes
estagios ninfais de A. cocois, pois esses podem apresentar diferencas na susceptibilidade. Além
da mortalidade da praga-alvo é necessario conhecer o impacto dos Oleos essenciais aos
organismos ndo-alvo como, por exemplo, 0s inimigos naturais.

Os crisopideos(Neuroptera: Chrysopidae) sdo importantes agentes de controle biologico
de populacdes de artropodes fitofagos em cultivos agricolas (ALBUQUERQUE; TAUBER,;
TAUBER, 2001, 2012). A espécie C. externa € comumente encontrada forrageando folhas de
cajueiro-ando e é um potencial inimigo natural para o controle de A. cocois (GOIANA et al.,
2017). Estudos visando seletividade de pesticidas a C. externa foram conduzidos em diversas
culturas agricolas (MOURA et al., 2010; GODOY et al., 2011; CASTILHOS et al., 2014;
PASINI et al., 2018). Contudo, no cajueiro essas investigacoes tém sido negligenciadas.

Neste sentido os objetivos do trabalho foram investigar o perfil quimico e a toxicidade
da mistura dos Oleos essenciais de L. sidoidese C. winterianum ao terceiro e quarto estagio

ninfal de A. cocois e avaliar a seletividade ao predador C. externa na cultura do cajueiro.

4.2 Material e métodos
4.2.1 Extracdo dos oleosessenciais

Folhas frescas de L. sidoidese C.winterianum foram submetidas a extracdo dos 6leos
essenciais por hidrodestilacdo em aparelho do tipo Clevenger durante 4h. Em seguida, o 6leo
essencial foi coletado, seco com sulfato de sodio (Na2SOs), armazenado em vidro &mbar e
estocado em freezer a -18°C para determinacao da composi¢do quimica e formulacdo da mistura
para a realizacdo dos ensaios bioldgicos.

4.2.2 Composigao quimica dos oleosessenciais

Para a determinacdo da composi¢do quimica dos 6leos essenciais utilizou-se um sistema
de cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas (CG-EM) modelo GC-
7890B/MSD-5977A (Agilent), com impacto de elétrons de 70 eV (quadrupolo). As amostras
de 6leo essencial foram diluidas em hexano na proporgdo de 1:100. Utilizou-se uma coluna
capilar HP-5MS metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, Agilent), gas carreador hélio
com fluxo 1,00 mL.min, modo de injecéo Split e volume de injecdo de 1uL. As temperaturas
do injetor, linha de transferéncia e quadrupolo foram fixadas em 250°C, 280°C e 150°C,
respectivamente. Utilizou-se a seguinte programacdo do forno cromatografico: temperatura

inicial de 70°C, com rampa de aquecimento de 4°C min até 180°C e acréscimo de 10 °C min-
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1 até 250°C ao término da corrida (34,5 min). A identificagdo dos compostos foi realizada pela
andlise dos padrBes de fragmentacdo exibidos nos espectros de massas com aqueles presentes
na base de dados fornecida pelo equipamento (NIST versdo 2.0 de 2012 — 243.893 compostos),

e de dados da literatura.

4.2.3 Mistura dos oleosessenciais
Os oOleos essenciais foram misturados na proporcao 3:2 com adi¢do de L. sidoides e C.
winterianum em 60 e 40%, respectivamente. Na composi¢cdo, Tweenfoi utilizado como

adjuvante.

4.2.4 Criacgao do insetopredadorC. externa

A criacdo de C. externa foi estabelecida com individuos adultos coletados em plantas
de cajueiro no campus da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA) em Séo Luis — MA
(02°35°03,46 S, 44°12°32,14” O).

Colbnias de C. externa foram mantidas em laboratério (temperatura 25,0 + 2,0°C,
umidade relativa 70 £ 10% e 12h de fotoperiodo) em (30 cm x 20 cm x 20 cm) confeccionadas
com recipientes plasticos revestidas com tecido voil. No centro das gaiolas um copo plastico
contendo algoddo embebido em agua destilada foi inserido para fornecimento de agua e
manutencgédo da umidade. Os adultos foram alimentados com dieta confeccionada com levedura
de cerveja e mel (1:1). As posturas das fémeas foram coletadas das gaiolas e individualizadas
em tubos de ensaio para emergéncia de novos adultos utilizados na manutencédo da criacdo. As
larvas emergidas foram alimentadas com ovos de Anagastakuehniella(Zeller) (Lepidoptera:
Pyralidae).

