UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

PROSPECCAO DE MOLECULAS COM POTENCIAL
INSETICIDA DERIVADAS DE GENOTIPOS DE
MANDIOCA (Manihot esculenta Crantz)

Diandro Ricardo Barilli

Engenheiro Agrbnomo

2019



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

PROSPECCAO DE MOLECULAS COM POTENCIAL
INSETICIDA DERIVADAS DE GENOTIPOS DE
MANDIOCA (Manihot esculenta Crantz)

Discente: Diandro Ricardo Barilli
Orientador: Prof. Dr. Guilherme Duarte Rossi

Coorientador: Prof. Dr. Arlindo Leal Boigca Junior

Tese apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias -
UNESP, Campus de Jaboticabal,
como parte das exigéncias para a
obtencdo do titulo de Doutor em
Agronomia (Entomologia Agricola).

2019



B252p Barilli, Diandro Ricardo

Prospeccdo de moléculas com potencial inseticida derivadas
de gendtipos de mandioca (Manihot esculenta Crantz) / Diandro
Ricardo Barilli. -- Jaboticabal, 2019 84 p.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, Jaboticabal
Orientador: Guilherme Duarte Rossi

Coorientador: Arlindo Leal Boi¢a Junior

1. Cromatografia gasosa. 2. Cromatografia liquida. 3. Defesa

guimica. 4. Fitormdnios. 5. Metaboldémica. I. Titulo.

Sistema de geracado automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da

Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinérias, Jaboticabal. Dados fornecidos pelo
autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.



oo UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
‘ I n e s p v I 7
Campus de Jaboticabal j
Y o

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: PROSPECGAO DE MOLECULAS COM POTENCIAL INSETICIDA DERIVADAS DE
GENOTIPOS DE MANDIOCA (Manihot esculenta Crantz)

AUTOR: DIANDRO RICARDO BARILLI
ORIENTADOR: GUILHERME DUARTE ROSSI
COORIENTADOR: ARLINDO LEAL BOICA JUNIOR

Aprovado como parte das exigéncias para obtengédo do Titulo de Doutor em AGRONOMIA
(ENTOMOLOGIA AGRICOLA), pela Comissdo Examinadora:

Prof. Dr. ngLHERME DUARTE ROSSI

Departamento de Fitossanidade / FCAV / UNESP - Jaboticabal

R
Pesquisador Dr. ﬁ\&c@ev RINGENBERG .
EMBRAPA / LondrinalPR

g%é hé‘v@u
Prof. Dr. BRUNO HENRIQUE SARDINHA DE SOUZA
Departamento de Entomologia-UFLA / Lavras/SP

Profa. Dra. ANGELA REGINA ARAUJO
imica Organica-IQ/UNESP / Araraquara/SP

Prof. Dr. ODAIR APARECIDO FERNANDES
Departamento de Fitossanidade / FCAV / UNESP - Jaboticabal

Jaboticabal, 03 de maio de 2019

Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias - Campus de Jaboticabal -
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n., 14884900, Jaboticabal - Sdo Paulo
http://www.fcav.unesp.br/#!/pos-graduacao/programas-pg/agronomia-entomologia-agricola/CNPJ: 48.031.918/0012-87.



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

DIANDRO RICARDO BARILLI - nascido em 23 de outubro de 1990 na cidade
de Toledo-PR, filho de Neli Barilli. Formado em 2012 no curso de Engenharia
Agrondmica pela Universidade Estadual do Oeste do Parana, na cidade de
Marechal Candido Rondon-PR. Foi bolsista do Programa Especial de
Treinamento (PET-Agronomia) nos anos de 2010 a 2012 e desenvolveu o
projeto de conclusao de curso na linha de Biologia de Insetos sob orientacéo
da Profa. Dra. Vanda Pietrowski. No ano de 2013, iniciou o curso de Mestrado
em Fitossanidade, area de concentracdo Entomologia Agricola, pelo Programa
de Pés-Graduacdo em Fitossanidade na Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Campus Capédo do Ledo-RS. Foi
bolsista da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) e desenvolveu o projeto de dissertacdo na linha de pesquisa de
Biologia de Insetos e Resisténcia de Plantas a Insetos, sob orientagao do Prof.
Dr. Mauro Silveira Garcia, concluindo o projeto em Julho de 2015. Em Agosto
de 2015, iniciou o Doutorado no Programa de Pos-Graduacdo em Agronomia
(Entomologia Agricola) na Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias de
Jaboticabal, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, sob
orientacdo do Prof. Dr. Guilherme Duarte Rossi com bolsa de estudos da
CAPES. Desenvolveu o projeto de Tese na linha de pesquisa de Resisténcia
de Plantas de Mandioca a Insetos e realizou intercambio no periodo de Agosto
a Novembro de 2018 no "German Centre for Integrative Biodiversity Research
(iDiv)", na cidade de Leipzig, Alemanha durante o qual parte das analises

guimicas de gendtipos de mandioca descritas nesta Tese foram realizadas.

E-mail: diandro23@hotmail.com



“Retrovisor mostra meus olhos

com lembrancas mal resolvidas

Mostra as ruas que escolhi... calcadas e avenidas
Deixa explicito que se vou pra frente

Coisas ficam para tras

A gente s6 nunca sabe... que coisas sdo essas’

Fernando Anitelli



A minha mde Neli Barilli e ao meu padrasto Jair
Demetrio, por todo amor, carinho e confianga
depositados em mim, a minha irmd Amanda, pelo
companheirismo e afeto e a minha familia por todos
os momentos vividos, e pela grande unido que os
tornam muito especiais.

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Deus, esse espirito superior que me ilumina e me auxilia nessa
caminhada.

A Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquia Filho”,
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal, em especial ao
Departamento de Fitossanidade e do Programa de POs-Graduacdo em
Agronomia (Entomologia Agricola), pela oportunidade de realizar o curso de
doutorado.

Aos docentes do programa, pelo grande exemplo de profissionalismo e
pelo conhecimento transmitido.

Ao Prof. Dr. Guilherme Duarte Rossi, pela orientagdo, ensinamentos,
incentivos e conselhos dados durante todo o periodo de realizacdo do
doutorado e pelo grande exemplo de profissional que contribuiu para meu
crescimento académico cientifico e humano

Ao Prof. Dr. Arlindo Leal Boica Junior, pela coorientacdo, ajuda e
apoio na realizacéo desse trabalho.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacédo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo
de Financiamento 001

Aos membros da branca examinadora, Profa. Dra. Angela Regina
Araujo, Prof. Dr. Bruno Henrique Sardinha de Souza, Prof. Dr. Odair
Aparecido Fernandes e Dr. Rudiney Ringenberg pelas valiosas
contribuigdes.

Ao Prof. Dr. Odair Aparecido Fernandes e membros do Laboratério de
Ecologia Aplicada (APECOLAB) dessa unidade, pela disponibilizacdo das
lagartas utilizadas nesse trabalho.

Aos membros do Nucleo de Bioensaios Biossintese e Ecofisiologia
de Produtos Naturais (NuBBe) do Instituto de Quimica (UNESP -
Araraquara), em especial a Profa. Dra. Vanderlan da Silva Bolzani e ao
técnico de laboratério Jodo Luiz Bronzel Junior, pela disponibilidade da
estrutura necessaria para realizacdo das analises quimicas e pelo suporte

prestado.



A Profa. Dra. Suely Vilela e aos membros do Laboratério de
Toxinologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo (FCFRP/USP), pelo auxilio na realizagdo das
andlises de atividade hemaglutinante.

Aos membros da plataforma EcoMetEoR do "German Centre for
Integrative Biodiversity Research (iDiv)" Halle-Jena-Leipzig, em especial a
Dra. Nicole M. van Dam e a Dra. Henriette Uthe, pela oportunidade de
realizar diferentes andlises quimicas, por todo conhecimento repassado e por
toda a ajuda e apoio prestados durante o periodo de intercambio.

A Dra. llara Gabriela Frasson Budzinski pela ajuda essencial nas
andlises dos dados.

A minha mae Neli Barilli, que nunca mediu esforgos para que fosse
possivel realizar meus sonhos, e pelo apoio em todas as minhas decisoes.

Ao meu padrasto Jair Demetrio, pelo companheirismo e conselhos
dados.

A minha irma Amanda Cristina Barilli Demetrio, pelos momentos de
distracdes e brigas corriqueiras, e pelo forte companheirismo.

Aos meus familiares, agradeco pelos encontros, churrascos, 0s apoios
e conselhos.

Aos companheiros do Laboratério de Bioquimica de Insetos da UNESP
Ana Leticia Zéro dos Santos, Cintia de Melo Gomes, Ciro Pedro Guidotti
Pinto, Juliana Barroso Silva, Maria Laura Viola Augusto, Nicole de Paula
Souza e Victor Igor Vieira pela amizade, ajuda nos trabalhos e pela troca de
experiéncias durante todo esse periodo.

Aos amigos do laboratorio “Molecular Interaction Ecology” Abigail
Moreno-Pedraza, Alex Weinhold, Dimitra Papantoniou, Fredd Vergara,
Henriette Uthe e Nurmi Pangesti pela amizade, parceria e paciéncia em me
ajudar durante toda a estadia em Leipzig.

A todos os amigos e colegas do programa, pela confianca depositada
durante a representacao discente, pela amizade, troca de conhecimento e
pelos bons momentos de descontracéo.

Aos amigos Calisto Nonato, Diego Felisbino Fraga, Jeruska Azevedo
Moreira Brenha, Jordana de Araujo Flores, Luan Alberto Odorizzi dos

Santos, Mariane Rodrigues, Nicole de Paula Souza, Roberta Souto Santos,



Suzana Targanski Sajovic, Tatiane Sanches Jeromini e Victor Igor Vieira
gue fiz durante minha estadia em Jaboticabal e que foram essenciais nesse
periodo da minha vida.

Aos meus amigos de longa data, Allan Marcelo de Oliveira, Ana Paula
Goncalves da Silva Wengrat, Bruno Roberto Cavalli, Day Moss, Lucas
Guesser, Gian Vitorino, Lucas Rafael, Elisangela Neuhaus e Lidiane
Colombari Fernandes pois sempre estiveram ao meu lado, mesmo distantes.

Enfim, a todos que ajudaram direta ou indiretamente durante o periodo
de doutorado, seja por contribuicbes ao trabalho, por conhecimentos
repassados ou pelos momentos de descontracdo importantes para uma boa
salde mental, meus sinceros agradecimentos.

Muito Obrigado.



SUMARIO
Péagina
S 1 11V [ PPN v
AB STRA CT ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e a e eaeaes Vi
CAPITULO 1 - CONSIAEragBeS GEIAIS ....eeovriveeerieeeeieeteeeeeiteeeesee e eeee e eee e 1
LINETOAUGEO ... 1
2 REVISA0 UE LItEIatUIal.....uuu e e e e eeeeeeiiiii et e e e e e e eeeaan s 3
2.1 A cultura da MandiOCa............uuuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiii b 3
2.2 Insetos pragas da MandioCa ...........cceevvvviiiiiiiiie e 6
2.3 Resisténcia de MandioCa 8 Pragas ...........ueeeuurrrmmrmmmmmeininniineninnnnnnnnnnnenes 7
2.4 Defesa quimica de plantas de mandioca a iNnSetos ...........ccccceeevvinnnenee. 9
G L (=] (= o3 T 12

CAPITULO 2 - Composicdo quimica de genétipos de Manihot esculenta

Crantz e suas possiveis influéncias sobre o desenvolvimento de

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae)......... 19
RESUMO ...ttt e e e e e e s et e e e e e e e e s s n b e eeeeaee s 19
AB ST RACT ettt e e e e e e e et r e e e e e e e e reaeaeeaeaans 20
L INErOAUGEOD ... 21
2 Material € MELOUOS .......covvviiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 22

2.1 Material Vegetal........cooeeeiiieieie s 22
2.2 Avaliagcédo do desenvolvimento de Spodoptera frugiperda em diferentes
geNOtiPOS A€ MANMIOCA ......evieieeeeiiiiiiiiiiie e e e 23
2.3 Preparo dos extratos de folhas de mandioca...........ccccceeveeeeevveeeinnnnnnn. 25
2.4 Determinacao de saponinas esteroidais ...........ccoevvvvvviiieeeeeeeeeeviiinnnnn, 26
2.5 Determinagao de fEeNOIS tOTAIS .....uuvvvvrriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieaeeeaeees 26
2.6 ANAIISE POr GC-MS .....iiiiiiiiiiiiiiiiiie i 27
2.7 ANALISE ESTALISTICA ...uuiieeeeieeeeiice e e e 28
B RESUIAUOS ... 29

3.1 indices nutricionais de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas
com folhas de genadtipos de mandiocCa...........ccceeeeeeeiiiiiiiiiiieee e, 29
3.2 Desenvolvimento de Spodoptera frugiperda em diferentes genétipos de

[0 0F= Ua [0 [0 ]ot- VEuuuTE R PP 30



3.3 Determinacao de saponinas e fendis totais..........ccccccceeeeeeeeeeeeeeeiinnnnnn. 33
3.4 Andlise dos metabolitos por GC-MS ........ccoooiieeiiiiiiiiicee e, 34
D 1Yo 1157 L LS 38
5 CONCIUSOES ...t et 42
6 RETEIENCIAS. ....ciiiiiiiiiiiiiie 42

CAPITULO 3- AlteracBes das concentracdes de fitormonios e cianeto
em gendtipos de Manihot esculenta Crantz induzidas pela herbivoria de
lagartas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)

(=T ] o KoY o (=T = W \\ [ o (U T Yo == ) ISP 48
RESUMO ...ttt e e e e e s et e e e e e e e e s s nnn b e e eeeae s 48
AB S T R A C T e 49
L INErOAUGEOD ... 50
2 Material @ METOUOS .......coevviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 51

2.1 Material Vegetal.......coooeeeeiiieeice e 51
2.2 Exposicdo das plantas de mandioca a herbivoria por Spodoptera
LLEU L0 01T o = U 51
2.3 Quantificac@o de fitormONIOS..........ccceviiiiiiiiiie e 52
2.4 Quantificac@o de cianeto (CN) .......ccooriiiiiiiiiiee e e 53
2.5 ANAIISE EStAtISICA ....uvvvvevviiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 53
G =2 1 7= o o 1S 54
I S o U 7Y T 1 59
ES O] T [ 1501 61
I R L] (=T (=] o] = T SRR 61

CAPITULO 4- Comparagdo da composi¢cdo quimica de seis gendtipos

de Manihot esculenta Crantz com base em suas interacdes

COM INSELOS PraAQAS ...ccuuuieiieiiieeeieiie e et eetae e e e et e e e eat e e e eat e e eeea e eeearaaaeees 64
1 11V 64
AB S T R A CT ..t 65
I [0 (0o [ To¥= o USSR 66
2 Material € MELOUOS .......coevviiiiiiiiiiieeeeeeeee e 67

2.1 Material Vegetal ..o 67
2.2 Perfil MetabOliCO.... ..o 68

2.3 Atividade hemaglutinante ..............uuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiieaes 69



2.4 ANAIISE ESLALISTICA ....uvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiit b 71
G (ST U ¢= o [0 1 71
D 1Yo 1157 L LS 74
SO0 (o [151- T 1P 77
6 RETEIENCIAS. ....ciiiiiiiiiiiiiie 77

CAPITULO 5 - CONSIAerag8es fiNAIS ........ccoeveieieeiieieecieeeeeee s 81



PROSPECCAO DE MOLECULAS COM POTENCIAL INSETICIDA
DERIVADAS DE GENOTIPOS DE MANDIOCA (Manihot esculenta Crantz)

RESUMO - As plantas apresentam diversos metabdlitos secundarios em seus
mecanismos de defesa que podem ser produzidos de forma constitutiva ou
induzida. Esses metabdlitos apresentam propriedades antinutritivas, repelentes
ou toxicas a insetos herbivoros. Plantas de mandioca sdo conhecidas por sua
rusticidade e producéo de compostos de defesa contra herbivoros tais como os
compostos cianogénicos. Mesmo assim, plantas de mandioca podem ser
colonizadas e utilizadas por uma série de insetos especificos. Na busca de
formas de reduzir o impacto negativo desses insetos sobre as plantas de
mandioca, genotipos que resultam em interferéncias negativas sobre o
desenvolvimento de insetos foram identificados. Porém, pouco se sabe a
respeito da composicdo quimica das folhas de plantas de mandioca e,
sobretudo, dos gendétipos com maiores efeitos negativos no desenvolvimento
dos insetos. Com isso, o presente trabalho foi realizado para conhecer
diferencas quimicas entre as folhas de mandioca de gendétipos selecionados de
forma a esclarecer como a composi¢cdo quimica desses genétipos pode ser
relacionada com as influéncias observadas no desenvolvimento de insetos
pragas. Foi realizada avaliacdo do desenvolvimento do herbivoro-modelo
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) alimentado
com seis gendtipos de mandioca (IAC-14, IAC-90, IAC-12, IAC-Caapora,
Baianinha e MEcu 72). A analise da composicdo quimica desses genotipos foi
realizada pela quantificacdo de fendis totais e saponinas esteroidais. Analises
por GC-MS foram realizadas para os genotipos IAC-Caapora, Baianinha e
MEcu 72. Foi realizado estudo para avaliar se a infestacdo por S. frugiperda
induz alteracdes na concentracdo dos fitormonios, acido abscisico, acido
salicilico e &acido jasménico, e de duas moléculas associadas a via do acido
jasmodnico (a4cido 12-oxofitodienoico - OPDA e jasmonil-isoleucina) bem como
na concentracdo de cianeto (CN). Por fim, foram realizadas analises por LC-MS
e quantificacdo da atividade hemaglutinante (AH) nos seis genotipos. O
gendtipo MEcu 72 resultou nos piores indices nutricionais e, juntamente com
Baianinha, nos piores indices reprodutivos de S. frugiperda. As andlises de GC-
MS resultaram na deteccdo de 58 metabdlitos e 21 desses metabdlitos
apresentaram diferenca significativa entre os trés gendtipos avaliados. Os
metabdlitos myo-inositol-2-monofosfato, os acidos p-cumarico, clorogénico e p-
hidroxibenzoico, duas formas de acido octadecadienoico e n-hexacosano foram
detectados em maior abundancia no genoétipo MEcu 72 ou Baianinha em
relacdo a IAC-Caapora. A quantificacdo de fitormonios indica que o gendtipo
MEcu 72 apresenta concentragfes constitutivas de fitormdnios maiores que 0s
demais genotipos. Apoés herbivoria, mudangas na concentragao dos fitormonios
e de moléculas associadas as rotas de biossinte dos fitorménios ocorreram,
porém, sem um padrdo especifico, variando principalmente em funcdo do
genatipo testado. Apds a herbivoria, nenhum dos gendétipos avaliados alterou a
concentracdo de CN, o que demonstra que as altera¢cdes nas concentracdes de
fitorménios induzidas por herbivoria ndo estdo relacionadas com as rotas de
biossintese de CN. Por meio da analise do LC-MS, o gendtipo MEcu 72,



considerado um padréo de resisténcia para os insetos sugadores, apresentou
10 metabdlitos exclusivos e um metabdlito com abundancia de 2 a 5 vezes
superior aos demais e maior atividade hemaglutinante. Os possiveis papéis
dessas moléculas nas interferéncias negativas causadas sobre o
desenvolvimento dos insetos pragas séo discutidas.

