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Quantificacédo e Caracterizacao Fitoquimica
de Castanhas de Cajueiro-anao Infestadas por
Anacampsis phytomiella

Nivia da Silva Dias-Pini"

Poliana Martins Duarte?

Gabriela Priscila de Souza Maciel®
Guilherme Julido Zocolo*
Francisco das Chagas Vidal Neto®
Carlos Tadeu dos Santos Dias®
Cherre Sade Bezerra da Silva’

Resumo - O objetivo deste trabalho foi quantificar e caracterizar os acidos
anacardicos (AcAn) em diferentes genotipos de cajueiro-ando infestados
pela traga-da-castanha (Anacampsis phytomiella). A coleta das castanhas
foi realizada na area experimental da Embrapa Agroindustria Tropical, em
Pacajus, CE, no segundo semestre de 2017. Avaliou-se o teor de acidos
anacardicos de 13 gendtipos de cajueiro-ando sadios e infestados pela tracga-
da-castanha. A analise quimica do liquido da casca da castanha-de-caju foi
realizada em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O delineamento
experimental foi o inteiramente casualisado, e todas as analises foram
realizadas em triplicatas. O teor de &acidos anacardicos foi menor em
castanhas infestadas, com excegéo para os genoétipos CCP 76 e MG 165.
Nas castanhas infestadas pela traga, houve a redugédo dos constituintes
trieno, dieno e monoeno para a maioria dos gendtipos avaliados, indicando
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uma possivel interagédo entre a infestagdo por A. phytomiella e os teores de
acidos anacardicos em gendtipos de cajueiro-anéo.

Termos para indexagdo: Anacardium occidentale, acidos anacardicos,
Anacampsis phytomiella, interagao planta-inseto.
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Quantification and Phytochemical
Characterization of Dwarf Cashew Nuts
Infested by Anacampsis phytomiella

Abstract - The objective of this work was to quantify and characterize
anacardic acids (AcAn) in different genotypes of dwarf cashew trees infested
by the brown moth (Anacampsis phytomiella). The collection of cashew
nuts was carried out from June to December of 2017 at Embrapa Tropical
Agroindustry’s Experimental Station (Pacajus, CE, Brazil). We evaluated
the content of AnAcs in healthy and brown-moth infested plants from 13
genotypes of dwarf cashew. Chemical analysis of the cashew nut shell liquid
was performed using high performance liquid chromatography (HPLC). The
experimental design was completely randomized and all analyzes were
performed in triplicates. The AnAc content was lower in infested cashewnuts,
except for the CCP 76 and MG 165 genotypes. Brown-moth infestation caused
reduction of triene, diene and monoene compounds in the cashew nut shell
liquid of most of the evaluated genotypes, indicating a potential interaction
between the brown-moth infestation and the AnAc levels in dwarf cashew
genotypes.

Index terms: Anacardium occidentale L., anacardic acids, Anacampsis
phytomiella, plant-insect interaction.
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Introducao

A traga-da-castanha, Anacampsis phytomiella (Lepidoptera: Gelechiidae),
€ considerada praga-chave da cajucultura (Mesquita; Braga Sobrinho 2013).
Na fase imatura, o inseto causa dano direto ao principal produto do cajueiro,
pois a larva alimenta-se da améndoa e utiliza a casca da castanha como
abrigo (Melo; Bleicher 2002; Mesquita; Braga Sobrinho 2013). O consumo
parcial ou total da améndoa causa prejuizos aos produtores, pois torna
inviavel a comercializagédo da castanha. No campo, a presencga de castanhas
com orificios (castanhas furadas) indica o ataque da traga. Esses orificios
séo circulares e geralmente se localizam na extremidade distal da castanha,
sendo construidos pelas larvas para que os insetos adultos possam sair da
castanha apdés completarem o seu desenvolvimento (Melo; Bleicher 2002;
Mesquita; Braga Sobrinho 2013).

As estratégias de manejo para o controle de A. Phytomiella séo bastante
desafiadoras, pois o local onde a larva se abriga dificulta o contato direto da
praga com qualquer produto, seja ele quimico ou biolégico. Dessa forma,
deve-se buscar outras taticas de manejo para o controle dessa praga.