4.2.5 Toxicidade da mistura de dleosessenciais a A. cocois

Experimentos de concentracdo-mortalidade foram realizados para determinar as
concentragOes letais da mistura dos 0leos essenciais de L. sidoidese C. winterianum para as
ninfas de terceiro e quarto instar A. cocols.

Os bioensaios foram realizados de maneira adaptada ao descrito por Liu eStansly,
(2000). Foram coletadas folhas de cajueiro infestadas com ninfas de segundo e terceiro instar
de A. cocois. As coletas das folhas foram realizadas em pomares de cajueiros (20 anos de idade
aproximadamente) livres de pulverizagdes de inseticidas, localizados no campus da UEMA.
Posteriormente, foram confeccionadas arenas de 5 cm?2 de didmetro (unidade experimental) com

as folhas infestadas com as ninfas (segundo e terceiro instar) de A. cocois. As arenas foram
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inseridas sobre espuma (9 cm de didmetro e 1 cm de altura) saturada em agua destilada colocada
dentro de uma em placa de petri (9 cm de diametro). Fios de algod&do umedecidos foram postos
nas margens das arenas para manter a turgidez das folhas. Em laboratdrio, ap6s um periodo de
24h foi possivel obter ninfas recém-emergidas de terceiro e quarto instar de A. cocois que foram
mantidas em arenas distintas. Ninfas que ndo mudaram de instar foram excluidas dos ensaios.

A mistura dos 6leos essenciais de L. sidoidese C. winterianumfoi pulverizada através de
uma torre de Potter (Burkard, Rickmansworth, UK) sobre as arenas contendo ninfas de terceiro
e quarto instar de A. cocois. A pulverizacédo foi realizada a uma pressao de 0,34 bar (34 kPa)
com uma aliquota de pulverizacdo de 1,7 mL, que resultou num residuo de 1,8 + 0,1 mg / cm?
(OLIVEIRA et al., 2017). As concentracBes da mistura de 6leos essenciais (L. sidoidese C.
winterianum) utilizadas foram determinadas através de pré-testes situando-se entre os limites
inferior (0%) e o superior (100%) de mortalidade dos dois estagios ninfais de A. cocois. Oito
concentragcfes da mistura de 6leos para o terceiro (0,69, 0,86, 1,03, 1,21, 1,38, 1,55, 1,73, 1,90
ul/cm?) e quarto (1,21, 1,38, 1,55, 1,90, 2,0, 2,42, 2,59, 2,77 pl/cm?) instar foram utilizadas nos
bioensaios. Arenas de controle foram pulverizadas com agua destilada.

Para cada concentracdo foram utilizadas oito repeticdes com 20 individuos totalizando
160 ninfas de terceiro e quarto instar por concentragdo. As ninfas de A. cocois pulverizadas
foram mantidas a 25 * 2 °C, sob umidade relativa de 70 + 10% e fotoperiodo de 12 horas. A
mortalidade dos dois estagios ninfais foi avaliada apds 48 horas de exposicao a mistura de 6leos
essenciais. Os insetos foram considerados mortos quando desidratados ou enrugados, quando
apresentavam mudanca na coloracao, de amarelo palido para marrom, com auséncia de cera
branca no corpo (MOTA et al., 2017). Os dados foram submetidos a analise Probit para estimar
as concentracdes letais usando o procedimento PROB PROBIT (SAS INSTITUTE,2002).