Palavras-Chave: Cromatografia gasosa, cromatografia liquida, defesa quimica,
fitormdnios, metaboldmica, produtos naturais, resisténcia 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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Keywords: Chemical defense, gas chromatography, induced resistance, liquid
chromatography, metabolomics, natural products, phytohormones



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1 Introducéo

As plantas estdo em constante processo evolutivo de defesa contra
herbivoros, fitopatégenos e plantas competidoras para garantir sua sobrevivéncia e
reproducdo (Smith, 2005). A partir desses processos evolutivos, as plantas
passaram a contar com rotas biossintéticas no metabolismo secundario que
resultaram na formacdo de compostos quimicos (metabdlitos secundarios) que
podem atuar na protecéo contra organismos danosos (Bourgaud et al., 2001).

Os metabdlitos secundarios sdo compostos organicos que ndo estao
diretamente envolvidos no crescimento, desenvolvimento e reproducdo das plantas,
mas podem Ihes conferir vantagens adaptativas (Macias et al., 2007). Como
exemplo, os metabdlitos secundarios podem apresentar propriedades antibiéticas,
antifingicas e antivirais de forma a proteger as plantas da acdo de patdgenos,
propriedades anti-germinativas ou téxicas a plantas competidoras ou propriedades
antinutritivas ou téxicas a herbivoros (Harborne, 1999; Ibanez et al., 2012).

Nos insetos herbivoros, os metabdlitos secundarios de plantas podem atuar
na reducdo da palatabilidade, na repeléncia ou antibiose ou ainda como inseticida
hormonal (Xu et al., 2009; lbanez et al., 2012). Além desses, 0os metabdlitos
secundarios com acao antinutritiva, denominados antinutrientes, diminuem a
disponibilidade de nutrientes através da modificacdo e formacdo de complexos
quimicos com o0s nutrientes ou impedem a digestdo, a absorcao e a utilizacdo dos
nutrientes (Felton e Gatehouse, 1996).

Um grande potencial para extracdo de moléculas inseticidas é sugerido para
plantas de mandioca (Manihot spp.). Diagndsticos prévios indicam a presenca de
moléculas com possivel atividade inseticida em plantas de Manihot spp. como os
acidos gélico, clorogénico, ferulico 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

inibico de proteases e lectinas (Wobeto et al., 2007; Silva et al., 2010).



Apesar da presenca de moléculas com potencial inseticida nos tecidos de
plantas de mandioca, a protecdo dessas plantas pode ser superada por
determinados herbivoros especificos em funcdo 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 0s
genodtipos sdo geralmente selecionados para o aumento da qualidade da raiz
(Bellotti et al., 2012).

Dessa forma, uma variacdo quanto ao ataque de pragas dentre 0s genotipos
de mandioca pode ser observada, sendo possivel encontrar resisténcia de alguns
genotipos a pragas (Calatayud e Le Ru, 2006; Carabali et al., 2010; Bellotti et al.,
2012; Boaventura, 2013; Rhenheimer, 2013; Oliveira et al., 2016; Barilli et al., 2019).
Dentre esses, 0 gendtipo MEcu 72 e espécies silvestres de mandioca apresentam
resisténcia a determinadas pragas, mas séo considerados agronomicamente
inferiores e necessitam passar por melhoramento genético para associar resisténcia
a pragas com produtividade e qualidade de raizes (Bellotti et al., 2005; Nassar et al.,
2008; Carabali et al., 2010).

O conhecimento a respeito dos compostos das plantas de mandioca com
acdo inseticida presentes em genoétipos resistentes a pragas pode auxiliar no
processo de melhoramento, visto que possibilita monitorar as caracteristicas das
progénies resultantes dos cruzamentos por meio de ensaios de
deteccdo/quantificacdo dos compostos de interesse. Tal monitoramento reduziria a
onerosa realizacao de avaliacdes in vivo dos efeitos das progénies obtidas sobre o
desenvolvimento de insetos pragas da cultura (Maluf et al., 2010).

O conhecimento a respeito dos compostos quimicos presentes em genotipos
com resisténcia 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 diferencas quimicas entre as
folnas de mandioca de genotipos selecionados de forma a esclarecer como a
composigcdo quimica desses genotipos pode ser relacionada com as influéncias

observadas no desenvolvimento de insetos pragas.



2 Revisado de Literatura

2.1 A cultura da mandioca

A mandioca, Manihot esculenta Crantz, também conhecida no Brasil como
aipim e macaxeira é agrupada na familia Euphorbiaceae e o género Manihot agrupa
aproximadamente 95 espécies (Nassar et al., 2008). O centro de origem provavel de
M. esculenta é nos tropicos do continente Americano e o centro de domesticagdo no
Sudoeste da Amazobnia, tendo M. esculeta subsp. flabellifolia como espécie ancestral
(Crepaldi, 1992; Carvalho, 2005).

Manihot esculenta € uma planta perene, arbustiva com copa pouco ramificada
e raiz tuberosa (Dallagua 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 a condi¢cdes adversas de solo e de clima e uma
boa capacidade de regeneracdo. Além disso, a mandioca apresenta ampla
diversidade genética, o que resulta na disponibilidade de materiais com grande
resisténcia a doencgas e tolerancia a pragas (Ceballos et al., 2004; EMBRAPA, 2005;
Nassar et al., 2008).

A temperatura ideal para o seu cultivo € em torno de 20 a 27°C, com 12 horas
de fotofase diaria. E uma planta muito tolerante em termos de disponibilidade de
agua, desenvolvendo-se em regides com precipitacdes que variam entre 500 a 4000
mm/ano (Souza, 2003). E uma cultura que suporta varios meses de seca por meio
de regulacgdes fisioldgicas como o fechamento estomatico, que reduz sua superficie
de evaporacdo e melhora a eficiéncia na utilizacdo da agua e regulacdes
bioquimicas como o0 aumento da concentracdo de sacarose, aminoacidos livres e de
acidos orgéanicos que mantém a pressdo osmoética da célula durante periodos de
déficit hidrico (Polania et al., 1999; Calatayud e Le Ru, 2006).

Suas raizes sao a principal fonte de alimento para milh6es de pessoas no
mundo, principalmente em paises em desenvolvimento (FAO, 2013). No Brasil, é
cultivada em todas as regides e desempenha importante papel na alimentacdo

humana e animal e como matéria prima para diversos produtos industriais como a



farinha de mesa e a fécula ou amido, gerando cerca de um milhdo de empregos
diretos (Souza e Fialho, 2003; Takahashi e Gongalo, 2005; Howeler, 2014).

Apesar da producdo de mandioca ocorrer em todo o territorio brasileiro, ha
diferencas na forma e uso da producdo em funcao da regido (Groxko, 2018). Nas
regides Norte e Nordeste, que sao as maiores produtoras nacionais desta raiz, 0
plantio é realizado principalmente por pequenos agricultores, na grande maioria de
forma menos tecnificada, e a producéo é destinada principalmente para o consumo
humano (Coélho, 2018). Na regido Centro-Sul, destaca-se a producdo agricola
industrial com cultivos tecnificados de alto investimento em insumos e realizada em
grandes areas. Grande parte da producdo é destinada as modernas industrias de
fécula, componente utilizado para a fabricacdo dos mais diversos produtos (Coélho,
2018; Groxko, 2018).

Na regido Centro-Sul do pais, 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 apods o plantio (Valle et al., 2014). Ao final do
primeiro ciclo (10 a 12 meses), devido ao frio intenso ou a seca, a planta passa por
um periodo de repouso fisiolégico, no qual ocorre paralisacdo do crescimento
vegetativo e reducao da atividade metabdlica, levando a desfolha natural da planta
(Conceicao, 1983). Neste periodo, € realizada a poda das ramas, isto €, 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 producdao em regifes sujeitas a geadas e
é feita para obtencdo de material vegetativo, reducdo da infestacdo por pragas e
doencas ou utilizacdo das ramas na alimentacdo animal (Fukuda e Otsubo, 2003).
Atencdo para o procedimento da poda deve ser tomada em algumas regides em
funcdo do aumento da infestacdo de algumas pragas nas brotacfes de segundo
ciclo, como € o caso da cochonilha Phenacoccus manihoti Matile-Ferrero, 1977
(Hemiptera: Pseudococcidae) (Pietrowski et al., 2010).

A propagacdo comercial da cultura é feita pelo método vegetativo, através da
utilizacdo de segmentos do caule denominados manivas (Howeler, 2014). A
propagacgao vegetativa facilita o plantio da cultura e ocorre uma intensa troca e
comércio de material vegetativo entre agricultores, regides e paises (Ceballos et al.,

2004; Mattos et al., 2006). Essa troca vem sendo realizada sem os devidos cuidados



fitossanitarios, favorecendo a dispersdo de insetos pragas e patdgenos e,
consequentemente, introduzindo-os em areas onde esses ndo ocorriam (Oliveira et
al., 2001; Bellotti et al., 2012).

As variedades de mandioca sdo divididas nos grupos mesa ou doce e
amargas ou bravas. As mandiocas de mesa sdo geralmente utilizadas para
alimentacdo humana apds simples cozimento e as bravas séo geralmente utilizadas
na industria (Fukuda e Otsubo, 2003). A classificagcdo nesses grupos é dada pelo
teor de &cido cianidrico (HCN) presente nas raizes dessas plantas, as plantas
classificadas como mandioca de mesa sao aquelas que apresentem menos de 100
mg de HCN por quilograma de raizes, e as bravas as que apresentem mais do que
esse valor (Sediyma et al., 2007).

Em funcdo da propagacdo vegetativa, um campo de uma variedade de
mandioca € formado por clones, ou seja, um conjunto de individuos geneticamente
idénticos (Santilli, 2012). Porém, muitas areas de mandioca sdo formadas por um
conjunto de individuos proximos, isto é, clones aparentados que apresentam
variabilidade genética entre si. Isto ocorre, em funcdo dos agricultores
desconsiderarem pequenas variagdes morfoldgicas nas variedades (Peroni, 2007).
Devido a essa variabilidade genética entre as variedades utilizadas pelos
agricultores e a intensa troca de material de propagacdo, uma selecdo empirica é
realizada ao longo dos anos pelos agricultores (IAPAR, 2014). A variedade
Baianinha € um caso do produto da selecdo realizada por agricultores na regido
Oeste do Parana (IAPAR, 2014).

As variedades comerciais sdo obtidas por meio de programas de
melhoramento genético realizados por 6rgaos publicos de pesquisa como o Instituto
Agronémico de Campinas (IAC), a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(EMBRAPA), o Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) e a Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI). Muitos desses
programas de melhoramento sdo direcionados para aliar caracteristicas de
rusticidade a fatores bidticos e abioticos disponiveis em variedades silvestres com
caracteristicas de producdo e qualidade de produto disponiveis em variedades
superiores (Bellotti et al., 2005; 2012; Carabali et al., 2010a; 2010b).



2.2 Insetos pragas da mandioca

A mandioca pode ser afetada por aproximadamente 200 espécies de
artropodes (Bellotti et al., 1999), muitas das quais especificas e adaptadas aos
fatores naturais de resisténcia da planta, como 0s compostos cianogénicos e
laticiferos (Bellotti et al., 2012). Esses artrépodes, de modo geral, causam danos as
hastes, folhas e raizes que resultam na reducao da area foliar, da taxa fotossintética
e do rendimento da cultura, bem como ao material vegetativo utilizado para o plantio,
0 que reduz as brota¢gdes de um préximo ciclo (Farias e Bellotti, 2006).

A mandioca apresentava poucos insetos pragas associados a danos
econdbmicos a cultura no Brasil, sendo relatada principalmente a ocorréncia do
mandarova, Erinnyis ello (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Sphingidae) (Pietrowski et
al., 2010). Porém, com mudancas na forma de cultivo e pela utilizacdo de inseticidas
de amplo espectro de acdo, ocorreu aumento da populagédo 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 mandarovd E. ello, o manejo é facilitado quando ha o correto
monitoramento da praga e adoc¢édo das medidas de controle recomendadas, como a
aplicacao de controle biolégico (Baculovirus erinnyis (ErelGV), Bacillus thuringiensis
Berliner, Trichogramma spp.) e/ou o controle quimico (Pietrowski et al., 2010). Para
0s demais insetos pragas, ainda ha certa dificuldade no manejo, pois, com excecao
de B. tabaci para a qual existem dois produtos registrados a base de cetoenol e
neonicotinoide e tripes e mosca do broto que h& o registro de um produto a base de
espinosinas, ndo ha produtos quimicos registrados no Brasil para utilizacdo na
cultura (AGROFIT, 2019). Além disso, ha uma caréncia quanto a informacgdes de
monitoramento e niveis de danos (Pietrowski et al., 2010).

Na Colémbia, a utilizacdo de variedades comerciais resistentes a mosca
branca tem surtido bons resultados, mantendo baixos os niveis populacionais dessa

praga (Bellotti et al., 2005; 2012). No Brasil, alguns trabalhos foram realizados na



busca de gendtipos resistentes as principais pragas sugadoras, mas muitos desses
gendtipos sdo considerados agronomicamente inferiores e necessitam passar por
melhoramento genético para associar resisténcia a pragas com produtividade e
qualidade de raizes (Rheinheimer, 2013; Oliveira et al., 2016; Barilli et al., 2019).

2.3 Resisténcia de mandioca a pragas

Os mecanismos que atuam na resisténcia da mandioca sao de carater
poligénico e do tipo horizontal (Bellotti e Kawano, 1980; Carabali, 2009). Esse tipo
de resisténcia é, por um lado, vantajoso pois resulta na resisténcia a um amplo
espectro de bidtipos de insetos, mas, por outro lado, € de dificil transferéncia de um
genatipo para outro (Vendramin e Nishikawa, 2001).

Estudos tém demonstrado a presenca de resisténcia do tipo antixenose e
antibiose a insetos pragas em mandioca (Carabali, 2009; Bellotti et al., 2012,
Rheinheimer, 2013; Oliveira et al., 2016; Barilli et al., 2019). Tradicionalmente, os
mecanismos de resisténcia propostos por R. H. Painter em 1951, sdo classificados
em antibiose, antixenose e tolerancia da planta (Smith, 2005). No tipo antibiose, a
manifestacdo da resisténcia se da por meio de efeitos negativos em parametros
biolégicos do inseto, aumentando a duracdo e mortalidade das fases jovens,
diminuindo tamanho, peso e oviposi¢cdo de adultos, assim como, podendo gerar
adultos deformados. Na resisténcia por antixenose ou ndo preferéncia, a planta
apresenta algum fator morfoldgico ou quimico que afeta o comportamento do inseto,
levando-o a procurar um hospedeiro alternativo. Essa caracteristica é notada pela
nao preferéncia de oviposicdo ou de alimentacdo para determinada planta. Muitas
vezes, a resisténcia por antibiose e antixenose ocorrem simultaneamente na mesma
planta e séo dificeis de serem mensuradas isoladamente (Lara ,1991).

Dentre os genoétipos de M. esculenta, observam-se fontes de resisténcia 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 gendétipo MEcu 72 se destaca quanto
ao numero de trabalhos realizados que indicam maiores niveis de resisténcia a

pragas sugadoras (Tabela 1).



Tabela 1. Interferéncia do genétipo MEcu 72 sobre parametros biolégicos e/ou na

preferéncia de insetos pragas sugadores da mandioca.

Espécie

Interferéncia

Referéncia

Mosca branca

B. tuberculata

A. socialis

A. aepim

65% mortalidade de ninfas
Deformacéao de ninfas

Adultos menores

50% reducao de fecundidade

70% mortalidade de ninfas
Deformacéao de ninfas
Pupas menores

Reducéo de fecundidade

60% mortalidade de ninfas

Reducéo de fecundidade

Barilli et al., 2019

Bellotti e Arias, 2001
Carabali et al., 2010a

Lima et al., 2018

Cochonilha

P. manihoti

Reducéo de fecundidade

Rheinheimer, 2013;

Percevejo de
renda

V. illudens

V. manihotae

Menor preferéncia para
oviposicao

Maior mortalidade
Reducéo de longevidade e

fecundidade dos adultos

Oliveira et al., 2016

Wengrat et al, dados nao

publicados

O gendtipo MEcu 72 apresenta tricomas que parecem exercer efeito

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

instar apresentam dificuldade de se fixarem na superficie de folhas, desidratam

rapidamente e caem da superficie foliar (Bellotti e Arias, 2001; Barilli et al., 2019).



Comparativamente, o numero de tricomas em MEcu 72 (33.048 tricomas por cm?) &
muito superior em relacéo ao numero observado em um genotipo suscetivel CMC-40
(189 tricomas por cm?) (Bellotti et al., 2005). Porém, nem todos genétipos com alto
namero de tricomas sao resistentes a mosca branca (Lima et al.,, 2018), o que
sugere que, além dos tricomas, outros fatores de resisténcia devem estar presentes
em MEcu 72.

