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RESUMO GERAL

Mahanarva spectabilis (Distant, 1909) é considerada praga limitante sobre a producdo de
gramineas forrageiras no Brasil. O presente estudo avaliou a influéncia de diferentes
forrageiras no desempenho biol6gico, preferéncia alimentar e resposta olfativa de M.
spectabilis. Aspectos bioldgicos e preferéncia alimentar (com chance de escolha) de M.
spectabilis foram avaliados em casa de vegetacdo; e preferéncia alimentar (sem chance de
escolha) em laboratorio. No campo, plantas com massa de espuma de ninfas foram
amostradas. Respostas olfativas de M. spectabilis foram avaliadas em olfatometro “Y”, para
forrageiras sem e com injaria de M. spectabilis e seus extratos. Por fim, foi realizada analise
quimica dos compostos liberados pelas forrageiras com e sem injdria. Foram constadas
diferencas significativas no desempenho biologico de M. spectabilis nas diferentes forrageiras
havendo menor sobrevivéncia ninfal em Capim Gordura, Jaragua, Tanzénia e Makueni e
menor longevidade e fertilidade dos adultos em Cynodon e Brachiaria decumbens Stapf. Nos
testes de preferéncia alimentar com chance de escolha houve maior atratividade a B.
decumbens e Jaragua e no teste sem chance de escolha, a taxa de excrecdo foi menor em
Tanzénia, Cynodon, Jaragud, Brachiaria brizantha (Hochst ex A. Rich) Stapf. Em
experimento de campo, maior nimero de massa de espuma com ninfas foi observado em
Pioneiro e Roxo de Botucatu. Em testes de olfatdmetro, M. spectabilis mostrou preferéncia
pelos volateis de B. decumbens e Pioneiro sem injdria e repeléncia para os volateis de B.
brizantha com injuria de coespecificos. As analises do perfil quimico dos compostos
organicos das forrageiras mostraram que ha diferenca entre as emissdes de volateis de plantas
sem e com injuria de M. spectabilis, sendo que plantas com injuria emitiram maior nimero de
compostos em comparacdo as plantas ndo atacadas. Com a presente pesquisa € possivel
registrar que as forrageiras Capim gordura, Tanzania, Makueni e Jaragua sdo as que menos
favorecem a alimentacdo e desenvolvimento de M. spectabilis, apresentando potencial de uso
como plantas resistentes & M. spectabilis, inclusive na diversificacdo de plantas. Além disso,
M. spectabilis utiliza pistas quimicas das plantas na escolha de hospedeiros, o que pode
contribuir na adogdo de estratégias de manejo integrado desta praga, especialmente com a
utilizacdo de compostos que repelem a praga.

Palavras-chave: Resisténcia de plantas. Cigarrinha-das-pastagens. Comportamento alimentar.
Volateis de planta.



GENERAL ABSTRACT

Mahanarva spectabilis (Distant, 1909) is a pest that limits the production of forage grass in
Brazil. Current study evaluated the influence of different forage grass on biological
performance, feed preference and olfactory response of M. spectabilis. Biological aspects and
food preference (free choice) of M. spectabilis were evaluated in a greenhouse; and food
preference (without choice) in the laboratory. In the field, forages with spittle masses were
sampled. Olfactory responses of M. spectabilis were evaluated in "Y" olfactometer, for
forages without and with M. spectabilis injury and its extracts. Finally, a chemical analysis of
the compounds released by forages with and without injury was conducted. Significant
differences in the biological performance of M. spectabilis have been registered in different
foragers, with lowest nymphal survival rate in Capim Gordura, Jaragua, Tanzania and
Makueni and low adult longevity and fertility in Cynodon and Brachiaria decumbens Stapf.
Feed preference tests with choice revealed greater attractiveness to B. decumbens and Jaragua,
whereas excretion rate was lower for Tanzéania, Cynodon, Jaragua and Brachiaria brizantha
(Hochst ex A. Rich) Stapf in the test without choice. Field experiment demonstrated high
amounts of foam with nymphs in Pioneiro and Roxo de Botucatu. In Olfactometer tests, M.
spectabilis showed preference for volatiles of B. decumbens and Pioneiro without injury, and
repellency for volatiles of B. brizantha with injury of co-specifics. Analyses of the chemical
profile of forage organic compounds showed that emissions of plant volatiles with and
without injury by M. spectabilis are different. Plants with injury emitted a greater number of
compounds when compared to non-injured plants. Current research underscores that forage
grasses Capim gordura, Tanzéania, Makueni and Jaragua inhibit feed and the development of
M. spectabilis, and thus the capacity of using them as plants resistant to M. spectabilis,
including in plant diversification. Further, M. spectabilis employs the plants” chemical clues
in its choice of hosts and may contribute towards the adoption of management strategies
integrated to the pest, especially with the use of pest-repelling compounds.

Keywords: Plant resistance. Spittlebugs. Feeding behavior. Plant volatiles.
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PRIMEIRA PARTE

INTRODUCAO GERAL

A pecuéria bovina é um dos setores mais importantes do agronegocio brasileiro e
consequentemente da economia nacional. Dados da United States Department of Agriculture
(USDA) (2017) mostram que 0 pais esta entre os principais produtores de carne e leite do
mundo, além de ser um dos principais exportadores de carne. Uma caracteristica importante
da pecuéria brasileira é que a maior parte do seu rebanho tem como fonte principal de
alimento as forrageiras (FERRAZ; FELICIO, 2010), que constitui a forma mais econdémica e
pratica de produzir e oferecer alimentos para bovinos. No entanto, boa parte da producéo
dessa cultura é perdida anualmente em decorréncia do ataque de cigarrinhas-das-pastagens,
sua principal praga.

Em decorréncia de sua forma de alimentacdo, através da succdo de seiva, ninfas e
adultos das cigarrinhas-das-pastagens sdo capazes de causar prejuizos consideraveis as
pastagens (OLIVEIRA; ALVES, 1988). Injurias causadas pelos adultos sdo mais severas, pois
a alimentagéo envolve a inoculacdo de toxinas presentes na saliva, que causam fitotoxemia na
planta, 0 que afeta negativamente a atividade fotossintética, resultando na queima das
pastagens, e em alguns casos na morte das plantas (BYER; WELLS, 1966). Desta forma, o
ataque severo e por tempo prolongado das cigarrinhas-das-pastagens afetam
significativamente a producdo e qualidade da forragem (AGUIRRE et al., 2012).

Vaérias espécies de cigarrinhas-das-pastagens tém sido reportadas como problema
relevante para a bovinicultura em toda a América tropical (VALERIO; NAKANO, 1988), por
levarem a danos nas pastagens que resultam em grandes prejuizos econdmicos (THOMPSON,
2004). No Brasil, Mahanarva spectabilis (Distant, 1909) (Hemiptera: Cercopidae) é apontada
como praga limitante a producdo de gramineas forrageiras (AUAD et al., 2007), causando
severos ataques nessas plantas, ameacando assim, a cadeia produtiva de carne e leite.

No que se refere ao controle dessa praga, a resisténcia de plantas tem sido considerada
como o método mais viavel de controle, por ser um método eficiente, com custos
relativamente mais baixos (CARDONA et al., 1999) e de facil aceitacdo e adocdo entre 0s
produtores (KOLLER;VALERIO, 1987). Outra vantagem é que esse método de controle pode
ser usado juntamente com outras formas de controle, como o biol6égico e o cultural,

contribuindo assim, para 0 manejo integrado da praga ( VALERIO et al., 2001).
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A resisténcia de plantas é definida como a soma relativa de qualidades hereditarias
apresentadas por elas, que influenciam a intensidade do dano provocado pelo inseto
(PAINTER, 1968). Desta forma, as plantas podem se proteger do ataque de insetos herbivoros
através de defesas que podem ser constitutivas, quando expressas de forma natural e continua
pela planta, ou induzidas pela herbivoria, sendo expressas somente apds a ocorréncia da
injuria (KARBAN; BALDWIN, 1997). Estas defesas podem servir para confrontar os
herbivoros diretamente, afetando a sua preferéncia por plantas hospedeiras (antixenose ou nao
preferéncia) ou seu desempenho (antibiose), influenciando aspectos de sua biologia, tais como
sobrevivéncia e sucesso reprodutivo. Tais defesas podem ser caracterizadas pela presenca de
estruturas morfoldgicas da planta, tais como tricomas, espinhos e dureza foliar que atuam de
forma negativa sobre o inseto, ou por compostos quimicos que podem ter efeito tdxico,
repelentes e ou antinutricionais nos herbivoros (KOST; HEIL, 2005; WAR et al., 2012).

Um dos mecanismos de defesa quimica das plantas contra insetos herbivoros envolve
a liberacdo de misturas de compostos organicos volateis (COVs) que podem mediar diferentes
interacdes da planta com o0s outros organismos presentes no ambiente. Uma importante
caracteristica desses compostos € que eles podem estar envolvidos na orientacdo de
herbivoros a plantas favoraveis a alimentagcdo e oviposicdo (VISSER, 1986), bem como
desempenhar funcdo direta na resisténcia das plantas, repelindo herbivoros tanto para
alimentacdo (BERNASCONI et al., 1998; VANCANNEYT et al., 2001; AHARONI et al.,
2003; LAOTHAWORNKITIKUL et al., 2008) quanto para oviposicdo (WHANG et al.,
2008). Dessa forma, os volateis das plantas podem desempenhar um importante papel na
resisténcia de plantas pelo mecanismo de antixenose ou ndo preferéncia.

Um grande nimero de estudos tem reportado resisténcia por antibiose de forrageiras a
diferentes espécies de cigarrinhas-das-pastagens (VALERIO et al., 1997, AUAD et al., 2007,
LOFEZ et al., 2009; CARDONA et al., 2010; SOUZA SOBRINHO; AUAD; LEDO, 2010;
AGUIRRE et al., 2012; FERREIRA et al., 2013). No entanto, para M. spectabilis os estudos
sdo mais escassos, principalmente se tratando do efeito das forrageiras na biologia de adultos.
Além disso, até 0 momento ndo ha conhecimento sobre a antixenose das forrageiras a essa
espécie de cigarrinha. Outro fato também desconhecido é o papel dos compostos organicos
volateis na resisténcia de plantas forrageiras e suas possiveis interagdes com as cigarrinhas-
das-pastagens.

A diversificacdo de pastagens com utilizacdo de forrageiras resistentes tem sido
considerada como o melhor método para o controle das cigarrinhas-das-pastagens

(VALERIO, 2009). A compreensdo das relagdes entre desempenho e preferéncia de M.
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spectabilis por forrageiras é de suma importancia para o processo de adocao de diversificacdo
de pastagens na pecudria bovina, pois atraves dessa compreensao € possivel entender melhor a
distribuicdo e abundéancia da populacéo dos insetos em campo, o que auxiliara na escolha de
plantas que ndo favorecam a presenca do inseto e que possam ser escolhidas para a
diversificacdo, de modo a reduzir significativamente os prejuizos ocasionados pela praga.
Além disso, a identificacdo de compostos quimicos que medeiam a comunicagdo quimica
entre estes insetos e as plantas apresenta grande potencial no manejo integrado das
cigarrinhas-das pastagens.

Buscando compreender aspectos relacionados a resisténcia das diferentes forrageiras,
dois fatores foram investigados neste estudo: a influéncia das forrageiras no desempenho
biolégico e preferéncia alimentar de M. spectabilis, e as respostas olfativas dos insetos as
forrageiras, considerando os compostos quimicos atuantes no comportamento de escolha de
M. spectabilis pelas plantas. Assim a presente tese foi divida em dois capitulos intitulados:
Desempenho bioldgico e preferéncia de Mahanarva spectabilis (Hemiptera: Cercopidae) para
alimentacdo em diferentes plantas forrageiras, e Interacdo de Mahanarva spectabilis

(Hemiptera: Cercopidae) e forrageiras ¢ mediada por compostos organicos volateis?



13

REFERENCIAS

AHARONI, A.; GIRI, A. P.; DEUERLEIN, S.; GRIEPINK, F.; DE KOGEL, W. J,;
VERSTAPPEN, F. W.; BOUWMEESTER, H. J. Terpenoid metabolism in wild-type and
transgenic Arabidopsis plants. The Plant Cell, Waterbury, v. 15, n. 12, p. 2866-2884, 2003.

AUAD, A. M.; SIMOES, A. D.; PEREIRA, A. V.; BRAGA, A. L. F.; SOBRINHO, F. S.;
LEDO, F. J. S.; PAULA-MORAES, S. V.; OLIVEIRA, S. A.; FERREIRA, R.B. Selecdo de
genotipos de capim-elefante quanto a resisténcia a cigarrinha-das-pastagens. Pesquisa
Agropecudria Brasileira, Brasilia, v. 42, n. 8, p. 1077-1081, 2007.