A utilizagcdo de gendtipos resistentes é um dos métodos mais adequados
para o controle de insetos-praga, pois a selegdo de gendtipos resistentes
reduz as aplicagbes de inseticidas, mantém a populagdo dos artrépodes-
praga abaixo do nivel de dano econémico, pode ser utilizada em combinagao
com outros métodos de controle, além de nao oferecer risco de contaminagao
ao meio ambiente (Baldin et al., 2019). Em estudo com cajueiro-an&o, Duarte
(2018) avaliou o grau de resisténcia em diferentes gendétipos quanto ao ataque
da traga-da-castanha, mostrando que os clones ‘PRO 143/7’, ‘PRO 155/2’
e ‘MG 170’ foram considerados moderadamente resistentes, e o clone
‘PRO 130/1’ altamente suscetivel. No entanto, ndo se tem conhecimento de
quais metabolitos de defesa estéo envolvidos nessa interagéo.

As plantas produzem uma diversidade de compostos organicos para sua
defesa, conhecidos como metabdlitos secundarios. Esses metabdlitos sao
responsaveis por mediar as interacdes planta-insetos. Espécies do género
Anacardium, ao qual pertence o cajueiro (Anacardium occidentale L.),
apresentam alto teor de substancias com propriedades toxicas. Dentre
essas substancias, esta o liquido da casca da castanha-de-caju (LCC),
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que é constituido pelos compostos fendlicos cardois (10 a 20%), cardandis
(3 a 10%), acidos anacardicos (AcAn) (60 a 70%), 2-metilcarddis (2 a 5%)
e outros constituintes (Lomonaco et al., 2017).

Os AcAn apresentam propriedades inseticidas (Schultz et al., 2006;
Romano, 2016). Eles atuam no sistema nervoso dos insetos como inibidores
da enzima acetilcolinesterase (Morais et al., 2017). A transmiss&o sinaptica
ocorre a partir da substancia neurotransmissora acetilcolina (Camargo et al.,
2016). A enzima acetilcolinesterase (AChE) hidrolisa a acetilcolina e, quando
a enzima € inativada, ocorre o acumulo téxico de acetilcolina, ocasionando
falha na transmissdo sinaptica colinérgica, deterioragcdo das juncdes
neuromusculares, paralisia dos musculos flacidos e pertubagdes no sistema
nervoso central (Rosenberry et al., 2008).

Os mecanismos de defesa do cajueiro frente ao ataque da traga-da-
castanha ainda nao foram explorados. No entanto, em estudos envolvendo
outras pragas, como a mosca-branca-do-cajueiro (Aleurodicus cocois),
observou-se maior conteudo de compostos fenolicos nos gendtipos de
cajueiro resistentes ao inseto (Goiana et al., 2020). Saraiva (2019), avaliando
a atratividade de A. cocois mediada por compostos organicos volateis de
cajueiro, verificou que os gendtipos resistentes eram menos atrativos para
a praga. Dentre os constituintes dos volateis encontrados no genotipo
resistente, estavam presentes o0s compostos limonene, [B-cariofileno
€ mirceno, que em altas concentragbes sao considerados repelentes
quimicos para aleirodideos (Li et al., 2014; Du et al., 2016; Shi et al., 2016;
Sadeh et al., 2017; Tu; Qin, 2017). Tal como para a A. cocois, € importante
conhecer o comportamento dos metabdlitos secundarios em plantas de
cajueiro sob infestacao da traga-da-castanha.

Para o cajueiro, ainda ndo é conhecido se o gendtipo influencia no teor
de AcAn e se a variagdo de tais metabdlitos esta ligada a infestacdo da
traca-da-castanha. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi quantificar
e caracterizar os acidos anacardicos (AcAn) em diferentes gendtipos de
cajueiro-anao infestados pela traga-da-castanha (Anacampsis phytomiella).



Fotos: Abelardo Herculano

Quantificagéo e Caracterizagdo Fitoquimica de Castanhas de Cajueiro-ando Infestadas por Anacampsis 9
phytomiella

Material e Métodos

Extragcdo do LCC

Castanhas foram coletadas em um pomar com 13 gendtipos de cajueiro-
-ando implantado em 2011 pelo programa de Melhoramento Genético do
Cajueiro, no Campo Experimental da Embrapa Agroindustria Tropical, em
Pacajus, CE (4°10'35"S; 38°28'19"W; 79 m de altitude). As plantas foram
cultivadas em regime de sequeiro, em espacamento 8 m x 6 m.

