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PROSPECÇÃO DE MOLÉCULAS COM POTENCIAL INSETICIDA 

DERIVADAS DE GENÓTIPOS DE MANDIOCA (Manihot esculenta Crantz)  

 

 

RESUMO - As plantas apresentam diversos metabólitos secundários em seus 
mecanismos de defesa que podem ser produzidos de forma constitutiva ou 
induzida. Esses metabólitos apresentam propriedades antinutritivas, repelentes 
ou tóxicas a insetos herbívoros. Plantas de mandioca são conhecidas por sua 
rusticidade e produção de compostos de defesa contra herbívoros tais como os 
compostos cianogênicos. Mesmo assim, plantas de mandioca podem ser 
colonizadas e utilizadas por uma série de insetos específicos. Na busca de 
formas de reduzir o impacto negativo desses insetos sobre as plantas de 
mandioca, genótipos que resultam em interferências negativas sobre o 
desenvolvimento de insetos foram identificados. Porém, pouco se sabe a 
respeito da composição química das folhas de plantas de mandioca e, 
sobretudo, dos genótipos com maiores efeitos negativos no desenvolvimento 
dos insetos. Com isso, o presente trabalho foi realizado para conhecer 
diferenças químicas entre as folhas de mandioca de genótipos selecionados de 
forma a esclarecer como a composição química desses genótipos pode ser 
relacionada com as influências observadas no desenvolvimento de insetos 
pragas. Foi realizada avaliação do desenvolvimento do herbívoro-modelo 
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) alimentado 
com seis genótipos de mandioca (IAC-14, IAC-90, IAC-12, IAC-Caapora, 
Baianinha e MEcu 72). A análise da composição química desses genótipos foi 
realizada pela quantificação de fenóis totais e saponinas esteroidais. Análises 
por GC-MS foram realizadas para os genótipos IAC-Caapora, Baianinha e 
MEcu 72. Foi realizado estudo para avaliar se a infestação por S. frugiperda 
induz alterações na concentração dos fitormônios, ácido abscísico, ácido 
salicílico e ácido jasmônico, e de duas moléculas associadas à via do ácido 
jasmônico (ácido 12-oxofitodienoico - OPDA e jasmonil-isoleucina) bem como 
na concentração de cianeto (CN). Por fim, foram realizadas análises por LC-MS 
e quantificação da atividade hemaglutinante (AH) nos seis genótipos. O 
genótipo MEcu 72 resultou nos piores índices nutricionais e, juntamente com 
Baianinha, nos piores índices reprodutivos de S. frugiperda. As análises de GC-
MS resultaram na detecção de 58 metabólitos e 21 desses metabólitos 
apresentaram diferença significativa entre os três genótipos avaliados. Os 
metabólitos myo-inositol-2-monofosfato, os ácidos p-cumárico, clorogênico e p-
hidroxibenzoico, duas formas de ácido octadecadienoico e n-hexacosano foram 
detectados em maior abundância no genótipo MEcu 72 ou Baianinha em 
relação a IAC-Caapora. A quantificação de fitormônios indica que o genótipo 
MEcu 72 apresenta concentrações constitutivas de fitormônios maiores que os 
demais genótipos. Após herbivoria, mudanças na concentração dos fitormônios 
e de moléculas associadas às rotas de biossínte dos fitormônios ocorreram, 
porém, sem um padrão específico, variando principalmente em função do 
genótipo testado. Após a herbivoria, nenhum dos genótipos avaliados alterou a 
concentração de CN, o que demonstra que as alterações nas concentrações de 
fitormônios induzidas por herbivoria não estão relacionadas com as rotas de 
biossíntese de CN. Por meio da análise do LC-MS, o genótipo MEcu 72, 
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considerado um padrão de resistência para os insetos sugadores, apresentou 
10 metabólitos exclusivos e um metabólito com abundância de 2 a 5 vezes 
superior aos demais e maior atividade hemaglutinante. Os possíveis papéis 
dessas moléculas nas interferências negativas causadas sobre o 
desenvolvimento dos insetos pragas são discutidas. 

Palavras-Chave: Cromatografia gasosa, cromatografia líquida, defesa química, 
fitormônios, metabolômica, produtos naturais, resistência induzida 
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PROSPECTION OF MOLECULES WITH INSECTICIDAL POTENTIAL 

DERIVED FROM CASSAVA GENOTYPES (Manihot esculenta CRATZ) 

 

 

ABSTRACT - Plants have several secondary metabolites that may be 
associated with plant-herbivore interactions. Some of these metabolites are 
antinutrient, repellent or toxic to herbivores. Cassava plants are rustic and 
produce defense compounds against herbivores such as cyanogenic 
compounds. Nevertheless, cassava plants can be colonized and used by a 
number of specific herbivores. In search of ways to reduce the negative impact 
of these insects on cassava plants, genotypes that result in negative 
interferences on the development of insects were identified. However, there is a 
lack of information about the chemical composition of the cassava leaves, 
mainly, from genotypes with large negative effects on insect development. 
Thus, the present work was carried out to evaluate the chemical differences 
between cassava leaves of selected genotypes in order to clarify how the 
chemical composition of these genotypes can be related to the influences 
observed in the development of insect pests. The development of the model 
herbivore Spodoptera frugiperda (JE Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) 
was assessed by feeding larvae with leaves from six cassava genotypes (IAC-
14, IAC-90, IAC-12, IAC-Caapora, Baianinha and MEcu 72). We performed the 
analysis of the chemical composition of these genotypes by quantification of 
total phenols and steroidal saponins. Analyzes by GC-MS were performed for 
the IAC-Caapora, Baianinha and MEcu 72 genotypes. A study was carried out 
to evaluate if S. frugiperda infestation induces changes in the concentration of 
the phytohormones, abscisic acid, salicylic acid and jasmonic acid, two 
molecules associated with the pathway of jasmonic acid (12-oxophitodienoic 
acid - OPDA and jasmonyl isoleucine) as well of cyanide (CN). Finally, analysis 
by LC-MS and quantification of hemagglutinating activity (AH) were performed 
in the six genotypes. The MEcu 72 genotype resulted in the worst nutritional 
indexes and, along with Baianinha, the worst reproductive indexes of S. 
frugiperda. The GC-MS analyzes resulted in the detection of 58 metabolites and 
21 of these metabolites presented significant difference among the three 
evaluated genotypes. We detected myo-inositol-2-monophosphate, p-coumaric, 
chlorogenic and p-hydroxybenzoic acids, two forms of octadecadienoic acid and 
n-hexacosan in greater abundance in the MEcu 72 or Baianinha genotypes in 
relation to IAC-Caapora. MEcu 72 presents higher levels of constitutive 
phytohormones than the other genotypes. Herbivory caused changes in the 
levels of phytohormones and molecules associated with phytohormone 
pathways varing mainly according to the genotype tested, however, without a 
specific pattern. After herbivory, none of the evaluated genotypes altered the 
concentration of CN, which suggests that changes in herbivory-induced 
phytohormone concentrations are not related to CN biosynthesis pathway. By 
the LC-MS analyzes, the MEcu 72 genotype, a resistance standard for sap 
sucking insects, we found 10 exclusive metabolites and a metabolite with 
abundance 2 to 5 fold superior to the others and greater hemagglutinating 
activity. The possible roles of these molecules in the negative interferences 
caused on the development of insect pests are discussed. 
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CAPÍTULO 1 - Considerações gerais 

 

1 Introdução 

 

 As plantas estão em constante processo evolutivo de defesa contra 

herbívoros, fitopatógenos e plantas competidoras para garantir sua sobrevivência e 

reprodução (Smith, 2005). A partir desses processos evolutivos, as plantas 

passaram a contar com rotas biossintéticas no metabolismo secundário que 

resultaram na formação de compostos químicos (metabólitos secundários) que 

podem atuar na proteção contra organismos danosos (Bourgaud et al., 2001). 

 Os metabólitos secundários são compostos orgânicos que não estão 

diretamente envolvidos no crescimento, desenvolvimento e reprodução das plantas, 

mas podem lhes conferir vantagens adaptativas (Macías et al., 2007). Como 

exemplo, os metabólitos secundários podem apresentar propriedades antibióticas, 

antifúngicas e antivirais de forma a proteger as plantas da ação de patógenos, 

propriedades anti-germinativas ou tóxicas a plantas competidoras ou propriedades 

antinutritivas ou tóxicas a herbívoros (Harborne, 1999; Ibanez et al., 2012). 

 Nos insetos herbívoros, os metabólitos secundários de plantas podem atuar 

na redução da palatabilidade, na repelência ou antibiose ou ainda como inseticida 

hormonal (Xu et al., 2009; Ibanez et al., 2012). Além desses, os metabólitos 

secundários com ação antinutritiva, denominados antinutrientes, diminuem a 

disponibilidade de nutrientes através da modificação e formação de complexos 

químicos com os nutrientes ou impedem a digestão, a absorção e a utilização dos 

nutrientes (Felton e Gatehouse, 1996).  

 Um grande potencial para extração de moléculas inseticidas é sugerido para 

plantas de mandioca (Manihot spp.). Diagnósticos prévios indicam a presença de 

moléculas com possível atividade inseticida em plantas de Manihot spp. como os 

ácidos gálico, clorogênico, ferúlico e cafeico e rutina (Calatayud et al., 1994; 

Calatayud, 2000; Santos et al., 2013; Pinto-Zevallos et al., 2016; Gazzola et al., 

2018), bem como terpenoides como as saponinas e moléculas com atividade de 

inibição de proteases e lectinas (Wobeto et al., 2007; Silva et al., 2010). 
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 Apesar da presença de moléculas com potencial inseticida nos tecidos de 

plantas de mandioca, a proteção dessas plantas pode ser superada por 

determinados herbívoros específicos em função de processos coevolutivos com as 

plantas. Além disso, variedades melhoradas em programas de melhoramento da 

mandioca podem ter sua resposta ao ataque de pragas reduzida visto que os 

genótipos são geralmente selecionados para o aumento da qualidade da raiz 

(Bellotti et al., 2012). 

 Dessa forma, uma variação quanto ao ataque de pragas dentre os genótipos 

de mandioca pode ser observada, sendo possível encontrar resistência de alguns 

genótipos a pragas (Calatayud e Le Ru, 2006; Carabalí et al., 2010; Bellotti et al., 

2012; Boaventura, 2013; Rhenheimer, 2013; Oliveira et al., 2016; Barilli et al., 2019). 

Dentre esses, o genótipo MEcu 72 e espécies silvestres de mandioca apresentam 

resistência a determinadas pragas, mas são considerados agronomicamente 

inferiores e necessitam passar por melhoramento genético para associar resistência 

a pragas com produtividade e qualidade de raízes (Bellotti et al., 2005; Nassar et al., 

2008; Carabalí et al., 2010). 

 O conhecimento a respeito dos compostos das plantas de mandioca com 

ação inseticida presentes em genótipos resistentes a pragas pode auxiliar no 

processo de melhoramento, visto que possibilita monitorar as características das 

progênies resultantes dos cruzamentos por meio de ensaios de 

detecção/quantificação dos compostos de interesse. Tal monitoramento reduziria a 

onerosa realização de avaliações in vivo dos efeitos das progênies obtidas sobre o 

desenvolvimento de insetos pragas da cultura (Maluf et al., 2010). 

 O conhecimento a respeito dos compostos químicos presentes em genótipos 

com resistência a insetos também pode direcionar o desenvolvimento de novas 

moléculas com atividade inseticida da mesma forma que a nicotina e a piretrina 

derivadas de plantas serviram como modelo para o desenvolvimento dos 

neonicotinoides e piretroides, respectivamente (Casida, 1980; Yamamoto, 1999). 

 O presente trabalho foi realizado para conhecer diferenças químicas entre as 

folhas de mandioca de genótipos selecionados de forma a esclarecer como a 

composição química desses genótipos pode ser relacionada com as influências 

observadas no desenvolvimento de insetos pragas. 
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2 Revisão de Literatura 

 

2.1 A cultura da mandioca 

 

 A mandioca, Manihot esculenta Crantz, também conhecida no Brasil como 

aipim e macaxeira é agrupada na família Euphorbiaceae e o gênero Manihot agrupa 

aproximadamente 95 espécies (Nassar et al., 2008). O centro de origem provável de 

M. esculenta é nos trópicos do continente Americano e o centro de domesticação no 

Sudoeste da Amazônia, tendo M. esculeta subsp. flabellifolia como espécie ancestral 

(Crepaldi, 1992; Carvalho, 2005). 

 Manihot esculenta é uma planta perene, arbustiva com copa pouco ramificada 

e raiz tuberosa (Dallaqua e Coral, 2002). Por ser uma planta de ciclo longo e ter um 

sistema radicular bem desenvolvido, a mandioca apresenta grande rusticidade, com 

elevada capacidade de se adaptar à condições adversas de solo e de clima e uma 

boa capacidade de regeneração. Além disso, a mandioca apresenta ampla 

diversidade genética, o que resulta na disponibilidade de materiais com grande 

resistência a doenças e tolerância a pragas (Ceballos et al., 2004; EMBRAPA, 2005; 

Nassar et al., 2008).  

 A temperatura ideal para o seu cultivo é em torno de 20 a 27ºC, com 12 horas 

de fotofase diária. É uma planta muito tolerante em termos de disponibilidade de 

água, desenvolvendo-se em regiões com precipitações que variam entre 500 a 4000 

mm/ano (Souza, 2003). É uma cultura que suporta vários meses de seca por meio 

de regulações fisiológicas como o fechamento estomático, que reduz sua superfície 

de evaporação e melhora a eficiência na utilização da água e regulações 

bioquímicas como o aumento da concentração de sacarose, aminoácidos livres e de 

ácidos orgânicos que mantém a pressão osmótica da célula durante períodos de 

déficit hídrico (Polania et al., 1999; Calatayud e Le Ru, 2006). 

 Suas raízes são a principal fonte de alimento para milhões de pessoas no 

mundo, principalmente em países em desenvolvimento (FAO, 2013). No Brasil, é 

cultivada em todas as regiões e desempenha importante papel na alimentação 

humana e animal e como matéria prima para diversos produtos industriais como a 
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farinha de mesa e a fécula ou amido, gerando cerca de um milhão de empregos 

diretos (Souza e Fialho, 2003; Takahashi e Gonçalo, 2005; Howeler, 2014).  

 Apesar da produção de mandioca ocorrer em todo o território brasileiro, há 

diferenças na forma e uso da produção em função da região (Groxko, 2018). Nas 

regiões Norte e Nordeste, que são as maiores produtoras nacionais desta raiz, o 

plantio é realizado principalmente por pequenos agricultores, na grande maioria de 

forma menos tecnificada, e a produção é destinada principalmente para o consumo 

humano (Coêlho, 2018). Na região Centro-Sul, destaca-se a produção agrícola 

industrial com cultivos tecnificados de alto investimento em insumos e realizada em 

grandes áreas. Grande parte da produção é destinada às modernas indústrias de 

fécula, componente utilizado para a fabricação dos mais diversos produtos (Coêlho, 

2018; Groxko, 2018).  

 Na região Centro-Sul do país, a mandioca é, em geral, cultivada em dois 

ciclos vegetativos, sendo o plantio realizado nos meses de Maio a Outubro e a 

colheita realizada entre 18 a 24 meses após o plantio (Valle et al., 2014). Ao final do 

primeiro ciclo (10 a 12 meses), devido ao frio intenso ou à seca, a planta passa por 

um período de repouso fisiológico, no qual ocorre paralisação do crescimento 

vegetativo e redução da atividade metabólica, levando à desfolha natural da planta 

(Conceição, 1983). Neste período, é realizada a poda das ramas, isto é, o caule da 

planta, deixando um segmento de aproximadamente 10 cm de rama a partir do solo. 

A poda das ramas é recomendada para a produção em regiões sujeitas a geadas e 

é feita para obtenção de material vegetativo, redução da infestação por pragas e 

doenças ou utilização das ramas na alimentação animal (Fukuda e Otsubo, 2003). 

Atenção para o procedimento da poda deve ser tomada em algumas regiões em 

função do aumento da infestação de algumas pragas nas brotações de segundo 

ciclo, como é o caso da cochonilha Phenacoccus manihoti Matile-Ferrero, 1977 

(Hemiptera: Pseudococcidae) (Pietrowski et al., 2010). 

 A propagação comercial da cultura é feita pelo método vegetativo, através da 

utilização de segmentos do caule denominados manivas (Howeler, 2014). A 

propagação vegetativa facilita o plantio da cultura e ocorre uma intensa troca e 

comércio de material vegetativo entre agricultores, regiões e países (Ceballos et al., 

2004; Mattos et al., 2006). Essa troca vem sendo realizada sem os devidos cuidados 
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fitossanitários, favorecendo a dispersão de insetos pragas e patógenos e, 

consequentemente, introduzindo-os em áreas onde esses não ocorriam (Oliveira et 

al., 2001; Bellotti et al., 2012).  

 As variedades de mandioca são divididas nos grupos mesa ou doce e 

amargas ou bravas. As mandiocas de mesa são geralmente utilizadas para 

alimentação humana após simples cozimento e as bravas são geralmente utilizadas 

na indústria (Fukuda e Otsubo, 2003). A classificação nesses grupos é dada pelo 

teor de ácido cianídrico (HCN) presente nas raízes dessas plantas, as plantas 

classificadas como mandioca de mesa são aquelas que apresentem menos de 100 

mg de HCN por quilograma de raízes, e as bravas as que apresentem mais do que 

esse valor (Sediyma et al., 2007). 

 Em função da propagação vegetativa, um campo de uma variedade de 

mandioca é formado por clones, ou seja, um conjunto de indivíduos geneticamente 

idênticos (Santilli, 2012). Porém, muitas áreas de mandioca são formadas por um 

conjunto de indivíduos próximos, isto é, clones aparentados que apresentam 

variabilidade genética entre si. Isto ocorre, em função dos agricultores 

desconsiderarem pequenas variações morfológicas nas variedades (Peroni, 2007). 

