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RESUMO

A mandioca é uma das principais culturas agricolas do Brasil, possuindo uma forte influéncia
econdmica, para a agricultura de forma geral. Apesar da alta producdo agricola, essa cultura sofre
bastante com a incidéncia de pragas o que acarreta perdas consideraveis. Os semioquimicos e o
desenvolvimento de plantas resistentes aparecem como alternativas viaveis, e ecologicamente
correta, para atuar no controle destas pragas. Nesse trabalho, o objetivo foi analisar a fisiologia das
folhas de dez cultivares de mandioca, identificar os COVs dos cultivares em plantas controle e
infestadas com a mosca-branca, avaliar a atividade de seus COVs e do padrdo quimico (E)-B-
ocimeno frente ao inseto e identificar os metabolitos sollveis de uma cultivar resistente
(Equador72) e uma cultivar susceptivel (BRS Jari) em ambos tratamentos. A analise morfoldgica
foi realizada utilizando MEV, onde foi possivel observar uma alta densidade de tricomas nas
superficies abaxial e adaxial da cultivar resistente e diferentes organizacdes de ceras epicuticulares
nos cultivares. Os COVs foram analisados utilizando CG/EM, identificando um total de 59
compostos de diversas classes, como terpenos, hidrocarbonetos, alcoois, cetonas e aldeidos, 0s
quais foram submetidos as analises multivariadas onde foram observadas formacGes de grupos, de
acordo com a similaridade dos COVs emitidos. As plantas do tratamento infestado apresentaram
diminuicdo significativa na emissdo dos terpenos em comparagdo com as plantas sem infestacéo.
Os extratos volateis das cultivares BRS Jari e Equador 72 ndo apresentaram diferenca significativa
nos bioensaios de olfatometria, entretanto, o padréo (E)-p-ocimeno na concentragdo de 250 ng/uL
mostrou diferenca significativa em relacdo ao hexano, mostrando uma agdo repelente deste
composto frente a mosca-branca. Foram identificados 16 metabdlitos sollveis presentes nas
cultivares Equador 72 e BRS Jari nos tratamentos controle e infestado, entre os metabolitos
discriminantes presentes na cultivar resistente foram encontrados dois flavondides em altas
concentracdes, a Rutina e o Kaempferol-3-O-rutinosidico que sdo compostos relacionados a
resisténcia de plantas a insetos, foi observado também um alto nivel dos agUcares, sacarose e
glicose, muito embora ocorra uma reducéo significativa nos niveis de agtcares nos dois cultivares

apos a infestagéo.

Palavras-chave: Compostos Organicos Volateis; (E)-p-ocimeno; Resisténcia; Metabolémica.



ABSTRACT

Cassava is one of the main crops in Brazil, having a strong economic influence, for agriculture in
general. Despite the high agricultural production, this crop suffers greatly from the incidence of
pests, which causes considerable losses. Semiochemicals and the development of resistant plants
appear as viable and ecologically correct alternatives to act in the control of these pests. In this
work, the objective was to analyze the leaf physiology of ten cassava cultivars, identify the VOCs
of the cultivars of this cultivar in control plants and infested with whitefly, evaluate the activity of
their VOCs and the chemical pattern (E)-B-ocimene against the insect and identify the soluble
metabolites of a resistant cultivar (Ecuador 72) and a susceptible cultivar (BRS Jari) in both
treatments. The morphological analysis was performed using SEM, where it was possible to
observe a high density of trichomes on the abaxial and adaxial surfaces of the resistant cultivar and
different organizations of epicuticular waxes in the cultivars. The VOCs were analyzed using
CG/MS, identifying a total of 59 compounds from different classes, such as terpenes,
hydrocarbons, alcohols, ketones, and aldehydes, which were submitted to multivariate analyzes
where group formations were observed, according to the similarity of the VOCs emitted. The plants
of the infested treatment showed a significant decrease in the emission of terpenes compared to
plants without infestation. The volatile extracts of the BRS Jari and Equador 72 cultivars did not
show any significant difference in the olfactometry bioassays, however, the (E)-p-ocimene
standard in the concentration of 250 ng/uL showed a significant difference about hexane, showing
a repellent action of this compound in front of the whitefly. 16 soluble metabolites present in the
cultivars Equador 72 and BRS Jari were identified in the control and infested treatments, among
the discriminant metabolites present in the resistant cultivar, two flavonoids were found in high
concentrations, Rutina and Kaempferol-3-O-rutinosidic which are related compounds the
resistance of plants to insects, a high level of sugars, sucrose, and glucose was also observed,