2.4 Defesa quimica de plantas de mandioca a insetos

As plantas produzem uma grande quantidade de compostos quimicos que
ndo sao diretamente associados a suas funcbes basicas de crescimento e
desenvolvimento, mas podem lhes conferir vantagens adaptativas. Esses compostos
sdo conhecidos como metabdlitos secundarios (Méacias et al., 2007). Estima-se que
existem cerca de 200.000 compostos secundarios de plantas descritos e que é feita
uma adicdo anual de aproximadamente 1.000 compostos a essa lista (Hartmann,
1999; Liu et al., 2017). Os metabdlitos secundarios podem apresentar propriedades
antibiéticas, antifingicas e antivirais para proteger as plantas da acdo de patégenos,
propriedades antigerminativas ou toxicas a plantas competidoras ou propriedades
antinutritivas ou téxicas a herbivoros (Harborne, 1999; Ibanez et al., 2012).

As plantas de mandioca produzem diversos compostos secundarios
envolvidos na defesa da planta a insetos. Dentre esses, 0s glicosideos cianogénicos
sdo os mais estudados, provavelmente pela sua conhecida toxicidade a artropodes e
outros animais (Pinto-Zevallos et al., 2016). Nas folhas e raizes de mandioca estéo
presentes os glicosideos cianogénicos 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 sao produzidos
principalmente nas folhas e sdo translocados para as raizes, onde também podem
ser produzidas em menor quantidade (McMahon et al., 1995). Nas plantas de
mandioca, também é produzida a enzima linamarase, sintetizada nos laticiferos e
concentrada no latex (Pancoro e Hughes, 1992; Santana et al.,, 2002). Quando
ocorre a ruptura das células onde estédo presentes a linamarina e a lotaustralina por

algum dano mecéanico ou por insetos, esses compostos sao liberados do vacuolo e
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entram em contato com a linamarase, resultando na formag&o de uma cianidrina
instavel (Pinto-Zevallos et al.,, 2016). Esse composto pode ser quebrado
enzimaticamente pela a-hidroxinitrila liase (HNL), ou espontaneamente em pH maior
gue 4,0 e temperatura maior que 30°C, resultando na formacdo de cianeto de
hidrogénio (HCN) e acetona (McMahon et al., 1995) (Figura 1).

CH, Hidroxinitrila
Linamarase | liase (HNL)
HO—C—C=N—""—"""> HC=N + CH,0
| pH > 4.0
C.H,0, CH, Temp. > 30°C
Glucose
H OH
Linamarina Acetona Cianeto de Acetona
cianidrina hidrogénio

Figura 1. Cianogénese a partir da linamarina. Adaptado de Nzwalo e CIiff (2011).

Esses compostos cianogénicos (CN) parecem estar envolvidos na resisténcia
de plantas a herbivoros generalistas (Ballhorn et al., 2010). Em mandioca, trabalhos
demonstraram que os CN sdo 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). Ja para artropodes especialistas como E.
ello, P. manihoti e Mononychellus tanajoa (Bondar) (Acari: Tetranychidae) ndo foram
encontradas relacdo entre maiores niveis de CN em planta de mandioca e
diferencas na incidéncia 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 sdo encontrados importantes compostos
fendlicos como: acido galico, acido clorogénico, acido cafeico, acido ferdlico, acido
p-cumarico, rutina e kaempferol-3-O-rutinosideo (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, toxico e até mesmo atrativo para insetos
(Simmonds, 2001). Em estudos sobre parametros bioldgicos de P. manihoti, foi
observado que a adi¢cdo de rutina em dieta causa reducdo de ganho de peso e

aumento do periodo 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
producdo de rutina nas plantas de mandioca, dependendo do gendtipo estudado
(Calatayud et al., 1994; Gazzola et al., 2018). Entretanto, compostos relacionados a
defesa da planta a insetos como acido cafeico, ferdlico e p-cumérico nédo
apresentaram aumento significativo apés o ataque de P. manihoti (Gazzola et al.,
2018).

Outro importante grupo de compostos quando se trata de defesa de plantas a
insetos herbivoros sdo os terpenoides (Gonzalez-Coloma et al., 2010). Os
terpenoides sao principalmente hidrocarbonetos insaturados ciclicos de caréater
hidrofébico e podem ser classificados em monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos
e triterpenos (Harbone, 1999). Em mandioca, foram detectados diferentes niveis de
saponinas esteroidais (Wobeto et al.,, 2007), moléculas que podem apresentar
propriedades antinutritivas provavelmente por interferirem na absorcdo de colesterol
pelos insetos ou propriedades antibiéticas por causarem lise celular (Diab et al.,
2012; de Geyter et al.,, 2012). Até o momento, ndo sdo conhecidos estudos que
avaliem a toxicidade das saponinas presentes em mandioca a insetos.

As proteinas tdxicas como as lectinas e inibidores de proteases sdo outras
moléculas presentes em mandioca que apresentam funcdo de defesa contra insetos
herbivoros (Wobeto et al., 2007; Silva et al., 2010; Dang e Van Damme, 2015). As
lectinas sdo proteinas ligantes em carboidratos especificos e podem apresentar
toxicidade ndo somente pela ligacdo com o epitélio do intestino do inseto, mas
também por penetrarem na hemocele do inseto, alcancarem diversos tecidos e
resultarem em um efeito sisttmico negativo (Peumans e Van Damme, 1995;
Manning et al., 2017).

Os inibidores de proteases vegetais sdo proteinas que, quando ingeridos por
insetos fitéfagos, inibem proteinases associadas com a digestdo de proteinas,
resultando em retardos no desenvolvimento, reducdo de fertilidade dos adultos e
aumento na mortalidade (Macedo et al., 2015). Assim como para saponinas, essas
proteinas presentes em mandioca ndo foram testadas quanto a toxicidade a insetos
(Wobeto et al., 2007; Silva et al., 2010).

Além da composi¢do e concentragdo constitutiva de compostos de defesa

presentes em plantas, a herbivoria em plantas de mandioca pode resultar no
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aumento de concentracdo de determinados compostos de defesa (Gazzola et al.,
2018). Esse processo é mediado por horménios produzidos pela planta apés
estimulos realizados por meio da alimentacdo de insetos ou outros ferimentos (Bari
e Jones, 2009). Sdo exemplos de fitormonios relacionados a estresses 0 acido
jasmoénico (AJ), acido salicilico (AS), &cido abscisico (ABA) e o etileno (ET) (Erb e
Glaucer, 2010).

Os compostos da via do AJ estdo relacionados na sinalizacdo de rotas
metabdlicas contra insetos mastigadores e outros ferimentos mecéanicos causados a
planta, enquanto que o AS é principalmente associado a resposta a insetos
sugadores (Zarate et al., 2007; Pieterse et al.,, 2012). J4 o ABA e o ET
desempenham papéis de modulacdo, sendo que o ABA estd associado com a
regulacdo da via do AJ quando ocorre algum ferimento na planta ou ataque de
insetos e 0 ET quando ocorre algum ataque por patdégenos necrotroficos (Anderson
et al., 2004; Lorenzo e Solano, 2005; Pieterse et al., 2012). Apesar de importantes
compostos na interacdo inseto-planta, ndo foram encontrados trabalhos com

mensuracao desses fitormdnios em plantas de mandioca.
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CAPITULO 2 - Composicédo quimica de genétipos de Manihot esculenta Crantz
e suas possiveis influéncias sobre o desenvolvimento de
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:

Noctuidae)

RESUMO - As plantas apresentam diversos metabdlitos secundarios que podem
estar associados a interacfes com herbivoros. Alguns desses metabolitos sao
antinutritivos, repelentes ou téxicos a insetos herbivoros e podem ser explorados
como inseticidas. Gendtipos de mandioca apresentam uma grande variedade de
metabdlitos com potencial inseticida, mas pouco € conhecido sobre a identidade
desses compostos. O presente trabalho foi conduzido para avaliar o
desenvolvimento do herbivoro-modelo Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) alimentado com seis gendétipos de mandioca (IAC-14, IAC-
90, IAC-12, IAC-Caapora, Baianinha e MEcu 72) e analisar a composicdo quimica
constitutiva desses genétipos. Foram realizadas as quantificacdes de fendis totais e
saponinas esteroidais dos seis genoétipos. Para a analise da composicdo e
abundancia relativa de metabdlitos por GC-MS, os gendétipos MEcu 72 e Baianinha
foram selecionados por resultarem nos piores parametros sobre o desenvolvimento
de S. frugiperda e IAC-Caapora por resultar nos melhores parametros. A
alimentacéo da fase larval com MEcu 72 resultou nos piores indices nutricionais e,
juntamente com Baianinha, nos piores indices reprodutivos de S. frugiperda. Uma
guantidade 25% superior de fendis totais foi observada nas folhas do genétipo MEcu
72 em relacao aos demais genotipos. As andlises de GC-MS resultaram na deteccéo
de 58 metabdlitos e 21 desses metabdlitos apresentaram diferenca significativa
entre 0s gendtipos avaliados. Os metabdlitos myo-inositol-2-monofosfato, os acidos
p-cumarico, clorogénico e p-hidroxibenzoico, duas formas de 4cido octadecadienoico
e n-hexacosano foram detectados em maior abundéancia no genétipo MEcu 72 ou
Baianinha em relacdo a IAC-Caapora. Os possiveis papéis dessas moléculas nas
interferéncias negativas causadas sobre o desenvolvimento de S. frugiperda sao
discutidos.

Palavras-chave: Cromatografia gasosa, defesa quimica, metabolémica, 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 Introducéo

As plantas apresentam rotas biossintéticas no metabolismo secundario que
resultam na formacdo de metabolitos que podem atuar na protecdo contra
organismos danosos (Bourgaud et al.,, 2001). Os metabdlitos secundarios sao
compostos organicos que ndo estdo diretamente envolvidos no crescimento,
desenvolvimento e reproducdo das plantas, mas podem lhes conferir vantagens
adaptativas, como propriedades antinutritivas ou toxicas a herbivoros (Harborne,
1999; Macias et al., 2007; Ibanez et al., 2012).

Esses metabdlitos secundarios com atividade inseticida podem ser extraidos
das plantas e utilizados para o controle de insetos pragas. As piretrinas, nicotina,
rotenona, sabadila, rianodina e azadiractina sdo alguns exemplos desses compostos
naturais (Gonzalez-Coloma et al., 2010). Além da utilizacao direta desses compostos
para 0 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 metaboldmica pode ser utilizada de maneira ndo direcionada e resultar na
deteccdo de compostos quimicos em amostras complexas como, por exemplo, as
plantas (Fiehn, 2002). Este método tem sido utilizado para identificar compostos
guimicos candidatos que contribuem para a resisténcia constitutiva e/ou induzida de
plantas a insetos através da comparac¢do quali e quantitativa dos metabdlitos
presentes em genotipos resistentes e suscetiveis (Leiss et al., 2009; Jansen et al.,
2009; Wang et al., 2017).

Um grande potencial de moléculas inseticidas € sugerido para plantas de
mandioca (Manihot spp.), como o acido gdlico, 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 a resisténcia de genétipos
de mandioca a insetos pragas, como no genétipo MEcu 72 que resulta na
mortalidade de aproximadamente 70% de ninfas de mosca branca, mas a

composicao quimica desse genotipo é desconhecida (Barilli et al., 2019).
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Muitos genotipos que apresentam resisténcia ao desenvolvimento de insetos
pragas sdo considerados agronomicamente inferiores e necessitam passar por
melhoramento genético para associar resisténcia a pragas com produtividade e
gualidade de raizes (Bellotti e Arias, 2001). O conhecimento das moléculas
inseticidas presentes em gendtipos resistentes a pragas pode auxiliar no processo
de melhoramento, com a possibilidade de monitorar as caracteristicas das progénies
resultantes dos cruzamentos por meio de ensaios de deteccao/quantificacdo dos
compostos de interesse (Maluf et al., 2010).

O herbivoro Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), apesar de ndo 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 fenotipica da espécie que resulta, por exemplo, na detoxificacdo de
compostos xenobibdticos ou ativagcdo da expressao de enzimas digestivas
alternativas (Paulillo et al., 2000; Silva-Brand&do et al., 2017). Desse modo, S.
frugiperda figura como um interessante organismo para se avaliar os efeitos de
possiveis metabdlitos inseticidas presentes em plantas.

O presente trabalho foi conduzido para avaliar o desenvolvimento do
herbivoro-modelo S. frugiperda alimentado com folhas de seis gendtipos de
mandioca e realizar analise metabolémica n&o-direcionada por GC-MS dos
genadtipos contrastantes para identificar moléculas potencialmente associadas com

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

2 Material e Métodos

2.1 Material vegetal

Os gendtipos avaliados foram cedidos pelo Instituto Agrondmico de Campinas
(IAC) e pela Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE). Foram
avaliados cinco genotipos que apresentam diferentes niveis de resisténcia 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 gendtipo considerado suscetivel
(Baianinha) (Rheinheimer, 2013; Barilli et al., 2019). As plantas foram cultivadas em
area experimental situada na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV)
na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Jaboticabal-
SP. As manivas foram dispostas em duas linhas por genétipo com 20 plantas por

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

2.2 Avaliacdo do desenvolvimento de Spodoptera frugiperda em diferentes

gendtipos de mandioca

A espécie S. frugiperda foi eleita como espécie-modelo no presente estudo
devido a capacidade de se desenvolver utilizando folhas de mandioca como
alimento (Santos et al. 2013) e por ndo haver metodologia para a criagdo de
lepidopteros pragas da cultura da mandioca. As lagartas utilizadas nos testes foram
obtidas na criacdo do Laboratério de Ecologia Aplicada (APECOLAB).

Para a avaliacdo do desenvolvimento de S. frugiperda nos diferentes
genaotipos de mandioca, lagartas neonatas foram individualizadas em potes plasticos
(7 cm de didmetro x 3 cm de altura) com tampa. As folhas dos diferentes gendétipos
foram coletadas diariamente no campo experimental, mergulhadas por 30 segundos
em solucédo de hipoclorito de sédio (0,075%) e trés vezes em agua destilada, secas
em temperatura ambiente e fornecidas as lagartas. Foram avaliadas a duracéo e a
viabilidade dos periodos larval e pupal, deformacéo e peso de pupa apéds 24 horas.
Os experimentos foram iniciados com 50 lagartas por gendtipo, dispostas em 5
repeticdes contendo 10 lagartas individualizadas por repeticéo.

Para a avaliacdo do consumo e utilizagcdo de alimento, as secc¢des foliares
foram fornecidas a 30 lagartas por tratamento individualizadas em potes plasticos
idénticos aos descritos anteriormente. ApOs sete dias da implantacdo do
experimento, iniciaram-se as pesagens diarias da massa fresca do alimento
fornecido, da sobra de alimento, das fezes e das lagartas. Para se realizar a

correcdo de perda de umidade do alimento fornecido, 10 secc¢bes foliares de cada
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gendtipo foram mantidas sem as lagartas nas mesmas condi¢des dos tratamentos
(Parra, 1991).

Com estas avaliagbes, foram determinados 0s seguintes parametros
(Waldbauer, 1968; Scriber e Slansky Jr., 1981):

T: Duracéo do periodo de alimentacao (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 (Q);

I: Peso do alimento ingerido (g);

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

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

Os indices nutricionais das lagartas alimentadas com cada genoétipo de
mandioca foram determinados através das seguintes formulas:

Taxa de consumo relativo (g/g/dia) - RCR =1/ (PM x T);

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

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

Digestibilidade aproximada (%) - AD =1 —-F /1 x 100;

Eficiéncia de converséo do alimento ingerido (%) - ECI =B /1 x 100;

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

Custo metabdlico (%) = 100 — ECD.

Apos a emergéncia dos adultos, 10 casais foram formados apds alimentacéo
nos diferentes genadtipos de mandioca e mantidos em gaiolas de PVC (10 cm de
didmetro x 10 cm de altura) forradas com papel sulfite (1 casal/gaiola). Os casais
foram alimentados diariamente com solucédo aquosa de mel a 10%. A cada dois dias,
foi realizada a observacéo das posturas e da mortalidade dos adultos de forma a se
obter os periodos de pré-oviposigdo, longevidade e fecundidade dos adultos. Duas
gaiolas constituiram uma repeticéo.

A segunda postura de cada fémea foi separada e acondicionada em placa de
Petri (10 cm de diametro) para o acompanhamento da eclosdo das lagartas e o

registro da duracdo do periodo de incubacao e a viabilidade (fertilidade) dos ovos.
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A partir dos dados biolégicos obtidos, determinaram-se a taxa liquida de
reproducado (Ro), o tempo médio de uma geracao (T), a taxa intrinseca de aumento
(rm) e tempo necessario para a populacao duplicar em numero (DT), conforme Birch
(1948), Silveira Neto et al. (1976) e Krebs (1994):

Ro =) Ix mx

T=Q Ixmxx)/ (3 Ix mx)

Rm=log Ro/T.0.4343

DT =In(2) / rm

onde, x € a idade do individuo no tempo, Ix a sobrevivéncia especifica e mx a

fertilidade especifica.

2.3 Preparo dos extratos de folhas de mandioca

Durante o periodo em que foram realizadas as andlises do desenvolvimento
de S. frugiperda, foram coletadas aproximadamente 50 folhas de mandioca sem
ocorréncia de pragas ou doencas por genétipo. As folhas foram devidamente
identificadas, lavadas em agua corrente, secas e mantidas em freezer (-20°C) até
sua utilizacao para o preparo dos extratos.