Devido a essa variabilidade genética entre as variedades utilizadas pelos 

agricultores e a intensa troca de material de propagação, uma seleção empírica é 

realizada ao longo dos anos pelos agricultores (IAPAR, 2014). A variedade 

Baianinha é um caso do produto da seleção realizada por agricultores na região 

Oeste do Paraná (IAPAR, 2014). 

 As variedades comerciais são obtidas por meio de programas de 

melhoramento genético realizados por órgãos públicos de pesquisa como o Instituto 

Agronômico de Campinas (IAC), a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

(EMBRAPA), o Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR) e a Empresa de Pesquisa 

Agropecuária e Extensão Rural de Santa Catarina (EPAGRI). Muitos desses 

programas de melhoramento são direcionados para aliar características de 

rusticidade a fatores bióticos e abióticos disponíveis em variedades silvestres com 

características de produção e qualidade de produto disponíveis em variedades 

superiores (Bellotti et al., 2005; 2012; Carabalí et al., 2010a; 2010b). 
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2.2 Insetos pragas da mandioca 

 

 A mandioca pode ser afetada por aproximadamente 200 espécies de 

artrópodes (Bellotti et al., 1999), muitas das quais específicas e adaptadas aos 

fatores naturais de resistência da planta, como os compostos cianogênicos e 

laticíferos (Bellotti et al., 2012). Esses artrópodes, de modo geral, causam danos às 

hastes, folhas e raízes que resultam na redução da área foliar, da taxa fotossintética 

e do rendimento da cultura, bem como ao material vegetativo utilizado para o plantio, 

o que reduz as brotações de um próximo ciclo (Farias e Bellotti, 2006).  

 A mandioca apresentava poucos insetos pragas associados a danos 

econômicos à cultura no Brasil, sendo relatada principalmente a ocorrência do 

mandarová, Erinnyis ello (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Sphingidae) (Pietrowski et 

al., 2010). Porém, com mudanças na forma de cultivo e pela utilização de inseticidas 

de amplo espectro de ação, ocorreu aumento da população de outros insetos como 

a cochonilha da parte aérea, Phenacoccus manihoti Matile-Ferrero, 1977 

(Hemiptera: Pseudococcidae), moscas brancas, Bemisia tuberculata Bondar, 1923 e 

Aleurothrixus aepim (Goeldi, 1886) (Hemiptera: Aleyrodidae), e os percevejos de 

renda, Vatiga manihotae (Drake, 1922) e V. illudens (Drake, 1922) (Hemiptera: 

Tingidae) (Pietrowski et al., 2010; Bellotti et al., 2012). 

 Para o mandarová E. ello, o manejo é facilitado quando há o correto 

monitoramento da praga e adoção das medidas de controle recomendadas, como a 

aplicação de controle biológico (Baculovirus erinnyis (ErelGV), Bacillus thuringiensis 

Berliner, Trichogramma spp.) e/ou o controle químico (Pietrowski et al., 2010). Para 

os demais insetos pragas, ainda há certa dificuldade no manejo, pois, com exceção 

de B. tabaci para a qual existem dois produtos registrados à base de cetoenol e 

neonicotinoide e tripes e mosca do broto que há o registro de um produto à base de 

espinosinas, não há produtos químicos registrados no Brasil para utilização na 

cultura (AGROFIT, 2019). Além disso, há uma carência quanto a informações de 

monitoramento e níveis de danos (Pietrowski et al., 2010).  

 Na Colômbia, a utilização de variedades comerciais resistentes à mosca 

branca tem surtido bons resultados, mantendo baixos os níveis populacionais dessa 

praga (Bellotti et al., 2005; 2012). No Brasil, alguns trabalhos foram realizados na 
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busca de genótipos resistentes às principais pragas sugadoras, mas muitos desses 

genótipos são considerados agronomicamente inferiores e necessitam passar por 

melhoramento genético para associar resistência a pragas com produtividade e 

qualidade de raízes (Rheinheimer, 2013; Oliveira et al., 2016; Barilli et al., 2019).  

 

2.3 Resistência de mandioca a pragas 

 

 Os mecanismos que atuam na resistência da mandioca são de caráter 

poligênico e do tipo horizontal (Bellotti e Kawano, 1980; Carabalí, 2009). Esse tipo 

de resistência é, por um lado, vantajoso pois resulta na resistência a um amplo 

espectro de biótipos de insetos, mas, por outro lado, é de difícil transferência de um 

genótipo para outro (Vendramin e Nishikawa, 2001).  

 Estudos têm demonstrado a presença de resistência do tipo antixenose e 

antibiose a insetos pragas em mandioca (Carabalí, 2009; Bellotti et al., 2012; 

Rheinheimer, 2013; Oliveira et al., 2016; Barilli et al., 2019). Tradicionalmente, os 

mecanismos de resistência propostos por R. H. Painter em 1951, são classificados 

em antibiose, antixenose e tolerância da planta (Smith, 2005). No tipo antibiose, a 

manifestação da resistência se dá por meio de efeitos negativos em parâmetros 

biológicos do inseto, aumentando a duração e mortalidade das fases jovens, 

diminuindo tamanho, peso e oviposição de adultos, assim como, podendo gerar 

adultos deformados. Na resistência por antixenose ou não preferência, a planta 

apresenta algum fator morfológico ou químico que afeta o comportamento do inseto, 

levando-o a procurar um hospedeiro alternativo. Essa característica é notada pela 

não preferência de oviposição ou de alimentação para determinada planta. Muitas 

vezes, a resistência por antibiose e antixenose ocorrem simultaneamente na mesma 

planta e são difíceis de serem mensuradas isoladamente (Lara ,1991). 

 Dentre os genótipos de M. esculenta, observam-se fontes de resistência nos 

germoplasmas do Equador (MEcu 72 e MEcu 64) e do Peru (MPer 334, MPer 335, 

MPer 415, MPer 273) (Bellotti et al., 2012). O genótipo MEcu 72 se destaca quanto 

ao número de trabalhos realizados que indicam maiores níveis de resistência a 

pragas sugadoras (Tabela 1). 
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Tabela 1. Interferência do genótipo MEcu 72 sobre parâmetros biológicos e/ou na 

preferência de insetos pragas sugadores da mandioca. 

Espécie Interferência Referência 

Mosca branca   

B. tuberculata  65% mortalidade de ninfas 

 Deformação de ninfas 

 Adultos menores 

 50% redução de fecundidade 

 

Barilli et al., 2019 

A. socialis  70% mortalidade de ninfas 

 Deformação de ninfas 

 Pupas menores 

 Redução de fecundidade 

 

Bellotti e Arias, 2001 

Carabalí et al., 2010a 

A. aepim  60% mortalidade de ninfas 

 Redução de fecundidade 

Lima et al., 2018 

Cochonilha   

P. manihoti  Redução de fecundidade 

 

Rheinheimer, 2013; 

Percevejo de 

renda 

  

V. illudens  Menor preferência para 

oviposição 

 

Oliveira et al., 2016 

V. manihotae  Maior mortalidade 

 Redução de longevidade e 

fecundidade dos adultos 

Wengrat et al, dados não 

publicados 

 

 O genótipo MEcu 72 apresenta tricomas que parecem exercer efeito 

negativos sobre o desenvolvimento de mosca branca, visto que ninfas de primeiro 

ínstar apresentam dificuldade de se fixarem na superfície de folhas, desidratam 

rapidamente e caem da superfície foliar (Bellotti e Arias, 2001; Barilli et al., 2019). 
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Comparativamente, o número de tricomas em MEcu 72 (33.048 tricomas por cm²) é 

muito superior em relação ao número observado em um genótipo suscetível CMC-40 

(189 tricomas por cm²) (Bellotti et al., 2005). Porém, nem todos genótipos com alto 

número de tricomas são resistentes a mosca branca (Lima et al., 2018), o que 

sugere que, além dos tricomas, outros fatores de resistência devem estar presentes 

em MEcu 72. 

 

2.4 Defesa química de plantas de mandioca a insetos 

 

 As plantas produzem uma grande quantidade de compostos químicos que 

não são diretamente associados a suas funções básicas de crescimento e 

desenvolvimento, mas podem lhes conferir vantagens adaptativas. Esses compostos 

são conhecidos como metabólitos secundários (Mácias et al., 2007). Estima-se que 

existem cerca de 200.000 compostos secundários de plantas descritos e que é feita 

uma adição anual de aproximadamente 1.000 compostos a essa lista (Hartmann, 

1999; Liu et al., 2017). Os metabólitos secundários podem apresentar propriedades 

antibióticas, antifúngicas e antivirais para proteger as plantas da ação de patógenos, 

propriedades antigerminativas ou tóxicas a plantas competidoras ou propriedades 

antinutritivas ou tóxicas a herbívoros (Harborne, 1999; Ibanez et al., 2012). 

 As plantas de mandioca produzem diversos compostos secundários 

envolvidos na defesa da planta a insetos. Dentre esses, os glicosídeos cianogênicos 

são os mais estudados, provavelmente pela sua conhecida toxicidade a artrópodes e 

outros animais (Pinto-Zevallos et al., 2016). Nas folhas e raízes de mandioca estão 

presentes os glicosídeos cianogênicos linamarina (90-95%), derivada de L-valina, e 

lotaustralina (5-10%), derivada de L-isoleucina (Siritunga e Sayre, 2004). Apesar de 

estarem presentes em todos os tecidos, esses compostos são produzidos 

principalmente nas folhas e são translocados para as raízes, onde também podem 

ser produzidas em menor quantidade (McMahon et al., 1995). Nas plantas de 

mandioca, também é produzida a enzima linamarase, sintetizada nos laticíferos e 

concentrada no látex (Pancoro e Hughes, 1992; Santana et al., 2002). Quando 

ocorre a ruptura das células onde estão presentes a linamarina e a lotaustralina por 

algum dano mecânico ou por insetos, esses compostos são liberados do vacúolo e 
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entram em contato com a linamarase, resultando na formação de uma cianidrina 

instável (Pinto-Zevallos et al., 2016). Esse composto pode ser quebrado 

enzimaticamente pela α-hidroxinitrila liase (HNL), ou espontaneamente em pH maior 

que 4,0 e temperatura maior que 30ºC, resultando na formação de cianeto de 

hidrogênio (HCN) e acetona (McMahon et al., 1995) (Figura 1). 

 

Figura 1. Cianogênese a partir da linamarina. Adaptado de Nzwalo e Cliff (2011). 

 

 Esses compostos cianogênicos (CN) parecem estar envolvidos na resistência 

de plantas a herbívoros generalistas (Ballhorn et al., 2010). Em mandioca, trabalhos 

demonstraram que os CN são prejudiciais para o desenvolvimento dos insetos 

generalistas Zonocerus variegatus L. (Orthoptera: Pyrgomorphidae) e Cyrtomenus 

bergi Froeschner (Hemiptera: Cydnidae), principalmente para as fases jovens 

(Bernays et al., 1977; Bellotti e Riis, 1994). Já para artrópodes especialistas como E. 

ello, P. manihoti e Mononychellus tanajoa (Bondar) (Acari: Tetranychidae) não foram 

encontradas relação entre maiores níveis de CN em planta de mandioca e 

diferenças na incidência de ataque ou desenvolvimento dos insetos, servindo 

inclusive como fator fagoestimulante para alguns insetos (Calatayud, 2000; Wilson, 

2003; Rheinheimer, 2013; Boaventura et al., 2015).  

 Nas plantas de mandioca, também são encontrados importantes compostos 

fenólicos como: ácido gálico, ácido clorogênico, ácido cafeico, ácido ferúlico, ácido 

p-cumárico, rutina e kaempferol-3-O-rutinosídeo (Calatayud et al., 1994; Santos et 

al. 2013; Pinto-Zevallos et al., 2016; Gazola et al., 2018). Muitos desses compostos 

podem ter efeito deterrente, repelente, tóxico e até mesmo atrativo para insetos 

(Simmonds, 2001). Em estudos sobre parâmetros biológicos de P. manihoti, foi 

observado que a adição de rutina em dieta causa redução de ganho de peso e 

aumento do período de desenvolvimento das ninfas (Calatayud, 2000).  
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 Além disso, sabe-se que o ataque de P. manihoti pode induzir o aumento na 

produção de rutina nas plantas de mandioca, dependendo do genótipo estudado 

(Calatayud et al., 1994; Gazzola et al., 2018). Entretanto, compostos relacionados à 

defesa da planta a insetos como ácido cafeico, ferúlico e p-cumárico não 

apresentaram aumento significativo após o ataque de P. manihoti (Gazzola et al., 

2018). 

 Outro importante grupo de compostos quando se trata de defesa de plantas a 

insetos herbívoros são os terpenoides (Gonzalez-Coloma et al., 2010). Os 

terpenoides são principalmente hidrocarbonetos insaturados cíclicos de caráter 

hidrofóbico e podem ser classificados em monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos 

e triterpenos (Harbone, 1999). Em mandioca, foram detectados diferentes níveis de 

saponinas esteroidais (Wobeto et al., 2007), moléculas que podem apresentar 

propriedades antinutritivas provavelmente por interferirem na absorção de colesterol 

pelos insetos ou propriedades antibióticas por causarem lise celular (Diab et al., 

2012; de Geyter et al., 2012). Até o momento, não são conhecidos estudos que 

avaliem a toxicidade das saponinas presentes em mandioca a insetos. 

 As proteínas tóxicas como as lectinas e inibidores de proteases são outras 

moléculas presentes em mandioca que apresentam função de defesa contra insetos 

herbívoros (Wobeto et al., 2007; Silva et al., 2010; Dang e Van Damme, 2015). As 

lectinas são proteínas ligantes em carboidratos específicos e podem apresentar 

toxicidade não somente pela ligação com o epitélio do intestino do inseto, mas 

também por penetrarem na hemocele do inseto, alcançarem diversos tecidos e 

resultarem em um efeito sistêmico negativo (Peumans e Van Damme, 1995; 

Manning et al., 2017). 

 Os inibidores de proteases vegetais são proteínas que, quando ingeridos por 

insetos fitófagos, inibem proteinases associadas com a digestão de proteínas, 

resultando em retardos no desenvolvimento, redução de fertilidade dos adultos e 

aumento na mortalidade (Macedo et al., 2015). Assim como para saponinas, essas 

proteínas presentes em mandioca não foram testadas quanto a toxicidade a insetos 

(Wobeto et al., 2007; Silva et al., 2010). 

 Além da composição e concentração constitutiva de compostos de defesa 

presentes em plantas, a herbivoria em plantas de mandioca pode resultar no 
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aumento de concentração de determinados compostos de defesa (Gazzola et al., 

2018). Esse processo é mediado por hormônios produzidos pela planta após 

estímulos realizados por meio da alimentação de insetos ou outros ferimentos (Bari 

e Jones, 2009). São exemplos de fitormônios relacionados a estresses o ácido 

jasmônico (AJ), ácido salicílico (AS), ácido abscísico (ABA) e o etileno (ET) (Erb e 

Glaucer, 2010).  

 Os compostos da via do AJ estão relacionados na sinalização de rotas 

metabólicas contra insetos mastigadores e outros ferimentos mecânicos causados à 

planta, enquanto que o AS é principalmente associado à resposta a insetos 

sugadores (Zarate et al., 2007; Pieterse et al., 2012). Já o ABA e o ET 

desempenham papéis de modulação, sendo que o ABA está associado com a 

regulação da via do AJ quando ocorre algum ferimento na planta ou ataque de 

insetos e o ET quando ocorre algum ataque por patógenos necrotróficos (Anderson 

et al., 2004; Lorenzo e Solano, 2005; Pieterse et al., 2012). Apesar de importantes 

compostos na interação inseto-planta, não foram encontrados trabalhos com 

mensuração desses fitormônios em plantas de mandioca. 
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CAPÍTULO 2 - Composição química de genótipos de Manihot esculenta Crantz 

e suas possíveis influências sobre o desenvolvimento de 

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: 

Noctuidae) 

 

RESUMO - As plantas apresentam diversos metabólitos secundários que podem 
estar associados a interações com herbívoros. Alguns desses metabólitos são 
antinutritivos, repelentes ou tóxicos a insetos herbívoros e podem ser explorados 
como inseticidas. Genótipos de mandioca apresentam uma grande variedade de 
metabólitos com potencial inseticida, mas pouco é conhecido sobre a identidade 
desses compostos. O presente trabalho foi conduzido para avaliar o 
desenvolvimento do herbívoro-modelo Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) 
(Lepidoptera: Noctuidae) alimentado com seis genótipos de mandioca (IAC-14, IAC-
90, IAC-12, IAC-Caapora, Baianinha e MEcu 72) e analisar a composição química 
constitutiva desses genótipos. Foram realizadas as quantificações de fenóis totais e 
saponinas esteroidais dos seis genótipos. Para a análise da composição e 
abundância relativa de metabólitos por GC-MS, os genótipos MEcu 72 e Baianinha 
foram selecionados por resultarem nos piores parâmetros sobre o desenvolvimento 
de S. frugiperda e IAC-Caapora por resultar nos melhores parâmetros. A 
alimentação da fase larval com MEcu 72 resultou nos piores índices nutricionais e, 
juntamente com Baianinha, nos piores índices reprodutivos de S. frugiperda. Uma 
quantidade 25% superior de fenóis totais foi observada nas folhas do genótipo MEcu 
72 em relação aos demais genótipos. As análises de GC-MS resultaram na detecção 
de 58 metabólitos e 21 desses metabólitos apresentaram diferença significativa 
entre os genótipos avaliados. Os metabólitos myo-inositol-2-monofosfato, os ácidos 
p-cumárico, clorogênico e p-hidroxibenzoico, duas formas de ácido octadecadienoico 
e n-hexacosano foram detectados em maior abundância no genótipo MEcu 72 ou 
Baianinha em relação a IAC-Caapora. Os possíveis papéis dessas moléculas nas 
interferências negativas causadas sobre o desenvolvimento de S. frugiperda são 
discutidos. 