O pomar € constituido por gendtipos em fase local de avaliagao.
Utilizaram-se os gendtipos PRO 112/8, H 111/2, MG 113, MG 155, PRO 105/5,
PRO 120/4, MG 165, PRO 143/7, PRO 155/2, MG 170 e PRO130/1; e dois
genotipos comerciais — BRS 226 e CCP 76 (padrao suscetivel) (Duarte, 2018).
Para cada gendtipo, foram colhidas, aleatoriamente na planta, castanhas
maduras infestadas/furadas (Figura 1A) e néo infestadas (sadias) (Figura 1B)
de cinco plantas diferentes (repeti¢des), totalizando dez castanhas por cada
combinagéo de gendtipo e nivel de infestagéo (infestada vs. sadia).

Figura 1. Maturis de cajueiro. A) castanhas infestadas (furadas) e B) néo infestadas
(sadias). Pacajus, CE.
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O material coletado passou por secagem em estufa a 40 °C por 72 horas.
Em seguida, com o auxilio de uma guilhotina mecénica, cada castanha
recebeu um corte sagital. As cascas das castanhas foram separadas das
améndoas e reservadas para a extracdo do LCC, conforme metodologia de
Oiram Filho (2017).

A extracdo do LCC foi realizada em prensa hidraulica (Marconi
MA/098/50A/I) com o auxilio de célula de extragédo de 6leo e bandeja coletora
(Figura 2). As cascas das castanhas de cada combinacao de genétipo e nivel
de infestagdo foram agrupadas sobre tecido voil e carregadas na célula de
extragcao, a qual possui malha que atua como filtro. A prensa foi acionada
a uma pressdo de 153 kgf/cm? a 40 °C por 5 minutos, sendo o primeiro e o
ultimo minutos dedicados a ajustes, enquanto os trés minutos intermediarios
constituiram o periodo efetivo de prensagem (Cavalcante, 2014). O LCC
extraido foi armazenado em frasco de vidro de cor &mbar e mantido em
temperatura ambiente (Oiram Filho, 2017). Apds a extragao, foram retiradas
trés amostras (repetigdes) de 0,005 g do LCC de cada gendtipo por tratamento
e solubilizadas em 5 mL de metanol. Os dados foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
(p £ 0,05). As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
SASM-agri.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para identificar o perfil quimico do LCC, utilizou-se o sistema CLAE (mais
conhecido como High Performance Liquid Cromatography — HPLC). Esse
sistema & composto por um cromatégrafo Shimadzu LC-20AB Prominence
acoplado a um detector de arranjo de diodo Shimadzu SPD-M20A
Prominence e a um autosampler Shimadzu SIL-20AC Prominence (Quioto,
Japao). O controle instrumental da analise e o processamento dos dados
foram tratados com o uso do software Shimadzu LC Solution.

Foi utilizado o método desenvolvido por Paramashivappa et al. (2001),
com uma coluna cromatografica de fase reversa Shimadzu Shim-pack CLC
— ODS(M) C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um). A fase movel foi composta de
acetonitrila grau HPLC e agua purificada com sistema Mili Q na proporgao
(80:20), acidificada com 1% de acido acético em modo isocratico. O tempo de
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Fotos: Poliana Martins Duarte

Figura 2. Processo de extragdo do liquido da casca da castanha de caju. A e B:
cascas de dez castanhas envolvidas em tecido voil antes de serem carregadas na
célula de extracdo; C e D: componentes da célula de extragdo e bandeja coletora;
E: prensa hidraulica.
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corrida foi de 30 min, com fluxo de 1,5 mL min', a temperatura de 30 °C
e com volume de injecdo da amostra de 20 pL. Os cromatogramas foram
monitorados a um comprimento de onda de 280 nm, e a aquisigdo dos
espectros UV foi realizada na faixa de comprimento de onda de 200 nm a
400 nm. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
SASM-agri.

Resultados e Discussao

Os resultados da analise de variancia (ANOVA) para a concentragdo
de acidos anacardicos indicaram interagdo significativa (p < 0,01) entre os
genotipos e a sanidade da castanha (Tabela 1).