Os extratos brutos de folhas de mandioca foram preparados seguindo
procedimento adaptado de Wobeto et al. (2007). ApGs pesadas, as folhas frescas
(sem peciolo) foram maceradas em almofariz e pistilo com a adi¢do de nitrogénio
liquido. O material particulado foi homogeneizado em etanol na propor¢édo de 1:10
(p/V) (3 g de folhas frescas/30 mL de solvente) e mantido em repouso por 24 horas.
Apds o repouso, os extratos foram sonicados (3 sonicagcbes 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 genotipo de mandioca, foram preparadas trés repeticdes independentes.
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2.4 Determinacgéo de saponinas esteroidais

A concentracdo de saponinas nas folhas de mandioca dos diferentes
genatipos foi determinada por método colorimétrico (Baccou et al.,1977). Os extratos
brutos de folhas de mandioca foram diluidos em etanol (10x) e transferidos para
tubos de ensaio nos volumes 100, 200 e 300 pL com posterior ajuste do volume final
para 1 mL com etanol. O etanol das amostras foi evaporado em termobloco a 100°C
e, em seguida, foi adicionado 1 mL de acetato de etila a cada amostra com
homogeneizacgdo vigorosa em vortéx por 5 minutos. Apos isso, foram adicionados
500 pL do reagente A (0,5 mL de p-anilsadeido + 99,5 mL de acetato de etila) e 500
pL do reagente B (50 mL H2SO4 + 50 mL de acetato de etila). As amostras foram
homogeneizadas e posteriormente aquecidas em bloco seco a 60°C por 20 min.
ApGs repouso em temperatura ambiente por 10 min, as amostras foram analisadas
em espectrofotdmetro regulado no comprimento de onda de 430 nm.

As concentracdes de saponinas esteroidais nas folhas dos genotipos de
mandioca foram calculadas utilizando uma curva padrdo de diosgenina (Sigma
Aldrich, Saint Louis, USA) em cloroférmio (0-20 pg/mL; y=0,0529x; R?=0,9963)
preparada nas mesmas condi¢cdes do ensaio. Os resultados foram expressos em mg
de saponinas por grama de folhas frescas.

2.5 Determinacéao de fendis totais

A concentragdo de fendis totais presentes nas folhas de mandioca dos
diferentes genotipos foi realizada por método colorimétrico (Ainsworth e Gillespie,
2007). Os extratos brutos foram diluidos em etanol (10x), transferidos para tubos de
ensaio nos volumes de 10, 50 e 100 puL com posterior ajuste do volume final de cada
amostra para 100 pL com etanol. A cada amostra, foram adicionados 200 pL do
reagente Folin-Ciocalteu 10%, homogeneizados em vértex e adicionados 800 pL de
Na2COs 700mM. As amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 2 horas
e andlises de absorbancia das amostras foram feitas em espectrofotdbmetro regulado

no comprimento de onda de 765 nm.
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As concentracdes de fendis totais nas folhas dos gendtipos de mandioca
foram calculadas utilizando uma curva padrao de acido gélico (Sigma Aldrich, Saint
Louis, USA) em etanol (0-10 pg/mL; y=0,1008x, R°=0,9984) preparada nas mesmas
condicbes do ensaio. Os resultados foram expressos em mg de fendis totais por

grama de folhas frescas.

2.6 Anélise por GC-MS

Com base nos resultados das analises bioldgicas e nutricionais dos insetos e
determinacdo de fendis totais e saponinas, foram selecionados 0s genotipos
Baianinha, IAC-Caapora e MEcu 72 para as analises de GC-MS.

Para andlise dos metabdlitos por GC-MS, o etanol do extrato bruto foi
evaporado em rotaevaporador (45°C; 175 Mbar) até aproximadamente 1 mL. O
extrato concentrado foi transferido para tubo Eppendorf e seco em concentrador a
vacuo (SpeedVac-Eppendorf). A derivatizacdo das amostras (5 mg) foi realizada
pela adicdo de 80 puL de metoxiamina (20 mg/mL de piridina) e as amostras foram
incubadas a 30°C por 90 minutos. A sililacao foi realizada pela adicdo de 200 pL de
MSTFA (N-metil-trimetilsilil-trifluoroacetamida), homogeneizacéo e incubacao (37°C;
30 min) seguida de repouso por 24 horas a 5°C.

Em seguida, as amostras foram filtradas com microfiltro de nylon (0,22 um) e
transferidas para vial de 2 mL com insert de 350 pyL. As amostras foram analisadas
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Foi
utilizada amostra controle (branco) e uma série de alcanos (C13-Ca0) foi utilizada
como referéncia para o célculo dos indices de retencao.

As amostras derivatizadas foram automaticamente injetadas (1 pL) no modo
split em cromatégrafo gasoso acoplado a um espectrémetro de massas (Shimadzu
QP-2010). A coluna utilizada foi uma Resetk Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm ID x 0,25
pm). A temperatura de injecdo foi de 270°C, com fluxo de 1 mL/min, iniciado apds
240 s do inicio da aquisicdo dos dados. A temperatura inicial foi de 140°C, mantida
por 3 min e aumentada 3°C/min até atingir 320°C mantidos por 10 min. O efluente da
coluna foi introduzido na fonte de ions do equipamento GC x GC-MS. A

espectrometria de massas foi conduzida com 0s seguintes parametros: temperatura
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da fonte de ions igual a 270°C, corrente de ionizacdo 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 Andlise estatistica

Os dados de desenvolvimento de S. frugiperda, de consumo e utilizacdo de
alimento e quantificacdo de saponina e fendis totais foram testados quanto a
normalidade e homogeneidade da varidancia dos erros. As variaveis foram
submetidas a ANOVA seguido do teste de comparacao de médias de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade de erro (P<0,05) utilizando o programa SISVAR
(Ferreira, 2011).

Os parametros 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 deconvolugéo, obtencdo do indice de
retencdo (RI), correcdo do tempo de retencdo (RT) e alinhamento de picos e
identificacdo dos metabdlitos com o auxilio do pacote TargetSearch (Cuadros-
Inostroza, 2009) no ambiente R. Para identificacdo dos metabdlitos, foi utilizada a
biblioteca GMD (The Golm Metabolome Database). Como parametro para
identificacdo dos metabdlitos foi utilizado o desvio de Rl de + 2 segundos. Foram
considerados metabdlitos validos apenas aqueles com trés ou mais massas
caracteristicas no espectro de fragmentacéo e score igual ou maior a 600.

Para normalizacdo dos dados, a intensidade de cada metabdlito foi dividida
pela contagem idnica total (TIC) de cada amostra. Os metabdlitos 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 Andlise de

Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) que é utlizada para
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determinar quais sdo as variaveis responsaveis por predizerem as classes e
explicarem a variabilidade entre os dados. A andlise de variancia (ANOVA) foi
realizada para identificar os metabdlitos diferencialmente abundantes entre os

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

3 Resultados

3.1 indices nutricionais de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas com

folhas de gendtipos de mandioca

O consumo e utilizagcdo do alimento pelas lagartas de S. frugiperda foram
influenciados pelos genoétipos de mandioca. O gendtipo Baianinha foi aparentemente
o de mais facil utilizacéo pela fase larval de S. frugiperda, visto que valores inferiores
aos obtidos com os demais genétipos foram observados para a taxa de consumo
relativa (RCR), taxa metabdlica relativa (RMR) e custo metabdlico (CM) e um valor
superior foi observado para eficiéncia de conversdo do alimento digerido (ECD).
Apéds consumirem folhas dos genoétipos MEcu 72, IAC-Caapora e IAC-12, as lagartas
apresentaram menores valores para eficiéncia de conversdo do alimento ingerido

(ECI) e valores superiores para CM (Figuras 1A e 1B).
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Figura 1 - indices nutricionais de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas

com folhas de gendtipos de mandioca (T: 25 + 2°C; Fotofase diaria: 12
horas). RCR: Taxa de consumo relativo (Fs12=7,108; P=0,003); RGR:
Taxa de crescimento relativo (Fs512=9,461; P<0,001); RMR: Taxa
metabdlica relativa (Fs12=13,241; P<0,001) (A); AD: Digestibilidade
aproximada (Fs12=5,057; P=0,010); ECI: Eficiéncia de conversdo do
alimento ingerido (Fs,12=16,212; P<0,001); ECD: Eficiéncia de conversao
do alimento digerido (Fs12=24,072; P<0,001); CM: Custo metabdlico
(Fs,12=24,072; P<0,001) (B). Médias + erro padrao seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P>0,05).

3.2 Desenvolvimento de Spodoptera frugiperda em diferentes gendétipos de

mandioca

A duracao (Fs24=8,102; P<0,001) e viabilidade (Fs24=2,918; P=0,0338) do

periodo larval de S. frugiperda diferiram de acordo com o gendétipo oferecido aos

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

cerca de dois dias a menos de periodo larval em relacdo a lagartas alimentadas com

os demais genatipos. A viabilidade do periodo larval foi cerca de 10% inferior para

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

relacdo a viabilidade larval observada para lagartas alimentadas com os demais

genatipos (Tabela 1).
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Tabela 1. Duracao (dias) e viabilidade (%) (média + erro padrao) do periodo larval
de Spodoptera frugiperda alimentado com diferentes gendtipos de
mandioca (T: 25 + 2°C; Fotofase diaria: 12 horas).

Genétipos Plerl'odo Viabilidade
arval larval

IAC-14 21,2+x043a 88,0+ 2,0at
IAC-90 20,9+0,07 a 88,0£t20a
IAC-12 195+0,31b 84,0t40a
Baianinha 21,3+0,47 a 78,0x20b
MEcu-72 21,4+0,24 a 76,0+£4,00b
IAC-Caapora 19,2+0,36 b 80,0+x3.2b
C.V. (%) 3,7 8,1

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott (P>0,05).

O periodo de pupas fémeas (Fs24=3,190; P=0,024), os pesos de pupas de
machos (Fs24=4,981; P=0,003) e de fémeas (F524=3,747; P=0,012) também
diferiram significativamente entre os genodtipos utilizados. Os insetos alimentados
com folhas dos gendétipos Baianinha e MEcu-72 apresentaram 0S menores pesos

das pupas (Tabela 2).

Tabela 2. Periodo (dias) e peso (mg) (média + erro padrdo) de pupas macho e
fémea de Spodoptera frugiperda cuja fase imatura foi alimentada com
diferentes gendtipos de mandioca (T: 25 + 2°C; Fotofase diaria: 12 horas).

Periodo de pupa Peso pupa
Gendtipos
Macho Fémea Macho Fémea

IAC-14 12,7+0,11™ 11,3+0,09a 266,0+6,0a 261,0+7,0a
IAC-90 12,6 £ 0,09 11,1+0,09b 264,0+6,0a 248,0+40a
IAC-12 12,6 + 0,10 11,0+0,00b 2580+80a 247,0+x6,0a
Baianinha 12,7+0,11 11,3+0,11a 2350+6,0b 2340+6,0b
MEcu-72 12,4 +0,11 10,9+0,09b 237,0+50b 232,0+50hb
IAC-Caapora 12,6 £ 0,11 109+£0,20b 257,0+x9,0a 252,0x6,0a
C.V. (%) 2,0 2,1 54 51

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott (P>0,05). ns = nado significativo

pela ANOVA.
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A alimentacédo da fase larval de S. frugiperda com os genétipos de mandioca
ndo influenciaram parametros do estdgio adulto como periodo de pré-oviposicao
(Fs5,24=2,063; P=0,106), longevidade de macho (Fs36=0,637; P=0,673) e de fémea
(Fs,36=0,698; P=0,628) e fecundidade (Fs24=1,197; P=0,340). O periodo de pre-
oviposicéo 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 fémeas de 14,9 a 19,4 dias e a fecundidade de
2122,1 a 2645,5 ovos. Porém, um maior nimero de adultos deformados foi
observado em insetos que se alimentaram do gendétipo MEcu 72 (25%), seguido dos
genotipos IAC-14, IAC-12 e IAC-Caapora (aproximadamente 10%) e dos genétipos
IAC-90 e Baianinha (2,5%).

Os genodtipos de mandioca utilizados durante a alimentacdo larval
influenciaram o desempenho reprodutivo de S. frugiperda. De maneira geral,
observou-se que a alimentacdo da fase larval de S. frugiperda com os gendétipos
IAC-12 e IAC-Caapora resultou em uma taxa liquida de reproducdo (Ro) 25%
superior em relagdo & Ro observada em insetos alimentados com o genotipo
Baianinha, no qual foi observado o menor valor de Ro. A alimentacdo com o0s
gendtipos IAC-12 e |IAC-Caapora também resultou em menores intervalos médios
entre geracdes (T), maior taxa intrinseca de crescimento (rm) € menor tempo
necessario para a populacado duplicar em namero (DT) em relacdo aos demais
genadtipos de mandioca. Entre os genétipos IAC-12 e IAC-Caapora, cuja alimentacéo
resultou em melhores parametros de desempenho reprodutivo, destaca-se o
gendtipo IAC-Caapora em funcao da alimentacdo com esse genotipo ter resultado
em melhores resultados para T, rm e DT em relacdo ao observado com a

alimentacdo com folhas do gendtipo IAC-12 (Tabela 3).
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Tabela 3. Taxa liquida de reproducéo (Ro), intervalo médio entre geragdes (T), taxa
intrinseca de crescimento (rm) e tempo necessario para a populacao
duplicar em numero (DT) de Spodoptera frugiperda alimentadas com
gendtipos de mandioca durante a fase larval (T: 25 + 2°C; Fotofase diaria:

12 horas).
Genotipos Ro (9/9) T (dias) rm (9/%/dia) DT(dias)
IAC-14 874,2 ab 35,3a 0,192 c 3,6a
IAC-90 816,1 ab 359a 0,187 c 3,7a
IAC-12 1018,5a 33,7b 0,205 b 3,4b
Baianinha 772,4 b 35,4 a 0,188 c 3,7a
MEcu 72 877,1 ab 355a 0,191 c 36a
IAC-Caapora 1014,3 a 32,2c 0,215 a 3,2c

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo método de Jackknife (P>0,05).

3.3 Determinacédo de saponinas e fendis totais

Concentracgfes inferiores de saponinas foram observadas nos genétipos IAC-

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

relacdo a concentracdo de fendis totais nas folhas, o gendtipo MEcu 72 apresentou

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

gendtipos (Figura 2B).
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Figura 2 - Concentracdo de saponinas (mg/g) (Fs12=4,544; P=0,014) (A) e de fenois
totais (mg/g) (Fs5,12=13,659; P<0,001) (B) presentes em extratos de folhas
de gendtipos de mandioca. Médias + erro padrdo seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P>0,05).

3.4 Analise dos metabdlitos por GC-MS

A andlise de PLS-DA confirmou a separacao dos genaétipos Baianinha, MEcu
72 (causadores dos efeitos negativos nos adultos) e IAC-Caapora (genoétipo cujo
consumo resultou em melhores desempenhos dos adultos) em termos de
metabdlitos. A soma dos dois primeiros componentes principais da PLS-DA explica
60,6% da variancia observada entre os genoétipos e apresentaram valores de R2 =
0,9837 e Q2 = 0,7773 que indicam boa variagdo descrita pelo modelo e precisdo ou
habilidade preditiva do modelo para os componentes analisados (Szymanska et al.,
2012). No primeiro componente principal (33,9%), pode-se observar a separagéao de
Baianinha (esquerda) dos gendtipos IAC-Caapora e MEcu 72 (direita) e, no segundo
componente (26,7%), o gendtipo IAC-Caapora (abaixo) fica separado dos gendtipos

Baianinha e MEcu 72 (acima) (Figura 3).
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Figura 3 - PLS-DA Scores Plot da comparagdo dos genétipos Baianinha (B;
vermelho) versus IAC-Caapora (C; verde) versus MEcu72 (E; azul). PCl e

PC2
respectivamente.

representam o primeiro e segundo componente principal,

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

metabdlitos apresentaram concentracdes relativas diferentes entre pelo menos 2

genotipos de mandioca avaliados (Figura 4).
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Figura 4 - Heatmap dos metabolitos detectados em extratos etandlicos de folhas de
gendtipos de mandioca. As colunas representam o agrupamento das trés
repeticdes biolégicas dos gendtipos, enquanto que as linhas representam
0s metabolitos. O aumento na intensidade de vermelho e azul indicam
abundancia elevada ou diminuta, respectivamente, de um metabdlito em
relacdo a abundancia mediana do metabdlito. *Diferenca significativa
entre os gendtipos pela ANOVA (P<0,05).
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A anadlise para verificar quais genotipos possuiam diferentes abundéancias
relativas de metabdlitos resultou na geracdo de nove padrdes de cores. Em dois
padrbes (1 e 2) os metabdlitos myo-inositol-2-monofosfato (12P), trealose e acido p-
cumarico apresentam maior abundancia relativa no gendtipo MEcu 72. Nos padrdes
6 e 9, foram indicadas maiores abundéancias relativas dos metabdlitos lactose, n-
hexacosano, duas formas de acido octadecadienoico e de dois metabdlitos néo
identificados no genoétipo Baianinha. O padrdo 3 indica maiores abundéancias
relativas de quatro metabdlitos nao identificados nos genoétipos MEcu 72 e IAC-
Caapora. O padrdo 4 indica maiores abundéancias relativas dos metabdlitos metil
isoheptadecanoato, acido clorogénico, acido p-hidroxibenzoico (PHBA) e um
metabdlito ndo identificado nos gendtipos Baianinha e MEcu 72. Os padrées 5 e 8
indicam maiores abundancias relativas de laminaribiose e de dois metabdlitos ndo
identificados no genaotipo IAC-Caapora. O padrdo 7 indica maior abundancia relativa
de um metabdlito ndo identificado nos gendtipos Baianinha e IAC-Caapora (Figura
5).
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Padrao GMD ID Metabdlito Classe
Padrao1l 1798 Myo-inositol-2-monofosfato  Fosfato
2011 Trealose Acucar
Padrao 2 1245 Acido p-cumario Acido fendlico
Padréo 3 1442 NA
600 NA
723 NA
906 NA
Padrao 4 1316 Metil isoheptadecanoato Acido graxo (éster)
1662 NA
2368 Acido Clorogénico Acido fendlico
661 Acido p-hidroxibenzoico Acido fendlico
Padrao5 2032 Laminaribiose Acucar
Padrdo 6 2049 Lactose AcuUcar
1894 n-Hecaxosano Alcano
Padro 7 1653 NA
Padrao 8 2027 NA
461 NA
Padrdao9 1610 Acido octadecadienoico Acido graxo (éster)
1611 Acido octadecadienoico Acido graxo (éster)
1717 NA
1766 NA

Figura 5 - Metabolitos presentes em extratos etandlicos de folhas de mandioca que
apresentaram diferenca quantitativa entre 0s gendtipos. Genotipos
Baianinha (B), IAC-Caapora (C) e MEcu 72 (E). Vermelho indica maior
abundancia do metabdlito, azul indica menor abundancia do metabdlito,
amarelo indica abundéancia intermediaria do metabdlito e preto indica a
auséncia do metabdlito. Quando comparados os trés grupos, as médias
foram analisadas pelo teste de Tukey (P<0,05). GMD_ID = identificacao
do metabdlito na biblioteca GMD, NA = N&o identificado.