4.2.6 Mortalidade, velocidade de desenvolvimento, efeitoovicida e repeléncia de C.
externaexpostos a diferentesconcentracoes da mistura de oleosessenciais

Para avaliar a seletividade da mistura dos Oleos essenciais de L. sidoidese C.
winterianum a C. externa testes de mortalidade, velocidade de desenvolvimento, efeito ovicida
e repeléncia foram realizados. Todos os ensaios foram realizados em laboratorio sob condi¢des
controladas (25 * 2 °C, sob umidade relativa de 70 £ 10% e fotoperiodo de 12 h). A toxicidade
das CLso (1,48 pl/cm?), CLso (1,67 pl/cm?) e CLgg (2,06 pl/cm?) da mistura dos 6leos essenciais
(L. sidoidese C. winterianum) previamente estimadas para o quarto instar de A. cocoisforam
testadas em C. externa. As pulverizagdes foram realizadas atraves de uma torre de Potter como

descrito anteriormente nos ensaios de toxicidade para A. cocois. As concentragdes letais foram
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pulverizadas sobre larvas de primeiro instar de C. externa (24 h de idade) individualizadas em
placas de Petri (5 cm? de didmetro), para o controle foi pulverizada agua destilada. Vinte
repeticdes (insetos) foram usadas para cada concentracédo letal, apds a pulverizacao, todas as
larvas de C. externa foram transferidas para tubos de ensaio (8 cm de altura x 3 cm de didmetro).
Ovos de A. kuehniellaforam fornecidos ad libitum como fonte de alimento a C. externa. Foram
considerados mortos insetos imoveis ao toque de um pincel (CASTILHOS; GRUTZMACHER,;
COATS, 2018) ou ressecados ap6s 48 h de exposicdo. Larvas de C. externa sobreviventes foram
acompanhados diariamente até a fase adulta. A duracéo das fases larvais e pupais de C. externa
foram contabilizadas diariamente. Os dados de mortalidade de C. externa foram submetidos a
analise de regressdo usando o software SAS (SAS INSTITUTE,2002). Para comparar a
velocidade de desenvolvimento de C. externa sob diferentes concentrac@es letais e controle foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis usando o software SAS (SAS INSTITUTE,2002).

Para verificar o efeito ovicida da mistura dos dleos essenciais (L. sidoidese C.
winterianum) em C. externa, as CLso (1,48 pl/cm?), CLgo (1,67 pl/cm?) e Clgo (2,06 pl/cm?)
previamente estimadas para o quarto instar de A. cocoisforam utilizadas. As pulverizacbes
foram realizadas com torre de Potter sobre ovos com 24 h de idade, individualizados em placas
de Petri (5 cm2 de didmetro). No controle foi pulverizada agua destilada. Quarenta repetices
(ovos) foram usadas por concentracéo letal, ap6s a pulverizacéo os ovos foram individualizados
em tubos de ensaio (8 cm de altura x 3 cm de didmetro). O nimero de ovos eclodidos e néo
eclodidos por concentracao letal foram contabilizados apds quatro dias de exposicao. Os dados
foram submetidos a analise de regressao usando o software SAS (SAS INSTITUTE,2002).

Avaliou-se ainda a atividade de repeléncia da mistura dos Oleos essenciais de L.
sidoidese C. winterianum sobre C. externa, este ensaio foi conduzido como descrito
previamente por Oliveira et al., (2017). As CLso e CLgg(1,48 pl/cm? e 2,06 pl/cm?) estimadas
anteriormente para o quarto instar de A. cocois foram pulverizadas através de uma torre de
Potter em arenas de 5 cm? de diametro confeccionadas com PVC. Para manter um lado da arena
sem Oleo, duas camadas de fita adesiva impermeavel foram postas na metade dos discos antes
da pulverizacdo, posteriormente a fita foi removida dos discos e esses foram secos ao ar livre
por 30 min. Os discos foram colocados para flutuar sobre 4gua destilada em placas de Petri sem
tampa (7 cm2), cada disco teve um orificio central para a passagem de um alfinete entomologico
preso ao fundo da placa com o auxilio de uma cola a base de silicone, permitindo que os discos
se movimentassem de acordo com o nivel da &gua. Uma peca de PVC (3 x 1 mm) foi inserida
no centro dos discos entre os lados tratados com a mistura de 6leo e ndo tratados e serviu como

um ponto neutro. Larvas de primeiro instar de C. externa com 24h de idade foram colocadas
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individualmente sobre a pega de PVC. Ovos de A. kuehniellaforam fornecidos ad libitum nos
dois lados (tratados e néo tratados) sobre uma peca de PVC (3 x 1 mm) para evitar contaminagéo
e interferéncia na preferéncia de C. externa. A posicao da larva de 1° instar de C. externa foi
contabilizada apds 1h, 3h e 24h de exposicdo. Para cada CL do produto, foram realizadas 20
repeticdes (larvas). Para comparar as porcentagens de larvas de primeiro instar de C. externa,
que escolheram as metades pulverizadas e ndo-pulverizadas dos discos de PVC, foram usadas
analises de frequéncia pelo teste do Qui-quadrado e o software PROC FREQ SAS (SAS
INSTITUTE, 2002).