although there is a significant reduction in sugar levels in both cultivars after infestation.

Key words: Volatile Organic Compounds; (E)-p-ocimene; Resistance; Metabolomics.
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1 INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta, Cranz) € uma cultura muito importante a nivel mundial. O
Brasil ocupa a 42 colocagdo no ranking mundial com uma producéo de aproximadamente 20
milhGes de toneladas anuais. Essa é cultivada em todas as regifes do nosso pais, ressaltando a
importancia desta, que historicamente apresenta forte influéncia socioeconémica, sendo de
grande valor para o pequeno agricultor ou agricultura familiar. E uma cultura que apesar de ser
considerada resistente, sofre com a incidéncia de um grande nimero de insetos-pragas, o que
acaba acarretando perdas consideraveis na producdo. Atualmente, os métodos de controle de
insetos pragas sdo na sua maioria realizados atraves do uso dos inseticidas que em alguns casos
sdo eficientes, entretanto, podem causar danos ambientais se acumulando no ambiente e
trazendo diversos problemas a satde humana e ao meio ambiente. Com todos esses problemas
causados pelo uso de inseticidas, vem se buscando alternativas para o controle desses insetos-
praga. Os semioquimicos e a utilizagdo de cultivares resistentes aparecem como possibilidades
viaveis e, ecologicamente corretas, para atuar no controle de insetos-praga. O entendimento dos
mecanismos de defesa usados pelas plantas resistentes, frente aos insetos pragas, em especial a
mosca-branca, sdo fundamentais para o desenvolvimento de estratégia-controle para esses
insetos. Portanto, este trabalho visa, através dos estudos metabolémicos, usando para esse fim
os metabolitos volateis, metabolitos solUveis e as analises de fisiologia das folhas de plantas de
mandioca resistentes a mosca-branca promover 0 avanco no conhecimento dessa cultura para
uma possivel aplicacdo no manejo de pragas da mandioca. O trabalho procurou identificar a
presenca de barreiras fisicas presentes nas folhas de mandioca, além de identificar os COVs
responsaveis ou que colaboram com a resisténcia da mandioca a pragas e, identificar quais
metabolitos solUveis que sdo responsaveis pela resisténcia da cultivar, essas informac6es podem
ser utilizadas pelos programas de melhoramento genético no desenvolvimento de cultivares

mais resistentes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A producdo agropecuaria brasileira vem crescendo de forma extraordinaria e tem se
consolidado como uma das maiores fornecedoras de alimentos para o mundo, alcancando
sucessivos recordes de produgdo e utilizando as mais altas tecnologias e praticas que buscam a
sustentabilidade, em um dos setores que mais contribuem para o desenvolvimento econdémico
do pais (CONAB, 2019). A organizacdo e 0 intenso processo de modernizacdo das cadeias
produtivas do agronegocio brasileiro fizeram com que as atividades agricolas, como os de
producdo de insumos, processamento e distribuicdo, apresentassem importancia cada vez maior
no Produto Interno Bruto (PIB). Apesar da pandemia do novo coronavirus, o PIB do setor

agropecuario brasileiro deve registrar crescimento de 2,5% em 2020 (http://www.ipea.gov.br,