4 Discussao

A alimentacdo de S. frugiperda com o gendtipo MEcu 72 resultou em um
desempenho larval muito proximo ao observado para lagartas alimentadas com o
genadtipo IAC-Caapora, mas o peso de pupas e o desempenho reprodutivo obtidos
ao utilizar MEcu 72 como alimento foram inferiores aos obtidos com a utilizagao
desse genotipo. Além disso, a alimentacdo com o gendtipo MEcu 72 foi a que
resultou em um maior numero de adultos deformados. De maneira similar ao
observado, quando utilizado como recurso alimentar, o genétipo MEcu 72 também

exerce influéncia negativa sobre trés espécies de mosca branca e uma espécie de
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cochonilha, causando mortalidade e reducdo da fecundidade dos insetos (Bellotti e
Arias 2001, Carabali et al. 2010, Omongo et al. 2012; Rheinheimer, 2013; Barilli et
al., 2019).

O gendtipo Baianinha € classificado como suscetivel a insetos pragas,
principalmente sugadores (Rheinheimer, 2013; Barilli et al., 2019). Porém, no
presente trabalho, verificaram-se importantes interferéncias negativas sobre o peso
de pupas e taxa liquida de reproducado de S. frugiperda apés alimentacdo da fase
larval com folhas do gendtipo Baianinha em relacdo aos mesmos parametros
observados apds alimentacdo com folhas do gendtipo IAC-Caapora. Em
lepidépteros, a alimentacdo da fase larval é muito importante para o desempenho
reprodutivo e os efeitos de determinados genétipos sobre o desenvolvimento de
insetos pragas pode ser aparente apenas apos a fase larval (Awmack e Leather,
2002). Isso se d& principalmente pelo fato de que grande parte dos ovos de
lepidépteros serem formados pelas reservas energéticas captadas durante a fase
larval (Honek, 1993). A melhor utilizacdo do alimento observado pelas lagartas em
folhas de Baianinha ndo resultaram em melhores parametros de desenvolvimento e
reproducao, possivelmente pela menor reserva energénica no periodo larval.

Genoétipos de uma mesma espécie podem resultar em diferentes interacdes
com insetos herbivoros, sendo os metabdlitos secundarios um dos principais
componentes envolvidos na defesa da planta a insetos (Mithéfer e Boland, 2012).
Por isso, iniciou-se a investigacdo da influéncia de metabdlitos secundarios sobre o
desenvolvimento de S. frugiperda pela quantificacdo total de saponinas e fendis
totais nas folhas dos genétipos de mandioca selecionados. Sabe-se da existéncia 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 herbivoros (De
Geyter et al., 2007). No presente trabalho, ndo foi possivel correlacionar a variacdo
da concentracdo total de saponinas nas folhas de mandioca analisadas com
alteracbes nos parametros biologicos de S. frugiperda. Aparentemente, as
concentracbes de saponinas nas folhas dos genétipos de mandioca selecionados
nao sao suficientes para resultar em alteragdes no desenvolvimento de S. frugiperda
ou as saponinas presentes nas folhas dos genoétipos apresentam baixa ou henhuma
atividade inseticida (Adel et al., 2000).
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Em funcdo de suas influéncias negativas sobre o desenvolvimento de S.
frugiperda, os gendtipos MEcu 72 e Baianinha foram selecionados para identificacéo
de metabdlitos por GC-MS, assim como, IAC-Caapora por ser 0 genotipo que
resultou nas maiores influéncias positivas.

Apos analise em GC-MS, observaram-se metabdlitos como fosfato myo-
inositol-2-monofosfato (12P) e o agucar trealose em maior abundancia no genaétipo
MEcu 72. Estudos indicam que a ingestdo de myo-inositol ndo 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 ingestdo de I2P causa
deterioracdo dos segmentos antenais desses insetos (Grimball et al., 2017). Dessa
forma, acredita-se que esse metabdlito possa estar envolvido com o maior niamero
de adultos de S. frugiperda deformados apds ingestdo do gendétipo MEcu 72. O
acucar trealose, por ser formado por duas unidades de glicose e ser hidrolisado por
trealases digestivas presentes em S. frugiperda (Silva et al., 2009), ndo parece ser
uma molécula candidata a explicar os efeitos negativos observados. Trealose é um
acucar melhor correlacionado a sinalizacdo de respostas de plantas a estresses
bidticos e abidticos (Lunn et al.,, 2014) e maiores concentracdes de trealose no
gendtipo MEcu 72 podem resultar na produgcdo de maiores quantidades de outras
moléculas associadas aos efeitos negativos observados, tais como moléculas
fendlicas (Ali et al., 2012).

Sabe-se que diversas moléculas fendlicas sdo 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 genotipo
MEcu 72 pode ser associada com a maior concentracao de fendis totais observada
no mesmo pelo método colorimétrico. De forma mais especifica, por GC-MS,
observaram-se maiores abundancias relativas dos acidos fendlicos p-cumarico,
clorogénico e p-hidroxibenzoico (PHBA) nos genotipos MEcu 72 e Baianinha, nos
qguais S. frugiperda obteve menor peso de pupas e menor desempenho reprodutivo.
Esses compostos séo fenilpropanoides derivados da via chiquimato-fenilpropanoide

gue podem ser classificados em quatro categorias: hidroxicinamatos e seus
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derivados, glicosideos fendlicos derivados de salicilatos, flavonoides e taninos
condensados (Chen et al., 2009).

O &cido p-cumarico é um hidroxicinamato que pode ser oxidado em espécies
moleculares reativas, como quinonas e quinonas metoxidos, que se ligam a
proteinas da dieta do herbivoro, diminuem o valor nutritivo do alimento e podem
resultar em efeitos negativos no desenvolvimento de insetos (Lattanzio, 2013). O
acido clorogénico também € um hidroxicinamato que pode ser oxidado em
clorogenoquinona e se ligar a aminoacidos livres e proteinas, o que leva a uma
menor disponibilidade de aminoacidos e menor digestibilidade de proteinas (Felton
et al., 1989; 1991). Ambos os compostos desempenham funcéo de defesa quimica
contra herbivoros e apresentam efeitos negativos sobre o desenvolvimento,
sobrevivéncia e fecundidade de insetos mastigadores e sugadores (Leiss et al.,
2009; Chrzanowski et al., 2012; Torp et al., 2013). O PHBA é um glicosideo fendlico
derivado de salicilatos também denominado como &cido 4-hidroxibenzoico. Muitos
metabdlitos benzenoides derivados do acido salicilico, como o acido benzoico, foram
relacionados a resisténcia constitutiva de plantas a insetos pragas (Wang et al.,
2017).

O &cido octadecadienoico esta presente em maior abundancia relativa no
gendtipo Baianinha, no qual os insetos tiveram maior eficiéncia na utilizagdo do
alimento, mas com menor peso de pupas e menor taxa de reproducdo. Este
composto € um acido linoleico conjugado (CLA), termo usado para descrever um
grupo de acidos octadecadienoicos que contém duas ligacées duplas conjugadas
(Yurawecz et al., 1995). CLAs podem ser antioxidantes (Park et al., 1997) e, no
presente estudo, os acidos octadecadienoicos podem ter reduzido a oxidacdo dos
acidos fendlicos p-cumarico, clorogénico e PHBA com potencial toxicidade a insetos
como mencionado acima e, consequentemente, facilitado a utilizacdo do alimento e
reduzido o custo metabdlico das lagartas de S. frugiperda alimentadas com folhas do
gendtipo Baianinha. Por outro lado, acidos octadecadienoicos também podem
reduzir a deposi¢cao de gordura e aumentar a lipdlise nos adipdcitos de ratos (Park et
al., 1997). Com uma possivel reducdo do acumulo de lipideos durante a fase larval,
apesar das folhas de Baianinha parecerem mais adequadas para a alimentacéo das

lagartas, essas resultaram em desempenhos reprodutivos inferiores por S.
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frugiperda. Isso se da pela necessidade do acumulo adequado de lipideos na fase
larval de lepidopteros para melhores taxas reprodutivas (Honek, 1993).

O metabdlito n-hexacosano com abundancias relativas maiores em
Baianinha, intermediarias em MEcu 72 e baixas em IAC-Caapora também pode
estar relacionado com as reducdes do potencial reprodutivo de S. frugiperda
observadas quando as lagartas foram alimentada com Baianinha e MEcu 72.
Concentragbes subletais de um extrato fracionado de flores de Couroupita
guianensis L. que continham n-hexacosano resultaram na diminuicdo do peso de
pupas e do potencial reprodutivo de Spodoptera litura (Fabricius, 1775) (Lepidoptera:
Noctuidae) (Ponsankar et al., 2016).

O entendimento das concentracdes relativas dos compostos secundarios e
suas possiveis relagcdes com o desenvolvimento de insetos herbivoros auxilia na
compreensao das relacdes entre plantas e herbivoros. A partir desses
conhecimentos, tecnologias aplicadas podem auxiliar o melhoramento de plantas de

interesse comercial ou desenvolver moléculas com atividade inseticida.

5 Conclusdes

O genodtipo MEcu 72 foi o menos adequado para a alimentacdo e
desenvolvimento de S. frugiperda.

As folhas do gendtipo MEcu 72 apresentam concentracdo de fendis totais
25% superior em relacdo aos demais genotipos.

Os metabodlitos myo-inositol-2-monofosfato  (I12P), acidos p-cumarico,
clorogénico e p-hidroxibenzoico, duas formas de acido octadecadienoico e n-
hexacosano sdo fortes candidatos a explicar a interferéncia dos gendtipos de

mandioca no desenvolvimento de S. frugiperda.
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CAPITULO 3 - Alteragbes das concentracbes de fitormbnios e cianeto em
genotipos de Manihot esculenta Crantz induzidas pela
herbivoria de lagartas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith,
1797) (Lepidoptera: Noctuidae)

RESUMO - As plantas podem modular a producdo de compostos de defesa apds o
ataque de insetos. Essa resposta das plantas a herbivoria é conhecida como defesa
induzida. Geralmente, o inicio dessa resposta € dado pela producéo de diferentes
fitormbnios, moléculas sinalizadoras de eventos celulares que resultam na producéo
de moléculas de defesa na planta atacada. Como exemplo de moléculas de defesa
presente em plantas de mandioca, sabe-se da existéncia de glicosideos
cianogénicos. Esses compostos, ao serem hidrolisados, resultam na producédo de
cianeto de hidrogénio téxico a herbivoros generalistas. O presente trabalho foi
conduzido para avaliar se a infestagdo por Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), um herbivoro-modelo ndo especifico, induz alteracfes na
concentracdo dos fitormonios acido abscisico, acido salicilico e acido jasmdnico, e
de duas moléculas associadas a via do acido jasménico (acido 12-oxofitodienoico -
OPDA jasmonil-isoleucina) bem como na concentragéo de cianeto (CN) nas folhas
de sete gendtipos de mandioca (IAC-14, IAC-90, IAC-12, IAC-Caapora, Baianinha,
MEcu 72 e BRS-CSO01). Os experimentos biolégicos foram conduzidos em casa de
vegetacdo e a herbivoria foi realizada por duas lagartas de S. frugiperda (42 instar)
mantidas por dois dias em gaiolas instaladas na terceira folha completamente
desenvolvida. Foram analisadas cinco plantas de cada genoétipo de mandioca pela
coleta de duas folhas acima e duas folhas abaixo da folha infestada. As
concentracdes dos fitormonios foram analisadas por LC-MS e as concentragfes de
CN foram estimadas pela técnica de eletrodos de ions seletivos para cianeto. As
analises realizadas indicam que o genétipo MEcu 72 classificado como menos
adequados para o desenvolvimento larval de S. frugiperda apresenta concentracoes
constitutivas de fitormbénios maiores que gendtipos classificados como mais
adequados. Apos herbivoria, mudancas na concentracao dos fitormdnios ocorreram,
porém, sem um padrao especifico, variando principalmente em funcdo do gendtipo
testado. Com relacéo aos CN, o gendtipo IAC-Caapora foi que apresentou maiores
concentracfes constitutivamente. Apdés a herbivoria, nenhum dos genotipos
avaliados alterou a concentracdo de CN, o que demonstra que as alteragbes nas
concentragdes de fitormdnios induzidas por herbivoria ndo estdo relacionadas com
as rotas de biossintese de CN. Os resultados das quantificacfes realizadas séo
apresentados e correlacionados com informacdes da literatura sobre o
desenvolvimento de insetos nos gendtipos estudados.

Palavras-chave: Acido jasménico, acido salicilico, cianeto, defesa quimica,
resisténcia 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 (4t 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 Introducéo

As plantas apresentam rotas biossintéticas para a producdo de metabdlitos
secundarios que podem auxilid-las na defesa contra herbivoros (Bourgaud et al.,
2001). Essa producdo de compostos de defesa pode ser realizada de forma
constitutiva ou induzida. Quando produzidos de forma induzida, a concentragéo
desses compostos aumenta ap0s o0 ataque dos herbivoros no local, em tecidos
préximos ou distantes do sitio de herbivoria (Vallad e Goodman, 2004).

Entre as moléculas produzidas ap6s inducdo pela herbivoria, observam-se os
fitormbnios e seus precursores. Os fitorménios sdo moléculas produzidas pelo
sistema de defesa das plantas de forma a ativar rotas biossintéticas para a producéo
de moléculas de defesa e outros compostos (Bari e Jones, 2009). Acido salicilico
(AS), acido abscisico (ABA), etileno (ET), acido jasménico (AJ) sdo exemplos de
fitormonios relacionados com a ativacfes de rotas biossintéticas para defesa da
planta (Erb e Glaucer, 2010).

As vias metabdlicas sinalizadas por AJ e AS sdo o0 cerne do sistema de
defesa da planta. O AJ e sua forma ativa AJ-lle sdo conhecidos por estarem
relacionados com a regulacédo de defesa da planta contra insetos mastigadores e
outros ferimentos mecéanicos. O AS é principalmente associado com resposta a
herbivoria por insetos sugadores (Zarate et al., 2007; Pieterse et al., 2012). Por outro
lado, o ABA e o ET desempenham um papel de modulacdo. Por exemplo, o ABA
esta associado com a regulacdo da via do AJ quando ocorre algum ferimento na
planta ou ataque de insetos e o ET quando ocorre algum ataque por patdégenos
necrotroficos (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 indugcéo de genes de resposta de defesa independentes
do fitormonio AJ (Taki et al., 2005).

Do ponto de vista de compostos produzidos para acao direta sobre o0s
herbivoros, as folhas e raizes de mandioca apresentam glicosideos cianogénicos
como linamarina (95%) e lotaustralina (5%), em niveis que variam, de 200 a 1300
mg CN equivalente.kg™ nas folhas e de 10-500 mg CN equivalente.kg! nas raizes

dependendo do gendtipo (Siritunga e Sayre, 2004). Quando os tecidos das plantas
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de mandioca sao injuriadas, ocorre o processo de cianogénese, que é a producao
do cianeto de hidrogénio (HCN) por meio da acdo de uma enzima enddgena
chamada linamarase (McMahon et al., 1995). A cianogénese é relacionada com a
defesa das plantas a herbivoros generalistas (Bellotti e Riis, 1994; Ballhorn et al.,
2006).

O herbivoro Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) néo 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 mudancas em seu
desenvolvimento de acordo com a composi¢cdo quimica do gendtipo de mandioca
ofertado para sua alimentacdo (Capitulo 2 da presente tese).

O presente trabalho foi conduzido para conhecer as concentracdes de
fitormdnios e de CN e avaliar se a infestacdo por S. frugiperda altera a concentragcao

dos mesmos em diferentes gendtipos de mandioca.

2 Material e Métodos

2.1 Material vegetal

Os gendtipos IAC-14, IAC-90, IAC-12 e IAC-Caapora foram cedidos pelo
Instituto Agronédmico de Campinas (IAC), os genétipos Baianinha e MEcu-72 pela
Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE) e o gendtipo BRS CS01
pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA). As manivas foram
plantadas na posicéo vertical em vasos de 4 L contendo solo e composto organico
(10%). As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo em temperatura ambiente,
situada na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) na Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Jaboticabal-SP.

2.2 Exposicao das plantas de mandioca a herbivoria por Spodoptera frugiperda

Cinco plantas de cada genotipo em avaliacdo com trés meses apés o plantio
foram infestadas com duas lagartas de quarto instar de S. frugiperda por planta. As
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lagartas foram obtidas na criagdo do Laboratério de Ecologia Aplicada (APECOLAB).
Antes de serem colocadas nas plantas, as lagartas utilizadas foram alimentadas por
dois dias com folhas de mandioca de genétipo de mesa. As duas lagartas colocadas
em cada planta foram depositadas na terceira folna completamente desenvolvida e
mantidas em uma gaiola do tipo “voil”. Dois dias ap0s a infestagdo, duas folhas
acima e duas folhas abaixo da folha infestada foram coletadas, imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e mantidas em freezer a -20°C até as etapas
seguintes. O mesmo procedimento foi realizado para a obtencdo dos materiais
vegetais sem indug&o por herbivoria, porém sem a utilizac@o das lagartas.

Apos coletadas, as folhas foram maceradas em almofariz e pistilo com a
adicdo de nitrogénio liquido, acondicionadas em tubo Falcon e liofilizadas por 72
horas a -80°C. Os extratos e as analises quimicas foram realizadas no laboratério de
Interacdo de Ecologia Molecular no Centro Alem&o 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 Quantificagdo de fitormoénios

A extracdo e purificacdo dos fitorménios foram realizadas segundo Machado
et al. (2013) com modificacdes. Para a extracdo das amostras foliares liofilizadas, 20
mg de material vegetal foi solubilizado em 800 pL de solugdo metanol:agua (70:30)
contendo 40 ng de cada um dos seguintes padrdes internos: D6-ABA, D6-AS
(OIChemim Ltd, Olomouc, Republica Tcheca), D6-AJ-lle e D6-AJ (HPC Standards
GmbH, Borsdorf, Alemanha). As amostras foram agitadas em vortex por 10 minutos
e centrifugadas por 2 min (14000 rpm, 4°C). O sobrenadante foi transferido para
novo tubo Eppendorf e evaporado em Speed-Vac (Labconco, USA) em temperatura
ambiente. O pellet foi ressuspenso em 200 pL de solu¢cdo metanol:dgua (70:30) por
15 minutos em sonicador (Fisher Scientific, UK).

