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Resumo - O manejo da mosca-branca-do-cajueiro (Aleurodicus cocois) é
de suma importéncia para o sucesso do cultivo do cajueiro, ja que esta é
praga-chave da cultura. O uso de produtos semioquimicos comerciais a base
de compostos volateis, como feromdnios e cairoménios, para o controle de
pragas ja é realidade em diversas culturas, sendo considerada uma excelente
ferramenta de manejo, uma vez que apresenta menor risco potencial de
contaminagdo ambiental e custo inferior ao controle quimico tradicional.
Este trabalho teve como objetivos identificar os volateis liberados por folhas
do clone de cajueiro-ando ‘CCP 76’ (suscetivel a A. cocois) e determinar a
influéncia desses volateis na resposta olfativa de A. cocois. Os volateis foram
coletados, utilizando-se a técnica de microextracao de fase sélida a partir do
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headspace (fase vapor na qual os compostos organicos volateis da amostra
estdo concentrados) de folhas do clone ‘CCP 76’, e analisados por meio
de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM).
Posteriormente, os volateis foram coletados com adsorvente Carboxen para
utilizacao nos bioensaios de olfatometria. Os resultados indicam que o clone
de cajueiro-ando ‘CCP 76’ produz 27 compostos volateis, sendo que 19 deles
ainda nao se encontram relatados na literatura, e que esses volateis exercem
efeito atrativo a A. cocois em laboratdrio.

Termos para indexagdo: Anacardium occidentale L., semioquimicos,
compostos organicos volateis.
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Volatiles Released by Leaves of Cashew
Trees and their Attractive Effect on the Cashew
Whitefly Aleurodicus cocois

Abstract - The cashew whitefly (Aleurodicus cocois) is a key pest of cashew
trees so efficientmanagementtools are critical for the success of cashew groves.
Semiochemicals (e.g., pheromones, kairomones, etc.) have been proved to be
an excellent management tool for pest control in several agricultural systems.
This strategy mitigates the risk of environmental contamination and lower cost
in comparison with conventional chemical control tools. This work aimed to
identify volatiles released by leaves of cashew clone CCP 76 (susceptible to
A. cocois) and determine their attraction effect on A. cocois. Volatiles were
collected using the solid phase micro extraction technique from the headspace
of CCP 76 clone leaves and analyzed by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS). Subsequently, another collection was performed with
Carboxen Adsorbent for use in olfactometer bioassays. We found that the
dwarf cashew clone CCP 76 releases 27 volatile compounds, 19 of which
have not been reported in the literature yet. The volatiles released by CCP 76
dwarf cashew clone exert an atraction effect on A. cocois in laboratory.

Index terms: Anacardium occidentale L., semiochemicals, organic volatile
compounds.
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Introducao

Aleloquimicos sao substancias quimicas, incluindo compostos organicos
volateis (COV), produzidas por organismos de uma espécie com o objetivo
de intermediar interagbes com organismos de outras espécies (Baldin;
Vendramim; Lourencdo, 2019). COV produzidos e liberados pelas plantas
tém as fungdes de protegé-las do ataque de herbivoros e patdégenos, além de
atrair polinizadores e inimigos naturais dos herbivoros (Baldin; Vendramim;
Lourencdo, 2019). Embora essas substancias sejam comuns em varias
espécies de plantas, as caracteristicas quantitativas e qualitativas dos perfis
de volateis parecem ser particulares. Assim, o conhecimento sobre essas
substancias e a forma como influenciam o comportamento dos insetos pode
colaborar para o desenvolvimento de estratégias de manejo de pragas.

Para os aleirodideos (Hemiptera: Aleyrodidae), familia de insetos que inclui
importantes pragas da agricultura, como a mosca-branca (Bemisia tabaci)
e a mosca-negra-dos-citros (Aleurocanthus woglumi), existem evidéncias
de que os insetos utilizam volateis de plantas para identificar e selecionar
seus hospedeiros. A identificacdo desses compostos volateis responsaveis
pela atratividade de moscas-brancas as mais diversas culturas agricolas
tem sido realizada por meio de avaliagdes quimicas (Sacchetti et al., 2015;
Darshanee et al., 2017; Tu; Qin, 2017; Sadeh et al., 2017).