2020). A medida que esse processo foi se consolidando, o Brasil foi se transformando num
grande player no negdcio agricola global. Entre 1977 e 2017, a producdo de gréos (algod&o-
caroco, amendoim, arroz, aveia, canola, centeio, cevada, feijéo, girassol, mamona, milho, soja,
sorgo, trigo e triticale), que era de 47 milhdes de toneladas, cresceu mais de cinco vezes,
atingindo 237 milhdes enquanto a area plantada aumentou 60%. Entretanto, 0 maior impulso
se deu a partir de 1990, em grande parte devido ao crescimento das exportacdes, que se tornaram
a forga motriz do crescimento recente da agricultura brasileira. O Pais € atualmente o principal
exportador de suco de laranja, agucar, café e carnes bovina, suina e de aves, de soja e milho
(CONAB, 2019, EMBRAPA, 2018).

A agricultura brasileira passou nas duas ultimas décadas por uma profunda
transformacdo, principalmente na producdo de grdos que, atualmente, ja se iguala aos paises
mais evoluidos. No campo da pesquisa agricola destaca-se a genética das nossas sementes, as
praticas conservacionistas do solo, adubacdo adequada, a assisténcia técnica oficial e privada e
a disponibilidade de crédito facilitado que elevaram o pais aos patamares dos melhores
produtores mundiais. A biotecnologia €, portanto, essencial dentro desse processo, que busca
maior producdo com utilizagdo mais eficiente dos recursos naturais (VIEIRA FILHO,
GASQUES, 2016).

Entre as culturas responsaveis pela alta produtividade agricola brasileira estdo: soja,
milho, cana-de-agucar, café, arroz, laranja, mandioca, entre outras. O Brasil é dividido em cinco
macrorregides: Centro-oeste, Norte, Sudeste, Sul e Nordeste. A regido nordeste tem entre as

suas principais culturas agricola: a cana-de-agucar, soja, milho, mandioca e banana.
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2.1 Mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma planta pertencente a familia Euphorbiaceae,
originaria da América do Sul, é cultivada por pequenos agricultores em mais de 100 paises
tropicais e subtropicais, gragas ao seu uso eficiente de nutrientes do solo, da 4gua e a tolerancia
a seca e a pragas. A mandioca pode produzir rendimentos razoaveis, utilizando poucos ou
nenhum insumo, em areas com solos pobres e pouca chuvas, essa cultura € muito rica em
carboidratos, o que torna a mandioca uma importante fonte de energia na dieta (FAO, 2013).

Neste universo de alimentos, a mandioca que vem ocupando espaco de relevancia,
principalmente nos paises mais pobres, onde a maioria da populacdo é de baixa renda. Cabe
destacar a sua importancia no Continente Africano onde, nas ultimas décadas a mandioca
representa mais de 50% da producdo mundial e com perspectivas de crescimento para 0s
proximos anos (SEAB, 2018). Essa cultura é sensivel a baixas temperaturas, sendo cultivada
principalmente em regiGes tropicais e subtropicais. Hoje € cultivada por milhGes de pequenos
agricultores em mais de 100 paises, onde apresenta uma variedade de nomes locais: mandioca
no Brasil, yuca em Honduras, ketela pohon na Indonesia, mihogo no Quénia, akpu na Nigéria
e san no Vietnam (FAO, 2013).

A produgéo global de mandioca vem crescendo e em 2018 teve um total de 277 milhGes
de toneladas (equivalente a raiz fresca). A mandioca mantém o status de uma das culturas
basicas de mais rapida expansdo a nivel global, registrando em duas décadas o crescimento
ininterrupto acima de 3% ao ano, mas uma combinacdo de mudancas de politica e precos de
raiz baixos nos principais paises produtores, especialmente no sudeste da Asia, estava por tras
de plantagcGes menores e, consequentemente, de perspectivas de colheita reduzidas para 2018.
E dificil prever a producdo de mandioca, devido a falta generalizada de dados sobre as
expectativas de colheita e informacg6es insignificantes sobre as inten¢bes de plantio (FAO,
2018).