Os fitormonios foram analisados utilizando cromatografia liquida (Bruker
Advance UHPLC, Bremen, Alemanha) acoplado a espectrometria de massas (Bruker
Elite EvoQ Triple quad, Bremen, Alemanha) (LC-MS), segundo Schéfer et al. (2016).



53

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 &cido férmico em &gua e
0,05% de éacido formico em acetonitrila como fases moéveis. As amostras foram
analisadas em sequéncia aleatdria incluindo uma amostra controle (metanol:agua,
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 concentragao
dos fitormdnios foi calculado de forma relativa aos padrfes internos e a quantidade

de material utilizado (ng/mg).

2.4 Quantificacao de cianeto (CN)

A gquantificacao de cianeto (CN) foi realizada pela técnica de eletrodos de ions
seletivos para cianeto (Tuhtar, 1983). Foram pesados 20 mg de amostra liofilizada e
acondicionados em tubos Eppendorf no quais foram adicionados 1 mL de KH2POa4
(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 37°C
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 ddH20. A solucdo foi mantida sob
constante agitacdo e a leitura foi realizada em eletrodos de ions seletivos para
cianeto.

As concentragdes de CN foram calculadas utilizando curva de calibragdo com
padrdao de cianeto (CN") (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Alemanha) (1, 10, 50, 100,
500, 1000 pM, y=-26,3 In(x) -25,955; R?=0,9968) preparada nas mesmas condicdes

do ensaio. Os resultados foram expressos em puM/mg.
2.5 Analise estatistica
Os dados de concentragdes dos diferentes fitorménios e de CN foram

testados quanto a normalidade e homogeneidade da variancia dos erros. As
variaveis foram submetidas a ANOVA seguido do teste de comparacdo de médias
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de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro (P<0,05) utilizando o
programa SISVAR (Ferreira, 2011).

3 Resultados

A herbivoria por S. frugiperda induziu alteracdes significativas da
concentracdo de todos os fitormdénios avaliados em funcdo do gendétipo testado
(Figuras 1-5). Na auséncia da herbivoria, os genoétipos IAC-14 e IAC-90
apresentaram menores teores de ABA (-8 ng/mg) em relagcdo aos demais (9-11
ng/mg). Apos herbivoria, a concentracéo de ABA foi aumentada no gendtipo 1AC-90
e reduzida no gendtipo IAC-Caapora o que resultou na separacdo dos genoétipos
IAC-14 e IAC-Caapora com concentracdes inferiores de ABA (7-8 ng/mg) em relacéo

aos demais gendtipos (~10 ng/mg) (Figura 1).
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Figura 1. Concentracdo (ng/mg) de acido abscisico (ABA) em sete gendétipos de
Manihot esculenta, ndo infestados (preta) e infestados (cinza) por lagartas
de Spodoptera frugiperda. Médias +* erro padrdo seguidas de mesma letra
minuUscula ndo diferem entre si para os genétipos nao infestados (Scott-
Knott, P=0,05). Médias + erro padrdo de mesma letra mailscula nao
diferem entre si para os genétipos infestados (Scott-Knott, P>0,05).
*diferenca no genaotipo apos infestagéo (teste t, P>0,05)

A concentracao constitutiva de AS foi superior no genotipo 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). Apés herbivoria, a

concentragdo de AS foi reduzida nos gendtipos Baianinha e MEcu 72 e aumentada
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nos genotipos IAC-Caapora e BRS-CS01. A herbivoria resultou em maiores
concentracbes de AS no genétipo BRS-CSO01 (33,1 ng/mg), seguido por IAC-
Caapora (25,6 ng/mg) e um grupo com os demais genoétipos com aproximadamente
10-15 ng/mg (Figura 2).
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Figura 2. Concentracdo (ng/mg) de acido salicilico (AS) em sete gendétipos de
Manihot esculenta, ndo infestados (preta) e infestados (cinza) por lagartas
de Spodoptera frugiperda. Médias + erro padréo seguidas de mesma letra
minudscula ndo diferem entre si para os genotipos ndo infestados (Scott-
Knott, P=0,05). Médias = erro padrdo de mesma letra mailscula nao
diferem entre si para os genotipos infestados (Scott-Knott, P>0,05).
*diferenca no gendtipo apés infestacéo (teste t, P>0,05)

A concentragdo constitutiva de OPDA, uma molécula sinalizadora, bem como
precursora do AJ, foi superior nos genétipos IAC-Caapora e BRS-CS01 (~65 ng/mg)
seguida por MEcu 72 (25,6 ng/mg), pelos genétipos Baianinha e IAC-12 (~15 ng/mg)
e, finalmente pelos gendtipos IAC-90 e IAC-14 (~5 ng/mg). A herbivoria induziu o
aumento da concentracdo de OPDA nos genotipos IAC-90 e BRS-CS01, com a
concentracdo do ultimo gendtipo aumentada 127% em relacdo a ndo infestada (83,0
ng/mg). Apos herbivoria, o gendtipo BRS-CS01 foi o de maior concentracdo de
OPDA (148,0 ng/mg), seguido pelo gendtipo IAC-Caapora (53,1 ng/mg), um
agrupamento dos genadtipos MEcu 72, Baianinha, IAC-12 e IAC-90 (18-25 ng/mg) e,
finalmente, pelo gendtipo IAC-14 (7,3 ng/mg) (Figura 3).
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Figura 3. Concentracao (ng/mg) de OPDA em sete gendtipos de Manihot esculenta,
nao infestados (preta) e infestados (cinza) por lagartas de Spodoptera
frugiperda. Médias * erro padrdo seguidas de mesma letra minascula ndo
diferem entre si para os genétipos ndo infestados (Scott-Knott, P=0,05).
Médias + erro padrdo de mesma letra maitscula ndo diferem entre si para
0s gendtipos infestados (Scott-Knott, P>0,05). *diferenca no genaétipo
apos infestacao (teste t, P>0,05)

A concentracdo constitutiva de AJ foi superior nos gendétipo IAC-12 (13,7
ng/mg), intermediaria no gendétipo MEcu 72 (9,7 ng/mg), inferior nos gendtipos
Baianinha, BRS-CS01 e IAC-14 (2-4 ng/mg) e nado detectaveis nos gendtipos IAC-
Caapora e IAC-90. A herbivoria resultou no aumento das concentragdes de AJ nos
genotipos IAC-90, Baianinha e IAC-Caapora e reducdo nas concentracbes de AJ
nos genotipos IAC-12 e MEcu 72. Apés herbivoria, os gendtipos IAC-90, IAC-12,
Baianinha e BRS-CS01 foram agrupados por apresentarem concentracdo de AJ
aproximada de 6,0 ng/mg, os genétipos IAC-Caapora e MEcu 72 com concentracdo
aproximada de 2,5 ng/mg e o gendtipo IAC-14 ndo apresentou niveis detectaveis de

AJ apos herbivoria (Figura 4).
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Figura 4. Concentracdo (ng/mg) de acido jasmoénico (AJ) em sete gendtipos de
Manihot esculenta, ndo infestados (preta) e infestados (cinza) por lagartas
de Spodoptera frugiperda. Médias + erro padréo seguidas de mesma letra
minudscula ndo diferem entre si para os genotipos ndo infestados (Scott-
Knott, P=0,05). Médias = erro padrdo de mesma letra mailscula nao
diferem entre si para os gendtipos infestados (Scott-Knott, P>0,05).
*diferenca no gendtipo apés infestacéo (teste t, P>0,05)

A concentracdo constitutiva de AJ-lle, a forma ativa de AJ e sinalizadora de
respostas de defesa, foi superior nos genoétipos IAC-12 e MEcu 72 (~3 ng/mg),
intermediaria nos gendtipos Baianinha e IAC-14 (~0,5 ng/mg) e inferior nos
genodtipos 1AC-90, IAC-Caapora e BRS-CS01 (>0,1 ng/mg). ApOs herbivoria, a
concentracdo de AJ-lle foi aumentada no genétipo IAC-90 e reduzida nos gendétipos
IAC-14, IAC-12 e MEcu 72. Trés grupos distintos foram formados apés herbivoria:
um primeiro grupo formado pelos genétipos IAC-90, IAC-12 e Baianinha (~0,5
ng/mg), outro formado pelos gendtipos MEcu 72 e BRS-CSO01 (~0,2 ng/mg) e outro
grupo com os genatipos IAC-14 e IAC-Caapora (>0,1 ng/mg) (Figura 5).
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Figura 5. Concentracdo (ng/mg) de jasmonil-isoleucina (AJ-lle) em sete gendtipos
de Manihot esculenta, ndo infestados (preta) e infestados (cinza) por
lagartas de Spodoptera frugiperda. Médias + erro padrdo seguidas de
mesma letra mindscula nao diferem entre si para os gendtipos nao
infestados (Scott-Knott, P=0,05). Médias + erro padrdo de mesma letra
maiuscula ndo diferem entre si para os genotipos infestados (Scott-Knott,
P>0,05). *diferenca no gendtipo apds infestacao (teste t, P>0,05)

A concentracdo constitutiva de CN foi maior no genotipo IAC-Caapora (0,84
MM/mg) em relacdo aos demais gendtipos (~0,6 uM/mg). Apdls herbivoria, a

concentracdo de CN nao diferiu entre os genotipos (Figura 6).
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Figura 6. Concentracdo de cianeto (CN) (uM/mg) em sete gendtipos de Manihot
esculenta, ndo infestados (preta) e infestados (cinza) por lagartas de
Spodoptera frugiperda. Médias + erro padrdao seguidas de mesma letra
minuscula ndo diferem entre si para os gendtipos nao infestados (Scott-
Knott, P>0,05).
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4. Discussao

A concentracdo constitutiva de fitorménios em uma planta sugere sua
atividade de resposta pré-formada a um determinado herbivoro ou grupo de
herbivoros. Por exemplo, o genétipo MEcu 72, que figura entre os genotipos menos
adequados para o desenvolvimento larval de S. frugiperda e de insetos sugadores
(capitulo 2 da presente tese, Bellotti e Arias 2001, Carabali et al. 2010, Omongo et
al. 2012; Barilli et al., 2019), apresenta constitutivamente as concentracdes dos
fitormbnios ABA, AS, AJ e AJ-lle elevadas em relacdo aos genotipos IAC-90 e IAC-
14 cujas folhas, de maneira geral, foram consideradas mais adequadas para o
desenvolvimento larval de S. frugiperda.

Com a concentracdo constitutiva superior de fitormdnios associados a
respostas de defesa em plantas, espera-se que rotas biossintéticas para a producao
de compostos de defesa estejam ativas e, consequentemente, que oS compostos de
defesa estejam em maiores concentracdes. Em maiores concentracdes, efeitos mais
evidentes das moléculas de defesa sobre os herbivoros sdo esperados. Como
possibilidade de moléculas antiherbivoros produzidas pela maior concentracdo de
fitormbnios presentes no gendtipo MEcu 72, observam-se os compostos fendlicos.
Em MEcu 72, os compostos fendlicos totais sdo mais abundantes em relacdo aos
genotipos IAC-90 e IAC-14 (capitulo 2 da presente tese). Os fitormdnios ABA,
etileno, AJ e AS regulam a producéo de compostos fenolicos com potencial atividade
antiherbivoria em plantas (Kendal e Bjostad, 1990; Jiang e Joyce, 2003; Ali et al.,
2007) e podem explicar a maior concentragdo constitutiva de compostos fendlicos
em MEcu 72 e sua inadequacédo ao desenvolvimento de herbivoros.

Outra situacdo avaliada foi a alteracdo da concentracdo de fitormonios apds
alimentacdo da planta pelo inseto, a chamada resisténcia induzida por herbivoria.
ApoOs a herbivoria por pragas mastigadoras, as plantas geralmente apresentam um
aumento na producdo do fitorménio modulador ABA e, consequentemente, na
producdo de AJ e dos compostos das vias reguladas pelo mesmo (Lorenzo e
Solano, 2005). Diferente do que foi observado em plantas ndo expostas a
herbivoros, a regulagéo fitormonal apds herbivoria ndo demonstrou um padréo claro

de aumento ou reducao nos materiais avaliados.
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A herbivoria por S. frugiperda ativou uma expressiva sintese de OPDA no
genodtipo BRS CS01. O OPDA é um composto precursor do AJ, porém, ndo foram
observados aumentos significativos na concentracdo de AJ e/ou AJ-lle para o
gendtipo em questdo. Por ser, além de precursora, uma molécula biologicamente
ativa independente do fitorménio AJ, o aumento da sintese de OPDA, pode levar a
uma maior producdo de compostos secundarios relacionadas a defesa da planta
tanto contra insetos quanto contra patdogenos (Stintzi et al., 2001; Taki et al., 2005).
O gendtipo BRS-CS01 apresenta a caracteristica de alta produtividade aliada a
resisténcia a doencas, aparentemente explicada pelo aumento do OPDA.

Para alguns genotipos foi observada reducdo na concentragdo de alguns
fitormbnios apos a herbivoria, como exemplo, no gendétipo MEcu 72 a reducdo nos
niveis de todos os fitorménios. Essa reducdo pode ser explicada pela producédo de
compostos volateis liberados pela planta para a comunicacdo planta-planta e/ou
outras interacgdes tréficas. Os compostos salicilato de metila (MeSA) e jasmonato de
metila (MeJA) sdo exemplos de volateis derivados do AS e AJ, que estdo
relacionados nessa comunicacao (Erb e Glaucer, 2010).

De maneira geral, observou-se que, apesar de serem todos da mesma
espécie, os gendtipos apresentaram formas distintas de resposta a herbivoria.
Alguns genotipos tiveram as concentracfes de fitorménios reduzidas e outros
aumentadas de forma que, com poucas exce¢bes, 0s genoétipos apresentaram
concentracfes semelhantes de fitorménios apés herbivoria.

Além das correlagbes diretas (aumento na concentracdo de um horménio
resultando em um fendtipo), interconexdes entre as vias hormonais conhecidas
como "crosstalk" devem ser consideradas. Essa rede complexa de informacdes
permite as plantas ajustarem suas defesas contra diferentes estimulos (Pieterse et
al. 2012; Vos et al., 2015).

Em nenhum gendtipo foi verificada a inducdo da expressdo de CN apoés
herbivoria. Aparentemente, as vias biossintéticas de CN nos genétipos de mandioca
avaliados néo sao reguladas pelos fitormdnios 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 foliolo atacado e néo foi verificado na folha
inteira, o que sugere que a indugcdo da producédo de CN varia de acordo com a
espécie/genodtipo e o herbivoro associado. Dessa forma, o incremento de CN nos
gendtipos de mandioca pode ter ocorrido apenas na folha atacada por S. frugiperda
e nao nas folhas analisadas neste trabalho.

O herbivoro-modelo S. frugiperda, um inseto ndo especialista em herbivoria
sobre mandioca, causou injuria inferior ao observado pela alimentacdo de, por
exemplo, lagartas de Erinnyis ello L., 1758 (Lepidoptera: Sphingidae), uma praga
especifica da mandioca (Pratissoli et al., 2002). Porém, mesmo com essa menor
injuria, verificamos a ocorréncia de alteragfes nos niveis dos fitorménios avaliados.
O ataque de herbivoros especialista podem levar a diferentes alteracdes na
modulacdo desses compostos, seja pelo menor consumo, pela diferente composicao
quimica da saliva dos insetos, que servirdo de elicitores para a producdo dos
fitormonios, ou pela coevolugdo entre a planta e o inseto utilizado (Ali e Agrawal,
2012).

5 Conclusoes

O gendtipo MEcu 72 apresenta as maiores concentracdes constitutivas dos
fitorménios avaliados.

Apesar de todos os genoétipos serem da mesma espécie, houve distintas
formas de resposta a herbivoria por S. frugiperda.

As vias biossintéticas de CN nos gendétipos de mandioca nao foram reguladas

pelos fitormbnios avaliados.
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CAPITULO 4 - Comparagido da composicdo quimica de seis genoétipos de
Manihot esculenta Crantz com base em suas interacdes com

insetos pragas

RESUMO - Plantas de mandioca séo conhecidas por sua rusticidade e producao de
compostos de defesa contra herbivoros tais como os compostos cianogénicos.
Mesmo assim, plantas de mandioca podem ser colonizadas e utilizadas por uma
série de insetos especificos, entre eles os sugadores. Na busca de formas de reduzir
0 impacto negativo desses insetos sobre as plantas de mandioca, gendétipos que
resultam em interferéncias negativas sobre o desenvolvimento de insetos sugadores
foram identificados. Porém, pouco se sabe a respeito da composicdo quimica das
folnas de plantas de mandioca e, sobretudo, dos genétipos com maiores efeitos
negativos no desenvolvimento dos insetos. Com isso, 0 presente trabalho foi
conduzido para avaliar parametros quimicos de seis genotipos de mandioca
selecionados em funcéo de suas relacbes com insetos sugadores (IAC-14, IAC-12,
IAC-90, IAC-Caapora, MEcu 72 e Baianinha). Andlises metabolémicas né&o
direcionadas (LC-MS) e a quantificacdo da atividade hemaglutinante (AH) foram
realizadas nos seis gendtipos. O gendtipo MEcu 72, considerado um padrdo de
resisténcia para os insetos sugadores, apresentou 10 metabolitos exclusivos e um
metabdlito com abundancia de 2 a 5 vezes superior aos demais além de maior
atividade hemaglutinante. As possiveis relacfes desses compostos presentes
exclusivamente ou em maiores concentragbes em MEcu 72 com as interferéncias
negativas que esse genotipo causa em insetos sugadores séo discutidas.