AGUIRRE, L. M.; CARDONA, C.; MILES J. W.; SOTELO, G. Characterization of
resistance to adult spittlebugs (Hemiptera: Cercopidae) in Brachiaria spp. Journal of
economic entomology, Oxford, v. 106, n. 4, p. 1871-1877, 2012.

BERNASCONI, M. L.; TURLINGS, T. C.; AMBROSETTI, L.; BASSETTI, P.; DORN, S.
Herbivore-induced emissions of maize volatiles repel the corn leaf aphid, Rhopalosiphum

maidis. Entomologia Experimentalis et Applicata, Dordrech v. 87, n. 2, p. 133-142, 1998.

BYERS, R. A.; WELLS, H. D. Phytotoxemia of coastal bermuda grass caused by the two-
lined spittlebug, Prosapia bicincta (Homoptera: Cercopidae). Annals of Entomological
Society of America, Oxford, v. 59, n. 6, p. 1067-1071,1966.

CARDONA, C.; MILES, J. W.; SOTELO, G. An improved methodology for massive
screening of Brachiaria spp. genotypes for resistance to Aeneolamia varia (Homoptera:
Cercopidae). Journal of economic entomology, Oxford, v. 92, n. 2, p. 490-496, 1999.

CARDONA, C.; MILES, J. W.; ZUNIGA, E.; SOTELO, G. Independence of resistance in
Brachiaria spp. to nymphs or to adult spittlebugs (Hemiptera: Cercopidae): implications for
breeding for resistance. Journal of economic entomology, Oxford, v.103, n5, p. 1860-1865,
2010.

FERRAZ, J. B. S.; FELICIO, P. E. de. Production systems—An example from Brazil. Meat
Science, Amsterda, v. 84, n. 2, p. 238-243, 2010.

FERREIRA, R. B.; MORAES, J. C.; AUAD; A. M.; FONSECA M. G. Interaction of
spittlebug and forage grass under different carbon dioxide concentrations. Journal of Pest
Science, Berlin, v.86: n., p.161-166, 2013..

KARBAN, R.; BALDWIN, I. T. Induce responses to herbivory. Chicago: Ed. University of
Chicago Press, 1997.

KOLLER, W. W.; VALERIO, J. R. Preferéncia de cigarrinhas-das-pastagens por plantas de
Brachiaria decumbens Stapf cv. Basilisk com diferentes caracteristicas morfologicas. Anais
da Sociedade Entomoldgica do Brasil, Natal, v. 16, p. 131-143, 1987.

KOST, C.; HEIL, M. Increased availability of extrafloral nectar reduces herbivory in Lima
bean plants (Phaseolus lunatus, Fabaceae). Basic and Applied Ecology, Amsterdd, v. 6, n. 3,
p. 237-248, 2005.



14

LAOTHAWORNKITKUL, J.; PAUL, N. D.; VICKERS, C. E.; POSSELL, M.; TAYLOR, J.
E.; MULLINEAUX, P. M.; HEWITT, C. N.. Isoprene emissions influence herbivore feeding
decisions. Plant, Cell & Environment, Hoboken, v. 31, n. 10, p. 1410-1415, 2008.

LOFEZ, F.; CARDONA, C.; MILES, J. W.; SOTELO, G.; MONTOYA, J. Screening for
resistance to adult spittlebugs (Hemiptera: Cercopidae) in Brachiaria spp.: methods and
categories of resistance. Journal of Economic Entomology, Oxford, v. 102, n. 3, p. 1309-
1316, 2009.

OLIVEIRA, M. A. S.; ALVES, P. M. P. Novas opgdes de gramineas no controle da
cigarrinha-das-pastagens em Rond6nia. Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria-
EMBRAPA-UEPAE, Porto Velho, 1988.

PAINTER, R. H. Insect resistance in crop plants. Lawrence: Ed. University Press of
Kansas, 1968.

SOUZA SOBRINHO, F.; Auad, A. M.; Lédo, F. J. S. Genetic variability in Brachiaria
ruziziensis for resistance to spittlebugs. Crop Breeding and Applied Biotechnology, Vigosa,
v. 10, n. 1, p. 83-88, 2010.

THOMPSON, V. Associative nitrogen fixation, C4 photosynthesis, and the evolution of
spittlebugs (Hemiptera: Cercopidae) as major pests of neotropical sugarcane and forage
grasses. Bulletin of Entomological Research, Cambridge, v. 94, n. 03, p. 189-200, 2004.

UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE (USDA). Foreign agricultural
service. Disponivel em: <http//apps.fas.usda.gov/pdsonline/>. Acesso em 6 ago 2017.

VALERIO, J.R.; CARDONA, C.; PECK, D.C.; SOTELO, G. Spittlebugs: bioecology, host
plant resistance and advances in IPM. In: Procceding, 19th International Grassland
Congress. Sao Pedro: Fundacédo de Estudos Agrarios Luiz de Queirdz (FEALQ), 2001, p.
217-221.

VALERIO, J. R.; JELLER, H.; PEIXER, J. Selection of introductions of the genus Brachiaria
(Griseb) resistant to the spittlebug Zulia entreriana (Berg) (Homoptera: Cercopidae). Anais
da Sociedade Entomoldgica do Brasil, Londrina, v. 26, n. 2, p. 383-387, 1997.

VALERIO, J.R. Cigarrinhas-das-pastagens. Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria.
Embrapa Gado de corte, Campo Grande, 2009.

VALERIO, J. R.; NAKANO, O. Danos causados pelo adulto da cigarrinha Zuila entreriana na
producéo e qualidade de Brachiaria decumbens. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia,
v. 23, n.5, p. 447-453, 1988.

VANCANNEYT, G.; SANZ, C.; FARMAKI, T.; PANEQUE, M.; ORTEGO, F,;
CASTANERA, P.; SANCHEZ-SERRANO, J. J. Hydroperoxide lyase depletion in transgenic
potato plants leads to an increase in aphid performance. Proceedings of the National
Academy of Sciences, Washington, v. 98, n. 14, p. 8139-8144, 2001.

VISSER, J. H. Host odor perception in phytophagous insects. Annual Review of
Entomology, v. 31, n. 1, p. 121-144, 1986.



WANG, H.; GUO, W. F.; ZHANG, P. J.; Wu, Z. Y.; Liu, S. S. Experience-induced

habituation and preference towards non-host plant odors in ovipositing females of a moth.

Journal of Chemical Ecology, Berlin, v.34, n.3, 330-338, 2008.

WAR, A. R.; PAULRAJ, M. G.; AHMAD, T.; BUHROO, A. A.; HUSSAIN, B.;
IGNACIMUTHU, S.; SHARMA, H. C. Mechanisms of plant defense against insect
herbivores. Plant Signaling & Behavior, v. 7, n. 10, p. 1306-1320, 2012.

15



16

SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1 Biological Performance and Preference of Mahanarva spectabilis

(Hemiptera: Cercopidae) for Feeding on Different Forage Plants

S.E.B. Silva,® A. M. Auad,** J. C. Moraes,* R. Alvarenga,* S. S. Claudino,” and
T. T. Resende?

! Universidade Federal de Lavras, Caixa postal 3037, Cep 37200000, Lavras, MG, Brasil
(sandraelisa.bio@gmail.com; jaircamposmoraes@gmail.com; r.alvarenga.ufla@gmail.com),

> Embrapa Gado de Leite, Av. Eugénio do Nascimento, 610, CEP 36038-330, Juiz de Fora,
MG, Brasil

(alexander.auad@embrapa.br; siloeclaudino@gmail.com; tiago.resende@embrapa.br)

% Corresponding author,e-mail: alexander.auad@embrapa.br

Este artigo foi escrito de acordo com o padréo de Journal of Economic Entomologia para o qual foi
submetido, aceito e publicado (Jounal of Economic Entomology, v.110, n.4, p. 1877-1885, 2017).



17

Abstract

The performance and preference of Mahanarva spectabilis (Distant) for feeding on different
forage species were evaluated. The survival and duration of the nymphal period, longevity
and fertility of adults, and food preferences (free choice) of adults of M. spectabilis were
evaluated in a greenhouse trial, and food preferences of adults were also evaluated in
laboratory tests without a choice of host plant. In the field, the numbers of plants with spittle
masses were evaluated by forage sampling. Lower levels of nymph survival were observed in
the greenhouse on Molasses grass, Jaragua, Tanzania, and Makueni. The duration of the
nymphal period did not differ significantly on different forage species; however, the longevity
and fertility of adults were significantly lower on Cynodon and Brachiaria decumbens Stapf.
In the free-choice preference test, adult insects were attracted most strongly to B. decumbens
and Jaragua, with intermediate attraction to Brachiaria brizantha (Hochst ex A. Rich) Stapf
and Pioneiro. In the test without host choice, insects exhibited lower excretion rates on
Tanzénia, Cynodon, Jaragua, B. brizantha, and Molasses grass, and those fed on Cynodon,
Jaragua, Molasses grass, and Makueni also exhibited reduced body mass. In the field,
Pioneiro had the highest number of spittle masses, followed by Roxo de Botucatu. Thus,
Molasses grass, Tanzania, Makueni, and Jaragué plants are less suitable food sources for M.
spectabilis nymphs and adults. Additionally, although Jaragua was less favorable to nymphs,
it attracted food-seeking adults; hence, these plants have potential for use in control of M.

spectabilis.

Key words: spittlebug, plant resistance, biology, feeding behavior

Introduction

Plant quality is extremely important in regulating herbivorous insect populations, as it
influences the survival, growth, and fecundity of the insects (Awmack and Leather 2002).
Insects frequently respond to the characteristics of host plants (Bernays and Chapman 1994,
Schoonhoven et al. 2005) and may select those that will provide them with the best
performance (Slansky 1993, Ishihara and Ohgushi 2006).

The characteristics of plants that affect the performance and preference of herbivorous
insects can be determined by their concentrations of nutrients or secondary metabolites
(Tremmel and Muller 2013) or by mechanical barriers on the plant, such as trichomes, which
vary in distribution and density (Kennedy 2003). These effects may be positive, where plants

present stimuli that help the insects to locate them, initiate and maintain feeding, and ensure
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the development of the insects and their progeny through their nutritional characteristics
(Fernandes et al. 2001). In contrast, the effects of the plant on an herbivorous insect can be
negative when they invest in characteristics that make them resistant to insect attack (Karban
and Myers 1989).

The cultivation of plants expressing some form of resistance to arthropod pests has
been practiced for many centuries (Smith 2005) and can be considered as an alternative
method to the use of insecticides in the control of agricultural pests. The cultivation of such
plants can reduce the population of the insect pest without interfering with the environment;
has a cumulative, persistent, and nonpolluting effect; does not add to production costs; and
does not require farmers to have specific knowledge (Souza et al. 2012). This type of control,
mainly involving the selection of forages that have antibiosis to nymphs (Valério et al. 1997,
Auad et al. 2007, Cardona et al. 2010, Souza Sobrinho et al. 2010) or adults (Lofez et al.
2009, Cardona et al. 2010, Aguirre et al. 2012), is quite promising for the control of
spittlebugs.

Spittlebugs are commonly distributed from the southern United States to northern
Argentina (Valério et al. 2001). The occurrence of these insects is greater in the rainy season,
and spittlebug eggs have developed a form of resistance, which allows them to survive during
the dry season. Nymphs and adults feed mainly on the xylem of host plants; however, adults
cause more severe damage because they inject toxins during feeding that interfere with
photosynthetic activity (Byers and Wells 1966). The toxins can induce growth reduction and
decreased dry matter production, leading to decreased forage grass quality. Spittlebugs
therefore constitute key pests of forage crops and represent a significant problem for cattle
farmers through-out tropical America (Valério and Nakano 1988). The damage caused by
these insects varies for each species of grass, and economic losses can be alarming, depending
on the region of occurrence, climatic conditions, and management approach (Bernardo et al.
2003). Estimates of the losses caused by these insects range from US$840 million to US$2.1
billion per year worldwide (Thompson 2004). Among the species that occur in Brazil,
Mahanarva spectabilis (Distant) (Hemiptera: Cercopidae) is a pest that limits the production
of forage grasses (Auad et al. 2007), by severely attacking plants, thereby threatening meat
and milk production.