4.3 Resultados
4.3.1 Composicao quimica dos dleos essenciais

As analises quimicas dos 0leos essenciais de L. sidoidese C. winterianus revelaram que
ambos sdo compostos porterpenoides, especialmente monoterpenos. O 6leo essencial de L.
sidoides é constituido marjoritariamente por timol (71,54%) e p-cymene (11,41%). Em
contraste, no 6leo de C. winterianusos monoterpenos citronelal (35,39%), geraniol (28,63%) e

citronelol (11,15%) representaram 75% da composicdo volatil (Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo dos Oleos essenciais de folhas de L. sidoidese C. winterianus

caracterizadas por GC/EM.

L. sidoides C. winterianus
Componente IRit"  1Rcaic? % IRcalc %
a-Thujene 924 925 0,24 - -
a-Pinene 932 932 0,44 - -
B-Pinene 974 977 0,11 - -

Myrcene 988 987 2,03 987 0,07
a-Phellandrene 1002 1004 0,06 - -
o 3-carene 1008 1010 0,13 - -
p-cymene 1022 1022 11,41 - -

Limonene 1024 1026 0,53 1026 2,18
Eucalyptol 1031 1029 0,45 - -

(2)-B-Ocimene 1032 1032 0,07 - -
(E)-B-Ocimene 1044 1043 0,06 - -
y-Terpinene 1054 1055 1,19 - -

trans- 1065 1064 0,08 - -
Sabinenehydrate
Terpinolene 1086 1087 0,14 - -

Linalool 1095 1097 0,29 1096 0,55
Isopulegol 1145 - - 1143 0,97
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Citronellal 1148 - - 1150 35,39
Terpinen-4-ol 1174 1175 0,81 - -
p-Cymen-8-ol 1179 1183 0,12 - -

a-Terpineol 1186 1189 0,17 - -
Decanal 1201 - - 1203 0,06
Citronellol 1223 - - 1225 11,15
Thymolmethylether 1232 1231 1,23 - -
B-Citral 1235 - - 1238 0,55
Geraniol 1249 - - 1253 28,63
Thymol 1289 1292 71,54 - -
Citronellylacetate 1350 - - 1349 0,66
a-Copaene 1374 1373 0,18 - -
Geranylacetate 1379 - - 1380 1,15
B-Elemene 1389 - - 1389 0,9

Caryophyllene 1417 1417 4,32 - -
Aromandendrene 1439 1436 0,35 - -
a-Humulene 1452 1451 0,3 1451 0,06
Alloaromadendrene 1458 1458 0,04 - -
y-Muurolene 1478 1473 0,07 1478 1,09
Viridiflorene 1496 1492 0,33 - -

epi-cubedol 1493 1497 0,06 - -
a-Muurolene 1500 - - 1497 0,21
a-Bulnesene 1509 - - 1502 0,3

B-Bisabolene 1505 1505 0,07 - -
d-Cadinene 1522 1520 0,17 1520 1,2
Elemol 1548 - - 1546 5,57

Caryophyllene 1582 1580 0,69 - -

oxide

v-Eudesmol 1630 - - 1628 1,44
a-epi-Cadinol 1638 - - 1639 1,46
Cubenol 1645 - - 1643 0,28
Agarospirol 1646 - - 1647 0,4
a-Cadinol 1652 - - 1651 2,4

1[ndice de retencdo da literatura (Adams, 2009).
2Indice de retencdo calculado.