Para a mosca-branca-do-cajueiro, Aleurodicus cocois (Hemiptera:
Aleyrodidae), estudos de campo e laboratério tém demonstrado diferengas
na atratividade de clones de cajueiro-an&o a adultos da praga. Goiana et al.
(2020) verificaram que os clones de cajueiro-ando ‘CCP 76’ e ‘EMBRAPA 51’
foram os mais atrativos dentre os clones comerciais avaliados. Isso evidencia
que A. cocois utiliza COV das plantas hospedeiras para identificar e/ou
selecionar clones de cajueiro-anao a serem colonizados. Como a identificacao
desses compostos nos diferentes clones de cajueiro ainda nao foi realizada,
a determinacédo dos COV com efeito de atragdo e/ou repeléncia pode ser
util no desenvolvimento de estratégias de manejo de A. cocois em cajueiro,
incluindo novos métodos de monitoramento e controle.
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Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram caracterizar o perfil de
COV do clone de cajueiro-anao ‘CCP 76’ e determinar como esses compostos
influenciam na resposta olfativa de A. cocois em condicdes de laboratério.

Material e Métodos

Origem e criagao de A. cocois

A colbnia de A. cocois foi iniciada a partir de uma populagdo coletada
no campo experimental da Embrapa Agroindustria Tropical, localizado em
Pacajus, CE, Brasil (4°10'35" S; 38°28'19" W; altitude 79 m). Foram utilizadas
mudas do clone de cajueiro suscetivel ‘BRS 189’ com 120 dias de idade. As
mudas foram acondicionadas em telado com o objetivo de manter as plantas
e os insetos em condigbes ambientais proximas as encontradas no campo.
As plantas do clone de cajueiro suscetivel ‘CCP 76’, que posteriormente
foram utilizados no bioensaio de olfatometria, também foram mantidas em
telado (Figura 1).

Fotos: Antonio Edgar Mateus

Figura 1. Telado para a manutengao de mudas de cajueiro-anao e criagdo de A. cocois;
A) Mudas do clone de cajueiro-ando ‘BRS 189’; B) Mudas do clone de cajueiro-anéo
‘CCP 76’. 2017.
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Bioensaios de olfatometria

Os testes comportamentais foram realizados utilizando-se o olfatémetro de
quatro bragos (Figura 2) (Pettersson, 1970), também denominado olfatdmetro
em “X”. A parte inferior do aparelho foi forrada com papel filtro (Whatman
N° 1), e o ar foi sugado dos quatro bragos em dire¢cdo ao centro do aparelho
a uma razao de 350 mL.min"'. Um bracgo do olfatémetro foi tratado com 10 pL
de extrato de éter dietilico contendo COV extraidos do clone de cajueiro-anao
‘CCP 76’ (considerado suscetivel a A. cocois). Os demais bragos (controles 1,
2 e 3) foram tratados apenas com 10 pL de éter dietilico.

Figura 2. Olfatébmetro de quatro bragos.

Para a coleta dos COV, foi utilizado o adsorvente Carboxen Adsorbent
(569, 20-45 mesh), contendo 100 mg do polimero para retengéo dos volateis.
Esse processo foi feito em triplicata, além do teste em branco, que serviu
como testemunha. A parte aérea das plantas foi inserida em um Erlenmeyer
de vidro (utilizado como camara para captacao de volateis), e pedagos de
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papel aluminio foram inseridos na parte cilindrica de menor diametro da
vidraria para isolar o vaso que continha as mudas e minimizar a interferéncia
dos volateis dessas fontes. Pequenos furos no papel foram feitos para que
ocorresse a entrada do ar no Erlenmeyer. Tubos com o Carboxen Adsorbent
foram utilizados no fundo plano do Erlenmeyer, e o ar coletado a uma vazéo
de 400 mL.min"" para cada planta. As plantas permaneceram no processo de
coleta por um periodo de 15 min. Antes da aeragéo, as plantas permaneceram
em fase de equilibrio com duracao de 30 min (Figura 3), com o objetivo de
formar o headspace (concentragédo dos volateis no espago vazio do vial).

Fotos: Antonio Edgar Mateus

Figura 3. Clone de cajueiro-anido ‘CCP 76’ em fase de equilibrio, antes da coleta de
volateis (A); e clone de cajueiro-ando ‘CCP 76’ em fase de coleta dos volateis (B).
2017.

Apés a coleta dos volateis, os filtros de Carboxen foram lavados com
1 mL de hexano CG (Sigma 10269, EUA) para a dessor¢cado dos compostos.
As amostras foram armazenadas em congelador a -20 °C para posterior
utilizagéo nos bioensaios.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
com quatro tratamentos, sendo trés tratamentos controle (1,2 e 3) com 10 pL
de éter dietilico e um tratamento com os volatéis do clone ‘CCP 76’ + 10 yL
de éter dietilico, com 20 repeti¢cdes, sendo cada inseto considerado uma
repeticdo. As solugbes de cada tratamento foram aplicadas a uma tira de
papel filtro e deixadas em temperatura ambiente durante 30 segundos para



Atratividade de Aleurodicus cocois a Compostos Volateis Liberados por Folhas de Cajueiro-anao 11

a evaporacgao do solvente. Logo apds, as tiras de papel filtro foram dispostas
no final de cada brago do olfatémetro.