A maioria de sua producdo se destina a0 consumo humano e na forma “in natura”,
geralmente cozida, sem sofrer grandes modifica¢fes industriais. Dentre os principais paises
produtores de mandioca, no mundo, destaca-se a Nigéria que ha varios anos assumiu a lideranca
na producdo mundial e continua apresentando altas taxas de crescimento, logo em seguida o
segundo e terceiro maiores produtores vem do continente asiatico, onde a cultura da mandioca
ja atingiu um desenvolvimento considerado bastante satisfatorio, em especial na Tailandia e na
Indonésia, que aplicam pesados recursos nas pesquisas agricola e industrial. Esses paises

destacam-se, porque juntos representam cerca de 60% da producdo de mandioca na Asia, que
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registrou um volume de 90,7 milhdes de toneladas no ano de 2014, na quinta posi¢ao vem Gana,
que também esta ampliando os plantios e amenizando os problemas cronicos da alimentacao
bésica da sua grande maioria populacional (Tabela 1)(FAO, 2018; FAO, 2013; SEAB, 2018).

Tabela 1- Producéo mundial de mandioca em raiz (milhdes de toneladas).

Paises 2015 2016 2017 2018
AFRICA 152 822 155 607 157 453 160 730
Nigéria 57 643 57 855 55 069 56 000
Republica d. do Congo 15 300 15 200 14 950 15 200
Gana 17 213 17 798 19 138 19 441
Mogambique 8103 9100 10 920 12 198
AMERICA LATINA 32309 30 279 29 915 30593
Brasil 23 060 21 080 20 610 20 940
ASIA 91 689 90 383 88 051 85511
Tailandia 32 358 31161 30 495 27 240
Indonésia 21 801 20 261 19 046 21 000
Viet Nam 10 740 10 925 11 263 10 500
Cambodia 11 944 13222 13 387 13000

Fonte:(FAO, 2018)

O Brasil continua entre os principais paises produtores de mandioca e ocupa a 42
colocacdo no ranking mundial, com aproximadamente 21 milhdes de toneladas anuais. De certa
forma, a producdo brasileira de mandioca ndo apresenta variacdes nas ultimas safras, o volume
alcangado se estabilizou em torno de 20 a 21 milhdes de toneladas (CONAB, 2017; SEAB,
2018). O cultivo da mandioca é bastante difundido no Brasil, pois a cultura se adapta bem as
diversas condicdes de clima e solo do pais. Nas areas rurais, principalmente das regides, norte
e nordeste, constitui a base da alimentagdo de muitas populagdes, o que lhe confere um carater
vinculado a seguranca alimentar. As raizes sdo ricas em carboidratos e muito apreciadas,
podendo ser consumidas apos simples cozimento e/ou apds transformacdo em diversos tipos de
farinhas. Além disso, as folhas podem ser aproveitadas na alimentagcdo humana (suplemento) e

animal (triturada). As hastes, na alimentacdo animal, sob a forma de silagens, fenos e ainda “in
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natura” (CONAB, 2014, 2017). Diferente de outras culturas, como café, algodao e trigo, que
s&o restritas a determinadas regides, o cultivo da mandioca esta presente em todos os estados
brasileiros. Sua adaptabilidade as mais diversas condi¢des climaticas garante a cultura da
mandioca o sucesso de sua exploracdo (SEAB,2014).

Na safra de 2017, a regido nordeste registrou uma producdo de 5,17 milhdes de
toneladas, sendo a segunda maior producgdo entre as regides do Brasil. A maior producdo
estadual de mandioca pertence ao Estado do Para com 20,55% da fatia nacional, seguido pelo
Estado do Parand com 14,79%. Distanciando-se de suas margens historicas de producéo, o
Estado da Bahia esta na 32 colocagdo com 10,09%, a produgdo mais modesta é apresentada pelo
estado do Maranh&o, com apenas 6,38% ocupando a 42 colocagdo no ranking nacional. Os
demais estados da Federacdo Brasileira, juntos, detém pouco mais de 48% da producéo nacional
de mandioca (CONAB, 2017; FERNANDES et al, 2017).