4.3.2 Toxicidade do produto a base de dleosessenciais a A. cocois

Os dados das curvas de concentracdo-mortalidade da mistura dos 6leos essenciais de L.
sidoidese C. winterianuspara ninfas de terceiro e quarto instar de A. cocois mostraram altos
valores de P (= 0,13 e 0,40, respectivamente), indicando a adequagdo do modelo Probit. As
CLso estimadas para o terceiro e quarto estagioninfal de A. cocoisforam de 0,97 pL/cm? (19,14

uL/mL) e de 1,48 puL/cm? (29,01 uL/mL), respectivamente. Com base na razdo de toxicidade a
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CLsp estimada para o quarto instar de A. cocois, foi aproximadamente 1,5 vezes maior do que
a CLsg estimada para o terceiro instar (Tabela 2).

Tabela 2. Concentragdes letais (CL) (uL/cm?e pL/mL, com 95% de intervalo de confianca
entre parénteses) da combinacdo dos Gleos essenciais de L. sidoidese C. winterianus para o

terceiro e quarto estigio ninfal de A. cocoisbaseados em bioensaios de concentracdo e

mortalidade.
Estagio ninfal Slope £SE CL uL/cm? (IC) puL/mL (IC)

de A. cocois

Terceiro instar  0,42+0,09 CLi 0,68 (0,60 -0,74) 13,43 (11,87 — 14,55)

%6:94"372;_2 - Clxs 0,81(0,75-0,85) 15,89 (14,70 — 16,78)

0,13) CLs 0,97 (0,93 -1,02) 19,14 (18,25 — 20,11)
CLso 1,23(1,15-1,36) 24,15 (22,62 — 26,64)
CLes 1,85(1,62-2,32) 36,40 (31,71 — 45,56)

Quarto instar 3,71+0,46 CLio 1,23(1,16-1,28) 24,12 (22,70 — 25,10)

gf;gllfg " Clss 1,34(1,29-1,38) 26,32 (25,34 — 27,11)

0,40) Clso 1,48(1,44-1,53) 29,01 (28,20 — 29,98)
CLeo 1,67(1,60-1,77) 32,74 (31,44 —34,85)
CLes 2,06(1,91-2,35) 40,54 (37,45 — 46,22)

4.3.3 Mortalidade, velocidade de desenvolvimento, efeitoovicida e repeléncia de C.
externaexpostos a diferentesconcentracoes da mistura de oleosessenciais

O percentual de larvas de 1° instar de C. externa mortos cresceulinearmente com o
aumento da concentracdo da mistura dos 6leos essenciais (L. sidoidese C. winterianus) (P =
0,025). O maior namero de larvas de 1° instar de C. externa mortos foi encontrado nas CLgo e
CLggestimadas para o quarto instar de A. cocois.No entanto, todas as concentragdes testadas
infligiram uma menor mortalidade ao predador em comparagdo com a pragaA. Cocois (Tabela
2), nunca matando mais de 30% da populacgéo de C. externamesmo na maior concentracao letal
(CLgo)(Figura 1).
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y = 15,30 x +0,06; R* = 0,95; P= 0,025
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Figura 1. Mortalidade de C. externa expostas as concentracdes letais da mistura dos 6leos
essenciais de L. sidoidese C. winterianus (CLso, CLgo e CLgg) estimadas para o quarto estagio
ninfal de A. cocois. A dose 0 corresponde a pulverizacdo com agua destilada (Controle). O
periodo de exposicdo foi de 48 horas. Cada ponto corresponde a média de 20 repeticdes

enguanto que barras correspondem ao erro padrao.

O tempo de desenvolvimento (larva-adulto) de C. externa ndo foi alterado quando
exposto a diferentes concentracGes letais da mistura de 6leos essencias (P= 0,66). O periodo
necessario para C. externa completar seu desenvolvimento até a fase adulta foi de 20,05 + 0,18
dias, no controle, estatisticamente semelhante ao periodo observado quando o inseto foi exposto
as CLso, CLgoe CLgg estimadas para o quarto instar de A. cocois (19,66 + 0,22; 19,95 £ 0,23 e
19,19 £ 0,17 dias respectivamente; P> 0,05) (Figura 2).