Palavras-chave: Cromatografia gasosa, defesa química, metabolômica, produtos 
naturais, Spodoptera frugiperda 
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CHAPTER 2- Chemical identification analyses of Manihot esculenta Crantz 

genotypes and their possible influences on the development of 

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: 

Noctuidae)  

 
ABSTRACT - Plants have several secondary metabolites that may be associated 
with plant-herbivore interactions. Some of these metabolites are antinutritive, 
repellent or toxic to herbivorous and can be exploited as insecticides. Cassava 
genotypes present a wide variety of metabolites with insecticidal potential, but little is 
known about the identity of these compounds. The present work was conducted to 
evaluate the development of the generalist herbivore Spodoptera frugiperda 
(Lepidoptera: Noctuidae) fed with six cassava genotypes (IAC-14, IAC-90, IAC-12, 
IAC-Caapora, Baianinha and MEcu 72) and analyze the constitutive chemical 
composition of these genotypes. We analyzed the levels of phenolics compounds 
and steroidal saponins of the six genotypes. For the analysis of the composition and 
relative abundance of metabolites by GC-MS, MEcu 72 and Baianinha genotypes 
were selected because they resulted in the worst parameters on the development of 
S. frugiperda and IAC-Caapora because it resulted in the best parameters. Feeding 
larvae with MEcu 72 resulted in the worst nutritional indexes and along with 
Baianinha, in the worst reproductive indexes of S. frugiperda. The phenolic 
compounds levels were 25% higher in the leaves of the MEcu 72 genotype than 
other genotypes. GC-MS analysis resulted in the detection of 58 metabolites and 21 
of these metabolites showed a significant difference between the evaluated 
genotypes. Myo-inositol-2-monophosphate, p-coumaric, chlorogenic and p-
hydroxybenzoic acid, two forms of octadecadienoic acid and n-hexacosan were 
detected in greater abundance in the MEcu 72 or Baianinha genotypes than IAC-
Caapora. The possible roles of these molecules in the negative interferences caused 
on the development of S. frugiperda are discussed. 

KEYWORDS: Chemical defense, gas chromatography, metabolomics, natural 
products, Spodoptera frugiperda 
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1 Introdução 

 

As plantas apresentam rotas biossintéticas no metabolismo secundário que 

resultam na formação de metabólitos que podem atuar na proteção contra 

organismos danosos (Bourgaud et al., 2001). Os metabólitos secundários são 

compostos orgânicos que não estão diretamente envolvidos no crescimento, 

desenvolvimento e reprodução das plantas, mas podem lhes conferir vantagens 

adaptativas, como propriedades antinutritivas ou tóxicas a herbívoros (Harborne, 

1999; Macías et al., 2007; Ibanez et al., 2012). 

Esses metabólitos secundários com atividade inseticida podem ser extraídos 

das plantas e utilizados para o controle de insetos pragas. As piretrinas, nicotina, 

rotenona, sabadila, rianodina e azadiractina são alguns exemplos desses compostos 

naturais (Gonzalez-Coloma et al., 2010). Além da utilização direta desses compostos 

para o manejo de insetos pragas, o desenvolvimento de novas moléculas sintéticas 

com atividade inseticida pode ser direcionado. Como exemplos, citam-se a nicotina e 

a piretrina que serviram de modelo para o desenvolvimento dos neonicotinoides e 

piretroides, respectivamente (Casida, 1980; Yamamoto, 1999).  

A metabolômica pode ser utilizada de maneira não direcionada e resultar na 

detecção de compostos químicos em amostras complexas como, por exemplo, as 

plantas (Fiehn, 2002). Este método tem sido utilizado para identificar compostos 

químicos candidatos que contribuem para a resistência constitutiva e/ou induzida de 

plantas a insetos através da comparação quali e quantitativa dos metabólitos 

presentes em genótipos resistentes e suscetíveis (Leiss et al., 2009; Jansen et al., 

2009; Wang et al., 2017).  

Um grande potencial de moléculas inseticidas é sugerido para plantas de 

mandioca (Manihot spp.), como o ácido gálico, catequina, rutina, saponinas e 

inibidores de proteases (Calatayud et al., 1994; Wobeto et al., 2007; Santos et al., 

2013). Algumas dessas moléculas podem ser associadas à resistência de genótipos 

de mandioca a insetos pragas, como no genótipo MEcu 72 que resulta na 

mortalidade de aproximadamente 70% de ninfas de mosca branca, mas a 

composição química desse genótipo é desconhecida (Barilli et al., 2019).  
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Muitos genótipos que apresentam resistência ao desenvolvimento de insetos 

pragas são considerados agronomicamente inferiores e necessitam passar por 

melhoramento genético para associar resistência a pragas com produtividade e 

qualidade de raízes (Bellotti e Arias, 2001). O conhecimento das moléculas 

inseticidas presentes em genótipos resistentes a pragas pode auxiliar no processo 

de melhoramento, com a possibilidade de monitorar as características das progênies 

resultantes dos cruzamentos por meio de ensaios de detecção/quantificação dos 

compostos de interesse (Maluf et al., 2010). 

O herbívoro Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: 

Noctuidae), apesar de não ser considerado praga de mandioca, tem a capacidade 

de utilizar diferentes hospedeiros, entre eles folhas de mandioca, para completar seu 

ciclo imaturo de desenvolvimento (Silva et al., 2017). Essa capacidade se deve a 

alta plasticidade fenotípica da espécie que resulta, por exemplo, na detoxificação de 

compostos xenobióticos ou ativação da expressão de enzimas digestivas 

alternativas (Paulillo et al., 2000; Silva-Brandão et al., 2017). Desse modo, S. 

frugiperda figura como um interessante organismo para se avaliar os efeitos de 

possíveis metabólitos inseticidas presentes em plantas. 

O presente trabalho foi conduzido para avaliar o desenvolvimento do 

herbívoro-modelo S. frugiperda alimentado com folhas de seis genótipos de 

mandioca e realizar análise metabolômica não-direcionada por GC-MS dos 

genótipos contrastantes para identificar moléculas potencialmente associadas com 

as alterações negativas observadas sobre o desenvolvimento de S. frugiperda. 

 

2 Material e Métodos 

 

2.1 Material vegetal 

 

Os genótipos avaliados foram cedidos pelo Instituto Agronômico de Campinas 

(IAC) e pela Universidade Estadual do Oeste do Paraná (UNIOESTE). Foram 

avaliados cinco genótipos que apresentam diferentes níveis de resistência a mosca 

branca, Bemisia tuberculata Bondar, 1923 (Hemiptera: Aleyrodidae) e cochonilha, 
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Phenacoccus manihoti Matile-Ferrero, 1977 (Hemiptera: Pseudococcidae) (IAC-14, 

IAC-12, IAC-90, IAC-Caapora e MEcu 72) e um genótipo considerado suscetível 

(Baianinha) (Rheinheimer, 2013; Barilli et al., 2019). As plantas foram cultivadas em 

área experimental situada na Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias (FCAV) 

na Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (UNESP), Jaboticabal-

SP. As manivas foram dispostas em duas linhas por genótipo com 20 plantas por 

linha e espaçamento de 0,5 m entre plantas e 1 m entre linhas. 

 

2.2 Avaliação do desenvolvimento de Spodoptera frugiperda em diferentes 

genótipos de mandioca 

 

A espécie S. frugiperda foi eleita como espécie-modelo no presente estudo 

devido à capacidade de se desenvolver utilizando folhas de mandioca como 

alimento (Santos et al. 2013) e por não haver metodologia para a criação de 

lepidópteros pragas da cultura da mandioca. As lagartas utilizadas nos testes foram 

obtidas na criação do Laboratório de Ecologia Aplicada (APECOLAB). 

Para a avaliação do desenvolvimento de S. frugiperda nos diferentes 

genótipos de mandioca, lagartas neonatas foram individualizadas em potes plásticos 

(7 cm de diâmetro x 3 cm de altura) com tampa. As folhas dos diferentes genótipos 

foram coletadas diariamente no campo experimental, mergulhadas por 30 segundos 

em solução de hipoclorito de sódio (0,075%) e três vezes em água destilada, secas 

em temperatura ambiente e fornecidas às lagartas. Foram avaliadas a duração e a 

viabilidade dos períodos larval e pupal, deformação e peso de pupa após 24 horas. 

Os experimentos foram iniciados com 50 lagartas por genótipo, dispostas em 5 

repetições contendo 10 lagartas individualizadas por repetição. 

Para a avaliação do consumo e utilização de alimento, as secções foliares 

foram fornecidas a 30 lagartas por tratamento individualizadas em potes plásticos 

idênticos aos descritos anteriormente. Após sete dias da implantação do 

experimento, iniciaram-se as pesagens diárias da massa fresca do alimento 

fornecido, da sobra de alimento, das fezes e das lagartas. Para se realizar a 

correção de perda de umidade do alimento fornecido, 10 secções foliares de cada 
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genótipo foram mantidas sem as lagartas nas mesmas condições dos tratamentos 

(Parra, 1991).  

Com estas avaliações, foram determinados os seguintes parâmetros 

(Waldbauer, 1968; Scriber e Slansky Jr., 1981):  

T: Duração do período de alimentação (dias);  

AF: Peso do alimento fornecido ao inseto (g); 

AR: Peso da sobra do alimento fornecido ao inseto (g); 

F: Peso de fezes (g); 

B: Ganho de peso pelas lagartas (g);  

PM: Peso médio das lagartas (g);  

I: Peso do alimento ingerido (g);  

(I-F): Alimento assimilado (g);  

[M = (I-F) - B]: Alimento metabolizado durante o período de alimentação (g). 

Os índices nutricionais das lagartas alimentadas com cada genótipo de 

mandioca foram determinados através das seguintes fórmulas: 

Taxa de consumo relativo (g/g/dia) - RCR = I / (PM x T); 

Taxa de crescimento relativo (g/g/dia) - RGR = B / (PM x T); 

Taxa metabólica relativa (g/g/dia) - RMR = M / (PM x T); 

Digestibilidade aproximada (%) - AD = I – F / I x 100; 

Eficiência de conversão do alimento ingerido (%) - ECI = B / I x 100; 

Eficiência de conversão do alimento digerido (%) - ECD = B / (I-F) x 100; 

Custo metabólico (%) = 100 – ECD. 

Após a emergência dos adultos, 10 casais foram formados após alimentação 

nos diferentes genótipos de mandioca e mantidos em gaiolas de PVC (10 cm de 

diâmetro x 10 cm de altura) forradas com papel sulfite (1 casal/gaiola). Os casais 

foram alimentados diariamente com solução aquosa de mel a 10%. A cada dois dias, 

foi realizada a observação das posturas e da mortalidade dos adultos de forma a se 

obter os períodos de pré-oviposição, longevidade e fecundidade dos adultos. Duas 

gaiolas constituíram uma repetição. 

A segunda postura de cada fêmea foi separada e acondicionada em placa de 

Petri (10 cm de diâmetro) para o acompanhamento da eclosão das lagartas e o 

registro da duração do período de incubação e a viabilidade (fertilidade) dos ovos. 
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A partir dos dados biológicos obtidos, determinaram-se a taxa líquida de 

reprodução (R0), o tempo médio de uma geração (T), a taxa intrínseca de aumento 

(rm) e tempo necessário para a população duplicar em número (DT), conforme Birch 

(1948), Silveira Neto et al. (1976) e Krebs (1994): 

R0 = ∑ lx mx 

T = (∑ lx mxx) / (∑ lx mx) 

Rm = log R0 / T . 0.4343 

DT = ln(2) / rm 

onde, x é a idade do indivíduo no tempo, lx a sobrevivência específica e mx a 

fertilidade específica. 

 

2.3 Preparo dos extratos de folhas de mandioca 

 

Durante o período em que foram realizadas as análises do desenvolvimento 

de S. frugiperda, foram coletadas aproximadamente 50 folhas de mandioca sem 

ocorrência de pragas ou doenças por genótipo. As folhas foram devidamente 

identificadas, lavadas em água corrente, secas e mantidas em freezer (-20ºC) até 

sua utilização para o preparo dos extratos. 

Os extratos brutos de folhas de mandioca foram preparados seguindo 

procedimento adaptado de Wobeto et al. (2007). Após pesadas, as folhas frescas 

(sem pecíolo) foram maceradas em almofariz e pistilo com a adição de nitrogênio 

líquido. O material particulado foi homogeneizado em etanol na proporção de 1:10 

(p/V) (3 g de folhas frescas/30 mL de solvente) e mantido em repouso por 24 horas. 

Após o repouso, os extratos foram sonicados (3 sonicações de 15 minutos), filtrados 

em papel de filtro e armazenados. Esse procedimento foi repetido novamente com o 

material retido no filtro e obtiveram-se extratos com aproximadamente 60 mL. Para 

cada genótipo de mandioca, foram preparadas três repetições independentes. 
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2.4 Determinação de saponinas esteroidais 

 

A concentração de saponinas nas folhas de mandioca dos diferentes 

genótipos foi determinada por método colorimétrico (Baccou et al.,1977). Os extratos 

brutos de folhas de mandioca foram diluídos em etanol (10x) e transferidos para 

tubos de ensaio nos volumes 100, 200 e 300 µL com posterior ajuste do volume final 

para 1 mL com etanol. O etanol das amostras foi evaporado em termobloco a 100ºC 

e, em seguida, foi adicionado 1 mL de acetato de etila a cada amostra com 

homogeneização vigorosa em vortéx por 5 minutos. Após isso, foram adicionados 

500 µL do reagente A (0,5 mL de p-anilsadeído + 99,5 mL de acetato de etila) e 500 

µL do reagente B (50 mL H2SO4 + 50 mL de acetato de etila). As amostras foram 

homogeneizadas e posteriormente aquecidas em bloco seco a 60ºC por 20 min. 

Após repouso em temperatura ambiente por 10 min, as amostras foram analisadas 

em espectrofotômetro regulado no comprimento de onda de 430 nm. 

As concentrações de saponinas esteroidais nas folhas dos genótipos de 

mandioca foram calculadas utilizando uma curva padrão de diosgenina (Sigma 

Aldrich, Saint Louis, USA) em clorofórmio (0-20 µg/mL; y=0,0529x; R2=0,9963) 

preparada nas mesmas condições do ensaio. Os resultados foram expressos em mg 

de saponinas por grama de folhas frescas. 

 

2.5 Determinação de fenóis totais 

 

A concentração de fenóis totais presentes nas folhas de mandioca dos 

diferentes genótipos foi realizada por método colorimétrico (Ainsworth e Gillespie, 

2007). Os extratos brutos foram diluídos em etanol (10x), transferidos para tubos de 

ensaio nos volumes de 10, 50 e 100 µL com posterior ajuste do volume final de cada 

amostra para 100 µL com etanol. A cada amostra, foram adicionados 200 µL do 

reagente Folin-Ciocalteu 10%, homogeneizados em vórtex e adicionados 800 µL de 

Na2CO3 700mM. As amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 2 horas 

e análises de absorbância das amostras foram feitas em espectrofotômetro regulado 

no comprimento de onda de 765 nm. 
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As concentrações de fenóis totais nas folhas dos genótipos de mandioca 

foram calculadas utilizando uma curva padrão de ácido gálico (Sigma Aldrich, Saint 

Louis, USA) em etanol (0-10 µg/mL; y=0,1008x, R2=0,9984) preparada nas mesmas 

condições do ensaio. Os resultados foram expressos em mg de fenóis totais por 

grama de folhas frescas. 

 

2.6 Análise por GC-MS 

 

Com base nos resultados das análises biológicas e nutricionais dos insetos e 

determinação de fenóis totais e saponinas, foram selecionados os genótipos 

Baianinha, IAC-Caapora e MEcu 72 para as análises de GC-MS.  

Para análise dos metabólitos por GC-MS, o etanol do extrato bruto foi 

evaporado em rotaevaporador (45ºC; 175 Mbar) até aproximadamente 1 mL. O 

extrato concentrado foi transferido para tubo Eppendorf e seco em concentrador a 

vácuo (SpeedVac-Eppendorf). A derivatização das amostras (5 mg) foi realizada 

pela adição de 80 µL de metoxiamina (20 mg/mL de piridina) e as amostras foram 

incubadas a 30ºC por 90 minutos. A sililação foi realizada pela adição de 200 µL de 

MSTFA (N-metil-trimetilsilil-trifluoroacetamida), homogeneização e incubação (37ºC; 

30 min) seguida de repouso por 24 horas a 5ºC.  

Em seguida, as amostras foram filtradas com microfiltro de nylon (0,22 µm) e 

transferidas para vial de 2 mL com insert de 350 μL. As amostras foram analisadas 

por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC-MS). Foi 

utilizada amostra controle (branco) e uma série de alcanos (C13-C40) foi utilizada 

como referência para o cálculo dos índices de retenção. 

As amostras derivatizadas foram automaticamente injetadas (1 µL) no modo 

split em cromatógrafo gasoso acoplado a um espectrômetro de massas (Shimadzu 

QP-2010). A coluna utilizada foi uma Resetk Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm ID x 0,25 

μm). A temperatura de injeção foi de 270ºC, com fluxo de 1 mL/min, iniciado após 

240 s do início da aquisição dos dados. A temperatura inicial foi de 140ºC, mantida 

por 3 min e aumentada 3ºC/min até atingir 320ºC mantidos por 10 min. O efluente da 

coluna foi introduzido na fonte de íons do equipamento GC x GC-MS. A 

espectrometria de massas foi conduzida com os seguintes parâmetros: temperatura 
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da fonte de íons igual a 270ºC, corrente de ionização de 2 mA e 20 espectros/s e a 

voltagem do detector igual a 1500 V. Foram registrados valores de m/z na faixa de 

35-700. 