Os insetos foram entdo introduzidos na camara pelo orificio central.
O tempo gasto e o numero de entradas em cada brago foram registrados
durante um periodo de 16 minutos. O olfatdmetro foi girado a cada 4 min
para eliminar o viés direcional. A porcentagem da frequéncia no brago do
olfatbmetro com o tratamento que continha volateis do clone ‘CCP 76’ foi
comparada com aquela observada nos bragos que continham os tratamentos
controle (10 pL de éter dietilico).

Microextragcao em fase soélida (SPME), analise
e identificagcao dos volateis por GC-MS

A extragdo dos volateis do clone de cajueiro-ando ‘CCP 76’ foi realizada
pelo emprego do método de microextragdo em fase sélida com headspace
(HS-SPME). A identificagdo dos compostos extraidos foi realizada por meio
de cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (GC-MS).
Amostras de 0,5 g de folha foram colocadas em frascos para SPME, que
foram selados e direcionados para o amostrador automatico para a fase de
equilibrio (headspace) por 30 min a 30 °C.

Foram utilizadas trés repeticdes (plantas) para a determinagdo da
composicao volatil. Na etapa de extracdo, uma fibra de SPME com fase
estacionaria DVB/Car/PDMS 50/30 de 1 cm (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) foi inserida no frasco para extragdo dos volateis a 30 °C por mais
15 min. Os analitos foram dessorvidos inserindo-se a fibra SPME no injetor do
GC a 260 °C por 3 minutos. A analise por GC-MS foi realizada no 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 pm, Agilent), gas carreador hélio com fluxo 1,00 mL.min"", temperaturas
do quadrupolo e linha de transferéncia a 150 °C e 280 °C, respectivamente.

Utilizou-se a seguinte programagéo do forno cromatografico: temperatura
inicial de 40 °C, com rampa de aquecimento de 7 °C.min"" até 260 °C por 5 min
ao término da corrida (Rouseff et al., 2008). A identificagdo dos compostos
foi realizada pela comparagdo dos padrbées de fragmentagédo exibidos nos
espectros de massas com aqueles presentes na base de dados fornecidos
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pelo equipamento (NIST versdo 2.0 de 2012 — 243.893 compostos) e de
dados da literatura (Adams, 2017).

Analise estatistica

Os dados referentes aos bioensaios de olfatometria foram analisados pelo
teste de Qui-quadrado (p < 0,05), testando-se a hipotese de que os insetos
séo atraidos pelo composto coletados do clone de cajueiro-ando ‘CCP 76,
e estudando a igualdade entre as frequéncias observadas e esperadas de
individuos que se dirigiram para cada tratamento.

Resultados e Discussao

Nos testes comportamentais com olfatdmetro, os adultos de A. cocois
foram fortemente atraidos pelo tratamento que continha o extrato coletado
do clone ‘CCP 76’, diferindo significativamente dos tratamentos controle
(Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia, porcentagem de visitas, frequéncia acumulada e porcentagem
acumulada de visitas de adultos de Aleurodicus cocois aos quadrantes de um
olfatdbmetro de quatro bragos contendo volateis do clone de cajueiro-ando ‘CCP 76’ e
éter dietilico.

Tratamentos Frequéncia Porcentagem Frequéncia Porcentagem

(%)’ acumulada acumulada
‘CCP 76’ 32 49,23 a 32 49,23
2Controle 1 12 18,46 b 44 67,69
Controle 2 11 16,93 b 6515 84,62
Controle 3 10 15,38 b 65 100,0

' Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de qui-quadrado (p < 0,05).

2 Os tratamentos controle continham apenas éter dietilico.
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Observa-se que o extrato de folhas do clone ‘CCP 76’ atraiu significati-
vamente uma maior porcentagem de adultos de A. cocois, sugerindo que o
clone avaliado libera COV atrativos a praga. Essas observacdes estdo de
acordo com os estudos de Goiana et al. (2020), que encontraram uma maior
suscetibilidade do clone de cajueiro ‘CCP 76’ a A. cocois.

Os COV podem afetar amplamente os comportamentos de forrageamento
dos insetos (Baldin; Vendramim; Lourengdo, 2019). Os bioensaios
comportamentais sdo essenciais para identificar o efeito repelente ou atrativo
de cada aleloquimico, uma vez que o comportamento da mosca-branca é
afetado por diferengas nas misturas de odores das plantas).