O ndmero de ovos inviaveis de C. externa cresceulinearmente com o aumento da
concentracdo da mistura dos 6leos essenciais (L. sidoidese C. winterianus) (P = 0,036). No
entanto, para todas as concentracdes testadas o valor percentual de ovos inviaveis do predador
n&o foi superior a 30% (Figura 3).
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Figura 2. Velocidade de desenvolvimento (dias) e percentual acumulativo de adultos (%) de
C. externa expostos as concentracdes letais da mistura dos 6leos essenciais de L. sidoidese C.
winterianus (CLso, CLgo e CLgo) estimadas para o quarto estagio ninfal de A. cocois. A dose 0

corresponde a pulverizagdo com agua destilada (Controle).

354 y=12,63 x+4,79; R2=0,92; P= 0,036
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Doses (pul/cm?) estimadas para o quarto instar de 4. cocois

Figura 3. Inviabilidade de ovos de C. externa expostos as concentragdes letais da mistura dos
6leos essenciais de L. sidoidese C. winterianus (CLso, CLgo € CLgg) estimadas para o quarto
estagio ninfal de A. cocois. A dose 0 corresponde a pulverizacdo com agua destilada (Controle).
O periodo de exposicdo foi de 4 dias. Cada ponto corresponde a média de 40 repeticdes

enquanto que barras correspondem ao erro padrao.

Independente da concentracéo letal e tempo de exposicao, a mistura dos 6leos essenciais
de L. sidoidese C. winterianus foi considerada repelente a C. externa (P < 0,05). A CLgg
estimada para o quarto instar de A. cocois foi capaz de repelir 100% dos individuos de C.
externa mesmo apoés 24h de exposicao a mistura de 6leos (Figura 4).

Concentragdes letais estimadas para o quarto instar de A. cocois

Nao pulverizado Pulverizado

CLy,
H H 1h P=0,0001
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Figura 4. Resposta (%) do predador C. externa nas metades de disco que ndo foram
pulverizadas (barras cinzas) ou pulverizadas (barras brancas) com a mistura dos 6leos essenciais
de L. sidoidese C. winterianus, nas suas CLso e CLgg estimadas para o quarto instar de A. cocois.
O periodo de exposicdo foi de 1h, 3h e 24 h. Cada barra corresponde a média de 20 repeti¢oes
enguanto barras de erro correspondem ao erro padrdo. Os niveis de significancia sao baseados

em anélises de frequéncia.

4.4 Discussio

O uso de 6leos essenciais de plantas é uma alternativa vidvel aos quimicos no controle
de moscas-brancas e apresentam baixo risco a saude humana (ISMAN;
MIRESMAILLI;MACHIAL, 2011; BALDIN et al., 2015; ZANDI-SOHANI et al., 2018).
Segundo Benelli et al. (2017), misturas binarias de éleos essenciais de diferentes espécies de
plantas pode potencializar o seu efeito toxico contra insetos-praga. Neste estudo, os resultados
demonstraram que a mistura dos 0leos essenciais de L. sidoides e C. winterianumfoi toxica aos
dois estagios ninfais de A. cocois e apresentaram uma consideravel seletividade ao seu predador
C. externa.

As analises quimicas dos 6leos revelaram altas concentracGes de terpendides, em

especial monoterpenos, que sdo compostos quimicos biologicamente ativos contra aleirodideos



73

(CHAE et al., 2014; MAHMOODI; VALIZADEGAN,2014; BALDIN et al., 2015; DELETRE
et al., 2016). Dentre esses, timol, p-cymene, citronelal, citronelol e geraniol foram mais
representativos, e podem estar relacionados com a mortalidade de A. cocois registrada no
presente trabalho. Da mesma forma, a mortalidade de Bemisiatabaci(Hemiptera: Aleyrodidae)
bidtipo Q exposta ao 6leo essencial de C. winterianum foi atribuida ao sinergismo de citronelal,
citronelol e geraniol (DELETRE et al., 2016).Adicionalmente, aplicacdes isoladas de
citronelal,citronelol,geraniole timol demonstraram efeitos toxicos a B. tabaci bidtipos B e Q
(CHAE et al., 2014; BALDIN et al., 2015). Além disso, alta concentracdo de timol (50,07%)
no Oleo essencial de Carumcopticum L. (Apiaceae) mostrou efeito toxico contra
Trialeurodesvaporariorum  (Westwood)  (Hemiptera:  Aleyrodidae) (MAHMOODI;
VALIZADEGAN, 2014). Embora os mecanismos de acdo de determinados monoterpenos
ainda ndo sejam muito bem esclarecidos, foi proposto que nos insetos timol e geraniol podem
inibir a sintese da acetilcolinesterase, esse Ultimo comprovado para B. tabaci(JUKIC et al.,
2007; ZARRED et al., 2017). O timol pode agir ainda como um modulador alostérico positivo
dos receptores do GABA (acido gama-amminobutyric), levando o inseto a morte por inibicédo
do sistema nervoso (TONG; CASACOS, 2010). Apesar das evidencias, novos estudos devem
ser conduzidos para entender como a mistura dos 6leos de L. sidoides e C. winterianume seus
constituintes podem ter exercido acéo sobre A. cocois, ja que a bioatividade dos 6leos essenciais
pode ser atribuida a um composto marjoritario ou ao antagonismo/sinergismo desse com
compostos secundarios (ISMAN; MIRESMAILLI;MACHIAL, 2011; DELETRE et al., 2015,
2016).