 

2.7 Análise estatística 

 

Os dados de desenvolvimento de S. frugiperda, de consumo e utilização de 

alimento e quantificação de saponina e fenóis totais foram testados quanto à 

normalidade e homogeneidade da variância dos erros. As variáveis foram 

submetidas à ANOVA seguido do teste de comparação de médias de Scott-Knott ao 

nível de 5% de probabilidade de erro (P≤0,05) utilizando o programa SISVAR 

(Ferreira, 2011). 

Os parâmetros da tabela de vida de fertilidade foram estimados por meio do 

método de Jackknife e as médias comparadas usando PROC GLM (SAS Institute, 

2002), conforme descrito por Maia et al. (2000). 

O processamento dos dados de GC-MS foi realizado em duas etapas. 

Inicialmente foram realizadas as etapas de deconvolução, obtenção do índice de 

retenção (RI), correção do tempo de retenção (RT) e alinhamento de picos e 

identificação dos metabólitos com o auxílio do pacote TargetSearch (Cuadros-

Inostroza, 2009) no ambiente R. Para identificação dos metabólitos, foi utilizada a 

biblioteca GMD (The Golm Metabolome Database). Como parâmetro para 

identificação dos metabólitos foi utilizado o desvio de RI de ± 2 segundos. Foram 

considerados metabólitos válidos apenas aqueles com três ou mais massas 

características no espectro de fragmentação e score igual ou maior a 600.  

Para normalização dos dados, a intensidade de cada metabólito foi dividida 

pela contagem iônica total (TIC) de cada amostra. Os metabólitos que apresentaram 

valor de intensidade zero em mais de 50% das amostras de cada grupo foram 

removidos. A matriz de dados resultantes foi analisada estatisticamente utilizando o 

programa MetaboAnalyst (Xia e Wishart, 2016), no qual os valores foram filtrados 

por “intervalo interquantil”, normalizados pela mediana, transformados em log e 

escalonados por Pareto. Os dados gerados foram analisados pela Análise de 

Discriminante por Mínimos Quadrados Parciais (PLS-DA) que é utilizada para 
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determinar quais são as variáveis responsáveis por predizerem as classes e 

explicarem a variabilidade entre os dados. A análise de variância (ANOVA) foi 

realizada para identificar os metabólitos diferencialmente abundantes entre os 

grupos, seguida do teste de Tukey (P<0,05). 

 

3 Resultados 

 

3.1 Índices nutricionais de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas com 

folhas de genótipos de mandioca 

 

 O consumo e utilização do alimento pelas lagartas de S. frugiperda foram 

influenciados pelos genótipos de mandioca. O genótipo Baianinha foi aparentemente 

o de mais fácil utilização pela fase larval de S. frugiperda, visto que valores inferiores 

aos obtidos com os demais genótipos foram observados para a taxa de consumo 

relativa (RCR), taxa metabólica relativa (RMR) e custo metabólico (CM) e um valor 

superior foi observado para eficiência de conversão do alimento digerido (ECD). 

Após consumirem folhas dos genótipos MEcu 72, IAC-Caapora e IAC-12, as lagartas 

apresentaram menores valores para eficiência de conversão do alimento ingerido 

(ECI) e valores superiores para CM (Figuras 1A e 1B). 
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Figura 1 - Índices nutricionais de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas 
com folhas de genótipos de mandioca (T: 25 ± 2°C; Fotofase diária: 12 
horas). RCR: Taxa de consumo relativo (F5,12=7,108; P=0,003); RGR: 
Taxa de crescimento relativo (F5,12=9,461; P<0,001); RMR: Taxa 
metabólica relativa (F5,12=13,241; P<0,001) (A); AD: Digestibilidade 
aproximada (F5,12=5,057; P=0,010); ECI: Eficiência de conversão do 
alimento ingerido (F5,12=16,212; P<0,001); ECD: Eficiência de conversão 
do alimento digerido (F5,12=24,072; P<0,001); CM: Custo metabólico 
(F5,12=24,072; P<0,001) (B). Médias ± erro padrão seguidas pela mesma 
letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P>0,05). 

 

3.2 Desenvolvimento de Spodoptera frugiperda em diferentes genótipos de 

mandioca 

 

A duração (F5,24=8,102; P<0,001) e viabilidade (F5,24=2,918; P=0,0338) do 

período larval de S. frugiperda diferiram de acordo com o genótipo oferecido aos 

insetos. Lagartas alimentadas com os genótipos IAC-12 e IAC-Caapora tiveram 

cerca de dois dias a menos de período larval em relação a lagartas alimentadas com 

os demais genótipos. A viabilidade do período larval foi cerca de 10% inferior para 

as lagartas alimentadas com os genótipos Baianinha, IAC-Caapora e MEcu 72 em 

relação a viabilidade larval observada para lagartas alimentadas com os demais 

genótipos (Tabela 1).  

 

 

 

A B 
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Tabela 1.  Duração (dias) e viabilidade (%) (média ± erro padrão) do período larval 
de Spodoptera frugiperda alimentado com diferentes genótipos de 
mandioca (T: 25 ± 2°C; Fotofase diária: 12 horas). 

Genótipos 
Período 
larval 

Viabilidade 
larval 

IAC-14 21,2 ± 0,43 a 88,0 ± 2,0 a1 

IAC-90 20,9 ± 0,07 a 88,0 ± 2,0 a 

IAC-12 19,5 ± 0,31 b 84,0 ± 4,0 a 

Baianinha 21,3 ± 0,47 a 78,0 ± 2,0 b 

MEcu-72 21,4 ± 0,24 a 76,0 ± 4,0 b 

IAC-Caapora 19,2 ± 0,36 b 80,0 ± 3,2 b 

C.V. (%) 3,7 8,1 
Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott (P>0,05).  

 

O período de pupas fêmeas (F5,24=3,190; P=0,024), os pesos de pupas de 

machos (F5,24=4,981; P=0,003) e de fêmeas (F5,24=3,747; P=0,012) também 

diferiram significativamente entre os genótipos utilizados. Os insetos alimentados 

com folhas dos genótipos Baianinha e MEcu-72 apresentaram os menores pesos 

das pupas (Tabela 2). 

 

Tabela 2.  Período (dias) e peso (mg) (média ± erro padrão) de pupas macho e 
fêmea de Spodoptera frugiperda cuja fase imatura foi alimentada com 
diferentes genótipos de mandioca (T: 25 ± 2°C; Fotofase diária: 12 horas). 

Genótipos 
Período de pupa Peso pupa 

Macho Fêmea Macho Fêmea 

IAC-14 12,7 ± 0,11 ns 11,3 ± 0,09 a 266,0 ± 6,0 a 261,0 ± 7,0 a 

IAC-90 12,6 ± 0,09 11,1 ± 0,09 b 264,0 ± 6,0 a 248,0 ± 4,0 a 

IAC-12 12,6 ± 0,10 11,0 ± 0,00 b 258,0 ± 8,0 a 247,0 ± 6,0 a 

Baianinha 12,7 ± 0,11 11,3 ± 0,11 a 235,0 ± 6,0 b 234,0 ± 6,0 b 

MEcu-72 12,4 ± 0,11 10,9 ± 0,09 b 237,0 ± 5,0 b 232,0 ± 5,0 b 

IAC-Caapora 12,6 ± 0,11 10,9 ± 0,10 b 257,0 ± 9,0 a 252,0 ± 6,0 a 

C.V. (%) 2,0 2,1 5,4 5,1 
Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott (P>0,05). ns = não significativo 
pela ANOVA. 
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A alimentação da fase larval de S. frugiperda com os genótipos de mandioca 

não influenciaram parâmetros do estágio adulto como período de pré-oviposição 

(F5,24=2,063; P=0,106), longevidade de macho (F5,36=0,637; P=0,673) e de fêmea 

(F5,36=0,698; P=0,628) e fecundidade (F5,24=1,197; P=0,340). O período de pré-

oviposição de S. frugiperda variou de 3,6 a 4,9 dias, a longevidade de machos de 

8,8 a 10,7 dias, a longevidade de fêmeas de 14,9 a 19,4 dias e a fecundidade de 

2122,1 a 2645,5 ovos. Porém, um maior número de adultos deformados foi 

observado em insetos que se alimentaram do genótipo MEcu 72 (25%), seguido dos 

genótipos IAC-14, IAC-12 e IAC-Caapora (aproximadamente 10%) e dos genótipos 

IAC-90 e Baianinha (2,5%). 

Os genótipos de mandioca utilizados durante a alimentação larval 

influenciaram o desempenho reprodutivo de S. frugiperda. De maneira geral, 

observou-se que a alimentação da fase larval de S. frugiperda com os genótipos 

IAC-12 e IAC-Caapora resultou em uma taxa líquida de reprodução (R0) 25% 

superior em relação à R0 observada em insetos alimentados com o genótipo 

Baianinha, no qual foi observado o menor valor de R0. A alimentação com os 

genótipos IAC-12 e IAC-Caapora também resultou em menores intervalos médios 

entre gerações (T), maior taxa intrínseca de crescimento (rm) e menor tempo 

necessário para a população duplicar em número (DT) em relação aos demais 

genótipos de mandioca. Entre os genótipos IAC-12 e IAC-Caapora, cuja alimentação 

resultou em melhores parâmetros de desempenho reprodutivo, destaca-se o 

genótipo IAC-Caapora em função da alimentação com esse genótipo ter resultado 

em melhores resultados para T, rm e DT em relação ao observado com a 

alimentação com folhas do genótipo IAC-12 (Tabela 3). 
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Tabela 3.  Taxa líquida de reprodução (R0), intervalo médio entre gerações (T), taxa 
intrínseca de crescimento (rm) e tempo necessário para a população 
duplicar em número (DT) de Spodoptera frugiperda alimentadas com 
genótipos de mandioca durante a fase larval (T: 25 ± 2°C; Fotofase diária: 
12 horas). 

Genótipos R0 (♀/♀) T (dias) rm (♀/♀/dia) DT(dias) 

IAC-14 874,2 ab 35,3 a 0,192 c 3,6 a 

IAC-90 816,1 ab 35,9 a 0,187 c 3,7 a 

IAC-12 1018,5 a 33,7 b 0,205 b 3,4 b 

Baianinha 772,4 b 35,4 a 0,188 c 3,7 a 

MEcu 72 877,1 ab 35,5 a 0,191 c 3,6 a 

IAC-Caapora 1014,3 a 32,2 c 0,215 a 3,2 c 
Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo método de Jackknife (P>0,05). 

 

3.3 Determinação de saponinas e fenóis totais 

 

 Concentrações inferiores de saponinas foram observadas nos genótipos IAC-

14 e MEcu 72 em relação aos demais genótipos de mandioca (Figura 2A). Com 

relação à concentração de fenóis totais nas folhas, o genótipo MEcu 72 apresentou 

cerca de 25% (3,0 mg/g) a mais de compostos fenólicos totais do que os demais 

genótipos (Figura 2B).  

 

 

 

 

 

 

 

 



34 
 

IAC-14
IAC-90

IAC-12

Baianinha
MEcu72

IAC-Caapora

C
o
n
c
e
n
tr

a
ç
ã
o
 s

a
p
o
n
in

a
s
 (

m
g
/g

)

0

2

4

6

8

10

12

b
b

a

a
a a

 
IAC-14

IAC-90
IAC-12

Baianinha
MEcu72

IAC-Caapora

C
o
n
c
e
n
tr

a
ç
ã
o
 d

e
 f

e
n
ó
is

 t
o
ta

is
 (

m
g
/g

)

0

2

4

6

8

10

12

14

b b

a

b b b

 

Figura 2 - Concentração de saponinas (mg/g) (F5,12=4,544; P=0,014) (A) e de fenóis 
totais (mg/g) (F5,12=13,659; P<0,001) (B) presentes em extratos de folhas 
de genótipos de mandioca. Médias ± erro padrão seguidas pela mesma 
letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P>0,05). 

 

3.4 Análise dos metabólitos por GC-MS 

 

 A análise de PLS-DA confirmou a separação dos genótipos Baianinha, MEcu 

72 (causadores dos efeitos negativos nos adultos) e IAC-Caapora (genótipo cujo 

consumo resultou em melhores desempenhos dos adultos) em termos de 

metabólitos. A soma dos dois primeiros componentes principais da PLS-DA explica 

60,6% da variância observada entre os genótipos e apresentaram valores de R² = 

0,9837 e Q² = 0,7773 que indicam boa variação descrita pelo modelo e precisão ou 

habilidade preditiva do modelo para os componentes analisados (Szymanska et al., 

2012). No primeiro componente principal (33,9%), pode-se observar a separação de 

Baianinha (esquerda) dos genótipos IAC-Caapora e MEcu 72 (direita) e, no segundo 

componente (26,7%), o genótipo IAC-Caapora (abaixo) fica separado dos genótipos 

Baianinha e MEcu 72 (acima) (Figura 3).  

 

A B 
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Figura 3 - PLS-DA Scores Plot da comparação dos genótipos Baianinha (B; 
vermelho) versus IAC-Caapora (C; verde) versus MEcu72 (E; azul). PC1 e 
PC2 representam o primeiro e segundo componente principal, 
respectivamente. 

 

Foram detectados 58 metabólitos e, entre esses, 33 foram identificados e 21 

metabólitos apresentaram concentrações relativas diferentes entre pelo menos 2 

genótipos de mandioca avaliados (Figura 4).  
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Figura 4 - Heatmap dos metabólitos detectados em extratos etanólicos de folhas de 
genótipos de mandioca. As colunas representam o agrupamento das três 
repetições biológicas dos genótipos, enquanto que as linhas representam 
os metabólitos. O aumento na intensidade de vermelho e azul indicam 
abundância elevada ou diminuta, respectivamente, de um metabólito em 
relação a abundância mediana do metabólito. *Diferença significativa 
entre os genótipos pela ANOVA (P≤0,05). 

Baianinha IAC-Caapora MEcu 72 
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A análise para verificar quais genótipos possuíam diferentes abundâncias 

relativas de metabólitos resultou na geração de nove padrões de cores. Em dois 

padrões (1 e 2) os metabólitos myo-inositol-2-monofosfato (I2P), trealose e ácido p-

cumárico apresentam maior abundância relativa no genótipo MEcu 72. Nos padrões 

6 e 9, foram indicadas maiores abundâncias relativas dos metabólitos lactose, n-

hexacosano, duas formas de ácido octadecadienoico e de dois metabólitos não 

identificados no genótipo Baianinha. O padrão 3 indica maiores abundâncias 

relativas de quatro metabólitos não identificados nos genótipos MEcu 72 e IAC-

Caapora. O padrão 4 indica maiores abundâncias relativas dos metabólitos metil 

isoheptadecanoato, ácido clorogênico, ácido p-hidroxibenzoico (PHBA) e um 

metabólito não identificado nos genótipos Baianinha e MEcu 72. Os padrões 5 e 8 

indicam maiores abundâncias relativas de laminaribiose e de dois metabólitos não 

identificados no genótipo IAC-Caapora. O padrão 7 indica maior abundância relativa 

de um metabólito não identificado nos genótipos Baianinha e IAC-Caapora (Figura 

5). 
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Padrão GMD_ID Metabólito Classe B C E 

Padrão 1 1798 Myo-inositol-2-monofosfato Fosfato    

 2011 Trealose Açúcar    

Padrão 2 1245 Ácido p-cumário Ácido fenólico    

Padrão 3 1442 NA     

 600 NA     

 723 NA     

 906 NA     

Padrão 4 1316 Metil isoheptadecanoato Ácido graxo (éster)    

 1662 NA     

 2368 Ácido Clorogênico Ácido fenólico    

 661 Ácido p-hidroxibenzoico Ácido fenólico    

Padrão 5 2032 Laminaribiose Açúcar    

Padrão 6 2049 Lactose Açúcar    

 1894 n-Hecaxosano Alcano    

Padrão 7 1653 NA     

Padrão 8 2027 NA     

 461 NA     

Padrão 9 1610 Ácido octadecadienoico  Ácido graxo (éster)    

 1611 Ácido octadecadienoico  Ácido graxo (éster)    

 1717 NA     

 1766 NA     

Figura 5 - Metabólitos presentes em extratos etanólicos de folhas de mandioca que 
apresentaram diferença quantitativa entre os genótipos. Genótipos 
Baianinha (B), IAC-Caapora (C) e MEcu 72 (E). Vermelho indica maior 
abundância do metabólito, azul indica menor abundância do metabólito, 
amarelo indica abundância intermediária do metabólito e preto indica a 
ausência do metabólito. Quando comparados os três grupos, as médias 
foram analisadas pelo teste de Tukey (P≤0,05). GMD_ID = identificação 
do metabólito na biblioteca GMD, NA = Não identificado. 

 

4 Discussão 

 

A alimentação de S. frugiperda com o genótipo MEcu 72 resultou em um 

desempenho larval muito próximo ao observado para lagartas alimentadas com o 

genótipo IAC-Caapora, mas o peso de pupas e o desempenho reprodutivo obtidos 

ao utilizar MEcu 72 como alimento foram inferiores aos obtidos com a utilização 

desse genótipo. Além disso, a alimentação com o genótipo MEcu 72 foi a que 

resultou em um maior número de adultos deformados. De maneira similar ao 

observado, quando utilizado como recurso alimentar, o genótipo MEcu 72 também 

exerce influência negativa sobre três espécies de mosca branca e uma espécie de 
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cochonilha, causando mortalidade e redução da fecundidade dos insetos (Bellotti e 

Arias 2001, Carabalí et al. 2010, Omongo et al. 2012; Rheinheimer, 2013; Barilli et 

al., 2019). 