According to Valério (2009), the best method to control spittlebugs would be the
diversification of pastures and use of resistant grasses; however, little progress has been made
in this regard. The first step toward this approach is to understand the preferences of

herbivorous insects for host plant species and how the insect’s performance on these plants
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could influence the distribution and abundance of the herbivore. Because the biological
performance of herbivorous insects can be affected by mechanisms of antibiosis resistance,
and their preference for the mechanism of antixenosis, better knowledge of these mechanisms
in different forage plants can aid in the choice of species that can be diversified, leading to
marked reductions in pest populations.

Based on the hypothesis that the biological performance and feeding preferences of M.
spectabilis are influenced by the forage species offered, this study aimed to study the
biological performance of M. spectabilis nymphs and adults and the food preferences of
adults, to gain a better understanding of the effects that different forage species have on
populations of this insect.

Materials and Methods
Acquisition and Maintenance of Insects and Plants

Adult M. spectabilis insects were collected from natural populations on Pennisetum
purpureum Schum ‘BRS Kurumi’ plants in an experimental field of Embrapa Dairy Cattle in
Coronel Pacheco, MG, Brazil. These adults were kept in the laboratory in acrylic rearing
cages (30 by 30 by 60 cm) at a temperature of 25 £ 2 °C, containing elephant grass plant
(Pennisetum purpureum Schum ‘Napier’) for feeding. The base of each cage was wrapped
with gauze moistened with distilled water, which served as a substrate for oviposition. Gauzes
were placed on a set of sieves and submitted to running water, leaving the eggs retained in the
thinnest (400-mesh opening). Subsequently, eggs were placed in petri dishes (diameter, 9 cm)
lined with filter paper and kept in an air-conditioned chamber at 25 + 2 °C with 70% +10%
relative humidity (RH) and a photoperiod of 12:12 (L:D) h. The filter paper was humidified
daily, and the embryonic development of the eggs observed.

The following species of forage grasses were studied for their effects on food
preference and biological performance of the insects: Pennisetum purpureum Schum ‘Roxo
de Botucatu’ and ‘Pioneiro’;Panicum maximum Jacq. ‘Makueni’ and ‘Tanzénia’;
Hyparrhenia rufa (Nees) Stapf; Melinis minutiflora Beauv.; Cynodon dactylon (L.) Pers.;
Brachiaria brizantha (Hochst ex A. Rich) Stapf; and Brachiaria decumbens Stapf. The H.
rufa plant is commonly known as Jaraguéa grass, and M. minutiflora as Molasses grass.

Elephant grass plants (P. purpureum) were propagated in pots containing soil using
10-cm (single node) cuttings. Makueni plants were grown from seeds from Embrapa Beef
Cattle, located in the city of Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil; seeds were sown in

1-liter pots containing commercial pine bark substrate (Plantmax, Paulinia, S8o Paulo,



20

Brazil). At 30 d after the seeds were planted, seedlings were transplanted to pots like those
containing the other seedlings.

Plants of the other forage species were obtained as seedlings from the experimental
field of Embrapa Dairy Cattle, Coronel Pacheco, MG. Two plants of each species were
transplanted into 1-liter capacity plastic pots containing soil with a clay texture (59% clay, 5%
sediment, and 36% sand), which was collected in the experimental field of the Embrapa Dairy
Cattle in Coronel Pacheco. All plants were maintained in a greenhouse and irrigated daily

until their use in the experiments (60 d).

Bioassays
Biological Performance of M. spectabilis in the Greenhouse and Numbers of Plants
with Spittle Masses in the Field

Evaluation of biological performance was conducted in a greenhouse at Embrapa
Dairy Cattle. The mean temperature was 22 °C (minimum = 11.9 °C, maximum = 35.9 °C)
and the mean RH 85% (minimum = 42.6%, maximum = 98.7%).

To evaluate the duration and survival of the M. spectabilis nymphal phase, 30 eggs in
the last stage of development (S4) were placed at the base of the forage plants Roxo de
Botucatu, Pioneiro, Makueni, Tanzania, Cynodon, B. brizantha, B. decumbens, Jaragud, and
Molasses grass inside vases. The vases were then wrapped in a cage of voile cloth up to the
height of the plant stem, to contain the nymphs within the vase. After 30 d, adult emergence
was verified daily, and the duration and survival of the M. spectabilis nymphal stage
determined. A randomized block design with five replications per forage was used. Thirty
eggs were placed on each plant, with biological monitoring performed on 1,350 specimens of
the insect pest in the nymphal phase.

To evaluate the fertility and longevity of M. spectabilis adults, newly emerged adults
were separated into couples in voile cloth cages containing forage of the same species on
which the nymphs developed. When there were insufficient couples, individuals were kept
alone on these plants. The base of the offshoot on which the couple was placed was
surrounded by gauze moistened with distilled water, serving as a substrate for oviposition.
The number of eggs placed per female was evaluated, and the number of dead adults in the
cages recorded daily to obtain the average longevity.

For the biological parameters of the adult phase, the design was completely
randomized, with the number of repetitions varying according to the number of adults that

emerged on each forage plant.
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To investigate M. spectabilis nymph survival or no-preference for feeding on the
different forage species in the field and determine the number of plants with spittle masses,
samples were taken from the experimental field of the Embrapa Dairy Cattle in Coronel
Pacheco, MG, at 21° 33°22" S latitude and 43" 06°15 W longitude, at a height above sea level
of 414 m, from November 2015 to April 2016. The mean temperature was 25.2° C (maximum
= 35.3° C, minimum = 16.9° C), and the RH 80.9% (maximum = 100%, minimum = 34%)).
Eight of the plants used in the other experiments were sampled (Roxo de Botucatu, Pioneiro,
Tanzania, Cynodon, B. brizantha, B. decumbens, Jaragud, and Molasses grass). The area of
the experiment was composed of plots of different cultivated forages where M. spectabilis
infestation occurs naturally. Twenty plants of each forage species were evaluated. Each forage
occupied a plot of 50 m? (5 by 10 m), with plots separated from each other by 1 m. To ensure
standardized size of the forages, which already were established in the field, each shoot was
cut 20 cm above ground level, 45 d before the start of the experiment.

Sampling was performed at 15 d intervals, without the removal of nymphs from the
field, by counting the number of plants with spittle masses, normally located on the basal part
of the plants, containing M. spectabilis nymphs. The experimental design was blocks
subdivided according to time. In each block, 20 plants of each for-age species were randomly
evaluated, totaling 160 plants per sample. During the experimental period, 12 samplings were
conducted.

Preference Tests
Free Choice of Forage

The test to evaluate food preference, where M. spectabilis insects were provided with
a choice of forage, was conducted under greenhouse conditions (mean temperature—30.2 °C;
RH—79.7%).

The experimental design consisted of randomized blocks, and 10 replicates were
performed. Each block consisted of a roofed house (6.40 m in width by 22 m in length by
3.50 m in height), where a plant from each of the nine forage crops was placed, with a total of
nine plants per greenhouse. Plants were arranged equidistantly (70 cm apart), within a radius
of 1.2 m. In the center of each greenhouse, 40 M. spectabilis males and 20 females captured
from the field were released after 2 h without feeding.

After 0.5, 1, 5, 10, 24, and 48 h following insect release, the number of insects feeding
on each plant was counted. The plants and insects were changed for each replicate

experiment.
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Without Choice of Forage

The food preference test without choice was performed using the adult excretion test
at the Embrapa Dairy Cattle Entomology laboratory. Higher excretion suggests that the plant
consumed does not contain compounds that limit the feeding of the insect.

To obtain the liquid excreted by the spittlebugs, polystyrene cages (50 ml) were used,;
cages were closed with Royal Pack film, which was attached to the plants by a wooden stem
(30 cm). A leaf of one of the nine forage plants was placed in a small opening, between the
cage and the film for spittlebug feeding (methodology adapted from Lima 2010).

A spittlebug was placed in each cage and allowed to feed for 24 h. During this period,
the plants with the cages were kept in an airconditioned room at 25 + 2° C and at humidity of
80 + 10%. Before being placed into cages, spittlebugs were weighed on a precision scale, and
after the 24-h feeding period, they were weighed again to determine loss or gain of body mass
during this period. The volume of excreted liquid was determined using an automatic pipette.

The experimental design was completely randomized with 30 replicates for each

forage, and an equal number of male and female insects were used.

Statistical Analysis
Data from the biological performance and preference experiments were subjected to
analysis of variance (ANOVA), and the means compared using the Scott Knott test, with a

5% probability threshold, using Sisvar 5.1 software (Lavras, Minas Gerais, Brasil).

Results
Biological Performance of M. spectabilis in the Greenhouse and Number of Plants With
Spittle Masses in the Field

M. spectabilis nymph survival varied according to the different forages offered as food
(Fs32 = 38.47; P < 0.0001), with a higher survival of those fed on Roxo de Botucatu and
Pioneiro and lower in those fed on Makueni, Tanzania, Jaragua, and Molasses grass. The
survival of the insect pest when fed on B. brizantha, B. decumbens and Cynodon did not
differ among these species (Fig. 1). The low survival rate of M. spectabilis nymphs on the
Makueni, Tanzania, Jaragua, and Molasses grass generated insufficient numbers of insects to
allow evaluation of the duration of the nymphal phase (Fig. 2) or the biological parameters of
the adult phase (Figs. 3 and 4).



23

The mean duration of the nymphal period of M. spectabilis varied from 46 d to 53 d
and did not differ according to the forage used (F415 = 3.39, P = 0,365; Fig. 2). However,
adult longevity was significantly higher on the B. brizantha and Pioneiro grasses, relative to
Roxo de Botucatu grass (Fss63 = 39.63; P < 0.0001), whereas the longevity of adults fed on
Cynodon and B. decumbens was lower still (Fig. 3).

The number of eggs produced by M. spectabilis females varied according to the food
offered (Fs232 = 20.32; P < 0.0001) and was significantly higher when the insects fed on
Pioneiro, B. brizantha, and Roxo de Botucatu forages, compared with Cynodon and B.
decumbens, on which the number of eggs was reduced by an average of 82% (Fig. 4).

Differences in the number of plants with M. spectabilis spittle masses were observed
among the different forages in the field (F7133 = 44.73; P < 0.0001), and the number was
higher on Pioneiro cultivar compared with the other forages. An intermediate mean value was
calculated for the Roxo de Botucatu cultivar (Fig. 5), while the number of plants with spittle
masses was very low on B. brizantha and B. decumbens and absent on Molasses grass,

Jaragua, Tanzania, and Cynodon.

Preference Test
Free Choice
In a comparison of the preference of M. spectabilis adults for different plants, B.
decumbens and Jaragua forages were identified as the most attractive, up to 24 h after release
of M. spectabilis adults, compared with the other forages offered. Exceptions noted were B.
brizantha 30 min after insect release and Pioneiro at 5 and 10 h after release, where there was
no significant difference in attractiveness compared with B. decumbens and Jaragua (Table 1).
An intermediate level of attraction of M. spectabilis to the B. brizantha, Cynodon, and
Pioneiro grasses was observed 1 h after release of the insects. The attraction of M. spectabilis
to the forage Molasses grass, Roxo de Botucatu, Makueni, and Tanzania was comparable at
all time points evaluated, and was less than that of other forages (Table 1).
After 48 h of insect contact with the forage plants, no significant variation was observed in

the choice of the different forages offered by the insect pest (Table 1).

Without Choice

A significant difference was observed in the volume of liquid excreted by spittlebugs
fed on different plants (Fg2s3 = 4.34, P = 0.0001), with higher excretion production occurring
while feeding on the B. decumbens, Makueni, Roxo de Botucatu, and Pioneiro grasses than on
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the other five plants. The mean amounts of liquid excreted varied from 2.3 puL on the
Molasses grass to 748.1 uL on the Pioneiro grass (Fig. 6).

Mahanarva spectabilis adults fed on Pioneiro, Roxo de Botucatu, Tanzania, and B.
decumbens grasses exhibited significant body mass gains, whereas loss of body mass was
observed among those feeding on Molasses grass, Makueni, Jaragud, and Cynodon (Fg 253 =
2.11, P = 0.0358). Although feeding on B. brizantha also led to a small mean body mass gain,
this was significantly lower than that promoted by the other plants (Fig. 7).

Discussion

Plants confront herbivores directly, which can affect their preferences or biological
performance, primarily in relation to survival and reproductive success (Gotyal et al. 2015). In
this study, we investigated the biological performance of M. spectabilis nymphs and adults,
and the food preferences of adults, in tests with and without a choice of different forage
species offered.