Palavras-chave: Cromatografia liquida, defesa quimica, metabolémica, 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 Introducéo

As plantas de Manihot esculenta Crantz apresentam a caracteristica de
producdo de glicosideos cianogénicos, tanto pelas folhas como pelas raizes
(Siritunga e Sayre, 2004). Esses compostos cianogénicos sao relacionados a defesa
das plantas a herbivoros, principalmente os generalistas (Bellotti e Riis, 1994).
Apesar da producdo desses compostos, sao reportadas cerca de 200 espécies de
pragas associadas a cultura, adaptadas em varios graus a essa defesa quimica da
planta bem como aos compostos laticiferos (Bellotti et al.,, 2012). Dentre essas
pragas, destacam-se 0s insetos sugadores, como as cochonilhas, Phenacoccus
manihoti Matile-Ferrero (Hemiptera: Pseudococcidae) e P. herreni Cox & Williams
(Hemiptera: Pseudococcidae), as moscas brancas, Bemisa tabaci (Genn.) biétipo 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; Vasquez-Ordofez et al., 2015).

Em estudos realizados avaliando-se o desenvolvimento de pragas em
diversos gendtipos de mandioca, foram observados diferentes graus e formas de
interferéncia no desenvolvimento de pragas de acordo com o gendtipo avaliado
(Tertuliano et al, 1993; Bellotti e Arias, 2001; Calatayud e Le Ru, 2006; Carabali et
al., 2010; Bellotti et al., 2012; Rheinheimer, 2013; Oliveira et al., 2016; Barilli et al.,
2019). Por exemplo, o gendtipo MEcu 72 resultou na deformacéo e mortalidade de
aproximadamente 70% de ninfas de mosca branca e redugéo na fecundidade de
adultos de mosca branca, cochonilha e percevejo de renda (Carabali 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
producdo de metabdlitos secundarios que apresentam propriedades antinutritivas ou
toxicas a herbivoros (Bourgaud et al. 2001, Ibanez et al. 2012). Algumas moléculas
com potencial inseticida sdo descritas em plantas de mandioca, como o &cido galico,
acido ferulico, acido p-cumaérico, acido 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 € sugerido e poucas sao as analises
para deteccdo e identificacdo de moléculas inseticidas em gendétipos de mandioca
com maior resisténcia.

No presente trabalho, foram analisados parametros quimicos de seis
gendtipos de mandioca selecionados em funcdo de suas relacdes com insetos
sugadores (IAC-14, IAC-12, IAC-90, IAC-Caapora, MEcu 72 e Baianinha) por meio
de anélises metabolémicas néo direcionadas (LC-MS) e a quantificacdo da atividade
hemaglutinante (AH). Os resultados obtidos foram correlacionados com trabalhos
prévios que descrevem as interferéncias dos gendtipos analisados sobre o

desenvolvimento de insetos sugadores.

2 Material e Métodos

2.1 Material vegetal

Foram avaliados cinco genétipos que apresentam diferentes niveis de
resisténcia (IAC-14, IAC-12, IAC-90, IAC-Caapora e MEcu 72) e um gendtipo
considerado suscetivel (Baianinha) a insetos sugadores (Rheinheimer, 2013; Barilli
et al., 2019; Wengrat et al., dados nao publicados). Todo o material vegetal foi
cultivado em areas experimentais situadas na Faculdade de Ciéncias Agréarias e
Veterinarias (FCAV) na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP), Jaboticabal-SP.

Para a quantificacdo da atividade hemaglutinante (AH), as plantas de
mandioca foram cultivadas a campo, dispostas em duas linhas por genétipo com 20
plantas por linha e espacamento de 0,5 m entre plantas e 1 m entre linhas. Apos
qguatro meses do plantio foram coletadas aproximadamente 50 folhas de mandioca
sem ocorréncia de pragas ou doencas por genétipo. As folhas foram devidamente
identificadas, lavadas em agua corrente, secas e mantidas em freezer (-20°C) até
sua utilizacao para o preparo dos extratos.

Para a analise por LC-MS, foram cultivados cinco vasos por genotipo. As
manivas foram plantadas na posicao vertical em vasos de 4L contendo solo e 10%

de composto organico e mantidas em casa de vegetacdo com temperatura ambiente
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e irrigadas diariamente. Apoés trés meses do plantio, foram coletadas quatro folhas
por planta e imediatamente acondicionadas em nitrogénio liquido. Apds coletadas,
as folhas foram maceradas em almofariz e pistilo com a adi¢cédo de nitrogénio liquido,

acondicionadas em tubo Falcon e liofilizadas por 72 horas a -80°C.

2.2 Perfil metabdlico

Foi realizado estudo de metabolémica ndo direcionada para observacdo do
perfil metabdlico dos seis genoétipos estudos. As andlises de LC-MS foram realizadas
no laboratério de Interacdo de Ecologia Molecular no Centro Alemédo 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 extracao foi realizada seguindo metodologia adaptada de Vos et al. (2012).
As amostras foliares liofilizadas (£ 20 mg) foram duplamente extraidas com 1 mL de
MeOH:tampé&o de acetato (50 mM, pH 4,8) (75:25, v:v) em tubo Eppendorf de 2 mL
com duas esferas (5 mm @) 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 -80°C em
freezer.

O extrato bruto foi diluido (1:5) em MeOH:tampéao de acetato (pH 4,8) (50:50,
v:v) e 10 pL foram injetados e analisados em Cromatografia Liquida de Ultra-Alta
Pressédo UltiMate™ 3000 (Thermo Scientific Dionex, Sunnyvale, USA) equipado com
coluna Acclaim RSLC 120 (Cis, 150 x 2,1 mm, tamanho de particula 2,2 pm,
ThermoFisher Scientific). A temperatura da coluna utilizada foi de 40°C, usando o
seguinte gradiente a uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min: 0-2 min isocratico 95% A
(dgua/acido férmico 0,05%), 5% de B (acetonitrila/acido formico 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, isocratico
95% B; 15 a 16 min, linear de 95 a 5% de B; 16-20 min, isocratico 5% B.

Os compostos foram detectados com um espectrometro de massa
guadrupolo/tempo de voo (qToF-MS, Bruker maXis impact HD; Bruker, Billeria, USA)

aplicando as seguintes condicbes em modo positivo: faixa de varredura 50-1500 m/z
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taxa de aquisicdo de 3 Hz; tens&o capilar 4500 V; presséo do nebulizador 2,5 bar,
gas seco 11 L/min, temperatura seca 220°C. A calibracdo em massa foi realizada
usando aglomerados de formiato de sédio [solucdo 10 mM de NaOH em &gua e
isopropanol 50/50 (v/v) contendo 0,2% de acido férmico].

Os espectros de massa do conjunto de dados obtidos a partir da analise das
amostras diluidas 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 retencéo entre 40 e 1300 segundos, relacdo sinal/ruido (s/n) 2100, desvio
méaximo de 5 ppm, intervalo de tempo de retencdo (Ret) de 3 segundos, intervalo de
m/z de 0,01 e ocorréncia minima em trés de quatro amostras em pelo menos um
grupo de tratamento. Os features resultantes foram agrupados para pertencer ao
mesmo composto apOs a correcdo simétrica do tempo de retencdo, dentro de um
intervalo de Ret de no maximo 5 seg e correlagdo mutua minima de 0,6. As
intensidades dos features foram normalizadas pelo peso do material foliar usado
para extracdo. Os grupos de features, potencialmente representando compostos
individuais, foram reduzidos a um feature para representar o respectivo composto
em analise posterior. Isso foi feito aplicando a abordagem heuristica maxima interna,

gue seleciona o recurso com a intensidade mais alta na maioria das amostras.

2.3 Atividade hemaglutinante

Para determinacdo da atividade hemaglutinante, foi preparado extrato de
folhas de mandioca seguindo procedimento adaptado de Silva (2010). Apos
pesadas, as folhas frescas (sem peciolo) foram maceradas em almofariz e pistilo
com a adicao de nitrogénio liquido. O material particulado obtido ap6s a maceracao
foi transferido para tubo Falcon (50 mL), adicionado 5% de PVPP e homogeneizado
em agua deionizada na proporcao de 1:5 (m/V). A mistura foi colocada sob agitacao
mecanica por inversdo a 4°C por 15 min. Apds esse periodo, a amostra foi filtrada
em tecido tipo “voil”, centrifugada (12.000xg, 15 min, 4°C) e mantidas em freezer (-
20°C).

Foi realizado um procedimento de precipitacdo das proteinas nos extratos

brutos para eliminacdo de moléculas de baixo peso molecular presentes nos
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extratos de folhas. Uma aliquota de 3 mL de extrato bruto foi acondicionado em tubo
Falcon (15 mL) e adicionado 12 mL de acetona (-20°C), resultado em uma solugao
de 80% de acetona para precipitacdo das proteinas. ApOs repouso overnight em
freezer (-20°C), as amostras foram centrifugadas (12.000xg, 15 min, 4°C), o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco em temperatura ambiente para
eliminacdo da acetona. O precipitado foi ressuspendido em 1 mL de &gua
deionizada e as amostras foram mantidas em freezer (-20°C).

A atividade hemaglutinante (AH) foi realizada seguindo metodologia adaptada
de Wang et al. (1995). Primeiramente, uma suspensdo de hemacias a 2% foi
preparada. A suspensao de eritrocitos foi preparada com 5 mL de sangue humano
tipo A Rh positivo coletado em tubo de citrato. A solucdo foi lavada com solucdo
PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NazHPH4 anidro 10 mM e KH2PO4 2 mM) e
centrifugada (2000rpm, 10 min, temperatura ambiente) por trés vezes até obtencéo
de uma massa de eritrécitos integra, livre de soro e material hemolisado. O
sobrenadante obtido foi descartado e o precipitado submetido a diluicdo em PBS
para obtencéo da solucdo a 2% (v/v).

Os extratos das folhas de mandioca preparados anteriormente foram
submetidos a uma série de diluicdes na base 2 (2°, 21, 22, 28, 24, 2%) e transferidos
50 pL de cada diluicdo para pocgos de placas de microtitulacdo de fundo redondo.
Todas as diluicBes foram misturadas com 50 L da solu¢édo de hemécias (2%). Apos
90 minutos, foi realizada leitura visual da aglutinacdo das hemadacias, por meio da
observacdo da ndo formacdo de sedimento de hemécias ao fundo do pogo. Os
resultados foram expressos em numero de unidades hemaglutinantes (UH), que é
calculado a partir do inverso do titulo da maior diluicdo que ainda apresentou
aglutinacao visivel por grama de folha fresca.

Como controle negativo, os extratos foliares foram incubados por 20 minutos

a 100°C em banho maria e a AH foi realizada conforme descrito anteriormente.
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2.4 Andlise estatistica

A matriz de dados resultantes do perfil metabdlico foi analisada
estatisticamente utilizando o programa MetaboAnalyst (Xia e Wishart, 2016), no qual
os valores foram transformados em log. A andlise de variancia (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 construcdo de heatmap e observacdo dos features presentes em maior
quantidade no gendtipo MEcu 72.

Os dados de AH foram testados quanto a normalidade e homogeneidade da
variancia dos erros. As variaveis foram submetidas a ANOVA seguido do teste de
comparacdo de médias de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro
(P<0,05) utilizando o programa SISVAR (Ferreira, 2011).

3 Resultados
No total, a andalise de LS-MS resultou na deteccdo de 606 features nos

genotipos estudados. Entre esses, 62 features apresentaram abundéancia diferente

em pelo um gendtipo (Figura 1).
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356_201.149 367.98
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521 _434.2_282.04
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24_303.05_325.75
61_319.044_297,532
393_621.272_977.22
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48 277.216_719.463

257 590.261 429.82

22 177.054 259.828

21 147.044 243.88

444 353.269 679.13

27 353.269 662.737
32_333.086_87.929
107_219.026_55.23

45 535.219_381.599

3 138.055 57.233
440_452.18_279.289
122_197.08_305.053
274_427.136_337.3
132_377.141_184.42

6 595.166 334.888

82 234.961 48.202

25 287.055 349.053

406 181.008 55.579

142 461.144 321.46

58 139.038 191.371
83_181.122 559.17
532_585.271_1015.0

Figura 1. Heatmap dos features que apresentam diferenca significativa entre os
extratos de folhas de gendtipos de mandioca (ANOVA, P<0,05). As colunas
representam o agrupamento das repeticdes bioldgicas dos genétipos,
enquanto que as linhas representam o0s metabdlitos. O aumento na
intensidade de vermelho e azul indicam abundancia elevada ou diminuta,
respectivamente, de um metabdlito em relagcdo a abundancia mediana do
metabalito.
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No heatmap elaborado € possivel observar 14 features presentes
predominantemente no gendtipo MEcu 72. Os features no mesmo intervalo de Ret
(minimo e méaximo) foram considerados um metabdlito e, de acordo com esse
parametro, foram enumerados 11 metabolitos (Figura 2). Cinco metabdlitos (1-5)
foram encontrados apenas em MEcu 72, sendo o metabdlito 4 encontrado em
baixissima abundancia. Dois metabdlitos (6 e 7) foram detectados em MEcu 72 e em
baixa abundéancia relativa em IAC-12. Trés metabdlitos (8, 9 e 11) em MEcu 72 e em
abundancias relativas inferiores em Baianinha. Um metabdlito (10) detectado em
MEcu 72 e também em IAC-90 em abundéncia relativa inferior. O metabdlito 11 foi o
Unico observado em todos os gendtipos, com abundancia relativa de 2 a 5 vezes

superior em MEcu 72 em relagdo aos demais genotipos (Figura 2).

Metabolito m/z Ret (min) 1 2 3 4 5 6

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

420.186 4.543186
6 435.2044 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.- Metabdlitos (m/z e Ret) que apresentaram maior abundancia relativa em
folhas do gendtipo MEcu 72. Gendtipos IAC-14 (1), IAC-90 (2), IAC-12
(3), Baianinha (4), IAC-Caapora (5) e MEcu 72 (6). Vermelho indica maior
abundancia do metabdlito, azul indica menor abundancia do metabdlito,
amarelo indica abundancia intermediaria do metabdlito e preto indica a
auséncia do metabdlito. As médias foram analisadas pelo teste de Tukey
(P<0,05).
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Uma andlise no banco de dados do Nucleo de Bioensaios, Biosintese e
Ecofisiologia de Produtos Naturais (NUBBE) (https://nubbe.ig.unesp.br/portal/nubbe-
search.html) indicou que o valor de m/z do metabdlito 11 pode ser relacionado com
6-acetoxygedunin ou toonacilin, ambos compostos triterpenoides da classe dos
limonoides.

A maior AH observada foi para o gendtipo MEcu 72 que apresentou
aglutinagdo com o extrato quatro vezes diluido (23) diferindo significativamente dos
demais gendtipos (Fs1s=11,600; P>0,001), enquanto IAC-14 e IAC-90 apenas
apresentaram aglutinacdo com o extrato nao diluido. Os gendtipos IAC-12,
Baianinha e IAC-Caapora e todos os extratos fervidos ndo apresentaram aglutinacéao
(Figura 3).

200

150 A
100 H

b
50 A
i )
oL B m b b b

Al 17 of
A\ 60\) 20
AT W R
© %

Atividade Hemaglutinante (UH/g)

Ab 00
AR Y

Figura 3. Atividade hemaglutinante (UH/g de folha) em extratos de folhas de
gendtipos de mandioca. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott (P=0,05).

4 Discussao

Os compostos cianogénicos (CN) estdo entre os compostos mais estudados
em mandioca (Pinto-Zevallos et al., 2016). Porém, os CN parecem né&o 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 gendtipo IAC-

Caapora foi 0 que apresentou maior concentragdo constitutiva de CN (Capitulo 3 da
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presente tese), e esse gendtipo apresentou influéncia negativa apenas sobre o
desenvolvimento de P. manihoti (Rheinheimer, 2013).

Observa-se ainda que a relacdo de CN com insetos sugadores pode ter um
papel importante para a herbivoria. Por exemplo, o glicosideo cianogénico
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 relacdo a herbivoros mastigadores, o0 que reduz
contato dos compostos cianogénicos com a linamarase e, consequentemente, reduz
a producédo de acido cianidrico (HCN) téxico aos herbivoros (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 relacdo entre planta e herbivoro. Os
compostos fendlicos também sdo importantes substancias do metabolismo
secundario das plantas que estdo envolvidos na defesa contra insetos (Berbehenn e
Martin, 1994; Calatayud, 2000; Delvas et al., 2011; Santos et al., 2013). Os fendis
totais foram observados em maior quantidade no genoétipo MEcu 72 (Capitulo 3 da
presente tese). Na busca da identidade dos compostos fendlicos nos genoétipos
avaliados, foi detectada a rutina. No presente trabalho, verificou-se que a
concentracéo constitutiva de rutina ndo variou entre os genétipos analisados. Porém,
a concentracdo desse composto aumenta significativamente em genétipos apds o
ataque de P. manihoti (Gazola et al., 2018), e uma correlagdo significativa foi
observada entre a concentragcdo de rutina induzida pela herbivoria e a menor taxa
intrinseca de aumento da populacdo dos insetos (Calatayud et al., 1994). Quando
adicionada em dieta artificial, a rutina desempenha papel antinutritivo e
fagodeterrente & P. manihoti, 0 que resulta em menor ganho de peso e maior tempo
de desenvolvimento (Calatayud, 2000).

Outros metabolitos detectados exclusivamente ou em maior abundancia
relativa no genoétipo MEcu 72 em relagdo aos demais sdo sugeridos como possiveis
metabdlitos com funcdo inseticida. A identificacdo desses metabdlitos pela anélise
de Auto MS e comparacdo em bancos de dados permitira a correlacdo desse
metabolito com seus possiveis efeitos sobre o desenvolvimento de insetos

sugadores.
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Por exemplo, a possivel identificacao realizada pela comparacdo do valor de
m/z obtido com o banco de dados do NUBBE indicou que o metabdlito 11 € um
composto da classe dos limonoides. Os limonoides sdo 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 ja foram
detectados em plantas da familia Euphorbiaceae, mesma familia da mandioca (Nihei
et al., 2006). Os limonoides apresentam grande atividade biol6gica contra insetos,
como efeitos inseticidas, antinutricionais e de regulacdo de crescimento
(Champagne et al., 1992; Gonzalez-Coloma et al., 2010).