O genótipo Baianinha é classificado como suscetível a insetos pragas, 

principalmente sugadores (Rheinheimer, 2013; Barilli et al., 2019). Porém, no 

presente trabalho, verificaram-se importantes interferências negativas sobre o peso 

de pupas e taxa líquida de reprodução de S. frugiperda após alimentação da fase 

larval com folhas do genótipo Baianinha em relação aos mesmos parâmetros 

observados após alimentação com folhas do genótipo IAC-Caapora. Em 

lepidópteros, a alimentação da fase larval é muito importante para o desempenho 

reprodutivo e os efeitos de determinados genótipos sobre o desenvolvimento de 

insetos pragas pode ser aparente apenas após a fase larval (Awmack e Leather, 

2002). Isso se dá principalmente pelo fato de que grande parte dos ovos de 

lepidópteros serem formados pelas reservas energéticas captadas durante a fase 

larval (Honek, 1993). A melhor utilização do alimento observado pelas lagartas em 

folhas de Baianinha não resultaram em melhores parâmetros de desenvolvimento e 

reprodução, possivelmente pela menor reserva energênica no período larval. 

Genótipos de uma mesma espécie podem resultar em diferentes interações 

com insetos herbívoros, sendo os metabólitos secundários um dos principais 

componentes envolvidos na defesa da planta a insetos (Mithöfer e Boland, 2012). 

Por isso, iniciou-se a investigação da influência de metabólitos secundários sobre o 

desenvolvimento de S. frugiperda pela quantificação total de saponinas e fenóis 

totais nas folhas dos genótipos de mandioca selecionados. Sabe-se da existência de 

saponinas nas folhas de mandioca (Wobeto et al., 2007) e que o consumo desse 

tipo de molécula pode resultar no aumento da mortalidade de insetos herbívoros (De 

Geyter et al., 2007). No presente trabalho, não foi possível correlacionar a variação 

da concentração total de saponinas nas folhas de mandioca analisadas com 

alterações nos parâmetros biológicos de S. frugiperda. Aparentemente, as 

concentrações de saponinas nas folhas dos genótipos de mandioca selecionados 

não são suficientes para resultar em alterações no desenvolvimento de S. frugiperda 

ou as saponinas presentes nas folhas dos genótipos apresentam baixa ou nenhuma 

atividade inseticida (Adel et al., 2000).  
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Em função de suas influências negativas sobre o desenvolvimento de S. 

frugiperda, os genótipos MEcu 72 e Baianinha foram selecionados para identificação 

de metabólitos por GC-MS, assim como, IAC-Caapora por ser o genótipo que 

resultou nas maiores influências positivas. 

Após análise em GC-MS, observaram-se metabólitos como fosfato myo-

inositol-2-monofosfato (I2P) e o açúcar trealose em maior abundância no genótipo 

MEcu 72. Estudos indicam que a ingestão de myo-inositol não resulta em efeitos 

negativos sobre a fase larval de Hyphantria cunea (Drury, 1773) (Lepidoptera: 

Arctiidae) (Wang et al., 2017). Porém, estudos com Coptotermes formosanus 

Shiraki, 1909 (Isoptera: Rhinotermitidae) indicam que a ingestão de I2P causa 

deterioração dos segmentos antenais desses insetos (Grimball et al., 2017). Dessa 

forma, acredita-se que esse metabólito possa estar envolvido com o maior número 

de adultos de S. frugiperda deformados após ingestão do genótipo MEcu 72. O 

açúcar trealose, por ser formado por duas unidades de glicose e ser hidrolisado por 

trealases digestivas presentes em S. frugiperda (Silva et al., 2009), não parece ser 

uma molécula candidata a explicar os efeitos negativos observados. Trealose é um 

açúcar melhor correlacionado à sinalização de respostas de plantas a estresses 

bióticos e abióticos (Lunn et al., 2014) e maiores concentrações de trealose no 

genótipo MEcu 72 podem resultar na produção de maiores quantidades de outras 

moléculas associadas aos efeitos negativos observados, tais como moléculas 

fenólicas (Ali et al., 2012). 

Sabe-se que diversas moléculas fenólicas são associadas com efeitos 

negativos sobre o desenvolvimento de insetos (Rattan, 2010). Dessa forma, parte 

dos efeitos adversos observados em lagartas que se alimentaram com o genótipo 

MEcu 72 pode ser associada com a maior concentração de fenóis totais observada 

no mesmo pelo método colorimétrico. De forma mais específica, por GC-MS, 

observaram-se maiores abundâncias relativas dos ácidos fenólicos p-cumárico, 

clorogênico e p-hidroxibenzoico (PHBA) nos genótipos MEcu 72 e Baianinha, nos 

quais S. frugiperda obteve menor peso de pupas e menor desempenho reprodutivo. 

Esses compostos são fenilpropanoides derivados da via chiquimato-fenilpropanoide 

que podem ser classificados em quatro categorias: hidroxicinamatos e seus 
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derivados, glicosídeos fenólicos derivados de salicilatos, flavonoides e taninos 

condensados (Chen et al., 2009).  

O ácido p-cumárico é um hidroxicinamato que pode ser oxidado em espécies 

moleculares reativas, como quinonas e quinonas metóxidos, que se ligam a 

proteínas da dieta do herbívoro, diminuem o valor nutritivo do alimento e podem 

resultar em efeitos negativos no desenvolvimento de insetos (Lattanzio, 2013). O 

ácido clorogênico também é um hidroxicinamato que pode ser oxidado em 

clorogenoquinona e se ligar a aminoácidos livres e proteínas, o que leva a uma 

menor disponibilidade de aminoácidos e menor digestibilidade de proteínas (Felton 

et al., 1989; 1991). Ambos os compostos desempenham função de defesa química 

contra herbívoros e apresentam efeitos negativos sobre o desenvolvimento, 

sobrevivência e fecundidade de insetos mastigadores e sugadores (Leiss et al., 

2009; Chrzanowski et al., 2012; Torp et al., 2013). O PHBA é um glicosídeo fenólico 

derivado de salicilatos também denominado como ácido 4-hidroxibenzoico. Muitos 

metabólitos benzenoides derivados do ácido salicílico, como o ácido benzoico, foram 

relacionados à resistência constitutiva de plantas a insetos pragas (Wang et al., 

2017). 

O ácido octadecadienoico está presente em maior abundância relativa no 

genótipo Baianinha, no qual os insetos tiveram maior eficiência na utilização do 

alimento, mas com menor peso de pupas e menor taxa de reprodução. Este 

composto é um ácido linoleico conjugado (CLA), termo usado para descrever um 

grupo de ácidos octadecadienoicos que contêm duas ligações duplas conjugadas 

(Yurawecz et al., 1995). CLAs podem ser antioxidantes (Park et al., 1997) e, no 

presente estudo, os ácidos octadecadienoicos podem ter reduzido a oxidação dos 

ácidos fenólicos p-cumárico, clorogênico e PHBA com potencial toxicidade a insetos 

como mencionado acima e, consequentemente, facilitado a utilização do alimento e 

reduzido o custo metabólico das lagartas de S. frugiperda alimentadas com folhas do 

genótipo Baianinha. Por outro lado, ácidos octadecadienoicos também podem 

reduzir a deposição de gordura e aumentar a lipólise nos adipócitos de ratos (Park et 

al., 1997). Com uma possível redução do acúmulo de lipídeos durante a fase larval, 

apesar das folhas de Baianinha parecerem mais adequadas para a alimentação das 

lagartas, essas resultaram em desempenhos reprodutivos inferiores por S. 
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frugiperda. Isso se dá pela necessidade do acúmulo adequado de lipídeos na fase 

larval de lepidópteros para melhores taxas reprodutivas (Honek, 1993). 

O metabólito n-hexacosano com abundâncias relativas maiores em 

Baianinha, intermediárias em MEcu 72 e baixas em IAC-Caapora também pode 

estar relacionado com as reduções do potencial reprodutivo de S. frugiperda 

observadas quando as lagartas foram alimentada com Baianinha e MEcu 72. 

Concentrações subletais de um extrato fracionado de flores de Couroupita 

guianensis L. que continham n-hexacosano resultaram na diminuição do peso de 

pupas e do potencial reprodutivo de Spodoptera litura (Fabricius, 1775) (Lepidoptera: 

Noctuidae) (Ponsankar et al., 2016). 

O entendimento das concentrações relativas dos compostos secundários e 

suas possíveis relações com o desenvolvimento de insetos herbívoros auxilia na 

compreensão das relações entre plantas e herbívoros. A partir desses 

conhecimentos, tecnologias aplicadas podem auxiliar o melhoramento de plantas de 

interesse comercial ou desenvolver moléculas com atividade inseticida. 

 

5 Conclusões 

 

 O genótipo MEcu 72 foi o menos adequado para a alimentação e 

desenvolvimento de S. frugiperda. 

As folhas do genótipo MEcu 72 apresentam concentração de fenóis totais 

25% superior em relação aos demais genótipos. 

 Os metabólitos myo-inositol-2-monofosfato (I2P), ácidos p-cumárico, 

clorogênico e p-hidroxibenzoico, duas formas de ácido octadecadienoico e n-

hexacosano são fortes candidatos a explicar a interferência dos genótipos de 

mandioca no desenvolvimento de S. frugiperda. 
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CAPÍTULO 3 - Alterações das concentrações de fitormônios e cianeto em 

genótipos de Manihot esculenta Crantz induzidas pela 

herbivoria de lagartas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 

1797) (Lepidoptera: Noctuidae) 

 

RESUMO - As plantas podem modular a produção de compostos de defesa após o 

ataque de insetos. Essa resposta das plantas à herbivoria é conhecida como defesa 

induzida. Geralmente, o início dessa resposta é dado pela produção de diferentes 

fitormônios, moléculas sinalizadoras de eventos celulares que resultam na produção 

de moléculas de defesa na planta atacada. Como exemplo de moléculas de defesa 

presente em plantas de mandioca, sabe-se da existência de glicosídeos 

cianogênicos. Esses compostos, ao serem hidrolisados, resultam na produção de 

cianeto de hidrogênio tóxico a herbívoros generalistas. O presente trabalho foi 

conduzido para avaliar se a infestação por Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) 

(Lepidoptera: Noctuidae), um herbívoro-modelo não específico, induz alterações na 

concentração dos fitormônios ácido abscísico, ácido salicílico e ácido jasmônico, e 

de duas moléculas associadas a via do ácido jasmônico (ácido 12-oxofitodienoico - 

OPDA jasmonil-isoleucina) bem como na concentração de cianeto (CN) nas folhas 

de sete genótipos de mandioca (IAC-14, IAC-90, IAC-12, IAC-Caapora, Baianinha, 

MEcu 72 e BRS-CS01). Os experimentos biológicos foram conduzidos em casa de 

vegetação e a herbivoria foi realizada por duas lagartas de S. frugiperda (4o ínstar) 

mantidas por dois dias em gaiolas instaladas na terceira folha completamente 

desenvolvida. Foram analisadas cinco plantas de cada genótipo de mandioca pela 

coleta de duas folhas acima e duas folhas abaixo da folha infestada. As 

concentrações dos fitormônios foram analisadas por LC-MS e as concentrações de 

CN foram estimadas pela técnica de eletrodos de íons seletivos para cianeto. As 

análises realizadas indicam que o genótipo MEcu 72 classificado como menos 

adequados para o desenvolvimento larval de S. frugiperda apresenta concentrações 

constitutivas de fitormônios maiores que genótipos classificados como mais 

adequados. Após herbivoria, mudanças na concentração dos fitormônios ocorreram, 

porém, sem um padrão específico, variando principalmente em função do genótipo 

testado. Com relação aos CN, o genótipo IAC-Caapora foi que apresentou maiores 

concentrações constitutivamente. Após a herbivoria, nenhum dos genótipos 

avaliados alterou a concentração de CN, o que demonstra que as alterações nas 

concentrações de fitormônios induzidas por herbivoria não estão relacionadas com 

as rotas de biossíntese de CN. Os resultados das quantificações realizadas são 

apresentados e correlacionados com informações da literatura sobre o 

desenvolvimento de insetos nos genótipos estudados. 

Palavras-chave: Ácido jasmônico, ácido salicílico, cianeto, defesa química, 

resistência induzida.  
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CHAPTER 3 - Changes in phytohormones and cyanide levels in Manihot 

esculenta Crantz genotypes induced by herbivory of Spodoptera 

frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) 

 
ABSTRACT - Plants can modulate the production of defense compounds after insect 
attack. This response of plants to herbivory is known as induced defense. Generally, 
this response occur by production of different phytohormones, i.e. signaling 
molecules of cellular events that result in the production of defense molecules in 
damaged plants. Cyanogenic glycosides are among defense molecules present in 
cassava plants. These compounds, when hydrolyzed, result in the production of toxic 
hydrogen cyanide to generalist herbivores. The present work was conducted to 
evaluate if infestation by Spodoptera frugiperda (JE Smith, 1797) (Lepidoptera: 
Noctuidae), a nonspecific herbivore, induces changes of the phytohormones, 
abscisic acid, salicylic acid and jasmonic acid, and of two molecules of the signalling 
pathways of jasmonic acid (12-oxophitodienoic acid - OPDA and jasmonyl isoleucine) 
as well of cyanide (CN) levels in leaves of seven cassava genotypes (IAC-14, IAC-
90, IAC-12, IAC-Caapora, Baianinha, MEcu 72, and BRS-CS01). Biological 
experiments were conducted in greenhouse and the herbivory was performed by two 
S. frugiperda caterpillars (4th instar) maintained for two days in cages installed on the 
third fully developed leaf. Five plants of each cassava genotype were analyzed by 
collecting two leaves above and two leaves below the infested leaf. Phytohormones 
levels were analyzed by LC-MS and the CN were estimated by the cyanide ion 
selective electrode technique. The MEcu 72 genotype, the less suitable to larval 
development of S. frugiperda, presents constitutive concentrations of phytohormones 
greater than genotypes that are more adequate. The herbivory caused changes in 
the phytohormones levels mainly as a function of the genotype tested, however, 
without a specific pattern. In relation to CN, the genotype IAC-Caapora presented 
higher concentrations constitutively. After herbivory, none of the evaluated genotypes 
altered the concentration of CN, which suggests that changes in herbivory-induced 
phytohormone levels are not related with the CN biosynthesis pathways. The results 
of the quantifications are presented and correlated with information from the literature 
on the development of insects in the studied genotypes. 

KEYWORDS: Chemical defense, cyanide, induced resistance, jasmonic acid, 
salicylic acid 
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1 Introdução 

 

 As plantas apresentam rotas biossintéticas para a produção de metabólitos 

secundários que podem auxiliá-las na defesa contra herbívoros (Bourgaud et al., 

2001). Essa produção de compostos de defesa pode ser realizada de forma 

constitutiva ou induzida. Quando produzidos de forma induzida, a concentração 

desses compostos aumenta após o ataque dos herbívoros no local, em tecidos 

próximos ou distantes do sítio de herbivoria (Vallad e Goodman, 2004). 

 Entre as moléculas produzidas após indução pela herbivoria, observam-se os 

fitormônios e seus precursores. Os fitormônios são moléculas produzidas pelo 

sistema de defesa das plantas de forma a ativar rotas biossintéticas para a produção 

de moléculas de defesa e outros compostos (Bari e Jones, 2009). Ácido salicílico 

(AS), ácido abscísico (ABA), etileno (ET), ácido jasmônico (AJ) são exemplos de 

fitormônios relacionados com a ativações de rotas biossintéticas para defesa da 

planta (Erb e Glaucer, 2010).  

 As vias metabólicas sinalizadas por AJ e AS são o cerne do sistema de 

defesa da planta. O AJ e sua forma ativa AJ-Ile são conhecidos por estarem 

relacionados com a regulação de defesa da planta contra insetos mastigadores e 

outros ferimentos mecânicos. O AS é principalmente associado com resposta à 

herbivoria por insetos sugadores (Zarate et al., 2007; Pieterse et al., 2012). Por outro 

lado, o ABA e o ET desempenham um papel de modulação. Por exemplo, o ABA 

está associado com a regulação da via do AJ quando ocorre algum ferimento na 

planta ou ataque de insetos e o ET quando ocorre algum ataque por patógenos 

necrotróficos (Anderson et al., 2004; Lorenzo e Solano, 2005; Pieterse et al., 2012). 

O OPDA é precursor de AJ, porém, é também uma molécula biologicamente ativa e 

relacionada diretamente na indução de genes de resposta de defesa independentes 

do fitormônio AJ (Taki et al., 2005). 

 Do ponto de vista de compostos produzidos para ação direta sobre os 

herbívoros, as folhas e raízes de mandioca apresentam glicosídeos cianogênicos 

como linamarina (95%) e lotaustralina (5%), em níveis que variam, de 200 a 1300 

mg CN equivalente.kg-1 nas folhas e de 10-500 mg CN equivalente.kg-1 nas raízes 

dependendo do genótipo (Siritunga e Sayre, 2004). Quando os tecidos das plantas 
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de mandioca são injuriadas, ocorre o processo de cianogênese, que é a produção 

do cianeto de hidrogênio (HCN) por meio da ação de uma enzima endógena 

chamada linamarase (McMahon et al., 1995). A cianogênese é relacionada com a 

defesa das plantas à herbívoros generalistas (Bellotti e Riis, 1994; Ballhorn et al., 

2006). 

 O herbívoro Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: 

Noctuidae) não é considerado praga de mandioca, mas apresenta a capacidade de 

completar o seu ciclo utilizando folhas desse hospedeiro (Silva et al., 2017). Além 

disso, sabe-se que lagartas de S. frugiperda apresentam mudanças em seu 

desenvolvimento de acordo com a composição química do genótipo de mandioca 

ofertado para sua alimentação (Capítulo 2 da presente tese). 

 O presente trabalho foi conduzido para conhecer as concentrações de 

fitormônios e de CN e avaliar se a infestação por S. frugiperda altera a concentração 

dos mesmos em diferentes genótipos de mandioca. 