Esta bem estabelecido que o timol pode atingir os tecidos sensiveis do sistema nervoso
central dos insetos mesmo quando aplicado de forma topica, especialmente na presenga de p-
cymene (WALIWITIYA et al.,, 2010; TAK; ISMAN, 2017). Esta acdo é resultado da
capacidade que os monoterpenos tem de se difundir pela membrana celular e penetrarem na
cuticula dos insetos (BAKKALI et al., 2008, TAK; ISMAN, 2015). Neste estudo, verificou-se
uma toxicidade diferencial entre as CLso estimadas para os dois estagios ninfais de A. cocois,
indicando menor sensibilidade do quarto instar dessa praga a mistura dos 6leos essenciais
avaliados. Diferencas cuticulares podem explicar parcialmente este resultado, pois no quarto
instar dos aleirodideos uma camada de cera mais espessa no tegumento dificulta a acdo de
inseticidas sintéticos (WANG et al., 2003) e botanicos (PINHEIRO et al., 2009). Este achado
poderia ter implica¢fes praticas para 0 manejo das populagdes de A. cocois, sugerindo o

controle dessa praga nas fases iniciais de colonizagdo no cajueiro.
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Em todas as concentra¢des avaliadas a mistura dos 6leos essenciais de L. sidoides e C.
winterianumcausou baixa mortalidade de C. externa e ndo alterou seu tempo de
desenvolvimento (ninfa-adulto), o que poderia beneficiar este inimigo natural nos plantios de
cajueiro. De fato, essa espécie de crisopideo caracteriza-se por ser tolerante a pesticidas de
origem sintética (MOURA et al., 2010; GODOY et al., 2011; CASTILHOS et al., 2014); e um
estudo recente revelou que 6leos essenciais de plantas (Amyrisbalsamifera L., Rutaceae;
Origanumvulgare L., Lamiaceae; Thymusvulgaris L., Lamiaceae) e alguns terpenoides, a
exemplo timol, sdo relativamente seletivos para este inimigo natural (CASTILHOS;
GRUTZMACHER;COATS, 2018). Mecanismos de desintoxicacdo metabolica podem esta
relacionados com a maior tolerancia de C. externa em comparagdo com sua presa, A. cocois. A
capacidade de desintoxicar aleloquimicos nos insetos inclui atividades de monooxigenases do
citocromo p450, esterases e vérias transferases (LI; SCHULER; BERENBAUM, 2007). Em
crisopideos, atividades superiores da enzima fosfatase &cida estdo envolvidas na desintoxicacao
de inseticidas botanicos, como o 6leo de nim (Azadirachta indica A. Juss.) (SCUDELER et al.,
2017).