2.2  Principais insetos-praga da mandioca

A mandioca, por se tratar de uma cultura de ciclo longo, esta sujeita a diversos ataques
de insetos e acaros, alguns classificados como pragas de maior importancia, podendo causar
danos severos a cultura e resultar em perdas no rendimento. Ja foram identificadas cerca de 200
espécies de insetos e acaros que atacam a cultura. E importante conhecer tanto as pragas
principais como as de menor importancia, o que varia de regido para regido, de modo que se
possa estabelecer uma estratégia de controle adequada. Dentre os principais insetos-praga estao:
percevejo-de-renda, Vatiga illudens (Drake, 1922), mandarova (Erinnyis ello ello L.), &caros
(Mononychellus tanajoa e Tetranychus urticae), cochonilha (Phenacoccus manihot), diversas
espécies de mosca-branca (Aleurothrixus aepim (Goldi), Bemisia tuberculata Bondar, Bemisa
tabaci bidtipo B, Trialeurodes variabilis (Quaintance) e Trialeurodes vaporariorum)
(CARVALHO, RINGENBERG, et al., 2015, DE OLIVEIRA, LIMA, 2006, FAO, 2013a,
LORENZI, OTSUBQO, et al., 2002). Em nosso trabalho daremos énfase ao estudo da interacéo

da mandioca e a mosca-branca A. aepim.
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2.3  Mosca-branca - Aleurothrixus aepim (Goeldi, 1886) (Hemiptera: Aleyrodidae).

As moscas-brancas A. aepim sdo insetos pequenos (cerca de 1mm a 2mm de
comprimento), os adultos sdo bastante ageis e localizam-se principalmente na parte superior
das plantas de mandioca, apresentam asas membranosas cobertas com uma pulveruléncia
branca (Figura 1). Em repouso, as asas sdo mantidas levemente separadas, com os lados
paralelos, deixando o abdome visivel. Os ovos apresentam coloragcdo amarelada, séo periformes
e medem de 0,2 mm a 0,3 mm. As ninfas sdo transparentes e apresentam coloracdo amarela a
amarelo-palida e ficam na face inferior de folhas mais velhas. A fase jovem deste inseto passa
por quatro instares, o ciclo total do inseto é de aproximadamente 18 a 19 dias. As moscas-
brancas A. aepim alimentam diretamente das folhas jovens da mandioca e também s&o um vetor
de virus, tornando-as provavelmente a praga de insetos mais prejudicial em todas as regides
produtoras de mandioca (FIALHO, J. F., VIEIRA, 2011, PIETROWSKI, VANDA.,
RINGENBERGER, R., RHEINHEIMER, A. R., BELLON, P. P., GAZOLA, D., MIRANDA,
2010).

Figura 1 Plantas de mandioca infestadas com mosca-branca A. aepim.

A- Mosca-branca; B- Plantas de mandioca infestadas com mosca-branca; C- Ovos e ninfas de mosca-branca da A.
aepim. Fonte: (FIALHO, J. F., VIEIRA, 2011, PIETROWSKI, VANDA. RINGENBERGER, R.,
RHEINHEIMER, A. R., BELLON, P. P., GAZOLA, D., MIRANDA, 2010).

Altas populacGes de mosca-branca geralmente ocorrem em periodos chuvosos, embora
geralmente esteja presente durante todo o ciclo da cultura (PIETROWSKI, VANDA.,
RINGENBERGER, R., RHEINHEIMER, A. R., BELLON, P. P., GAZOLA, D., MIRANDA,
2010). As moscas-brancas sdo consideradas um dos insetos praga que mais causam prejuizos a
agricultura no mundo, podendo causar danos diretos através da alimentacdo e/ou indiretos,
como vetores de virus (LIMA, RINGENBERG, et al., 2015). Essa praga causa danos diretos

consideraveis ao perfurar e sugar a seiva das folhas, causando sintomas como clorose,
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deformacéo e desfolhamento, e o dano indireto mais importante causado por esta praga é a
transmissao de varios virus de plantas, como a doenga do mosaico da mandioca (CMD) e
doenca da faixa marrom da mandioca (CBSD)(BELLOTTI, A. C., ARIAS, 2001, JACOBSON,
DUFFY, et al., 2018). Todos esses sintomas reduzem o rendimento e a qualidade das raizes
(BELLOTTI, A. C., ARIAS, 2001, CARABALI, BELLOTTI, et al., 2010a) .