 

2 Material e Métodos 

 

2.1 Material vegetal 

  

 Os genótipos IAC-14, IAC-90, IAC-12 e IAC-Caapora foram cedidos pelo 

Instituto Agronômico de Campinas (IAC), os genótipos Baianinha e MEcu-72 pela 

Universidade Estadual do Oeste do Paraná (UNIOESTE) e o genótipo BRS CS01 

pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA). As manivas foram 

plantadas na posição vertical em vasos de 4 L contendo solo e composto orgânico 

(10%). As plantas foram mantidas em casa de vegetação em temperatura ambiente, 

situada na Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias (FCAV) na Universidade 

Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (UNESP), Jaboticabal-SP. 

 

2.2 Exposição das plantas de mandioca a herbivoria por Spodoptera frugiperda 

 

 Cinco plantas de cada genótipo em avaliação com três meses após o plantio 

foram infestadas com duas lagartas de quarto ínstar de S. frugiperda por planta. As 
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lagartas foram obtidas na criação do Laboratório de Ecologia Aplicada (APECOLAB). 

Antes de serem colocadas nas plantas, as lagartas utilizadas foram alimentadas por 

dois dias com folhas de mandioca de genótipo de mesa. As duas lagartas colocadas 

em cada planta foram depositadas na terceira folha completamente desenvolvida e 

mantidas em uma gaiola do tipo “voil”. Dois dias após a infestação, duas folhas 

acima e duas folhas abaixo da folha infestada foram coletadas, imediatamente 

congeladas em nitrogênio líquido e mantidas em freezer a -20ºC até as etapas 

seguintes. O mesmo procedimento foi realizado para a obtenção dos materiais 

vegetais sem indução por herbivoria, porém sem a utilização das lagartas. 

 Após coletadas, as folhas foram maceradas em almofariz e pistilo com a 

adição de nitrogênio líquido, acondicionadas em tubo Falcon e liofilizadas por 72 

horas a -80ºC. Os extratos e as análises químicas foram realizadas no laboratório de 

Interação de Ecologia Molecular no Centro Alemão de Pesquisa Integrativa de 

Biodiversidade (iDiv) em Leipzig na Alemanha. Todo o material coletado e 

transportado estava em conformidade com as leis vigentes pelo SISGEN (Cadastro 

de acesso: ACF6CB7; Cadastro de remessa: RD03829). 

 

2.3 Quantificação de fitormônios 

 

 A extração e purificação dos fitormônios foram realizadas segundo Machado 

et al. (2013) com modificações. Para a extração das amostras foliares liofilizadas, 20 

mg de material vegetal foi solubilizado em 800 µL de solução metanol:água (70:30) 

contendo 40 ng de cada um dos seguintes padrões internos: D6-ABA, D6-AS 

(OlChemIm Ltd, Olomouc, República Tcheca), D6-AJ-Ile e D6-AJ (HPC Standards 

GmbH, Borsdorf, Alemanha). As amostras foram agitadas em vórtex por 10 minutos 

e centrifugadas por 2 min (14000 rpm, 4ºC). O sobrenadante foi transferido para 

novo tubo Eppendorf e evaporado em Speed-Vac (Labconco, USA) em temperatura 

ambiente. O pellet foi ressuspenso em 200 µL de solução metanol:água (70:30) por 

15 minutos em sonicador (Fisher Scientific, UK). 

 Os fitormônios foram analisados utilizando cromatografia líquida (Bruker 

Advance UHPLC, Bremen, Alemanha) acoplado a espectrometria de massas (Bruker 

Elite EvoQ Triple quad, Bremen, Alemanha) (LC-MS), segundo Schäfer et al. (2016). 
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A coluna utilizada foi Zorbax Eclipse XDB-C 18 (50 x 4,6 mm, 1,8 mm, Agilent 

Technologies, Boeblingen, Alemanha) com 0,05% de ácido fórmico em água e 

0,05% de ácido fórmico em acetonitrila como fases móveis. As amostras foram 

analisadas em sequência aleatória incluindo uma amostra controle (metanol:água, 

70:30) analisada a cada 10 leituras. O processamento dos dados foi realizado no 

programa “MS data Review” (Bruker MS Workstation, version 8.2). A concentração 

dos fitormônios foi calculado de forma relativa aos padrões internos e à quantidade 

de material utilizado (ng/mg). 

 

2.4 Quantificação de cianeto (CN) 

 

 A quantificação de cianeto (CN) foi realizada pela técnica de eletrodos de íons 

seletivos para cianeto (Tuhtar, 1983). Foram pesados 20 mg de amostra liofilizada e 

acondicionados em tubos Eppendorf no quais foram adicionados 1 mL de KH2PO4 

(0,2 M, pH 7.0) por tubo. As amostras foram homogeneizadas em moinho de esferas 

(Retsche mixer mill MM 400) por 1 minuto a 30 Hz, incubadas por 30 minutos a 37ºC 

em banho maria e centrifugadas por 3 minutos a 15.000 g. O sobrenadante foi 

transferido para um Becker onde foram adicionados 0,2 mL de NaOH (10M) e o 

volume final foi ajustado para 20 mL com ddH2O. A solução foi mantida sob 

constante agitação e a leitura foi realizada em eletrodos de íons seletivos para 

cianeto. 

 As concentrações de CN foram calculadas utilizando curva de calibração com 

padrão de cianeto (CN-) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Alemanha) (1, 10, 50, 100, 

500, 1000 µM, y= -26,3 ln(x) -25,955; R2=0,9968) preparada nas mesmas condições 

do ensaio. Os resultados foram expressos em µM/mg. 

 

2.5 Análise estatística 

 

Os dados de concentrações dos diferentes fitormônios e de CN foram 

testados quanto à normalidade e homogeneidade da variância dos erros. As 

variáveis foram submetidas à ANOVA seguido do teste de comparação de médias 
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de Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade de erro (P≤0,05) utilizando o 

programa SISVAR (Ferreira, 2011).  

 

3 Resultados 

 

 A herbivoria por S. frugiperda induziu alterações significativas da 

concentração de todos os fitormônios avaliados em função do genótipo testado 

(Figuras 1-5). Na ausência da herbivoria, os genótipos IAC-14 e IAC-90 

apresentaram menores teores de ABA (~8 ng/mg) em relação aos demais (9-11 

ng/mg). Após herbivoria, a concentração de ABA foi aumentada no genótipo IAC-90 

e reduzida no genótipo IAC-Caapora o que resultou na separação dos genótipos 

IAC-14 e IAC-Caapora com concentrações inferiores de ABA (7-8 ng/mg) em relação 

aos demais genótipos (~10 ng/mg) (Figura 1). 
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Figura 1. Concentração (ng/mg) de ácido abscísico (ABA) em sete genótipos de 
Manihot esculenta, não infestados (preta) e infestados (cinza) por lagartas 
de Spodoptera frugiperda. Médias ± erro padrão seguidas de mesma letra 
minúscula não diferem entre si para os genótipos não infestados (Scott-
Knott, P≥0,05). Médias ± erro padrão de mesma letra maiúscula não 
diferem entre si para os genótipos infestados (Scott-Knott, P>0,05). 
*diferença no genótipo após infestação (teste t, P>0,05) 

 

 A concentração constitutiva de AS foi superior no genótipo MEcu 72 (31,5 

ng/mg), seguida por BRS-CS01 (24,7 ng/mg), Baianinha e IAC14 (~15 ng/mg) e, 

finalmente, por IAC-90, IAC-12 e IAC-Caapora (10 ng/mg). Após herbivoria, a 

concentração de AS foi reduzida nos genótipos Baianinha e MEcu 72 e aumentada 
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nos genótipos IAC-Caapora e BRS-CS01. A herbivoria resultou em maiores 

concentrações de AS no genótipo BRS-CS01 (33,1 ng/mg), seguido por IAC-

Caapora (25,6 ng/mg) e um grupo com os demais genótipos com aproximadamente 

10-15 ng/mg (Figura 2). 
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Figura 2. Concentração (ng/mg) de ácido salicílico (AS) em sete genótipos de 
Manihot esculenta, não infestados (preta) e infestados (cinza) por lagartas 
de Spodoptera frugiperda. Médias ± erro padrão seguidas de mesma letra 
minúscula não diferem entre si para os genótipos não infestados (Scott-
Knott, P≥0,05). Médias ± erro padrão de mesma letra maiúscula não 
diferem entre si para os genótipos infestados (Scott-Knott, P>0,05). 
*diferença no genótipo após infestação (teste t, P>0,05) 

 
 A concentração constitutiva de OPDA, uma molécula sinalizadora, bem como 

precursora do AJ, foi superior nos genótipos IAC-Caapora e BRS-CS01 (~65 ng/mg) 

seguida por MEcu 72 (25,6 ng/mg), pelos genótipos Baianinha e IAC-12 (~15 ng/mg) 

e, finalmente pelos genótipos IAC-90 e IAC-14 (~5 ng/mg). A herbivoria induziu o 

aumento da concentração de OPDA nos genótipos IAC-90 e BRS-CS01, com a 

concentração do último genótipo aumentada 127% em relação à não infestada (83,0 

ng/mg). Após herbivoria, o genótipo BRS-CS01 foi o de maior concentração de 

OPDA (148,0 ng/mg), seguido pelo genótipo IAC-Caapora (53,1 ng/mg), um 

agrupamento dos genótipos MEcu 72, Baianinha, IAC-12 e IAC-90 (18-25 ng/mg) e, 

finalmente, pelo genótipo IAC-14 (7,3 ng/mg) (Figura 3).  
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Figura 3. Concentração (ng/mg) de OPDA em sete genótipos de Manihot esculenta, 
não infestados (preta) e infestados (cinza) por lagartas de Spodoptera 
frugiperda. Médias ± erro padrão seguidas de mesma letra minúscula não 
diferem entre si para os genótipos não infestados (Scott-Knott, P≥0,05). 
Médias ± erro padrão de mesma letra maiúscula não diferem entre si para 
os genótipos infestados (Scott-Knott, P>0,05). *diferença no genótipo 
após infestação (teste t, P>0,05) 

 

 A concentração constitutiva de AJ foi superior nos genótipo IAC-12 (13,7 

ng/mg), intermediária no genótipo MEcu 72 (9,7 ng/mg), inferior nos genótipos 

Baianinha, BRS-CS01 e IAC-14 (2-4 ng/mg) e não detectáveis nos genótipos IAC-

Caapora e IAC-90. A herbivoria resultou no aumento das concentrações de AJ nos 

genótipos IAC-90, Baianinha e IAC-Caapora e redução nas concentrações de AJ 

nos genótipos IAC-12 e MEcu 72. Após herbivoria, os genótipos IAC-90, IAC-12, 

Baianinha e BRS-CS01 foram agrupados por apresentarem concentração de AJ 

aproximada de 6,0 ng/mg, os genótipos IAC-Caapora e MEcu 72 com concentração 

aproximada de 2,5 ng/mg e o genótipo IAC-14 não apresentou níveis detectáveis de 

AJ após herbivoria (Figura 4). 
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Figura 4. Concentração (ng/mg) de ácido jasmônico (AJ) em sete genótipos de 
Manihot esculenta, não infestados (preta) e infestados (cinza) por lagartas 
de Spodoptera frugiperda. Médias ± erro padrão seguidas de mesma letra 
minúscula não diferem entre si para os genótipos não infestados (Scott-
Knott, P≥0,05). Médias ± erro padrão de mesma letra maiúscula não 
diferem entre si para os genótipos infestados (Scott-Knott, P>0,05). 
*diferença no genótipo após infestação (teste t, P>0,05) 

 

 A concentração constitutiva de AJ-Ile, a forma ativa de AJ e sinalizadora de 

respostas de defesa, foi superior nos genótipos IAC-12 e MEcu 72 (~3 ng/mg), 

intermediária nos genótipos Baianinha e IAC-14 (~0,5 ng/mg) e inferior nos 

genótipos IAC-90, IAC-Caapora e BRS-CS01 (>0,1 ng/mg). Após herbivoria, a 

concentração de AJ-Ile foi aumentada no genótipo IAC-90 e reduzida nos genótipos 

IAC-14, IAC-12 e MEcu 72. Três grupos distintos foram formados após herbivoria: 

um primeiro grupo formado pelos genótipos IAC-90, IAC-12 e Baianinha (~0,5 

ng/mg), outro formado pelos genótipos MEcu 72 e BRS-CS01 (~0,2 ng/mg) e outro 

grupo com os genótipos IAC-14 e IAC-Caapora (>0,1 ng/mg) (Figura 5). 

 

 



58 
 

IAC-14
IAC-90

IAC-12

Baianinha
MEcu72

IAC-Caapora

BRS-CS01

C
o
n
c
e
n
tr

a
ç
ã
o
 j
a
s
m

o
n
il-

is
o
le

u
c
in

a
 (

n
g
/m

g
)

0

1

2

3

4

5

6

Não-infestado 

Infestado 

b

c

a

b

a

c cC

A A A
B C B

*

*

*

*

 

Figura 5. Concentração (ng/mg) de jasmonil-isoleucina (AJ-Ile) em sete genótipos 
de Manihot esculenta, não infestados (preta) e infestados (cinza) por 
lagartas de Spodoptera frugiperda. Médias ± erro padrão seguidas de 
mesma letra minúscula não diferem entre si para os genótipos não 
infestados (Scott-Knott, P≥0,05). Médias ± erro padrão de mesma letra 
maiúscula não diferem entre si para os genótipos infestados (Scott-Knott, 
P>0,05). *diferença no genótipo após infestação (teste t, P>0,05) 

 

 A concentração constitutiva de CN foi maior no genótipo IAC-Caapora (0,84 

μM/mg) em relação aos demais genótipos (~0,6 μM/mg). Após herbivoria, a 

concentração de CN não diferiu entre os genótipos (Figura 6). 
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Figura 6. Concentração de cianeto (CN) (µM/mg) em sete genótipos de Manihot 
esculenta, não infestados (preta) e infestados (cinza) por lagartas de 
Spodoptera frugiperda. Médias ± erro padrão seguidas de mesma letra 
minúscula não diferem entre si para os genótipos não infestados (Scott-
Knott, P>0,05). 
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4. Discussão 

 

 A concentração constitutiva de fitormônios em uma planta sugere sua 

atividade de resposta pré-formada a um determinado herbívoro ou grupo de 

herbívoros. Por exemplo, o genótipo MEcu 72, que figura entre os genótipos menos 

adequados para o desenvolvimento larval de S. frugiperda e de insetos sugadores 

(capítulo 2 da presente tese, Bellotti e Arias 2001, Carabalí et al. 2010, Omongo et 

al. 2012; Barilli et al., 2019), apresenta constitutivamente as concentrações dos 

fitormônios ABA, AS, AJ e AJ-Ile elevadas em relação aos genótipos IAC-90 e IAC-

14 cujas folhas, de maneira geral, foram consideradas mais adequadas para o 

desenvolvimento larval de S. frugiperda. 

 Com a concentração constitutiva superior de fitormônios associados a 

respostas de defesa em plantas, espera-se que rotas biossintéticas para a produção 

de compostos de defesa estejam ativas e, consequentemente, que os compostos de 

defesa estejam em maiores concentrações. Em maiores concentrações, efeitos mais 

evidentes das moléculas de defesa sobre os herbívoros são esperados. Como 

possibilidade de moléculas antiherbívoros produzidas pela maior concentração de 

fitormônios presentes no genótipo MEcu 72, observam-se os compostos fenólicos. 

Em MEcu 72, os compostos fenólicos totais são mais abundantes em relação aos 

genótipos IAC-90 e IAC-14 (capítulo 2 da presente tese). Os fitormônios ABA, 

etileno, AJ e AS regulam a produção de compostos fenólicos com potencial atividade 

antiherbivoria em plantas (Kendal e Bjostad, 1990; Jiang e Joyce, 2003; Ali et al., 

2007) e podem explicar a maior concentração constitutiva de compostos fenólicos 

em MEcu 72 e sua inadequação ao desenvolvimento de herbívoros. 

 Outra situação avaliada foi a alteração da concentração de fitormônios após 

alimentação da planta pelo inseto, a chamada resistência induzida por herbivoria. 

Após a herbivoria por pragas mastigadoras, as plantas geralmente apresentam um 

aumento na produção do fitormônio modulador ABA e, consequentemente, na 

produção de AJ e dos compostos das vias reguladas pelo mesmo (Lorenzo e 

Solano, 2005). Diferente do que foi observado em plantas não expostas a 

herbívoros, a regulação fitormonal após herbivoria não demonstrou um padrão claro 

de aumento ou redução nos materiais avaliados.  
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A herbivoria por S. frugiperda ativou uma expressiva síntese de OPDA no 

genótipo BRS CS01. O OPDA é um composto precursor do AJ, porém, não foram 

observados aumentos significativos na concentração de AJ e/ou AJ-Ile para o 

genótipo em questão. Por ser, além de precursora, uma molécula biologicamente 

ativa independente do fitormônio AJ, o aumento da síntese de OPDA, pode levar a 

uma maior produção de compostos secundários relacionadas à defesa da planta 

tanto contra insetos quanto contra patógenos (Stintzi et al., 2001; Taki et al., 2005). 

O genótipo BRS-CS01 apresenta a característica de alta produtividade aliada à 

resistência a doenças, aparentemente explicada pelo aumento do OPDA. 

 Para alguns genótipos foi observada redução na concentração de alguns 

fitormônios após a herbivoria, como exemplo, no genótipo MEcu 72 a redução nos 

níveis de todos os fitormônios. Essa redução pode ser explicada pela produção de 

compostos voláteis liberados pela planta para a comunicação planta-planta e/ou 

outras interações tróficas. Os compostos salicilato de metila (MeSA) e jasmonato de 

metila (MeJA) são exemplos de voláteis derivados do AS e AJ, que estão 

relacionados nessa comunicação (Erb e Glaucer, 2010). 

De maneira geral, observou-se que, apesar de serem todos da mesma 

espécie, os genótipos apresentaram formas distintas de resposta à herbivoria. 

Alguns genótipos tiveram as concentrações de fitormônios reduzidas e outros 

aumentadas de forma que, com poucas exceções, os genótipos apresentaram 

concentrações semelhantes de fitormônios após herbivoria. 