Spittlebug nymph survival is related to the resistance level of offered forage.
According to Cardona et al. (1999), <30% survival of spittlebug nymphs indicates a resistant
forage, values >50% susceptible forage, and those between 30% and 50% are associated with
forages with intermediate resistance. According to these parameters, the survival rates in this
study of M. spectabilis fed on Tanzénia, Molasses grass, Makueni, and Jaragua demonstrate
that these plants are resistant to this pest species, while the other tested plants are susceptible.
There is strong evidence that, in this case, the observed resistance manifested as antibiosis
because, according to Cardona et al. (2004), the first manifestation of this resistance
mechanism is to diminish insect survival. Cosenza et al. (1989) also verified high mortality of
the nymph of the spittlebug Deois flavopicta Stal on Makueni, Jaragua, and Molasses grass.

The high survival of M. spectabilis nymphs on the cultivar Roxo de Botucatu was also
reported by Auad et al. (2007), and our results confirm the susceptibility of this cultivar.
These authors reported inferior survival of the Pioneiro cultivar, relative to the findings of the
present study. Susceptibility of B. decumbens to other spittlebug species has also been
reported (Cosenza et al. 1989, Valério et al. 1997); however, this is the first study to
demonstrate the susceptibility of B. brizantha to M. spectabilis nymphs.

The B. brizantha plant has been considered resistant to spittlebugs for several years,
and a number of studies have demonstrated some degree of resistance of this forage to
nymphs or adults of other spittlebug species (Lapointe et al. 1992; Cardona et al. 2004, 2010;
Grisoto et al. 2014), and even to M. spectabilis nymphs (Souza Sobrinho et al. 2010,Ferreira
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et al. 2013). In recent years, however, increased attacks of the Mahanarva spittlebug species
have been noticed on pastures cultivated with this forage species (Valério 2009). For example,
Almeida et al. (2005) found that the death of B. brizantha in the central-western region of
Brazil was associated with the presence of nymphs and adults of spittlebugs of the
Mahanarva genus. According to Valério (2009), one hypothesis is that high levels of insects
of the Mahanarva genus on B. brizantha in some regions of Brazil is due to the greater
antibiotic action of this forage on the other spittlebug species present in this country (for
example, Deois spp. and Notozulia spp.), which may reduce interspecific competition in favor
of Mahanarva spp. This may explain the susceptibility of B. brizantha to M. spectabilis
identified in the current investigation.

The duration of the development of phytophagous insects is an important factor which
helps to evaluate host plant quality, with longer development times suggesting poor
nutritional quality. In this study, the duration of the M. spectabilis nymphal period was the
same among those plants on which it exhibited higher survival, demonstrating that the insect
developed normally on the evaluated cultivars, enabling the production of the same number of
generations. However, on the Pioneiro, Roxo de Botucatu, and B. brizantha plants, fecundity
was relatively high, indicating that, although the number of generations may be equal, these
plants favor an increase in the number of eggs, which can increase the number of individuals
per generation, causing greater levels of damage to these crops.

Another parameter used to indicate the suitability of a host plant is fecundity (Van
Lenteren and Noldus 1990). According to Zalucki et al. 2001, insects surviving on poor
quality hosts tend to have reduced fecundity, among other features. The present work suggests
that B. decumbens and Cynodon are inferior quality substrates for M. spectabilis, compared
with the other plants tested, resulting in lower reproductive performance of the spittlebug on
these plants. In addition to fecundity, the observed reduced longevity of spittlebugs raised on
these plants reinforces their lower nutritional adequacy relative to the other species. Although
these parameters may decrease the pest population, other biological factors should be
considered before these plants are designated as resistant to M. spectabilis adults.

In some insects, higher fecundity is associated with increased adult longevity. An
example of this, reported by Azambuja et al. (2013), is the bug Euschistus heros (F.)
(Hemiptera: Pentatomidae) when it is offered a diet of good nutritional quality. In the present
work, this relationship was not evident because, although the insects raised on the Roxo de
Botucatu cultivar presented reduced longevity relative to those fed on Pioneiro and B.

brizantha, this was not associated with altered fecundity on these plants. Therefore, the
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difference in fecundity is believed to be attributable only to the different plant species, as
determined by Dinardo-Miranda et al. (2016) for Mahanarva fimbriolata Stal.

Data from the field experiment correlated with those from the greenhouse performance
experiment, as forage species associated with low M. spectabilis nymph survival in the
greenhouse, were also those on which no spittle masses were found during the sampling
period. Similarly, on the cultivars Pioneiro and Roxo de Botucatu, where nymph survival,
longevity, and adult fecundity were high in the greenhouse, high spittle mass densities were
observed on field plants. These factors greatly increase the chances of damage being caused
by the spittlebugs, and the observed correlation demonstrates that data derived from
greenhouse experiments can be extended to predict which plant species will be affected by
spittlebug incidence in the field. Similar results were reported by Garcia (2006), who
observed greater longevity and fecundity coinciding with the occurrence of M. fimbriolata in
the field. Correlations between laboratory or greenhouse experiments and those undertaken in
the field have also been reported for other insect species (Sidhu et al. 2013, Dong et al. 2013,
Nagasawa and Matsuda 2015).

Herbivorous insects are able to respond to various host plant stimuli by selecting them
for feeding purposes (Panda and Khush 1995). The absence of favorable stimuli or the
presence of unfavorable stimuli in the plants is related to antixenosis expression (Souza et al.
2012). In this study of M. spectabilis biology, the majority of plants on which the insects
showed lower survival (Molasses grass, Tanzania, and Makueni) were among those not
preferred in the free-choice preference test. Thus, in addition to antibiosis, these plants could
also be resistant to M. spectabilis through the mechanism of antixenosis or nonpreference.
The nonpreference of another spittlebug species, D. flavopicta, for the Makueni and Molasses
grass in the free-choice test has previously been observed by Cosenza (1982).

Often insects select host plants according to their suitability for feeding and
oviposition (Bernays and Chapman 1994). The antixenosis resistance mechanism is important
because it can have a strong effect on the damage to the host plant and consequent production
losses, and is particularly effective in situations in which herbivorous individuals have the
opportunity to choose between different acceptable plants (Mody et al. 2015). The cause of
insect nonpreference of a plant depends on several factors, including the nutritive value of the
plant (Scheirs et al. 2003), morphological factors such as trichomes (Kennedy 2003), and the
presence and abundance of chem-ical defense compounds (Dicke and VVan Poecke 2002).

According to Cosenza (1982), the repellence of Molasses grass to D. flavopicta

nymphs is associated with chemical defense compounds in exudates from plant hairs. The
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same mechanism may be important in the preference of adult M. spectabilis insects observed
in this study. In addition, when phytophagous insects seek a host plant, olfaction can play an
important role, as herbivorous insects orient themselves in the environment through volatile
mixtures produced by plants (Bernays and Chapman 1994, Schoonhoven et al. 1998, Bruce
and Pickett 2011). Plant production of volatile organic compounds capable of repelling
herbivores has been identified in some studies. Khan et al. (2000) verified that volatiles were
produced by Molasses grass repel female Chilo partellus (Swinhoe) (Lepidoptera: Pyralidae);
therefore, this plant has been widely used in a push—pull strategy as a repellent plant. Hence,
there is evidence that some secondary compounds expressed in this, and possibly also in the
other plants, may have had an effect on spittlebugs, and this is worthy of more detailed
investigation.

The evidence of nonpreference for Molasses grass and Tanzania is reinforced by the
results demonstrating that the insects were less attracted to them in the free-choice test and
also exhibited lower excretion rates in the preference test without choice of host plant.Along
with the extremely low nymph survival on these plants, the data collected in this study
strongly suggest that they could be applied in the field to reduce the problems caused by
spittlebugs.

Mahanarva spectabilis only preferred Cynodon for feeding in the free-choice tests at
the first evaluation time. When the nonpreference later in the time course is compared with
the biological parameters, the nonattraction to Cynodon is not surprising. Although the
Cynodon was susceptible to nymphs, it did not favor attraction or feeding by the adults,
according to the low rate of excretion and body mass loss on this plant in the test without a
choice of host. This can be explained by different food preferences of spittlebug nymphs and
adults, which may have differing nutritional requirements (Cardona et al. 2010).

Although the cultivar Roxo de Botucatu exhibited favorable biological performance in
the greenhouse, high spittle mass density in the field, and a high excretion rate and M.
spectabilis weight gain in the feeding preference test without a choice of host, this plant was
among the nonpreferred hosts in the free-choice feeding test. In contrast, the Jaragua plant, on
which both nymph survival and adult excretion rate were low, and spittlebug body mass
reduced, was the most attractive for M. spectabilis, together with B. decumbens.

According to Schlick-Souza et al. (2011), a less attractive host in a free-choice test
would be expected to be proven susceptible in tests without a choice of host, as observed for
the Roxo de Botucatu grass in this work. Nevertheless, according to these authors, the

opposite, as occurred with Jaragua, is less common but can also occur. This discrepancy may
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be due to the volatilization of many compounds within the same environment, affecting the
attraction of the insects during their search for a host, leading to variations in the results
(Schlick-Souza et al. 2011).

Preference may also not coincide with performance, because native insects will feed
on nonnative plants. In this system, no coevolution was present, and the clues that measure
preference can be dissociated from those related to herbivore performance (Pearse 2011). In
extreme cases, the plants, being attractive, can act as a biological trap for the herbivores
despite being poor hosts. Thus, the Jaragua plant should be further investigated to determine
the mechanisms responsible for its observed attractiveness to M. spectabilis, as these
mechanisms may enable the implementation of a trap plant in the field, leading to possible
reductions in pest incidence.

Unlike Jaragua, B. decumbens, which was also highly attractive to M. spectabilis
adults, is susceptible to nymphs, and although it does not favor the longevity and fertility
parameters of adults, according to the excretion and body mass gain data, B. decumbens was
well consumed. The attractiveness in the case of B. decumbens cannot be explored, as in the
case of Jaragud, because even with lower performance, the insects can develop and cause
serious damage to these plants. In addition, this plant is highly susceptible to attack by other
spittlebugs species (Valério and Nakano 1988, Cosenza et al. 1989, Valério et al. 1997).

Xylem-feeding insects are able to detect small differences in amino acid composition
among host plant species (Brodbeck et al. 1990). As consensus exists that spittlebugs feed on
xylem, the attraction of B. decumbens and B. brizantha to M. spectabilis at some time points
may also be attributable for this variation in amino acids. Moreover, in the excretion test,
spittlebugs that fed on B. brizantha did not demonstrate high consumption levels; however,
they did achieve a slight body mass increase. Possibly, lower consumption occurs because of
the abundance of amino acids, which provides the quantity needed for the insects to develop.
The concentration of nutrients may also have led to the body mass gain of spittlebugs fed on
Tanzania, and the loss of mass for those that fed on Makueni grass, which, in contrast,
contributed to a high rate of excretion.

The attraction of the insects to B. brizantha and Pioneiro, and their associated
excellent performance in these plants, together with a high excretion rate in the case of
Pioneiro, indicates that these forage plants may result in increased M. spectabilis populations
in the field. However, the attraction to these plants occurred in the first few hours of

evaluation and did not persist. It is possible that the volatiles induced in the plant after
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herbivory interfere with its attractiveness to insects. Therefore, the mechanisms responsible
for this attraction should be further explored.

Although some variations occurred, this study provides evidence that a relationship
exists between biological performance and M. spectabilis preference. The Roxo de Botucatu
and Pioneiro cultivar led to high performance of nymphs and adults, in addition to a high
feeding rates and high spittle mass densities in the field. Therefore, the cultivation of these
plants should be limited in sites with a history of problems with M. spectabilis. The B.
brizantha plant also resulted in high performance and exhibited a degree of attractiveness in
the greenhouse; this is notable because, until now, this plant has been considered resistant to
spittlebugs. Thus, its use should be explored further, as the plant could have resistance
mechanisms against other species of spittlebugs, while favoring the incidence of M.
spectabilis. In contrast, Molasses grass, Tanzéania, and Makueni do not favor nymph survival
or the feeding of these insects. As such, these plants have the potential for use in management
strategies. One recommendation would be to diversify pastures, combining these plants with
susceptible species, thereby reducing pasture vulnerability. Pasture diversification, with the
use of resistant forage grasses, presents great potential and has become the preferred
alternative for the control of these insects (\Valério 2009).

In addition, the possibility of the Jaragua plant being used as a trap for M. spectabilis
is suggested from our data, as it can attract adults in the greenhouse but does not favor the
survival of nymphs in either this environment or the field.