A resposta olfativa de moscas-brancas com o uso de olfatbmetros vem
sendo bastante estudada. Saad et al. (2015) observaram que B. tabaci
respondeu a volateis de plantas de pimentdo em testes com olfatdmetro em
“Y”. Da mesma forma, Islam et al. (2017) verificaram resposta olfativa de
B. tabaci a plantas de tomate tratadas com diferentes niveis de nitrogénio,
utilizando-se tunel de vento e olfatébmetro em “Y”.

A partir da analise de cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de
massas (GC-MS), identificaram-se 27 COV liberados pelas folhas do clone
‘CCP 76’ (Tabela 2).

Dentre os 27 CQOV identificados no presente trabalho, a-pineno, 3-mirceno,
trans-B-ocimeno, allo-ocimeno, neo-allo-ocimeno, butanoato de 3Z-hexenil,
a-copaeno e [-cariofileno ja foram relatados anteriormente em folhas de
cajueiro (Egonyu et al., 2013; Wanijiku et al., 2014; Fancelli et al., 2018).
Embora estudos mais detalhados devam ser realizados, ressalta-se que é
possivel que a atratividade de A. cocois a volateis do clone ‘CCP 76’ esteja
relacionada com alguns desses compostos. De fato, os compostos butanoato
de 3Z-hexenil e allo-ocimeno estdo relacionados com a atragdo do inseto-
praga Pseudotheraptus wayi (Heteroptera: Coreidae) a plantas de cajueiro
(Egonyu et al., 2013). Adicionalmente, Wanjiku et al. (2014) mostraram,
a partir de bioensaios comportamentais, que, em misturas, os compostos
(Z)-ocimeno, (E)-ocimeno e allo-ocimeno s&o atrativos para Oecophyilla
longinoda (Latreille) (Hymenoptera: Formicidae), uma formiga predadora
comum em plantas de cajueiro na Africa.
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Tabela 2. Composigdo quimica dos compostos volateis das folhas do clone de
cajueiro-ando ‘CCP 76’, determinada por analise de microextracdo em fase sodlida,
combinada com cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

Composto Tr' (min) IR? IRlit*  Area relativa (%)
a-pineno 6,415 949 939 17,86
Canfeno 6,542 956 954 0,17
B-pineno 7,083 982 979 1,16
3-mirceno 7,324 994 990 1,16
6-3-careno 7,63 1009 1011 0,16
Trans-B-ocimeno 9,131 1080 1050 63,9
Terpinoleno 9,252 1085 1088 0,24
1,3,8-p-mentatrieno 10,143 1128 1110 0,19
Allo-ocimeno 10,302 1135 1132 1,09
Neo-allo-ocimeno 10,563 1148 1144 1,85
Butanoato de 3Z-hexenil 11,434 1190 1186 1,05
a-ilangeno 15,143 1380 1375 0,17
a-copaeno 15,226 1384 1376 0,35
B-cariofileno 16,104 1432 1419 4,03
y-elemeno 16,276 1442 1436 1,01
Aromadendreno 16,422 1450 1441 0,51
6,9-guaiadieno 16,588 1459 1444 0,16
a-humuleno 16,683 1465 1454 0,50
y-muuroleno 17,071 1486 1479 0,91
a-amorfeno 17,186 1493 1484 0,14
Cis-B-guaieno 17,268 1497 1493 0,38
a-selineno 17,446 1506 1498 0,93
a-Muuroleno 17,459 1508 1500 0,23
0-amorfeno 17,593 1516 1512 0,21
y-Cadineno 17,726 1524 1513 0,40
5-Cadineno 17,873 1533 1523 1,15
Selina-3,7(11)-dieno 18,229 1554 1546 0,69

" Tempo de retengao. 2 indice de retengao calculado. ? indice de retengdo da literatura.



Atratividade de Aleurodicus cocois a Compostos Volateis Liberados por Folhas de Cajueiro-anao 15

O uso de aleloquimicos no manejo da mosca-branca, embora ainda nao
demonstrado em campo, é uma estratégia promissora). Uma aplicacéo
pratica desses compostos seria no uso do “push-pull’, método de controle
de pragas em que se emprega um repelente volatil (push) e uma armadilha
volatil atraente (pull) para manipular a distribuicdo e controlar a mosca-branca
(Li et al., 2014). Apesar das evidéncias levantadas, estudos mais detalhados
devem ser realizados, como, por exemplo, eletroantenografia, de forma a
identificar quais dos compostos quimicos volateis emitidos pelos clones de
cajueiro de fato contribuem para a atratividade de A. cocois.

Conclusoes

Foram identificados 27 compostos organicos volateis (COV) a partir de
folhas do clone ‘CCP 76’ de cajueiro-an&o, sendo que 19 deles ainda nao
foram reportados na literatura.

Os COV liberados por folhas desse clone de cajueiro parecem ser
capazes de atrair Aleurodicus cocois em condigdes de laboratério.
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