 Além das correlações diretas (aumento na concentração de um hormônio 

resultando em um fenótipo), interconexões entre as vias hormonais conhecidas 

como "crosstalk" devem ser consideradas. Essa rede complexa de informações 

permite as plantas ajustarem suas defesas contra diferentes estímulos (Pieterse et 

al. 2012; Vos et al., 2015). 

 Em nenhum genótipo foi verificada a indução da expressão de CN após 

herbivoria. Aparentemente, as vias biossintéticas de CN nos genótipos de mandioca 

avaliados não são reguladas pelos fitormônios quantificados. Diferente do observado 

no presente trabalho, a herbivoria de Tetranychus urticae Koch (Acari: 

Tetranychidae) e Epilachna varivestis Mulsant, 1850 (Coleoptera: Coccinellidae) 

resultou no aumento de CN em Phaseolus lunatus L. (Ballhorn et al., 2006). O 
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incremento de CN ocorreu apenas no folíolo atacado e não foi verificado na folha 

inteira, o que sugere que a indução da produção de CN varia de acordo com a 

espécie/genótipo e o herbívoro associado. Dessa forma, o incremento de CN nos 

genótipos de mandioca pode ter ocorrido apenas na folha atacada por S. frugiperda 

e não nas folhas analisadas neste trabalho. 

 O herbívoro-modelo S. frugiperda, um inseto não especialista em herbivoria 

sobre mandioca, causou injúria inferior ao observado pela alimentação de, por 

exemplo, lagartas de Erinnyis ello L., 1758 (Lepidoptera: Sphingidae), uma praga 

específica da mandioca (Pratissoli et al., 2002). Porém, mesmo com essa menor 

injúria, verificamos a ocorrência de alterações nos níveis dos fitormônios avaliados. 

O ataque de herbívoros especialista podem levar a diferentes alterações na 

modulação desses compostos, seja pelo menor consumo, pela diferente composição 

química da saliva dos insetos, que servirão de elicitores para a produção dos 

fitormônios, ou pela coevolução entre a planta e o inseto utilizado (Ali e Agrawal, 

2012).  

 

5 Conclusões 

 

 O genótipo MEcu 72 apresenta as maiores concentrações constitutivas dos 

fitormônios avaliados.  

 Apesar de todos os genótipos serem da mesma espécie, houve distintas 

formas de resposta à herbivoria por S. frugiperda.  

 As vias biossintéticas de CN nos genótipos de mandioca não foram reguladas 

pelos fitormônios avaliados. 
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CAPÍTULO 4 - Comparação da composição química de seis genótipos de 

Manihot esculenta Crantz com base em suas interações com 

insetos pragas 

 

RESUMO - Plantas de mandioca são conhecidas por sua rusticidade e produção de 

compostos de defesa contra herbívoros tais como os compostos cianogênicos. 

Mesmo assim, plantas de mandioca podem ser colonizadas e utilizadas por uma 

série de insetos específicos, entre eles os sugadores. Na busca de formas de reduzir 

o impacto negativo desses insetos sobre as plantas de mandioca, genótipos que 

resultam em interferências negativas sobre o desenvolvimento de insetos sugadores 

foram identificados. Porém, pouco se sabe a respeito da composição química das 

folhas de plantas de mandioca e, sobretudo, dos genótipos com maiores efeitos 

negativos no desenvolvimento dos insetos. Com isso, o presente trabalho foi 

conduzido para avaliar parâmetros químicos de seis genótipos de mandioca 

selecionados em função de suas relações com insetos sugadores (IAC-14, IAC-12, 

IAC-90, IAC-Caapora, MEcu 72 e Baianinha). Análises metabolômicas não 

direcionadas (LC-MS) e a quantificação da atividade hemaglutinante (AH) foram 

realizadas nos seis genótipos. O genótipo MEcu 72, considerado um padrão de 

resistência para os insetos sugadores, apresentou 10 metabólitos exclusivos e um 

metabólito com abundância de 2 a 5 vezes superior aos demais além de maior 

atividade hemaglutinante. As possíveis relações desses compostos presentes 

exclusivamente ou em maiores concentrações em MEcu 72 com as interferências 

negativas que esse genótipo causa em insetos sugadores são discutidas. 

Palavras-chave: Cromatografia líquida, defesa química, metabolômica, lectinas 
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CHAPTER 4 - Comparative chemical composition of six genotypes of Manihot 

esculenta Crantz based on their interactions with insect pests 

 

ABSTRACT - Cassava plants are rustic and produce defense compounds against 
herbivores such as cyanogenic compounds. Nevertheless, cassava plants can be 
colonized and used by a number of specific herbivores, among those sucking 
insects. In search of ways to reduce the negative impact of these insects on cassava 
plants, genotypes that result in negative interferences on the development of sap 
sucking insects were identified. However, there is a lack of information about the 
chemical composition of the cassava leaves, mainly from genotypes with the greatest 
negative effects against insect development. Thus, the present work was carried out 
to evaluate the chemical parameters of six cassava genotypes (IAC-14, IAC-12, IAC-
90, IAC-Caapora, MEcu 72 and Baianinha). Non-targeted metabolomic analysis (LC-
MS) and quantification of haemagglutinating activity (HA) were performed in the six 
genotypes. In the MEcu 72 genotype, a resistance standard for sap sucking insects, 
we found 10 exclusive metabolites and a metabolite with abundance 2 to 5 times 
superior to the others and greater hemagglutinating activity. The possible 
relationships of these compounds present exclusively or in higher concentrations in 
MEcu 72 genotype with the negative interferences in sap sucking insects are 
discussed. 

KEYWORDS: Chemical defense, lectins, liquid chromatography, metabolomics 
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1 Introdução 

 

 As plantas de Manihot esculenta Crantz apresentam a característica de 

produção de glicosídeos cianogênicos, tanto pelas folhas como pelas raízes 

(Siritunga e Sayre, 2004). Esses compostos cianogênicos são relacionados à defesa 

das plantas à herbívoros, principalmente os generalistas (Bellotti e Riis, 1994). 

Apesar da produção desses compostos, são reportadas cerca de 200 espécies de 

pragas associadas à cultura, adaptadas em vários graus à essa defesa química da 

planta bem como aos compostos laticíferos (Bellotti et al., 2012). Dentre essas 

pragas, destacam-se os insetos sugadores, como as cochonilhas, Phenacoccus 

manihoti Matile-Ferrero (Hemiptera: Pseudococcidae) e P. herreni Cox & Williams 

(Hemiptera: Pseudococcidae), as moscas brancas, Bemisa tabaci (Genn.) biótipo B, 

Aleurotrachelus socialis Bondar, Bemisia tuberculata (Bondar) e Aleurothrixus aepim 

(Goeldi) (Hemiptera: Aleyrodidae) e os percevejos de renda Vatiga manihotae 

(Drake) e V. illudens (Drake) (Hemiptera: Tingidae) (Bellotti et al., 2012; Pietrowski et 

al., 2014; Vásquez-Ordóñez et al., 2015). 

 Em estudos realizados avaliando-se o desenvolvimento de pragas em 

diversos genótipos de mandioca, foram observados diferentes graus e formas de 

interferência no desenvolvimento de pragas de acordo com o genótipo avaliado 

(Tertuliano et al, 1993; Bellotti e Arias, 2001; Calatayud e Le Ru, 2006; Carabalí et 

al., 2010; Bellotti et al., 2012; Rheinheimer, 2013; Oliveira et al., 2016; Barilli et al., 

2019). Por exemplo, o genótipo MEcu 72 resultou na deformação e mortalidade de 

aproximadamente 70% de ninfas de mosca branca e redução na fecundidade de 

adultos de mosca branca, cochonilha e percevejo de renda (Carabalí et al. 2010; 

Rheinheimer, 2013; Oliveira et al., 2016; Barilli et al., 2019). 

 Entre as formas de defesa das plantas a insetos pragas, observa-se a 

produção de metabólitos secundários que apresentam propriedades antinutritivas ou 

tóxicas a herbívoros (Bourgaud et al. 2001, Ibanez et al. 2012). Algumas moléculas 

com potencial inseticida são descritas em plantas de mandioca, como o ácido gálico, 

ácido ferúlico, ácido p-cumárico, ácido cafeico, rutina, saponinas, inibidores de 

proteases e lectinas (Calatayud et al. 1994; Wobeto et al. 2007; Silva et al., 2010; 

Santos et al. 2013; Pinto-Zevallos et al., 2016; Gazola et al., 2018). Porém, um 
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grande potencial de moléculas inseticidas ainda é sugerido e poucas são as análises 

para detecção e identificação de moléculas inseticidas em genótipos de mandioca 

com maior resistência. 

 No presente trabalho, foram analisados parâmetros químicos de seis 

genótipos de mandioca selecionados em função de suas relações com insetos 

sugadores (IAC-14, IAC-12, IAC-90, IAC-Caapora, MEcu 72 e Baianinha) por meio 

de análises metabolômicas não direcionadas (LC-MS) e a quantificação da atividade 

hemaglutinante (AH). Os resultados obtidos foram correlacionados com trabalhos 

prévios que descrevem as interferências dos genótipos analisados sobre o 

desenvolvimento de insetos sugadores. 

 

2 Material e Métodos 

 

2.1 Material vegetal 

  

 Foram avaliados cinco genótipos que apresentam diferentes níveis de 

resistência (IAC-14, IAC-12, IAC-90, IAC-Caapora e MEcu 72) e um genótipo 

considerado suscetível (Baianinha) a insetos sugadores (Rheinheimer, 2013; Barilli 

et al., 2019; Wengrat et al., dados não publicados). Todo o material vegetal foi 

cultivado em áreas experimentais situadas na Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinárias (FCAV) na Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” 

(UNESP), Jaboticabal-SP. 

 Para a quantificação da atividade hemaglutinante (AH), as plantas de 

mandioca foram cultivadas a campo, dispostas em duas linhas por genótipo com 20 

plantas por linha e espaçamento de 0,5 m entre plantas e 1 m entre linhas. Após 

quatro meses do plantio foram coletadas aproximadamente 50 folhas de mandioca 

sem ocorrência de pragas ou doenças por genótipo. As folhas foram devidamente 

identificadas, lavadas em água corrente, secas e mantidas em freezer (-20ºC) até 

sua utilização para o preparo dos extratos. 

 Para a análise por LC-MS, foram cultivados cinco vasos por genótipo. As 

manivas foram plantadas na posição vertical em vasos de 4L contendo solo e 10% 

de composto orgânico e mantidas em casa de vegetação com temperatura ambiente 
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e irrigadas diariamente. Após três meses do plantio, foram coletadas quatro folhas 

por planta e imediatamente acondicionadas em nitrogênio líquido. Após coletadas, 

as folhas foram maceradas em almofariz e pistilo com a adição de nitrogênio líquido, 

acondicionadas em tubo Falcon e liofilizadas por 72 horas a -80ºC. 

 

2.2 Perfil metabólico 

 

 Foi realizado estudo de metabolômica não direcionada para observação do 

perfil metabólico dos seis genótipos estudos. As análises de LC-MS foram realizadas 

no laboratório de Interação de Ecologia Molecular no Centro Alemão de Pesquisa 

Integrativa de Biodiversidade (iDiv) em Leipzig na Alemanha. Todo o material 

coletado e transportado estava em conformidade com as leis vigentes pelo SISGEN 

(Cadastro de acesso: ACF6CB7; Cadastro de remessa: RD03829). 

A extração foi realizada seguindo metodologia adaptada de Vos et al. (2012). 

As amostras foliares liofilizadas (± 20 mg) foram duplamente extraídas com 1 mL de 

MeOH:tampão de acetato (50 mM, pH 4,8) (75:25, v:v) em tubo Eppendorf de 2 mL 

com duas esferas (5 mm Ø) e agitado em moinho de esfera (Retsche mixer mill MM 

400) por 5 min a 30 Hz. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (15 min a 

15.000 g) e os sobrenadantes foram combinados e armazenados a -80ºC em 

freezer. 

 O extrato bruto foi diluído (1:5) em MeOH:tampão de acetato (pH 4,8) (50:50, 

v:v) e 10 µL foram injetados e analisados em Cromatografia Líquida de Ultra-Alta 

Pressão UltiMateTM 3000 (Thermo Scientific Dionex, Sunnyvale, USA) equipado com 

coluna Acclaim RSLC 120 (C18, 150 x 2,1 mm, tamanho de partícula 2,2 µm, 

ThermoFisher Scientific). A temperatura da coluna utilizada foi de 40ºC, usando o 

seguinte gradiente a uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min: 0-2 min isocrático 95% A 

(água/ácido fórmico 0,05%), 5% de B (acetonitrila/ácido fórmico 0,05%); 2-12 min, 

linear de 5 a 50% B; 12 a 13 min, lineares de 50 a 95% de B; 13 a 15 min, isocrático 

95% B; 15 a 16 min, linear de 95 a 5% de B; 16-20 min, isocrático 5% B.  

 Os compostos foram detectados com um espectrômetro de massa 

quadrupolo/tempo de voo (qToF-MS, Bruker maXis impact HD; Bruker, Billeria, USA) 

aplicando as seguintes condições em modo positivo: faixa de varredura 50-1500 m/z 
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taxa de aquisição de 3 Hz; tensão capilar 4500 V; pressão do nebulizador 2,5 bar, 

gás seco 11 L/min, temperatura seca 220°C. A calibração em massa foi realizada 

usando aglomerados de formiato de sódio [solução 10 mM de NaOH em água e 

isopropanol 50/50 (v/v) contendo 0,2% de ácido fórmico]. 

 Os espectros de massa do conjunto de dados obtidos a partir da análise das 

amostras diluídas 1:5 foram processados nos pacotes XCMS e CAMERA em R 

(Smith et al. 2006; Kuhl et al. 2012). O alinhamento dos picos foi feito dentro de um 

tempo de retenção entre 40 e 1300 segundos, relação sinal/ruído (s/n) ≥100, desvio 

máximo de 5 ppm, intervalo de tempo de retenção (Ret) de 3 segundos, intervalo de 

m/z de 0,01 e ocorrência mínima em três de quatro amostras em pelo menos um 

grupo de tratamento. Os features resultantes foram agrupados para pertencer ao 

mesmo composto após a correção simétrica do tempo de retenção, dentro de um 

intervalo de Ret de no máximo 5 seg e correlação mútua mínima de 0,6. As 

intensidades dos features foram normalizadas pelo peso do material foliar usado 

para extração. Os grupos de features, potencialmente representando compostos 

individuais, foram reduzidos a um feature para representar o respectivo composto 

em análise posterior. Isso foi feito aplicando a abordagem heurística máxima interna, 

que seleciona o recurso com a intensidade mais alta na maioria das amostras. 

 

2.3 Atividade hemaglutinante 

 

 Para determinação da atividade hemaglutinante, foi preparado extrato de 

folhas de mandioca seguindo procedimento adaptado de Silva (2010). Após 

pesadas, as folhas frescas (sem pecíolo) foram maceradas em almofariz e pistilo 

com a adição de nitrogênio líquido. O material particulado obtido após a maceração 

foi transferido para tubo Falcon (50 mL), adicionado 5% de PVPP e homogeneizado 

em água deionizada na proporção de 1:5 (m/V). A mistura foi colocada sob agitação 

mecânica por inversão à 4ºC por 15 min. Após esse período, a amostra foi filtrada 

em tecido tipo “voil”, centrifugada (12.000xg, 15 min, 4C) e mantidas em freezer (-

20ºC). 

 Foi realizado um procedimento de precipitação das proteínas nos extratos 

brutos para eliminação de moléculas de baixo peso molecular presentes nos 
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extratos de folhas. Uma alíquota de 3 mL de extrato bruto foi acondicionado em tubo 

Falcon (15 mL) e adicionado 12 mL de acetona (-20ºC), resultado em uma solução 

de 80% de acetona para precipitação das proteínas. Após repouso overnight em 

freezer (-20ºC), as amostras foram centrifugadas (12.000xg, 15 min, 4ºC), o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco em temperatura ambiente para 

eliminação da acetona. O precipitado foi ressuspendido em 1 mL de água 

deionizada e as amostras foram mantidas em freezer (-20ºC). 

 A atividade hemaglutinante (AH) foi realizada seguindo metodologia adaptada 

de Wang et al. (1995). Primeiramente, uma suspensão de hemácias a 2% foi 

preparada. A suspensão de eritrócitos foi preparada com 5 mL de sangue humano 

tipo A Rh positivo coletado em tubo de citrato. A solução foi lavada com solução 

PBS (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPH4 anidro 10 mM e KH2PO4 2 mM) e 

centrifugada (2000rpm, 10 min, temperatura ambiente) por três vezes até obtenção 

de uma massa de eritrócitos íntegra, livre de soro e material hemolisado. O 

sobrenadante obtido foi descartado e o precipitado submetido à diluição em PBS 

para obtenção da solução a 2% (v/v).  

 Os extratos das folhas de mandioca preparados anteriormente foram 

submetidos a uma série de diluições na base 2 (20, 21, 22, 23, 24, 25) e transferidos 

50 µL de cada diluição para poços de placas de microtitulação de fundo redondo. 

Todas as diluições foram misturadas com 50 µL da solução de hemácias (2%). Após 

90 minutos, foi realizada leitura visual da aglutinação das hemácias, por meio da 

observação da não formação de sedimento de hemácias ao fundo do poço. Os 

resultados foram expressos em número de unidades hemaglutinantes (UH), que é 

calculado a partir do inverso do título da maior diluição que ainda apresentou 

aglutinação visível por grama de folha fresca. 