Future studies may address the causes of the observed attraction of M. spectabilis to
Jaragud, Pioneiro, B. brizantha, and B. decumbens, and the reasons for its nonpreference for
the other plants investigated, particularly the Molasses grass, Tanzania, and Makueni. A
consideration of these mechanisms could contribute to new control strategies, such as pasture
diversification and the push- pull strategy, using a combination of plant stimuli to manipulate

the distribution and abundance of M. spectabilis.
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Table

Table 1. Number of M. spectabilis adults present on forage 0.5, 1, 5, 10, 24, and 48 h after
being released in the greenhouse

Horary (h)
0,5 1 5 10 24 48

Forages (P=0,0000) (P=0,0000)  P=0,0002 P=0,0001 P=0,0049 P=0,6436
B.decumbens 29,93+ 7,34a 30,50+6,83a 16,97+5,31la 26,78+8,22a 21,98+6,38a 16,50+10,27a

Jaragua 21,11+4,60a 22,75+4,11a 23,9845,10a 23,28+8,09a 21,30+7,35a 17,00+10,55a
B.brizantha 15,95+4,25a 11,63+3,10b 13,60+5,86b 10,0+5,53b 14,28+10,43b 10,00+6,67a

Pioneiro 11,784,900 14,57+4,95b 23,25+7,42a 19,41+5,18a 10,22+3,80b 12,00+6,63a

Cynodon 11,31+2,97b 11,35+2,66b 11,49+3,75b  8,67+4,37b 7,08+3,93b  10,00+6,68a

Tanzania 6,90+2,71b  6,85+2,56c 5,18+2,58b  4,36+2,87b 8,37+3,89b 12,00£9,98a

gc?t)fj?:;i 1,59+1,10b 1,58+1,58c 2,67+1,85b  1,67+1,67b 3,65%2,50b 2,50+2,50a

Makueni 0,71+0,71b  0,00£0,00c  2,92+1,97b  5,83+4,98h  2,00+2,00b 10,00+10,00a

Molasses

grass 0,71+0,71b 0,77+ 0,77c 0.00+£0.00b  0.00+0.00b 1,11+1,11b 0,00+0,00a

Values followed by the same letter in each column do not differ significantly (Scott Knott test; P<0.05).

Figures

Fig. 1. Survival of M. spectabilis nymphs (%) fed on different forages. Mean values labeled with the
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Fig. 2. Duration of the nymphal period (days) of M. spectabilis fed on different forages. Mean values
labeled with the same letter do not differ significantly (Scott Knott test; P < 0.05).
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Fig. 3. Longevity of M. spectabilis adults (days) fed on different forages. Mean values labeled with the
same letter do not differ significantly (Scott Knott test; P < 0.05).
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Fig. 4. Number of eggs of M. spectabilis fed on different forages. Mean values labeled with the same
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Fig. 5. Percentage of plants of the different forages with spittle masses pre-sent in the experimental
field of the Embrapa Dairy Cattle. Mean values labeled with the same letter do not differ significantly

(Scott Knott test; P < 0.05).
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Fig. 6. Amount of excretion (pL) of M. spectabilis fed on different forages.Mean values labeled with
the same letter do not differ significantly (Scott Knott test; P < 0.05).
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Fig. 7. Body mass (mg) of M. spectabilis fed on different forages for 24 h. Mean values
labeled with the same letter do not differ significantly (Scott Knott test; P < 0.05).
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Resumo

Vaérios insetos herbivoros utilizam pistas quimicas das plantas a fim de encontrar hospedeiros
adequados a sua alimentacdo. O papel do olfato na deteccdo de plantas hospedeiras de
Mahanarva spectabilis (Distant, 1909) (Hemiptera: Cercopidae), praga de pastagens, ainda é
desconhecido. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar as respostas olfativas de M.
spectabilis a diferentes plantas forrageiras. Foram conduzidos bioensaios em olfatdmetro “Y”
para avaliar o comportamento de respostas de adultos de M. spectabilis para as forrageiras
sem e com injuria da cigarrinha, bem como para seus extratos. Também foi observado a
influencia da pressdo barométrica nas ndo respostas das cigarrinhas. Foram utilizadas as
cultivares Roxo de Botucatu, Pioneiro, Makueni, Tanzéania, Tifton, Marandi e Basilisk, além
dos capins Jaragua e Gordura. M. spectabilis mostrou preferéncia pelos volateis das
cultivares Basilisk e Pioneiro sem injaria. Comportamento de repeléncia de M. spectabilis foi
observado para os volateis de plantas e extrato da cultivar Marandd com injuria de
coespecificos. A mistura volatil das forrageiras sem injuria difere da mistura volatil das
forrageiras com injaria de M. spectabilis, sendo que apds a injaria, as forrageiras
apresentaram maior diversidade de compostos, incluindo a liberagdo de mentona, eucaliptol e
canfora, sugeridos como sendo 0s compostos responsaveis pela perda da atratividade ou
repeléncia. A diminuicdo da pressdao barométrica influencia o numero de insetos ndo
respondedores. Esses resultados fornecem evidéncia de que M. spectabilis utilizam pistas
qguimicas das plantas na escolha de hospedeiros, o que pode contribuir na adocdo de

estratégias de manejo integrado da praga.

Palavras chave: Cigarrinha-das-pastagens, VVolateis de plantas, Comportamento. Repeléncia
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Abstract

Several herbivorous insects use the plants” chemical cues to find the suitable hosts for
feeding. The role of smell in detecting the host plants of Mahanarva spectabilis (Distant,
1909) (Hemiptera: Cercopidae) is still largely unknown. Current assay assesses olfactory
responses of M. spectabilis to different forager plants. Bioassays were performed in a Y-
olfactometer to evaluate the behavior of adult M. spectabilis’s responses for foragers and
extracts, with and without injury by M. spectabilis. The influence of the barometric pressure
on the non-responses of the spittlebugs was also observed. The cultivars Roxo de Botucatu,
Pioneiro, Makueni, Tanzania, Tifton, Marand( and Basilisk were used in the bioassays, as
well as the Jaragud and Molasses grasses. M. spectabilis preferred volatiles of Basilisk and
Pioneer cultivars, without injury. M. spectabilis’s repellent behavior was reported for plant
volatiles and for Marandu cultivar extract, with injury for co-specifics. Foragers™ volatile
mixture, without injury, differs from the volatile mixture of foragers with injury by M.
spectabilis. After injury, foragers had a greater diversity of compounds, which also included
the release of Menthone, Eucalyptol and Camphor, the probable compounds causing loss of
attractiveness or repellence. The decrease in barometric pressure influences the number of
non-responding insects. Results demonstrate that spittlebug M. spectabilis employs the
plants’chemical cues in its choice of hosts. This fact may contribute towards strategies of
integrated management against the pest.

Keywords: Spittlebug, Plant volatiles, Behavior, Repellency

Introducao

As cigarrinhas-das-pastagens (Hemiptera: Cercopidae) sdo pragas de gramineas
forrageiras na América Tropical, promovendo reducdo do crescimento, queda na producao e
na qualidade dessas plantas (Cosenza et al. 1982; Valério e Nakano 1988). Ao sugarem a
seiva das plantas, os adultos desses insetos, injetam toxinas que interferem na atividade
fotossintética da planta, causando amarelecimento, secagem das folhas e em alguns casos até
a morte das plantas (Cosenza et al. 1982; Byer e Wells 1966).

As perdas mundiais causadas pelas cigarrinhas sdo estimadas entre 840 milhdes a 2,1

bilhGes de ddlares por ano (Thompson 2004). No Brasil, Mahanarva spectabilis (Distant,
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1909) (Hemiptera: Cercopidae) é apontada como praga limitante na producdo de gramineas
forrageiras (Auad et al. 2007), causando severos ataques nestas plantas, ameacando assim a
cadeia produtiva de carne e leite, tendo em vista que maior parte do rebanho brasileiro é
criado a pasto (Ferraz e Felicio 2010; Dias Filho 2014).

O método de controle tradicional baseado em inseticidas quimicos sintéticos ndo é
recomendado para o controle de cigarrinhas-das-pastagens por ser inviavel tanto
ecologicamente, ja que demandaria o tratamento de extensas areas; quanto economicamente,
devido ao custo resultante do tratamento dessas areas (Valério 2009). Dessa forma, a
resisténcia de plantas é considerada como método alternativo ideal pela capacidade de
diminuir a populagéo de inseto praga sem interferir demasiadamente com o ecossistema e sem
causar 6nus adicionais aos custos de producédo (Souza et al 2012)

Recentemente, a fim de buscar forrageiras resistentes as cigarrinhas-das-pastagens, o
desempenho e comportamento de escolha para alimentagdo de M. spectabilis foi avaliado para
diferentes espécies forrageiras, e os autores evidenciaram categoria de resisténcia do tipo
antixenose em Melinis minutiflora Beauv. e Panicum maximum Jacq. Cvs. Makueni e
Tanzania, sugerindo que a ndo preferéncia para estas plantas e a atratividade para outras,
como Brachiaria decumbens Stapf, Jaragua, Roxo de Botucatu e Pioneiro, poderiam estar
relacionadas aos volateis emitidos pelas plantas (Silva et al. 2017).

As plantas liberam uma mistura de volateis especificos de cada espécie que
desempenham um papel crucial nas suas intera¢fes ecoldgicas com outros organismos
(Dudareva et al. 2004). Esses compostos sdo reconhecidos como componentes de um sistema
de defesa das plantas com a funcéo principal de protegé-las do ataque de herbivoros (Baldwin
2010). No entanto, eles também podem estar envolvidos na orientacdo de herbivoros a plantas
favoraveis a alimentacdo e oviposicdo (Visser 1986), bem como, desempenhar funcdo direta
na resisténcia das plantas, repelindo-os (Bernasconi et al. 1998; Aharoni et al. 2003; Whang
et al. 2008; Zhang et al. 2013; Calumpang et al. 2014). Dessa forma, os volateis das plantas
podem influenciar o comportamento de herbivoros, tendo um importante papel na escolha por
hospedeiros ou resisténcia por antixenose das plantas.

Nos ultimos anos, varios estudos tém abordado a comunicacao quimica existente entre
plantas e insetos herbivoros (Bruce et al. 2005; Bruce e Pickett 2011; Maharjan et al. 2016;
Silva et al. 2015; Silva et al. 2016). A compreensdo dessa comunicacgao € importante, pois as
substancias envolvidas, por mediarem interagdes, possuem inimeras possibilidades de uso no
manejo integrado de pragas (Moraes et al. 2003). Nesse sentido, 0 uso de semioquimicos

pode gerar o estabelecimento de medidas alternativas ou auxiliar dos métodos convencionais
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de controle e monitoramento populacional de pragas (Vilela e Pallini 2002; Bastos et al.
2008). Um exemplo de sucesso do uso de volateis de plantas no manejo de pragas é o sistema
“push-pull” (Cook et al. 2007). Este sistema consiste na manipulagdo do comportamento de
insetos-pragas, bem como de seus inimigos naturais, por meio da integracdo de estimulos que
mascaram ou protegem a cultura de interesse (“push”), enquanto outra fonte de estimulos os
atrai para uma cultura armadilha (“pull”) (Miller e Cowles 1990).

Entre as cigarrinhas-das-pastagens, ndo ha conhecimento sobre o papel olfativo dos
volateis das forrageiras no comportamento de escolha por plantas hospedeiras. A elucidagéo
da base olfativa do comportamento de selecdo da planta hospedeira poderia contribuir
significativamente para uma melhor compreensdo da recepcdo e percepcdo olfativa, com
posterior possibilidade de aplicacdo de volateis associados a plantas no manejo integrado
dessa cigarrinha. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar as respostas olfativas de M.
spectabilis a diferentes plantas forrageiras, identificar compostos quimicos emitidos por

forrageiras que interferem nessas respostas.

Material e métodos

Manutencéo de insetos e plantas

Adultos de M. spectabilis foram coletados semanalmente no campo experimental da
Embrapa Gado de Leite em Coronel Pacheco, MG, Brasil. Os adultos foram mantidos em
planta de capim elefante (Pennisetum purpureum Schum cv. Napier), em gaiolas de acrilico
(30x 30 x 60 cm) sob condi¢6es controladas (25+ 2 °C, 70-80% umidade relativa).