A viabilidade dos ovos de C. externa ndo foi significativamente afetada pelas diferentes
concentragfes da mistura dos Gleos essenciais testadas. Esse resultado € corroborado por
diversos estudos que verificaram pouco ou nenhum efeito toxico de inseticidas sobre os ovos
dessa espécie de crisopideo (MOURA et al., 2010; CASTILHOS et al., 2014; PASINI et al.,
2018; SOARES; CARVALHO, 2018). Isso provavelmente decorre da baixa penetracdo desses
compostos, que ndo conseguem vencer a protecdo do corion, conhecida como a principal
barreira dos ovos de insetos contra os agrotoxicos (CASTILHOS et al., 2014; SOARES;
CARVALHO, 2018). Outro fator a ser considerado é que a atividade ovicida de alguns
terpenoides presentes nos 6leos essenciais de L. sidoides e C. winterianum pode variar de
acordo com a espécie de inseto. Por exemplo, embora timol, citronelol e geraniol sejam
considerados toxicos contra ovos de Culex pipiens (Diptera: Culicidae) (TABARI et al., 2017)
e Chilo leishmanioses (Swinhoe) (Lepidoptera: Pyralidae) (SINGHet al., 2011), esses mesmos
monoterpenos ndo reduziram de forma significativa as eclos6es de ovos de Pediculushumanus
capitis De Geer (Phthiraptera: Pediculidae) (TOLOZA; VASSENA;PICOLLO, 2008). Um
decréscimo de 30% nas eclosdes dos ovos de C. externa na CLgo e CLgo pode ser devido ao
maior acimulo de 0Oleo essencial na superficie dos ovos, pois residuos de 6leos sobre 0s ovos
deste predador podem bloquear as aberturas do cérion e dificultar trocas gasosas com

consequéncias no desenvolvimento do embrido (CASTILHOS et al., 2014). Este problema
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pode ser contornado ao se aplicar em condigdes de campo concentracdes letais menores
estimadas para o terceiro (CLso-CLso) e quarto instar (CLso) de A. cocois.

Apesar da baixa toxicidade e atividade ovicida, a combinacdo dos 6leos essenciais de L.
sidoides e C. winterianum foi repelente para C. externa. 1sso pode ser reflexo de sinais quimicos
emitidos pela volatilizacdo de alguns monoterpenos presentes na mistura de 6leos e deteccéo
dessas substancias pelo inimigo natural, levando-o a se afastar da area tratada. De fato, larvas
de C. externa podem se guiar por pistas quimicas, sendo capazes de distinguir e selecionar 0s
sinais volateis de plantas infestadas ou ndo por suas presas (STRAPASSON et al., 2014). Desta
forma, a acdo repelente da mistura dos 6leos essenciais de L. sidoides e C. winterianum sob
diferentes concentragdes (CLso-CLgg) e tempos de exposicdo (1h e 24h) registrada no presente
trabalho, pode ter relacdo com a alta quantidade de timol, citronelal, citronelol e geraniol, pois
0s vapores desses compostos foram mostrados para repelir insetos (PARK et al., 2005;
PANDEY; UPADHYAY; TRIPATHI, 2009; DELETRE et al., 2015, 2016).

4.5 Conclusio
Diante do exposto, conclui-se que a mistura dos 6leos essenciais de L. sidoides e C.
winterianum é toxica aos dois estagios ninfais de A. cocois testados e apresenta moderada

seletividade ao predador C. externa.

5.CONSIDERACOES FINAIS

e Osclones de cajueiro ando EMBRAPA 51 e CCP 76 sdo mais susceptiveis a infestacdo
de A. cocois em relagdo ao PRO 143/7, em condigéo de campo. Ademais, CCP 76 pode
ser atraente e, portanto, suscetivel a A. cocois por apresentar misturas dos compostos
volateis a-pineno, mirceno, careno -2, limoneno, a-copaeno, B-cariofileno, f-ocimeno,
alo-ocimeno e neo -alo-ocimenoem proporcGes adequadas e para liberagdo de
compostos exclusivos como, o-cimeno e 2,6-dimetil-1,3,5,7-octatetraeno, (E, E) -;

e O predador generalista C. externa pode ser eficaz no controle da mosca-branca A.
cocois na cultura do cajueiro, especialmente em baixa densidade populacional da

praga. Além disso, larvas de terceiro instar de C. externa usam volateis de cajueiros
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infestados por A. cocois para localizar suas presas(p -cariofileno, a -copaeno, alo -
ocimeno, neo- alo- ocimeno, y- muuroleno, ed -cadineno);
e A misturados 6leos essenciais de L. sidoides e C. winterianum é toxica aos dois estagios

ninfais de A. cocois testados e apresenta moderada seletividade ao predador C. externa.
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