 Como controle negativo, os extratos foliares foram incubados por 20 minutos 

à 100ºC em banho maria e a AH foi realizada conforme descrito anteriormente. 
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2.4 Análise estatística 

 

 A matriz de dados resultantes do perfil metabólico foi analisada 

estatisticamente utilizando o programa MetaboAnalyst (Xia e Wishart, 2016), no qual 

os valores foram transformados em log. A análise de variância (ANOVA) foi realizada 

para identificar os features diferencialmente abundantes entre os grupos, seguida do 

teste de Tukey (P≤0,05). Os features diferencialmente abundantes foram utilizados 

para a construção de heatmap e observação dos features presentes em maior 

quantidade no genótipo MEcu 72. 

 Os dados de AH foram testados quanto à normalidade e homogeneidade da 

variância dos erros. As variáveis foram submetidas à ANOVA seguido do teste de 

comparação de médias de Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade de erro 

(P≤0,05) utilizando o programa SISVAR (Ferreira, 2011). 

 

3 Resultados 

 

 No total, a análise de LS-MS resultou na detecção de 606 features nos 

genótipos estudados. Entre esses, 62 features apresentaram abundância diferente 

em pelo um genótipo (Figura 1).  
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Figura 1. Heatmap dos features que apresentam diferença significativa entre os 
extratos de folhas de genótipos de mandioca (ANOVA, P≤0,05). As colunas 
representam o agrupamento das repetições biológicas dos genótipos, 
enquanto que as linhas representam os metabólitos. O aumento na 
intensidade de vermelho e azul indicam abundância elevada ou diminuta, 
respectivamente, de um metabólito em relação a abundância mediana do 
metabólito. 

 

MEcu 72 Caapora IAC-14 IAC-12 IAC-90 Baianinha 
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 No heatmap elaborado é possível observar 14 features presentes 

predominantemente no genótipo MEcu 72. Os features no mesmo intervalo de Ret 

(mínimo e máximo) foram considerados um metabólito e, de acordo com esse 

parâmetro, foram enumerados 11 metabólitos (Figura 2). Cinco metabólitos (1-5) 

foram encontrados apenas em MEcu 72, sendo o metabólito 4 encontrado em 

baixíssima abundância. Dois metabólitos (6 e 7) foram detectados em MEcu 72 e em 

baixa abundância relativa em IAC-12. Três metabólitos (8, 9 e 11) em MEcu 72 e em 

abundâncias relativas inferiores em Baianinha. Um metabólito (10) detectado em 

MEcu 72 e também em IAC-90 em abundância relativa inferior. O metabólito 11 foi o 

único observado em todos os genótipos, com abundância relativa de 2 a 5 vezes 

superior em MEcu 72 em relação aos demais genótipos (Figura 2). 

 

Metabólito m/z Ret (min) 1 2 3 4 5 6 

1 
122.0933 1.475397 

 
     

284.0982 1.485252 
 

     

2 203.1186 3.985418 
 

     

3 223.0593 5.879864       

4 201.1487 6.133126       

5 574.2292 6.441244       

 

6 

 

420.186 4.543186 
 

     

435.2044 4.694401 
 

     

434.2003 4.700667 
 

     

7 405.3362 17.02691 
 

     

8 626.2453 5.543982       

9 347.0753 5.890914       

10 671.2828 6.610026 
 

     

11 541.1128 8.791988 
 

     

Figura 2.- Metabólitos (m/z e Ret) que apresentaram maior abundância relativa em 
folhas do genótipo MEcu 72. Genótipos IAC-14 (1), IAC-90 (2), IAC-12 
(3), Baianinha (4), IAC-Caapora (5) e MEcu 72 (6). Vermelho indica maior 
abundância do metabólito, azul indica menor abundância do metabólito, 
amarelo indica abundância intermediária do metabólito e preto indica a 
ausência do metabólito. As médias foram analisadas pelo teste de Tukey 
(P≤0,05). 
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 Uma análise no banco de dados do Núcleo de Bioensaios, Biosíntese e 

Ecofisiologia de Produtos Naturais (NUBBE) (https://nubbe.iq.unesp.br/portal/nubbe-

search.html) indicou que o valor de m/z do metabólito 11 pode ser relacionado com 

6-acetoxygedunin ou toonacilin, ambos compostos triterpenoides da classe dos 

limonoides. 

 A maior AH observada foi para o genótipo MEcu 72 que apresentou 

aglutinação com o extrato quatro vezes diluído (23) diferindo significativamente dos 

demais genótipos (F5,18=11,600; P>0,001), enquanto IAC-14 e IAC-90 apenas 

apresentaram aglutinação com o extrato não diluído. Os genótipos IAC-12, 

Baianinha e IAC-Caapora e todos os extratos fervidos não apresentaram aglutinação 

(Figura 3). 
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Figura 3. Atividade hemaglutinante (UH/g de folha) em extratos de folhas de 
genótipos de mandioca. Médias seguidas pela mesma letra não diferem 
entre si pelo teste de Scott-Knott (P≥0,05). 

 

4 Discussão 

 

 Os compostos cianogênicos (CN) estão entre os compostos mais estudados 

em mandioca (Pinto-Zevallos et al., 2016). Porém, os CN parecem não estar 

diretamente envolvidos na defesa da plantas a insetos especialistas (Bernays et al., 

1977; Bellotti e Riis, 1994). De maneira similar, observou-se que o genótipo IAC-

Caapora foi o que apresentou maior concentração constitutiva de CN (Capítulo 3 da 
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presente tese), e esse genótipo apresentou influência negativa apenas sobre o 

desenvolvimento de P. manihoti (Rheinheimer, 2013). 

 Observa-se ainda que a relação de CN com insetos sugadores pode ter um 

papel importante para a herbivoria. Por exemplo, o glicosídeo cianogênico 

linamarina serve como fagoestimulante para P. manihoti quando adicionado em 

dieta artificial (Calatayud, 2000). Além disso, os insetos sugadores causam menores 

danos ao tecidos das folhas em relação a herbívoros mastigadores, o que reduz 

contato dos compostos cianogênicos com a linamarase e, consequentemente, reduz 

a produção de ácido cianídrico (HCN) tóxico aos herbívoros (McMahon et al., 1995; 

Siritunga e Sayre, 2004; Ballhorn et al., 2006; Pinto-Zevallos et al., 2016). 

 Desse modo, verifica-se que o papel de outros compostos das folhas de 

mandioca devem ser investigados na relação entre planta e herbívoro. Os 

compostos fenólicos também são importantes substâncias do metabolismo 

secundário das plantas que estão envolvidos na defesa contra insetos (Berbehenn e 

Martin, 1994; Calatayud, 2000; Delvas et al., 2011; Santos et al., 2013). Os fenóis 

totais foram observados em maior quantidade no genótipo MEcu 72 (Capítulo 3 da 

presente tese). Na busca da identidade dos compostos fenólicos nos genótipos 

avaliados, foi detectada a rutina. No presente trabalho, verificou-se que a 

concentração constitutiva de rutina não variou entre os genótipos analisados. Porém, 

a concentração desse composto aumenta significativamente em genótipos após o 

ataque de P. manihoti (Gazola et al., 2018), e uma correlação significativa foi 

observada entre a concentração de rutina induzida pela herbivoria e a menor taxa 

intrínseca de aumento da população dos insetos (Calatayud et al., 1994). Quando 

adicionada em dieta artificial, a rutina desempenha papel antinutritivo e 

fagodeterrente à P. manihoti, o que resulta em menor ganho de peso e maior tempo 

de desenvolvimento (Calatayud, 2000). 

 Outros metabólitos detectados exclusivamente ou em maior abundância 

relativa no genótipo MEcu 72 em relação aos demais são sugeridos como possíveis 

metabólitos com função inseticida. A identificação desses metabólitos pela análise 

de Auto MS e comparação em bancos de dados permitirá a correlação desse 

metabólito com seus possíveis efeitos sobre o desenvolvimento de insetos 

sugadores. 
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 Por exemplo, a possível identificação realizada pela comparação do valor de 

m/z obtido com o banco de dados do NUBBE indicou que o metabólito 11 é um 

composto da classe dos limonoides. Os limonoides são compostos comuns em 

plantas da ordem Rutales com atividade inseticida conhecida, como Azadirachta 

indica A. Juss. e Melia azedarach L. (Champagne et al., 1992), e também já foram 

detectados em plantas da família Euphorbiaceae, mesma família da mandioca (Nihei 

et al., 2006). Os limonoides apresentam grande atividade biológica contra insetos, 

como efeitos inseticidas, antinutricionais e de regulação de crescimento 

(Champagne et al., 1992; Gonzalez-Coloma et al., 2010). 

 Maior atividade hemaglutinante foi verificada no genótipo MEcu 72, indicando 

maior quantidade de lectinas nesse genótipo. As lectinas são proteínas ligantes em 

carboidratos específicos e apresentam atividade hemaglutinante por ligarem-se aos 

eritrócitos. Nos insetos, as lectinas apresentam diferentes interações com 

glicoproteínas ou estruturas de glicano que podem interferir em uma série de 

processos fisiológicos (Dang e Van Damme, 2015). Como existe uma grande 

variedade de estruturas de glicano no corpo dos insetos e as lectinas possuem pelo 

menos um domínio ligante de carboidrato, é difícil prever o modo exato de ação de 

cada lectina e sua toxicidade nos insetos (Macedo et al, 2015). Os efeitos mais 

comumente observados nos insetos após a ingestão de lectinas são efeitos 

antinutricionais que afetam parâmetros biológicos como peso larval, fecundidade, 

pupação, sobrevivência e prolongamento do período de desenvolvimento (Powell et 

al., 1998; Oliveira et al., 2011; Vandenborre et al., 2011; Dang e Van Damme, 2015). 

No genótipo MEcu 72 em que foram encontradas maiores quantidades dessa 

proteína, são observados prolongamento do desenvolvimento, menor sobrevivência, 

menor fecundidade e maiores taxas de ocorrência de ninfas de mosca branca 

deformadas (Barilli et al., 2019). 

 No presente trabalho, contribuiu-se para o entendimento das moléculas 

envolvidas na interação entre diferentes genótipos de mandioca e insetos 

sugadores. As diferenças na composição química constitutiva encontrada entre os 

genótipos e as diferentes influências sobre o desenvolvimento das pragas indicam 

que a defesa da planta é relacionada com grupos de moléculas e possíveis efeitos 

combinados entre elas, e não apenas a uma molécula chave. 
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5 Conclusão 

 

Onze metabólitos foram detectados em maior abundância relativa no genótipo 

MEcu 72. 

No genótipo MEcu 72, o metabólito 11, identificado nas classe dos 

limonoides, tem abundância de 2 a 5 vezes superior que nos demais genótipos. 

Maior atividade hemaglutinante foi observada para o genótipo MEcu 72. 
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CAPÍTULO 5 - Considerações finais 

 

 Historicamente, apenas o mandarová, Erinnyis ello (Linnaeus, 1758) 

(Lepidoptera: Sphingidae), era relatado como causador de prejuízos econômicos nas 

lavouras de mandioca no Brasil. Em função da produção de mandioca ocorrer em 

todo o território brasileiro, diferenças na forma e uso da produção ocorrem em 

função das regiões do País. Por exemplo, na região Centro-Sul, a produção de 

mandioca é baseada na utilização de variedades bravas cujo produto é destinado às 

modernas indústrias de fécula e os cultivos são realizados em grandes áreas de 

monocultivo altamente tecnificadas com alto investimento em insumos e utilização 

de inseticidas de amplo expectro de ação. Esses aspectos produtivos resultaram em 

mudanças na dinâmica populacional de insetos pragas na cultura. 

Nesse cenário, aumentos das populações de outros insetos pragas têm sido 

observados, como a cochonilha da parte aérea, Phenacoccus manihoti Matile-

Ferrero, 1977 (Hemiptera: Pseudococcidae), moscas brancas, Bemisia tuberculata 

Bondar, 1923 e Aleurothrixus aepim (Goeldi, 1886) (Hemiptera: Aleyrodidae) e os 

percevejos de renda, Vatiga manihotae (Drake, 1922) e V. illudens (Drake, 1922) 

(Hemiptera: Tingidae). Muitos desses insetos pragas não possuem estratégias de 

manejo devidamente estabelecidas. 

Entre possíveis soluções para o manejo dos insetos pragas da mandioca, 

observa-se a resistência de plantas a insetos como uma possibilidade. O consumo 

de genótipos silvestres de mandioca por insetos pragas muitas vezes resulta em alta 

interferência negativa sobre o desenvolvimento desses. Entre esses genótipos, 

muitos têm sido utilizados em programas de melhoramento genético visando alta 

produtividade aliada a resistência a insetos. A avaliação da resistência a insetos das 

progênies de mandioca obtidas nos programas de melhoramento é realizada por 

estudos de desenvolvimento dos insetos utilizando essas progênies como alimento. 

Esse procedimento demanda muito tempo para a detecção de resistência e grande 

quantidade de plantas para os ensaios.  

De forma a auxiliar o desenvolvimento de genótipos com resistência a insetos 

pragas, é desejável conhecer os compostos químicos presentes nas plantas de 

mandioca com ação inseticida. Até o momento, poucos trabalhos apresentam a 
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identificação de compostos químicos presentes nas plantas de mandioca e é ainda 

menor o número de trabalhos que relacionam tais compostos com interferências no 

desenvolvimento dos insetos pragas. Como citado acima, além de auxiliar no 

monitoramento das progênies, o conhecimento dos compostos químicos presentes 

nos genótipos com resistência a insetos também pode direcionar o desenvolvimento 

de novas moléculas com atividade inseticida da mesma forma que a nicotina e a 

piretrina derivadas de plantas serviram como modelos para o desenvolvimento dos 

neonicotinoides e piretroides, respectivamente. 

O presente trabalho foi realizado para conhecer diferenças químicas entre as 

folhas de mandioca de genótipos selecionados de forma a esclarecer como a 

composição química desses genótipos pode ser relacionada com as influências 

observadas no desenvolvimento de insetos pragas. 

Com os resultados obtidos, foi possível observar que o genótipo MEcu 72, 

além de apresentar alta interferência no desenvolvimento dos insetos sugadores 

como mosca branca, cochonilha e percevejo de renda, também apresentou 

interferências no desenvolvimento do herbívoro modelo Spodoptera frugiperda (J.E. 

Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae). Esses resultados demonstram que o 

genótipo MEcu 72 apresenta compostos químicos com potencial inseticida para as 

diferentes espécies de pragas. 

Alguns desses compostos foram detectados e identificados utilizando GC-MS. 

Os metabólitos promissores obervados em maior quantidade neste genótipo foram 

myo-inositol-2-monofosfato e os ácidos p-cumárico, clorogênico e p-hidroxibenzoico. 

Todos esses compostos são relatados na literatura com potencial inseticida por 

causarem interferências no desenvolvimento dos insetos semelhantes às 

observadas em insetos alimentados com o genótipo MEcu 72. Esses compostos 

podem ser utilizados para o monitoramento das progênies em programas de 

melhoramento genético visando resistência a insetos pragas. 

O genótipo Baianinha, considerado suscetível para o desenvolvimento de 

diferentes insetos sugadores, não resultou em alterações no consumo e utilização 

do alimento pelas lagartas de S. frugiperda, mas a alimentação desse genótipo pela 

fase larval resultou em interferências no desenvolvimento e reprodução do herbívoro 

modelo S. frugiperda. Tais interferências foram correlacionadas com uma maior 
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abundância de ácido octadecadienoico neste genótipo. Esse composto é um 

antioxidante que pode ter reduzido a oxidação dos ácidos fenólicos com potencial 

toxicidade a insetos, facilitado a utilização do alimento e reduzido o custo metabólico 

das lagartas. Por outro lado, ácidos octadecadienoicos também podem reduzir a 

deposição de gordura e aumentar a lipólise nos adipócitos, que pode ter levado ao 

menor desempenho reprodutivo observado. 

 Foi observado também que as concentrações constitutivas dos fitormônios 

ácido salicílico e ácido jasmônico e de duas moléculas associadas a via do ácido 

jasmônico (ácido 12-oxofitodienoico - OPDA - e jasmonil-isoleucina) são maiores no 

genótipo MEcu 72 em relação aos demais genótipos avaliados. Esses fitormônios 

são responsáveis pela ativação das rotas de biossíntese dos metabólitos 

secundários utilizados para a defesa da planta a insetos. A maior produção 

constitutiva desses compostos ajuda a explicar a maior abundância de alguns 

compostos no genótipo MEcu 72 observadas nesse trabalho. 

 A herbivoria por S. frugiperda não levou a alterações bem definidas na 

produção dos fitormônios avaliados, observando-se maior variação em relação aos 

genótipos testados. O maior aumento observado foi para a produção do precursor 

de AJ, o OPDA, no genótipo BRS-CS01. O aumento da síntese de OPDA, pode 

levar a uma maior produção de compostos secundários relacionados à defesa da 

planta, tanto contra insetos como contra patógenos. Esse aumento pode explicar a 

maior resistência observada nesse genótipo contra doenças. 

 Como observado na literatura, o cianeto não apresentou relação na 

resistência dos genótipos a pragas, assim como não teve sua produção induzida 

após herbivoria por S. frugiperda. 

 Por meio da detecção de metabólitos utilizando LC-MS, foi possível observar 

10 metabólitos presentes exclusivamente no genótipo MEcu 72, e outro metabólito 

presente com abundância de 2 a 5 vezes superior nesse genótipo em relação aos 

demais. Esses metabólitos são candidatos para se realizar a identificação de suas 

estruturas químicas para posterior correlação com a resistência desse genótipo a 

pragas. 

 Por fim, foi detectado maior atividade hemaglutinante em extratos de folhas 

do genótipo MEcu 72. Essa maior atividade indica maior quantidade de lectinas, 
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proteínas comumente associada com atividade inseticida. Por ser uma proteína com 

método de detecção relativamente simples, esta seria uma das moléculas mais 

interessantes a ser monitorada em progênies de programas de melhoramento 

genético. Ainda, após ser identificada e caracterizada, essa proteína pode ser 

introduzida por meio de transgenia em genótipos altamente produtivos para conferir-

lhes resistência a insetos. 