As forrageiras Pennisetum purpureum Schum cvs. Roxo de Botucatu e Pioneiro; P.
maximum cvs. Makueni e Tanzania; Hyparrhenia rufa (Nees) Stapf (Jaragua); M. minutiflora
(Capim gordura); Cynodon dactylon (L.) Pers cv. Tifton; Brachiaria brizantha (Hochst ex A.
Rich Stapf) cv. Marandu e B. decumbens cv. Basilisk, foram utilizadas nos experimentos.
Mudas dessas plantas, obtidas em casa de vegetacdo, foram individualmente plantadas em
copos de plastico de 300 mL contendo solo com textura argilosa (59% de argila, 5% de silte e
36% de areia), advindas do campo experimental da Embrapa Gado de Leite, em Coronel
Pacheco, MG, Brasil.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo na Embrapa Gado de Leite, em Juiz
de Fora, MG, Brasil. Utilizaram-se plantas com 30-35 dias para o0s bioensaios em olfatometria

e coleta de volateis. Para tanto, realizaram-se plantios continuos em intervalos regulares.
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Bioensaios com as forrageiras

Os bioensaios de olfatometria foram realizados no laboratério de Entomologia da
Embrapa Gado de Leite, usando um olfatométro de vidro do tipo “Y” (3,5 cm de diametro,
braco principal de 30 cm, bracos laterais de 23 cm cada e angulo de 120° entre os bracos), o
qual operou com um fluxo de ar continuo de 1,0 L/min. O ar bombeado foi umidificado com
agua destilada, filtrado com carvéo ativado e calibrado através de um medidor de fluxo. Cada
braco do olfatémetro foi ligado através de tubos de silicone a duas cdmaras de vidro (42 cm
de altura x 16 cm de largura), uma servindo como controle (ar limpo) e a outra contendo 0s
materiais vegetais.

Em preparacdo para os bioensaios em olfatometria, os copos de plastico contendo as

plantas foram envoltos em folha de aluminio, da base do copo até o caule das plantas,
minimizando assim possiveis efeitos de volateis emitidos pelo solo em que as plantas foram
cultivadas. As respostas olfativas de M. spectabilis foram comparadas para as seguintes
combinag0es de odores:
(1) Pioneiro sem injaria vs. ar limpo; (2) Roxo de Botucatu sem injdria vs. ar limpo; (3)
Basilisk sem injaria vs. ar limpo; (4) Marand( sem injaria vs. ar limpo; (5) Capim gordura
sem injuria vs. ar limpo; (6) Jaragua sem injaria vs. ar limpo; (7) Tanzania sem injuria vs. ar
limpo; (8) Makueni sem injuria vs. ar limpo e (9) Tifton sem injdria vs. ar limpo.

As respostas olfativas dos insetos as espécies forrageira injuriadas por adultos de M.
spectabilis vs ar limpo também foram avaliadas. Para essas combinagdes, as plantas foram
submetidas a injaria de quatro casais de M. spectabilis, por um periodo de 24 horas, €
mantidas em gaiolas feitas de tela de “nylon” (35 cm de largura e 60 cm de comprimento).
Trinta minutos antes dos bioensaios, os insetos foram retirados das plantas para evitar que os
semioquimicos emitidos pelos insetos interferissem nas respostas dos herbivoros.

Antes dos bioensaios em olfatometria, os insetos adultos foram retirados da gaiola de
criacdo (descrita no tdépico anterior) e mantidos em gaiolas de “voil” por uma hora sem se
alimentarem. Os insetos foram testados individualmente, introduzindo-os na base do
olfatdmetro. Considerou-se como resposta, 0s insetos que caminhavam contra a corrente de ar
alcangando o fim de um dos bragos do “Y”, dentro de um periodo de 10 minutos. Individuos
qgue ndo responderam durante esse intervalo de tempo foram considerados como nao

respondedores, e portanto, ndo foram incluidos nas analises.
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Foram avaliadas respostas de no minimo 40 insetos para cada forrageira, sendo que
cada individuo foi testado apenas uma vez para evitar pseudorepeticdo. A cada 10 insetos
testados, as plantas foram trocadas por novas plantas do mesmo tratamento a fim de
reproduzir a fonte de odor.

A cada cinco insetos testados, o olfatdmetro foi lavado com alcool etilico 96° GL e
mantidos em uma estufa a 100°C durante 10 minutos e o olfatometro foi rotacionado a 180°
para evitar tendéncia posicional. A cada 10 insetos testados o olfatometro foi lavado com
detergente, agua destilada e alcool e colocado na estufa a 100° C, durante 20 minutos.

Todos os testes foram realizados entre 10:00 e 16:00, no periodo de ocorréncia dos
insetos (entre outubro e abril), entre os anos 2015 e 2016. A temperatura média durante o
periodo de teste foi de 26 £ 2° C e umidade relativa de 60 + 10%.

Coleta de volateis

A coleta de volateis das forrageiras foi realizada por meio de técnica de aeracao. Para
a coleta de extratos, foram selecionadas as plantas que modificaram a resposta de M.
spectabilis em olfatbmetro (Basilisk, Pioneiro e Marandu). Além destas plantas, também
foram coletados extratos de Capim Gordura e Roxo de Botucatu, pois estudos prévios
mostraram a ndo preferéncia em campo e casa de vegetacdo para Capim Gordura e a
preferéncia em campo para Roxo de Botucatu (Silva et al 2017). Para observar possiveis
mudancas na constitui¢do de volateis, foram coletados volateis das plantas com e sem injdria
de M. spectabilis.

Os copos (300 mL) com as plantas, foram envoltos em papel aluminio, como descrito
anteriormente, e foram introduzidos individualmente em uma camara de vidro (42 cm de
altura x 16 cm de diametro), adaptada para aeracdo onde um fluxo de ar continuo de 1,0 L/m,
umidificado e filtrado com carvéo ativado e calibrado através de um fluxdémetro, atravessou a
camara carregando os volateis liberados pela planta. Os volateis ficaram retidos em uma
coluna de vidro (11 cm de comprimento X 1 cm de diametro) contendo 0,5 gramas de
polimero adsorvente (Haye Sep® D 80/ 100 Supelco, Belfonte, PA) como descrito por Zarbin
(2001).

As plantas tiveram seus volateis coletados por 24 horas em dias consecutivos (entre
maio e dezembro de 2016), sendo que cada tratamento foi replicado 10 vezes. Os compostos
foram dessorvidos a partir de 4 mL de n-hexano destilado (J.T Backer® 95% hexane,

Sovereign, Tabodo da Serra, SP, Brasil) em frascos de vidro de borossilicato. As amostras
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foram pré-concentradas sob um fluxo de nitrogénio (com pureza de 99,99%) até
aproximadamente 100 uL e colocadas no freezer (-25°) para posterior uso nos bioensaios.

Bioensaios com os extratos das plantas

Para testar a resposta olfativa de M. spectabilis aos extratos volateis das plantas, foi
utilizado um olfatdmetro em “Y”, como descrito no topico “Bioensaios com as forrageiras”.
Extratos das plantas foram testados contra n-hexano, que serviu como controle. Observou-se a
resposta de M. spectabilis para as seguintes combinacdes de odores: (1) Extrato de Pioneiro
sem injdria vs. n-hexano; (2) Extrato de Roxo de Botucatu sem injuria vs. n-hexano; (3)
Extrato de Basilisk sem injuria vs. n- hexano; (4) Extrato de Marandu sem injdria vs. n-
hexano; (5) Extrato de Capim gordura sem injdria vs. n-hexano; (6) Extrato de Pioneiro com
injuria vs. n-hexano; (7) Extrato de Roxo de Botucatu com injdria vs. n-hexano; (8) Extrato de
Basilisk com injuria vs. n-hexano; (9) Extrato de Marandd com injuria vs. n-hexano e (10)
Extrato de Capim gordura com injdria vs. n-hexano.

Para avaliar o efeito dos extratos volateis, um pedaco de papel filtro (3 cm x 2 cm) foi
impregnado com 10 pL dos extratos coletados das forrageiras ou n-hexano e depois colocado
na extremidade distal de cada brago do olfatdbmetro. As fontes de odor (extrato das plantas ou
n-hexano) foram substituidas a cada inseto testado.

Para cada tratamento foram avaliadas respostas de no minimo 35 insetos, cada um,
uma unica vez. Os procedimentos de limpeza do olfatdmetro seguiram 0s mesmos descritos

para o bioensaio com as plantas. Os bioensaios foram realizados entre janeiro e abril de 2017.

Efeito da pressdo barométrica na ndo resposta de M. spectabilis em olfatdmetro

A influéncia da pressdo barométrica no comportamento de ndo resposta de M.
spectabilis para os volateis das plantas ou extratos das forrageiras foi avaliado. Para tanto, as
condicBes de pressdao barométrica por hora foram obtidas através do Instituto Nacional de
Metereologia local (estagcdo INMET).

Com base nos estudos de Marchand e McNeil (2000) e de Pellegrino et al (2013),
examinaram-se os efeitos da mudancga de pressdo barométrica, ocorridas no periodo de 12
horas antes do inicio dos bioensaios, a cada dia de teste. As ndo respostas foram
contabilizadas e separadas de acordo com as seguintes condi¢Ges de pressdo: (i) estavel

(presséo nédo oscilando mais que 1,9 mbar nas 12 horas anteriores aos bioensaios); (ii) elevada
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(pressdo foi estdvel nas primeiras 6 horas, mas aumentou pelo menos 2 mbar entre as
préximas 6 horas ); ou (iii) reduzida (pressao foi estavel nas primeiras 6 horas, mas diminuiu

por pelo menos 2 mbar entre as proximas 6 horas).
Anélise quimica dos extratos liberados pelas forrageiras

Os extratos contendo os compostos volateis liberados pelas forrageiras foram
analisados através de cromatografia gasosa acoplada a espectometria de massas (GC/MS)
realizada em um sistema Shimadzu CGMS-QP2010 Plus, equipado com um detector
quadrupolo usando uma coluna de baixa sangria RTX-5MS (Crossbond® 5% difenil / 95%
dimetil polisiloxano, 30 m x 0.25 mm x 0.25 um), utilizado hélio como gas de arraste (1,02
mL/min). A divisdo de fluxo foi ajustada para dar uma proporc¢do de 20:1. A temperatura do
forno foi programada de 60-250°C a 3°C/min.; EIMS: energia eletronica, 70 eV; temperatura
da fonte de fons a 180 °C.

Os compostos individuais foram identificados comparando seus indices de retencao
(R1) e espectros de massas com aqueles de compostos auténticos, presentes nas bibliotecas de
dados espectrais de massas (Adams 1995) e por um banco de dados de computador usando
Wiley 275, NIST 21, NIST 107 (NIST 1998).

Andlise estatistica

As escolhas feitas pelas cigarrinhas M. spectabilis foram analisadas usando o teste do
Chi quadrado, no programa estatistico R 3.0.1 (R Development Core Team, 2014). Insetos
qgue ndo fizeram escolha entre as fontes de odores sob pressdo estdvel, aumentada ou
diminuida foram comparados pelo teste U de Mann- Whitney, analisados no programa
estatistico Bio Estat 3.0 (Ayres et al. 2003).

Os dados quantitativos dos compostos organicos volateis (% relativa) extraidos das
cultivares Pioneiro, Basilisk e Marandu sem injuria e com injuria de M. spectabilis (Tabela 1)
foram processados via analise de componentes principais (PCA), empregando-se 0 pacote
PLS-Toolbox 3.0, que opera em ambiente Matlab 7.0.1. Nesta analise os dados foram
autoescalados, a fim de compensar as diferencas entre as concentragdes relativas de cada

composto e evitar um mascaramento dos compostos volateis minoritarios.
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Resultados

Bioensaios com as forrageiras

A cigarrinha-das-pastagens M. spectabilis foi atraida para odores das cultivares sem
injuria de Basilisk (y*> = 4,9; GL= 1; P=0,027) e Pioneiro (y*> = 4,9; GL=1; P=0,027). Porém,
os odores das forrageiras Jaragua, Tanzania, Makueni, Tifton, Capim gordura, Roxo de
Botucatu e Marandu sem injuria ndo foram significativamente atrativos para a cigarrinha-das-
pastagens (Figura 1).

Nenhuma das espécies forrageiras submetidas ao ataque do inseto-praga emitiu odores
gue proporcionasse atracdo significativa para M. spectabilis. Odores de repeléncia somente
foram constatados para as respostas de M. spectabilis aos odores de Maranda com injuaria (2=
6,4; GL=1; P=0,011), de modo que os insetos foram mais atraidos para o ar limpo que para
as plantas (Figura 2).

Bioensaios com os extratos das plantas

Para os extratos provenientes das forrageiras Basilisk, Pioneiro, Capim gordura, Roxo
de Botucatu e Marandl, a reposta de atracdo ou repeléncia do inseto-praga ndo foi
influenciada significativamente por seus odores (Figura 3) quando ndo injuriados pelos
insetos.