Tabela 1. ANOVA da concentragédo de acidos anacardicos e da sanidade (castanhas
sadias e castanhas furadas pela traga-da-castanha) em treze genétipos de cajueiro.

Fonte de variagao GL (e]] F P
Genoétipo 12 12708,1887  1277,19 <0,0001
Sanidade 1 82651,6986  8306,63 <0,0001
Interagao 12 20028,4022  2012,89 <0,0001

No geral, as concentragbes de AcAn foram menores em castanhas
furadas pela traga em comparagéo as castanhas sadias. Contudo, excec¢des
ocorreram para o genotipo MG 170, em que nao foi observada diferenga
significativa entre castanhas sadias e furadas; e para o clone CCP 76 e o
gendtipo MG 165, que apresentaram teores de AcAn significativamente
superiores em castanhas infestadas quando comparados as castanhas
sadias (Tabela 2).

Os AcAn séo constituidos por uma mistura de monoeno (C15:1), dieno
(C15:2) e trieno (C15:3) (Morais et al., 2017). O componente trieno foi
majoritario em cascas de castanhas de cajueiro, independentemente destas
estarem sadias ou furadas pela traga-da-castanha. O teor de trieno mostrou
uma tendéncia de redugéo nas castanhas furadas (Pr > F = 0,0001), com
excegao apenas para o genétipo MG 165 (Figura 3).
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Tabela 2. Concentracdes de &cidos anacardicos em pg/mg de liquido da casca da
castanha-de-caju, em castanhas sadias (ndo infestadas) e furadas (infestadas) por
A. phytomiella, em treze genétipos de cajueiro. Pacajus, CE.

Médias * Erro padrao (ug/mg)

Genétipos
Furada
PRO 112/8 853,4 + 3,9 aA* 654,2 + 1,7 gB
H 111/2 820,2 + 0,2 bA 718,7 £ 0,0 cdB
MG 113 805,0 + 0,7 cA 7253 +0,8 cB
BRS 226 803,9 £ 1,6 cA 687,8 £ 1,2 eB
CCP 76 786,3+0,7 dB 789,3+ 0,6 aA
PRO 155/2 784,9+ 0,9 dA 713,7 +2,0 dB
MG 155 778,6 £ 0,8 dA 676,3+0,9 fB
PRO130/1 7613+ 4,1eA 501,0 + 1,7 hB
PRO 143/7 725,0 £ 1,6 fA 674,5+ 1,0 B
PRO 105/5 723,5+2,1fA 671,7+2,5 B
MG 170 721,3 £3,5fA 719,8 £ 1,9cdA
PRO 120/4 709,0 £2,9 gA 660,1 + 1,9 gB
MG 165 543,0 £ 0,6 hB 776,7 + 1,0 bA
CV (%) 0,49 0,37

* Médias seguidas pela mesma letra (mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas) ndo diferem
significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p = 0,05).

As concentrag¢des de dieno foram menores (Pr>F =0,0001) em castanhas
infestadas do clone BRS 226 e nos gendtipos experimentais H 111/2, MG 113,
PRO 105/5, PRO 112/8, PRO 120/4 e PRO 130/1, sendo que o gendtipo
PRO 130/1 apresentou a menor concentragao do constituinte, 83,80 pg/mg de
LCC (Figura 4). Segundo Duarte (2018), o genétipo PRO 130/1 é considerado
altamente suscetivel devido ao alto percentual de infestagado avaliado em trés
anos consecutivos.
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Figura 3. Concentragdes de acido anacardico do tipo trieno em castanhas furadas
pela traga-da-castanha (A. phytomiella) e sadias de cajueiro. Pacajus, CE.
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Figura 4. Concentracdes de acido anacérdico do tipo dieno em castanhas furadas
pela tragca-da-castanha (A. phytomiella) e sadias de cajueiro. Pacajus, CE.
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As concentragdes de monoeno foram menores (Pr>F = 0,0001) nas
castanhas furadas pela praga na maioria dos gendtipos de cajueiro, com
excecdo de MG 165, MG 170 e PRO 143/7 (Figura 5).
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Figura 5. Concentracdes de acido anacardico do tipo monoeno em castanhas furadas
pela traga-da-castanha (A. phytomiella) e sadias de cajueiro. Pacajus, CE.