Maior atividade hemaglutinante foi verificada no genétipo MEcu 72, indicando
maior quantidade de lectinas nesse genotipo. As lectinas séo proteinas ligantes em
carboidratos especificos e apresentam atividade hemaglutinante por ligarem-se aos
eritrécitos. Nos insetos, as lectinas apresentam diferentes interagbes com
glicoproteinas ou estruturas de glicano que podem interferir em uma série de
processos fisiolégicos (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 dominio ligante de carboidrato, é dificil prever o modo exato de acao de
cada lectina e sua toxicidade nos insetos (Macedo et al, 2015). Os efeitos mais
comumente observados nos insetos apds a ingestdo de lectinas sdo efeitos
antinutricionais que afetam parametros biolégicos como peso larval, fecundidade,
pupacédo, sobrevivéncia e prolongamento do periodo de desenvolvimento (Powell et
al., 1998; Oliveira et al., 2011; Vandenborre et al., 2011; Dang e Van Damme, 2015).
No genétipo MEcu 72 em que foram encontradas maiores quantidades dessa
proteina, sdo observados prolongamento do desenvolvimento, menor sobrevivéncia,
menor fecundidade e maiores taxas de ocorréncia de ninfas de mosca branca
deformadas (Batrilli et al., 2019).

No presente trabalho, contribuiu-se para o entendimento das moléculas
envolvidas na interacdo entre diferentes gendtipos de mandioca e insetos
sugadores. As diferengas na composi¢cao quimica constitutiva encontrada entre 0s
genotipos e as diferentes influéncias sobre o desenvolvimento das pragas indicam
gue a defesa da planta € relacionada com grupos de moléculas e possiveis efeitos

combinados entre elas, e ndo apenas a uma molécula chave.
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5 Concluséao

Onze metabdlitos foram detectados em maior abundancia relativa no genaotipo
MEcu 72.

No genétipo MEcu 72, o metabdlito 11, identificado nas classe dos
limonoides, tem abundéancia de 2 a 5 vezes superior que nos demais genotipos.

Maior atividade hemaglutinante foi observada para o gendétipo MEcu 72.

6 Referéncias

Ballhorn DJ, Heil M, Lieberei R (2006) Phenotypic plasticity of cyanogenesis in lima
bean Phaseolus lunatus - activity and activation of B-glucosidase. Journal of
Chemical Ecology 32(2):261-275.

Barilli DR, Wengrat APGS, Guimardes ATB, Pietrowski V, Ringenberg R, Garcia MS
(2019) Resistance of cassava genotypes to Bemisia tuberculata. Arthropod-Plant
Interections 1-7.

Bellotti AC, Riis L (1994) Cassava cyanogenic potential and resistance to pests and
diseases. Acta Horticulturae 375:141-151.

Bellotti AC, Arias B (2001) Host plant resistance to whiteflies with emphasis on
cassava as a case study. Crop Protection 20:813-823.

Bellotti AC, Campo BVH, Hyman G (2012) Cassava production and pest
management: present and potential threats in a changing environment. Tropical
Plant Biology 5(1):539-72.

Berbehenn RV, Martin MM (1994) Tannin sensitivity in larvae of Malacosoma disstria
(Lepidoptera): roles of the peritrophic envelope and midgut oxidation. Journal of
Chemical Ecology 20(8):1985-2001.

Bernays EA, Chapman RF, Leather EM, McCaffery AR, Modder WWD (1977). The
relationship of Zonocerus variegatus (L.) (Acridoidea: Pyrgomorphidae) with cassava
(Manihot esculenta). Bulletin of Entomological Research 67:391-404.

Bourgaud F, Gravot A, Milesi S, Gontier E (2001) Production of plant secondary
metabolites: a historical perspective. Plant Science 161:839-851

Calatayud PA (2000) Influence of linamarin and rutin on biological performances of
Phenacoccus herreni in artificial diets. Entomologia Experimentalis et Applicata
96(1):81-86.



78

Calatayud PA, Le Ru B (2006) Cassava-Mealybug Interactions. Paris: Institut de
Recherche Pour le Développement (IRD) p. 112

Calatayud PA, Rahbé Y, Delobel B, Khuong-Huu F, Tertuliano M, Le Ru B (1994)
Influence of secondary compounds in the phloem sap of cassava on expression of
antibiosis towards the mealybug Phenacoccus manihoti. Entomologia
Experimentalis et Applicata 72:47-57.

Carabali A, Bellotti AC, Montoya-Lerma J, Fregene M (2010) Manihot flabellifolia
Pohl, wild source of resistance to the whitefly Aleurotrachelus socialis Bondar
(Hemiptera: Aleyrodidae). Crop Protection 29:34-38.

Champagne DE, Koul O, Isman MB, Scudder GGE, Towers GRN (1992) Biological
activity of limonoids from the Rutales. Phytochemistry 31(2):377-394.

Dang L, Van Damme EJM (2015) Toxic proteins in plants. Phytochemistry 117:51-
64.

Delvas N, Bauce E, Labbé C, Ollevier T, Bélanger R (2011) Phenolic compounds
that confer resistance to spruce budworn. Entomologia Experimentalis et
Applicata 141:35-44.

Ferreira D (2011) Sisvar: a computer statistical analysis system. Ciéncia e
Agrotecnologia 35(6):1039-1042

Gazola D, Zucareli C, Ringenberg R, Oliveira MCN, Graca JP, Nunes EO, Hoffmann-
Campo CB (2018) Secondary metabolite contents in different parts of cassava plants
infested by Phenacoccus manihoti Matile-Ferrero (Hemiptera: Pseudococcidae).
Arthropod-Plant Interactions 1:1-8.

Gonzalez-Coloma A, Reina M, Diaz CE, Fraga BM (2010) Natural product-based
biopesticides for insect control. In: Liu H, Mander L (Eds) Comprehensive natural
products Il. Oxford: Elsevier, p.237-268.

Ibanez S, Gallet C, Despres L (2012) Plant insecticidal toxins in ecological networks.
Toxins 4:228-243.

Kuhl C, Tautenhahn R, Bottcher C, Larson TR, Neumann S (2012) CAMERA: an
integrated strategy for compound spectra extraction and annotation of liquid
chromatography/mass spectrometry data sets. Analytical Chemistry 84:283-289.

Macedo MLR, Oliveira CFR, Oliveira CT (2015) Insecticidal activity of plant lectins
and potential application in crop protection. Molecules 20(2):2014-2033.

McMahon JM, White WLB, Sayre RT (1995) Cyanogenesis in cassava (Manihot
esculenta Crantz). Journal of Experimental Botany 46(288):731-741.

Nihei K, Asaka Y, Mine Y, Yamada Y, ligo M, Yanagisawa T, Kubo | (2006)
Musidunin and Musiduol, Insect antifeedants from Croton jatrophoides. Journal of
Natural Products 69:975-977.



79

Oliveira CFR, Luz LA, Paiva PMG, Coelho LCBB, Marangoni S, Macedo MLR (2011)
Evaluation of seed coagulant Moringa oleifera lectin (cMoL) as a bioinsecticidal tool
with potential for the control of insects. Process Biochemistry 46:498-504.

Oliveira HN, Bellon PP, Loureiro ES, Mota TA (2016) N&o-preferéncia para a
oviposicdo de percevejo-de-renda Vatiga illudens (Hemiptera: Tingidae) por
cultivares de mandioca. Acta Biologica Colombiana 21: 447-451.

Pieterse CM, Van der Does D, Zamioudis C, Leon-Reyes A, Van Wees SC (2012)
Hormonal modulation of plant immunity. Annual Review of Cell and Developmental
Biology 28:489-521.

Pietrowski V, Rheinheimer AR, Miranda AM, Wengrat APGS, Barilli DR (2014)
Ocorréncia de Aleurothrixus aepim (Goeldi, 1886) em mandioca na regido Oeste do
Parana. Arquivos Instituto Biologico 81:186-188.

Pinto-Zevallos DM, Pareja M, Ambrogi BG (2016) Current knowledge and future
research perspectives on cassava (Manihot esculenta Crantz) chemical defenses: An
agroecological view. Phytochemistry 130:10-21.

Powell KS, Spence J, Bharathi M, Gatehouse JA, Gatehouse AMR (1998)
Immunohistochemical and developmental studies to elucidate the mechanism of
action of the snowdrop lectin on the rice brown planthopper, Nilaparvata lugens
(Stal). Journal of Insect Physiology 44:529-539.

Rheinheimer AR (2013) Resisténcia de variedades de mandioca a cochonilha
Phenacoccus manihoti (Matile-Ferrero) e sua influéncia sobre o parasitoide
Anagyrus lopezi (De Santis). 112 f. Tese (Doutorado em Agronomia) - Unioeste,
Marechal Candido Rondon.

Santos MAI, Corréa AD, Alves APC, Simao AA, Alves DS, Oliveira RL, Saczk AA,
Carvalho GA (2013) Extrato metandlico de folhas de mandioca como alternativa ao
controle da largata-do-cartucho e de formigas cortadeiras. Semina: Ciéncias
Agrérias 34(6):3501-3512

Silva MC, Corréa AD, Santos, CD, Marcos FCA, Abreu CMP (2010) Extracdo de
lectina da folha de mandioca (Manihot esculenta Crantz) e o efeito de cations
divalentes na atividade hemaglutinante. Ciéncia e Tecnhologia de Alimentos
30:103-107.

Siritunga D, Sayre R (2004) Engineering cyanogen synthesis and turnover in
cassava (Manihot esculenta). Plant Molecular Biology 56:661-669.

Smith CA, Want EJ, O'Maille G, Abagyan R, Siuzdak G (2006) XCMS: processing
mass spectrometry data for metabolite profiling using nonlinear peak alignment,
matching, and identification. Analytical Chemistry 78:779-787.

Tertuliano M, Dossou-Gbete S, Le Ru B (1993) Antixenotic and antibiotic
componentes of resistence to the cassava mealybug, Phenacoccus manihoti (Hom.,



80

Pseudococcidae), in various host-plants. Insect Science and Its Application 5:657-
665.

Vasquez-Ordoiiez AA, Hazzi NA, Escobar-Prieto D, Paz-Jojoa D, Parsa S (2015) A
geographic distribution database of the Neotropical cassava whitefly complex
(Hemiptera, Aleyrodidae) and their associated parasitoids and hyperparasitoids
(Hymenoptera). Zookeys 545:75-87.

Vandenborre G, Smagghe G, van Damme EJM (2011) Plant lectins as defense
proteins against phytophagous insects. Phytochemistry 72:1538-1550.

Vos IA, Pieterse CMJ, van Wees SCM (2013) Costs and benefits of hormone-
regulated plant defences. Plant Pathology 62:43-55.

Wang HX, Ng TB, Liu WK, Ooi VEC, Chang ST (1995) Isolation and characterization
of tho distinct lectins with antiproliferative activity from the cultures mycelium of the
edible mushroom Tricholoma mongolicum. International Journal of Peptide and
Protein Research 46:508-513.

Wobeto C, Corréa AD, de Abreu CMP, dos Santos CD, Pereira HV (2007)
Antinutrients in the cassava (Manihot esculenta Crantz) leaf powder at three ages of
the plant. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 27(1):108-12

Xia J, Wishart DS (2016) Using MetaboAnalyst 3.0 for comprehensive metabolomics
data analysis. Current Protocols in Bioinformatics 55(1):14.10.1-14.10.91.

Zarate S|, Kempema LA, Walling LL (2007) Silverleaf whitefly induces salicylic acid
defenses and suppresses effectual jasmonic acid defenses. Plant Physiology
143:866-875.



81

CAPITULO 5 - Considerag6es finais

Historicamente, apenas o mandarova, Erinnyis ello (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Sphingidae), era relatado como causador de prejuizos econémicos nas
lavouras de mandioca no Brasil. Em fun¢édo da producdo de mandioca ocorrer em
todo o territorio brasileiro, diferencas na forma e uso da producdo ocorrem em
funcdo das regides do Pais. Por exemplo, na regidao Centro-Sul, a producdo de
mandioca é baseada na utilizacdo de variedades bravas cujo produto é destinado as
modernas industrias de fécula e os cultivos s@o realizados em grandes areas de
monocultivo altamente tecnificadas com alto investimento em insumos e utilizagao
de inseticidas de amplo expectro de acdo. Esses aspectos produtivos resultaram em
mudancas na dinamica populacional de insetos pragas na cultura.

Nesse cenario, aumentos das populacdes de outros insetos pragas tém 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 ndo possuem estratégias de
manejo devidamente estabelecidas.

Entre possiveis solucbes para o manejo dos insetos pragas da mandioca,
observa-se a resisténcia de plantas a insetos como uma possibilidade. O consumo
de genotipos silvestres de mandioca por insetos pragas muitas vezes resulta em alta
interferéncia negativa sobre o desenvolvimento desses. Entre esses genétipos,
muitos tém sido utilizados em programas de melhoramento genético visando alta
produtividade aliada a resisténcia a insetos. A avaliacao da resisténcia a insetos das
progénies de mandioca obtidas nos programas de melhoramento é realizada por
estudos de desenvolvimento dos insetos utilizando essas progénies como alimento.
Esse procedimento demanda muito tempo para a detecgédo de resisténcia e grande
guantidade de plantas para os ensaios.

De forma a auxiliar o desenvolvimento de gendétipos com resisténcia a insetos
pragas, € desejavel conhecer 0os compostos quimicos presentes nas plantas de

mandioca com acado inseticida. Até o momento, poucos trabalhos apresentam a
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identificagdo de compostos quimicos presentes nas plantas de mandioca e é ainda
menor o numero de trabalhos que relacionam tais compostos com interferéncias no
desenvolvimento dos insetos pragas. Como citado acima, além de auxiliar no
monitoramento das progénies, o conhecimento dos compostos quimicos presentes
nos genotipos com resisténcia 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 diferencas quimicas entre as
folnas de mandioca de gendtipos selecionados de forma a esclarecer como a
composicdo quimica desses genoétipos pode ser relacionada com as influéncias
observadas no desenvolvimento de insetos pragas.

Com os resultados obtidos, foi possivel observar que o gendétipo MEcu 72,
além de apresentar alta interferéncia no desenvolvimento dos insetos sugadores
como mosca branca, cochonilha e percevejo de renda, também apresentou
interferéncias no desenvolvimento do herbivoro modelo Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae). Esses resultados demonstram que o
genodtipo MEcu 72 apresenta compostos quimicos com potencial inseticida para as
diferentes espécies de pragas.

Alguns desses compostos foram detectados e identificados utilizando GC-MS.
Os metabdlitos promissores obervados em maior quantidade neste gendétipo foram
myo-inositol-2-monofosfato e os acidos p-cumarico, clorogénico e p-hidroxibenzoico.
Todos esses compostos sao relatados na literatura com potencial inseticida por
causarem interferéncias no desenvolvimento dos insetos semelhantes as
observadas em insetos alimentados com o gendtipo MEcu 72. Esses compostos
podem ser utilizados para o monitoramento das progénies em programas de
melhoramento genético visando resisténcia a insetos pragas.

O gendtipo Baianinha, considerado suscetivel para o desenvolvimento de
diferentes insetos sugadores, néo resultou em alteragdes no consumo e utilizacao
do alimento pelas lagartas de S. frugiperda, mas a alimentacdo desse genaétipo pela
fase larval resultou em interferéncias no desenvolvimento e reproducéo do herbivoro

modelo S. frugiperda. Tais interferéncias foram correlacionadas com uma maior
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abundancia de &cido octadecadienoico neste genotipo. Esse composto € um
antioxidante que pode ter reduzido a oxidacdo dos éacidos fendlicos com potencial
toxicidade a insetos, facilitado a utilizacdo do alimento e reduzido o custo metabdlico
das lagartas. Por outro lado, acidos octadecadienoicos também podem reduzir a
deposicao de gordura e aumentar a lipolise nos adipocitos, que pode ter levado ao
menor desempenho reprodutivo observado.

Foi observado também que as concentracdes constitutivas dos fitorménios
acido salicilico e acido jasmonico e de duas moléculas associadas a via do acido
jasménico (acido 12-oxofitodienoico - OPDA - e jasmonil-isoleucina) sdo maiores no
gendtipo MEcu 72 em relagdo aos demais gendtipos avaliados. Esses fitormonios
sdo responsaveis pela ativacdo das rotas de biossintese dos metabdlitos
secundarios utilizados para a defesa da planta a insetos. A maior producao
constitutiva desses compostos ajuda a explicar a maior abundancia de alguns
compostos no gendtipo MEcu 72 observadas nesse trabalho.

A herbivoria por S. frugiperda ndo levou a alteragbes bem definidas na
producdo dos fitorménios avaliados, observando-se maior variagdo em relacdo aos
gendtipos testados. O maior aumento observado foi para a produgdo do precursor
de AJ, o OPDA, no genétipo BRS-CS01. O aumento da sintese de OPDA, pode
levar a uma maior producdo de compostos secundarios relacionados a defesa da
planta, tanto contra insetos como contra patégenos. Esse aumento pode explicar a
maior resisténcia observada nesse genétipo contra doencas.

Como observado na literatura, o cianeto nao apresentou relacdo na
resisténcia dos genoétipos a pragas, assim como nao teve sua producdo induzida
apo6s herbivoria por S. frugiperda.

Por meio da deteccao de metabolitos utilizando LC-MS, foi possivel observar
10 metabdlitos presentes exclusivamente no genétipo MEcu 72, e outro metabdlito
presente com abundancia de 2 a 5 vezes superior nesse genotipo em relacdo aos
demais. Esses metabdlitos sdo candidatos para se realizar a identificagcdo de suas
estruturas quimicas para posterior correlacdo com a resisténcia desse gendtipo a
pragas.

Por fim, foi detectado maior atividade hemaglutinante em extratos de folhas

do gendtipo MEcu 72. Essa maior atividade indica maior quantidade de lectinas,
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proteinas comumente associada com atividade inseticida. Por ser uma proteina com
método de deteccdo relativamente simples, esta seria uma das moléculas mais
interessantes a ser monitorada em progénies de programas de melhoramento
genético. Ainda, apés ser identificada e caracterizada, essa proteina pode ser
introduzida por meio de transgenia em gendtipos altamente produtivos para conferir-

Ihes resisténcia a insetos.