Constatou-se preferéncia pelo ar limpo quando contrastado com extrato de Marandu
com injuria de M. spectabilis (y>= 6,4, GL= 1; P= 0,011). Para as demais forrageiras, os

odores das plantas ndo proporcionaram atracao ou repeléncia ao inseto praga (Figura 4).

Efeito da pressao barométrica na ndo resposta de M. spectabilis em olfatdmetro

Um grande nimero de insetos ndo respondeu aos volateis das plantas e aos extratos
durante os bioensaios (Figuras 1, 2, 3 e 4). Essa ndo resposta foi afetada pela diminuicdo da
pressdo barométrica, cujo valor foi inversamente proporcional (U= 966.00, P= 0,0017) ao
numero de insetos ndo respondedores, quando comparado com aqueles mantidos em presséo
barométrica estavel. Por outro lado, a pressdo elevada ndo alterou o nimero de espécimes que

ndo responderam ao estimulo olfativo.
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Anélise quimica dos extratos liberados pelas forrageiras

A analise quimica das amostras indicou que a constituicdo de volateis foi diferente
entre as cultivares Pioneiro, Basilisk e Marandu sem injdria e com injuria de M. spectabilis
(Tabela 1), fato que é confirmado atraves da Analise de Componentes Principais (PCA) e a
distribuicdo dos “scores” (Figura 5). A separacdo das cultivares com injuria daquelas sem
injaria foi obtida pelo primeiro componente principal (PC1) que representa 58,93% da
variancia total dos dados. Embora o segundo componente (PC2) representa um adicional
importante de 20,72% da variacéo, totalizando cerca de 80% da variancia, a distribuicdo das
amostras entre PC1 vs. PC2 geraram indicios da possibilidade de discriminar também as
cultivares.

Analisando-se conjuntamente os graficos de “scores” e “loadings” do PC1 vs. PC2
(Figura 5), é possivel observar que a mistura volatil das forrageiras sem injdria foi
caracterizada pela emisséo de limoneno e B-pineno em maior concentracdo relativa; no
entanto, estes compostos também estdo presentes em plantas com injuria. Dessa forma, o foco
principal da diferenciacdo das cultivares sem injdria foi a auséncia dos compostos mentona,
canfora, eucaliptol, o-cimeno.

Os compostos mentona e eucaliptol estiveram presentes na cultivar Marandu com
injuria, na qual os insetos foram repelidos em testes de olfatometria, e em Basilisk e Pioneiro
que perderam a atratividade, comparado com aquelas sem injdria. As cultivares Marandu e
Basilisk emitiram ainda os compostos canfora e o-cimeno. No entanto, embora Marandl e
Basilisk com injaria possuiram qualitativamente a mesma constituicdo de volateis, a cultivar
Marandu emitiu quantidade maior de Céanfora quando comparado a Basilisk (Tabela 1), fato
gue também pode ser comprovado pelo posicionamento deste cultivar (lado positivo de PC1 e

PC2), cuja maior influéncia se deu pelo composto canfora (Figura 5).

Discussao

A selecdo da planta hospedeira é crucial para a sobrevivéncia de insetos herbivoros, e
esta decisdo é frequentemente baseada na adequabilidade da planta para alimentacdo (Bernays
e Chapman 1994). Essa selecdo pelo herbivoro € um processo que requer uma série de
eventos que vao desde a percepcdo do local da planta hospedeira até sua aceitagdo (Bruce et al
2005; Schoonhoven et al. 2005).
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E bem conhecido que muitos insetos utilizam compostos organicos volateis das
plantas como pistas olfativas para encontrar sua planta hospedeira (Bruce e Pickett 2011; Hare
2011; Furstenberg-Hagg et al. 2013), podendo assim, discriminar entre plantas hospedeiras e
ndo hospedeiras (Bruce e Pickett 2011). Neste estudo, investigou-se o papel dos volateis de
plantas forrageiras no comportamento de adultos de M. spectabilis.

Adultos de M. spectabilis responderam positivamente aos volateis de plantas sem
injaria das cultivares Pioneiro e Basilisk, confirmando a existéncia de preferéncia alimentar
de M. spectabilis por essas plantas, como sugerido por Silva et al. (2017). Os autores
constataram atragdo destes insetos para Basilisk em casa de vegetacdo e de Pioneiro em casa
de vegetacdo e em campo. A atracdo dos insetos para os volateis liberados por essas plantas
sugerem que eles utilizam informacgdes provenientes das plantas para localizar recursos
adequados, ja que estas também demonstraram ser suscetiveis a ninfas e adultos da cigarrinha
nos estudos de Silva et al. (2017). Os volateis liberados por plantas sem injdria de insetos séo
os chamados constitutivos, e ja foram demonstrados por atrair outros insetos, como por
exemplo, o pulgdo Aphis gossypii Glover (Hedge et al. 2011) e o bicudo-do-algodoeiro
Anthonomus grandis Boheman (Magalhdes et al. 2012) para algodao.

Embora as plantas tenham sido atrativas para 0s insetos, 0 mesmo ndo ocorreu quando
0s extratos coletados de Basilisk e Pioneiro sem injuria foram oferecidos como fonte de odor
aos insetos. O sistema olfativo dos insetos tem sensibilidade e especificidade extremamente
altas para determinadas volateis (Pickett et al. 1993; Hanson et al. 1999). Assim, é possivel
gue na concentracdo dos extratos, devido a metodologia usada, alguns compostos importantes
altamente volateis ndo tenham permanecido nos extratos, gerando essa discrepancia entre as
respostas dos insetos as plantas e aos seus extratos. Dessa forma, 0s compostos presentes nas
plantas atrativos aos insetos nao foram detectados, uma vez que a anélise quimica das plantas
ndo mostra componentes diferentes da cultivar Marandl, que ndo € atrativa aos insetos
estudados.

O entendimento do comportamento de insetos na localizacdo de hospedeiros pode ser
fundamental para sistemas de monitoramento e captura de pragas (Cai et al. 2015). O uso de
atrativos em armadilhas, por exemplo, melhora significativamente o desempenho desta,
aumentando a chance de detectar até infestacOes da praga em baixa densidade (Mahroof e
Philips 2008). Além disso, plantas atrativas também podem ser utilizadas como parte de
estratégia push-pull para o controle de pragas, em conjunto com plantas repelentes (Ukeh et

al. 2009). Dessa forma, a atratividade de M. spectabilis aos odores de Pioneiro e Basilisk
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precisa ser mais bem estudada a fim de identificar as raz6es pelas quais a atragdo ocorre, 0
que apresenta potencial de ser utilizado no manejo desta praga (Silva et al. 2017).

M. spectabilis ndo responderam aos volateis liberados por plantas e aos extratos de
Basilisk e Pioneiro com injuria de coespecificos. Isto demonstra que esses insetos podem
discriminar entre plantas infestadas e ndo infestadas. Quando herbivoros se alimentam de uma
planta, ha a liberacdo de compostos orgéanicos volateis a partir do local da injuria, como
resultado de danos provocados aos tecidos celulares (Dudareva et al. 2004). Estudos
demonstram que as alteraces bioquimicas e fisioldgicas que ocorrem nas plantas apos a
alimentacdo por insetos herbivoros, podem mudar a constituicdo dos volateis liberados
(Karban e Baldwin 1997; Turlings e Wackers 2004; Arimura et al. 2009; Kugimiya et al.
2010). A andlise de componentes principais (PCA) realizada neste estudo mostrou clara
diferenca entre os volateis liberados antes e ap6s a herbivoria (Tabela 1, Figura 5), sendo que
0s compostos mentona, eucaliptol, canfora e o-cimeno, emitidos apenas em plantas com
injuria, explicam essa diferenca.

A emissdo de novos compostos volateis pelas plantas ap6s a herbivoria é
frequentemente referida como volateis de plantas induzidos pela herbivoria (HIPVs) (Agrawal
1998; Hare 2011; Zhuang et al. 2012). Os HIPVs podem afetar os herbivoros indiretamente,
pela atracdo de inimigos naturais em interaces tritroficas (Takabayashi e Dicke 1996; Du et
al. 1998; Turlings e Ton 2006; Heil 2008) e diretamente devido a presenca de substancias
toxicas, repelentes ou deterrentes (Bernasconi et al. 1998; De Moraes et al. 2001).

Os compostos liberados apds a herbivoria neste estudo sdo monoterpenos, que
juntamente com outros terpenoides representam um dos maiores grupos de HIPVs (Maffei
2010; Holopainen e Bland 2013), e suas emissdes apés infestacdo de insetos ja foram
constatadas em outros estudos. Fernandes et al. (2010), por exemplo verificaram a emissao de
canfora em plantas de couve somente apds a herbivoria de Pieris brassicae L. Em outro
estudo, foi constatada a emissdo de eucaliptol ap6s a herbivoria de Diuraphis noxia
(Mordvilko) em raizes de Arabidopsis (Steeghs et al 2004).

Embora as cultivares Pioneiro e Basilisk com injuria ndo sejam atrativas a M.
spectabilis, a constituicdo de volateis dessas plantas se difere no sentido de Pioneiro ndo
apresentar 0s compostos o-cimeno e Canfora em sua constituicdo, como Basilisk. Dos
compostos liberados apds a herbivoria, os que se assemelharam entre as duas forrageiras
foram mentona e eucaliptol. Estudos mostram que esses compostos podem ter acdo inseticida
ou deterrente (lbrahim et al. 2001; Tripathi et al. 2001). Assim, supde-se que esses

compostos podem ter sido responsaveis por afetar o comportamento de selecdo hospedeira, e
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apresentam potencial de serem utilizados como forma de reduzir a colonizacéo de herbivoros
adicionais, por tornarem as plantas menos atrativas aos insetos.

Diferente do que ocorre para Basilisk e Pioneiro, M. spectabilis ndo responderam aos
volateis liberados pela cultivar Marandu e extrato desta planta sem injuria e foram repelidos
pelas plantas e seus extratos ap6s a injuria de M. spectabilis, sugerindo que podem evitar
plantas previamente infestadas.

Comportamento de repeléncia pode ocorrer se 0 odor do hospedeiro demonstra ser um
hospedeiro de pobre qualidade (Cook et al. 2007). Diversos estudos reportaram Marandu
como resistente as cigarrinhas-das-pastagens de diferentes espécies (Lapointe et al. 1992;
Cardona et al. 2004; Cardona e. al. 2010; Grisoto et al. 2014), e até mesmo para ninfas de M.
spectabilis (Souza Sobrinho et al. 2010; Ferreira et al. 2013). No entanto, Silva et al (2017)
demonstraram que essa planta favoreceu o desempenho de ninfas e adultos de M. spectabilis
em casa de vegetagdo. Desta forma, a repeléncia ocorrida no atual estudo pode néo estar
envolvida com a qualidade da planta.

Além de poder indicar plantas de qualidade pobre, os HIPVs podem deter a utilizacao
da planta por herbivoros subsequentes como indicadores de competicdo, sendo que
competidores especificos podem ser particularmente evitados, a fim de reduzir a competicao
por sitios de alimentacdo e ou oviposicdo (Dicke e Van Loon, 2000). Estudos prévios
realizados em casa de vegetacdo também revelaram que apds uma hora de infestagdo de M.
spectabilis, Marand( deixou de ser preferida para alimentacdo, além de ser considerada pouco
atrativa em campo (Silva et al. 2017).

Outros estudos também demonstraram menor atracdo de insetos herbivoros a plantas
infestadas por coespecificos. Da Costa et al. (2010), por exemplo encontraram que apés a
infestacdo por coespecificos, a cultivar SPHGB de Capsicum spp repele o afideo A. gossypii.
Dessa forma, a injuria ocasionada pela chegada dos primeiros insetos herbivoros pode induzir
mudancas na producdo de metabdlitos secundarios, alterando o perfil de volateis que podem
ser usados como sinais quimicos pelas pragas imigrantes (Kalinova et al 2000; Bichdo et al
2005). Isto fica claro na andlise quimica no presente estudo que mostrou que embora
qualitativamente os compostos liberados sejam os mesmos de Basilisk, quantitativamente ha
maior producdo de canfora em Marandu. Desta forma, ha indicios de que esse composto seja
0 responsavel pela repeléncia. Este composto ja foi demostrado entre os compostos que
repelem outros insetos, como por exemplo, o besouro-da-batata-do-colorado Leptinotarsa
decemlineata Say (Schearer 1984) e o lepidoptero Ectropis obliqua Prout (Zhang et al.
2013).
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Repelentes emitidos pelas plantas podem ser utilizados para reduzir populagdes de
insetos pragas (Calumpang et al. 2014). O cultivo de espécies de plantas repelentes adjacentes
a espécies hospedeiras pode interferir com as pistas olfativas usadas pelo inseto praga (Altieri
et al. 1977). Assim, plantas repelentes representam um componente chave em estratégias
“push pull” baseadas em plantas para 0 manejo de populacGes de pragas (Zhang et al 2013).
Na Africa, por exemplo, plantas de Capim gordura e Desmodium uncinatum (Jacq) que
liberam volateis repelentes sdo usados intercalados em cultura de milho e sorgo, a fim de
reduzir a populacédo de pragas (Khan et al. 1997; Khan e Pickett 2004). Dessa forma, dentre 0s
compostos encontrados em Marandl com injuria, o composto Canfora especialmente,
apresenta potencial de ser utilizado como repelente a M. spectabilis.