A partir das analises realizadas no CLAE (HPLC), foram identificados
cinco picos cromatograficos em todos os genétipos. Utilizando-se os tempos
de retencédo e espectros UV dos compostos encontrados em castanhas
infestadas e nao infestadas pela traca, foram identificados os picos de | a V,
sendo cardol (l), cardanol (Il) e os acidos anacardicos trieno (lll), dieno (IV) e
monoeno (V) (Figura 6).
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Figura 6. Cromatogramas do liquido da casca da castanha-de-caju (LCC) obtidos por
CLAE a partir de castanhas sadias (A) e castanhas furadas pela traga-da-castanha
(A. Phytomiella) (B). O perfil cromatografico contém (1) cardol, (II) cardanol e acidos
anacardicos composto por (lll) trieno, (1V) dieno e (V) monoeno.

Assim, os resultados mostraram que a produgdo de AcAn foi alterada
em 10 dos 13 gendtipos de cajueiro estudados. Nas castanhas atacadas
pela traga, ocorreu uma reducgéo significativa desses compostos fendlicos,
especialmente dos tipos trieno e monoeno. Esse mecanismo de resposta
fitoquimica pode estar associado ao processo coevolutivo da praga com
seu hospedeiro, pois, uma vez que os acidos anacardicos sdo metabdlitos
de defesa constitutivos, a traca pode ter desenvolvido mecanismos para
suprimir a barreira fitoquimica imposta pelo seu hospedeiro. Em estudos
realizados com insetos galhadores, foi observada a capacidade do artréopode
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em reprogramar o transcriptoma do hospedeiro para aumentar os transcritos
associados a mobilizagdo de sacarose e glicolise e diminuir os transcritos de
defesa (Nabity, et al., 2013).

O AcAn do tipo trieno € um importante antioxidante com atividade inibitéria
da enzima acetilcolinesterase (AChE) (Morais et al., 2017). A inibicao da
enzima causa o acumulo téxico de acetilcolina no sistema nervoso do inseto,
podendo acarretar falhas no sistema nervoso central (Rosenberry etal., 2008).
Os teores de trieno e monoeno foram encontrados em baixas concentragdes
para a maioria dos gendtipos com castanhas furadas. Essa reducao pode ter
sido ocasionada pelos mecanismos de defesa do inseto, visto que algumas
lagartas de lepidopteros podem suprimir substancias toxicas do hospedeiro
(Musser, et al., 2002).

As fungbes do monoeno e do dieno estdo relacionadas as respostas
de defesa da planta ao ataque de insetos herbivoros. O monoeno é um
inibidor da lipoxigenase-1, que catalisa a peroxidacdo do &cido linoleico, e
o dieno atua na inibicdo da peroxidagédo (Kubo et al., 2008). A peroxidagao
do acido linoleico resulta na ativagao da transcricao de genes de defesa do
hospedeiro (Farmer; Ryan, 1990). A inibicdo dessas enzimas pode ocasionar
a suscetibilidade do gendtipo.

Mesmo dentro de uma espécie, diferentes gendtipos adotam estratégias
sutilmente diferentes para coexistir com o inseto-praga, o que pode afetar
a particdo de recursos entre crescimento e defesa (Jander et al., 2001).
O presente estudo revelou consideraveis diferencas entre os gendtipos de
cajueiro em relagdo aos teores de AcAn acumulados em suas castanhas.
E importante salientar que a relacdo praga vs. teor de AcAn aqui observada foi
do tipo associativa e ndo causal. Esta ultima nao esta, contudo, descartada,
embora necessite ser testada por meio de novos experimentos para verificar,
por exemplo: (i) se a praga induz a planta a reduzir a produgdo de AcAn;
ou (ii) se existe variacao intragenotipo ou intraplanta significativa no teor de
AcAn, elevando as taxas de injuria da praga sobre castanhas com menores
teores de AcAn.
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Conclusoes

O teor de acidos anacardicos foi menor em castanhas infestadas, com
excegao para os gendtipos CCP 76 e MG 165. Nas castanhas infestadas
pela traca, houve a reducao dos constituintes trieno, dieno e monoeno para
a maioria dos gendtipos avaliados, indicando uma possivel interagéo entre a
infestacdo por A. phytomiella e os teores de acidos anacardicos em gendtipos
de cajueiro-ando.
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