A resposta dos insetos a Basilisk, Pioneiro e Marandd mostra que sinais olfativos
podem estar envolvidos na selecdo hospedeira de M. spetabilis. No entanto, embora sejam
capazes de responder aos estimulos olfativos, observou-se um grande nimero de insetos ndo
respondedores. Isto pode ser explicado pelo fato de que o periodo de ocorréncia de M.
spectabilis e da realizacdo dos testes coincide com o periodo de maior ocorréncia de chuvas
no Brasil, 0 que causa diminui¢do na pressdo barométrica. Essa queda ja foi demonstrada por
alterar o comportamento de outros insetos (Pellegrino et al. 2013), e neste trabalho aumentou
a frequéncia de insetos ndo respondedores.

As plantas e extratos de Roxo de Botucatu e Capim Gordura, bem como as plantas
Makueni, Tanzania e Jaragua ndo alteraram o comportamento de resposta de M. spectabilis
em olfatometro. A ndo resposta aos volateis da cultivar Tifton neste estudo mostram que nédo
ha comunicagdo quimica entre essa planta e M. spectabilis, corroborando os estudos de Silva
et al. (2017) que demonstraram pouca atratividade dessa planta em casa de vegetacdo e
nenhuma atratividade em campo.

Embora Roxo de Botucatu tenha sido uma das forrageiras mais atrativas e ter
favorecido a sobrevivéncia em campo e casa de vegetacdo de M. spectabilis, ela ndo se
mostrou atrativa em casa de vegetacdo em estudo anterior (Silva et al. 2017), da mesma forma
gue ndo foi atrativa em olfatbmetro no presente estudo, mostrando que M. spectabilis ndo
consegue distinguir os volateis dessa planta. Por outro lado, as plantas de Capim gordura,
Makueni e Tanzania que demonstraram ndo serem preferidas para alimentacdo por adultos de
M. spectabilis em estudo anterior (Silva et al. 2017), neste estudo, ndo demonstraram
repeléncia a M. spectabilis. Assim, ndo ha evidéncia de que a resisténcia dessas plantas

poderia estar relacionada aos compostos organicos volateis das plantas. Desta forma, a ndo
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preferéncia para as plantas pode estar associada a outros fatores, tais como sinais acusticos,
visuais dentre outros.

O fato de os insetos ndo terem o comportamento de resposta alterado por essas plantas
ou seus extratos, ndo significa que elas ndo possam ter substancias atraentes, no caso de Roxo
de Botucatu, ou repelentes no caso das demais plantas identificadas como resistentes. Capim
gordura, por exemplo, libera compostos repelentes a outros insetos e tem sido bastante
utilizado em sistemas “push pull” no controle de pragas (Khan et al. 2000). Assim, a nao
resposta a essas plantas pode estar associada a baixa especificidade de M. spectabilis aos
volateis emitidos das forrageiras em questao.

A baixa especificidade olfativa em outros insetos tem sido associada ao baixo nimero
de receptores olfativos nas suas antenas. Stacconi e Romani (2012), por exemplo, associaram
a baixa gama de hospedeiros de Scaphoideus titanus Ball a presenca de poucas sensilas
olfativas nas antenas, que estariam relacionadas a especializacdo em alguns odorantes
especificos emitidos por uma unica planta hospedeira. Recentemente, Ranieri et al. (2016)
também verificaram poucas sensilas olfativas nas antenas de Philaenus spumarius L., inseto
da subfamilia Cercopoidea, relacionado a possibilidade de que os poucos receptores olfativos
e neurdnios sensoriais nessa espécie possam ter uma especificidade muito baixa, ou as pistas
quimicas poderiam ndo ser tdo importante para esses insetos, tais como estimulos visuais e
vibratorios durante a localizacdo hospedeira.

O processo de selecdo do hospedeiro pode envolver dois extremos, a escolha do
hospedeiro a distancia, usando pistas olfativas e visuais, e 0s insetos selecionando seu
hospedeiro somente apds o contato quando pistas tateis e gustativas também sdo empregadas
(Visser 1988). Embora as pistas volateis das plantas hospedeiras possam fornecer informacdes
cruciais para os insetos herbivoros durante a orientacdo para uma planta (Bruce e Pickett
2011), as caracteristicas fisicas das plantas também desempenham um importante papel na
avaliacdo da adequacdo da planta hospedeira (Waladde et al. 1990). Insetos da subordem
Auchenorryncha, como M. spectabilis, sdo considerados por alguns autores como menos
receptivos a odores na comunicagdo intraespecifica e na busca de hospedeiros que outros
insetos da ordem Hemiptera. Sendo assim, as interacdes desses insetos seriam mediadas
principalmente por sinais acusticos (Claridge 1985).

Para a maioria dos insetos herbivoros diurnos, pistas olfativas e visuais desempenham
um papel central durante a localizagdo hospedeira (Finch e Colier 2000). A combinacédo de
pistas olfativas e visuais pode ser um método viavel para explorar a orientagdo olfativa de

herbivoros diurnos, e tem sido demonstrado afetando o comportamento de outros hemipteros
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tais como Homalodisca vitripennis (Germar) (Patt e Setamou 2007), o Lygus hesperus Lygs
hesperus (Blackmer e Cands 2005), Diaphorina citri Kuwayama (Wenniger et al. 2009) e
Empoasca vitis Gothe (Cai et al. 2015). Pistas visuais e vibratérias de Capim gordura,
Makueni, Tanzénia devem ser consideradas em estudos futuros, a fim de se identificar os
mecanismos responsaveis pela ndo preferéncia de M. spectabilis por essas plantas e pela
preferéncia de Roxo de Botucatu, ambas, detectadas por Silva et al. (2017).

Outras caracteristicas quimicas e tateis dessas plantas também devem ser consideradas
em estudos futuros. Em outras espécies de insetos como, por exemplo, Chilo partellus
(Swinhoe), foi relatado que os insetos aproximam de potenciais plantas hospedeiras para
avaliar sua adequacao e exibem comportamento de ndo aceitacdo apds o contato com pistas
quimicas e tateis particulares (Midega et al. 2011). De acordo com Cosenza (1982), a
repeléncia de ninfas de D. flavopicta a Capim gordura seria devido a presenca de exudatos em
tricomas das plantas.

A planta Jaragué foi caracterizada em outros estudos como atraente aos adultos das
cigarrinhas Deois flavopicta (Cozensa et al 1989) e M. spectabilis (Silva et al 2017). No
entanto, neste estudo ndo atrairam M. spectabilis em olfatbmetro. Essa discrepancia pode ser
explicada pelo fato de que nos outros estudos as cigarrinhas podiam interagir diretamente com
a planta envolvendo todos os sentidos, enquanto que no atual estudo apenas o sentido olfativo
foi avaliado. Sendo assim, a atracdo para esta planta pode ndo ser apenas quimica, e também
estarem envolvidas pistas visuais, gustativas e ou tateis.

Este trabalho é o primeiro a evidenciar que pistas olfativas podem desempenhar um
papel na comunicacdo interespecifica entre uma espécie de cigarrinha-das-pastagens e
algumas de suas plantas hospedeiras. Foi demonstrado que a escolha para planta hospedeira
pode ser atribuida a odores especificos de plantas como Basilisk e Pioneiro, que precisam ser
melhor estudados, bem como a repeléncia para plantas ja infestadas, no caso de Marandu.
Estes dados sugerem o potencial de uso dos volateis dessas plantas em programas de manejo
de M. spectabilis, em especial do composto canfora que aparentemente repele as cigarrinhas e
daqueles que possivelmente tornam as forrageiras menos atrativas, como mentona e
eucaliptol.

A identificacdo desses volateis foi 0 primeiro passo para entender os papeéis ecoldgicos
desses compostos na comunicagdo quimica entre as forrageiras e cigarrinhas-das-pastagens.
Futuros estudos poderédo abordar a atividade dos compostos sobre a cigarrinha-das-pastagens
em laboratorio e em campo, e seus efeitos em inimigos naturais e polinizadores, antes de

serem explorados no manejo da praga.
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Tabela 1- Média (+ Erro padrdo) da % relativa de emissdo de volateis de Pioneiro, Basilisk e Marandd
sem e com injUria de M. spectabilis.

Compostos Pio_ne_iro_ sem Ba;il_igk_sem Mal_fa_n,dq Piop(e_iro_ com Bagil_is:k_com Marap,dq
injaria injaria sem injdria injaria injaria com injudria
1- Limoneno 54,03 £ 0,7 55,33+1,9 50,25+ 0,0 52,55+ 3,4 53,94+0,1 38,78 £ 5,7
2-  B-Pineno 45,97 £ 0,7 41,85+25 46,82 +0,0 41,16 £1,0 37,07+1,1 37,98+2,0
3- - Pineno ND 2,81+£0,6 2,93+0,0 3,03+0,8 2,74+£0,0 2,46 £0,4
4-  Mentona ND ND ND 1,69+1.2 1,92+0,7 154+0,4
5- Canfora ND ND ND ND 1,04 +0,2 15,49 £5,2
6- Eucaliptol ND ND ND 2,3+0,3 1,53+0,2 2,15+0,7
7- 0- Cimeno ND ND ND ND 1,76 £0,0 1,59+0,0

ND: ndo detectado
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Fig. 1 Resposta comportamental de adultos de M. spectabilis para volateis de plantas sem injuria e ar

limpo em olfatdometro. Asterisco (*) denota diferenca significativa (P<0,05). Numeros entre paréntesis

indicam o numero de cigarrinhas testadas e a frequéncia (%) de insetos que ndo responderam,

respectivamente
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Tifton + M. spectabilis _: (78, 48.7%)
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Fig. 2 Resposta comportamental de adultos de M. spectabilis para volateis de plantas com injdria de

M. spectabilis e ar limpo em olfatometro. Asterisco (*) denota diferenca significativa (P<0,05).

Numeros entre paréntesis indicam o nimero de cigarrinhas testadas e a frequéncia (%) de insetos que

nado responderam, respectivamente

Extrato das forrageiras n- Hexano
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Fig. 3 Resposta comportamental de adultos de M. spectabilis para extratos de plantas sem injdria e n-

hexano em olfatdbmetro. Asterisco (*) denota diferenca significativa (P<0,05). Numeros entre

paréntesis indicam o numero de cigarrinhas testadas e a frequéncia (%) de insetos que ndo

responderam, respectivamente
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Extrato das forrageiras n- Hexano
Basilisk + M spectalis (49, 18.4%)
Capim gordura + M. spectabilis (78, 48.7%)
Roxo de Botucati +M. specrabilis (61, 40.0%)
Pioneiro + M. spectabilis (55, 29.1%)
Marandl + M spectabilis * (49, 18.4%)
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Fig. 4 Resposta comportamental de adultos de M. spectabilis para extratos de plantas com injdria de

M.spectabilis e n-hexano em olfatometro. Asterisco (*) denota diferenca significativa (P<0,05).

NUmeros entre paréntesis indicam o nimero de cigarrinhas testadas e a frequéncia (%) de insetos que

n&o responderam, respectivamente
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Fig. 5 Andlise de Componentes Principal (PCA) do perfil volatil de Pi

oneiro (Pio), Basilisk (Dec) e

Marandu (Briz), sem injdria (SI) e com injdria (Cl) de M. spectabilis. Circulos (e) representam scores

e tridngulos invertidos (V) respresentam loadings. O primeiro e segundo componente principal

apresenta 58,93% e 20, 75% da variag&o total, respectivamente. Cada ponto no “score” representa uma

réplica. Numeros no “loading” se referem aos compostos (1- limoneno,

mentona, 5- canfora, 6- eucaliptol, 7- 0- cimeno)

2- B-pineno, 3- a- pineno, 4-