Formas de controle

Recomenda-se o plantio de espécies vegetais ndo hospedeiras de mosca-branca, como
algumas gramineas (milho ou sorgo) intercaladas com as plantas de mandioca. Essa pratica
pode reduzir as populacdes da praga. O uso de cultivares mais tolerantes € o método mais
indicado para o controle das moscas-brancas. Para o controle dessa praga ndo se recomendam
os inseticidas quimicos convencionais por serem ineficientes e por ndo serem registrados para
a cultura da mandioca no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
(FIALHO, J. F., VIEIRA, 2011, MOREIRA, FARIAS, et al., 2006).

PulverizacBes com detergente neutro e 6leo vegetal, ambos a 1% de concentracdo, a
cada cinco dias, direcionadas para a parte inferior das folhas, podem reduzir as populacées da
praga. As aplicacbes devem comecar logo ap6s a constatacdo dos primeiros surtos e/ou focos
da praga. Outras praticas também devem ser observadas como: manter a cultura limpa; ndo
abandonar a cultura afetada, para ndo servir de criatério das moscas-brancas; destruir 0s restos
culturais ap6s a colheita; adquirir estacas ou manivas-sementes isentas da praga; evitar o plantio
préximo as areas afetadas; evitar trafegar em areas afetadas; ndo aproveitar manivas das areas
infestadas pela praga. O fungo Cladosporium cladosporioides também pode ser utilizado em
pulverizacdo para o controle natural das ninfas (FIALHO, J. F., VIEIRA, 2011, MOREIRA,
FARIAS, et al., 2006).

2.4 Mecanismo de resisténcia de plantas

A resisténcia de plantas a insetos pode ser definida como a soma de qualidades
hereditarias possuidas pela planta, as quais influenciam no resultado do grau de dano que o
inseto causa. Isto representa a capacidade que certas plantas possuem de alcangarem maior

producdo de boa qualidade, que outras variedades em geral, sob condigfes iguais (LARA,
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1998). As plantas que apresentavam caracteristicas de resisténcia foram selecionadas e
favorecidas pela selecdo natural naqueles ambientes onde a herbivoria exercia significativa
pressdo seletiva, sobrevivendo ao longo do tempo evolutivo. Dessa forma, ndo é dificil
compreender porqué varias espécies silvestres e linhagens pouco melhoradas apresentam altos
niveis de resisténcia, porém sdo pouco produtivas. As caracteristicas fenotipicas, fisicas,
morfolégicas e/ou quimicas sdo expressadas para tornd-las menos infestadas ou injuriadas
que outras (suscetiveis), a resisténcia € hereditaria e especifica a um determinado inseto,
afetando seu comportamento, fisiologia e biologia (BOICA JUNIOR, SOUZA, et al., 2016).

Tipos de Resisténcia

As plantas respondem a herbivoria por meio de varios mecanismos morfolégicos,
bioquimicos e moleculares para combater/compensar os efeitos do ataque de herbivoros. Uma
planta, ou variedade, possui diversos meios para resistir ao ataque de pragas. Esses meios
constituem os tipos de resisténcia. A resisténcia de planta ao inseto, na maioria das vezes, afeta
0s insetos em seu comportamento ou na sua biologia, e em alguns casos ocorre uma simples
reacdo da propria planta sem nenhum efeito direto ao inseto (LARA, 1998). A identificagdo de
gendtipos resistentes € frequentemente acompanhada de pesquisas destinadas a permitir a
atribuicdo de genotipos resistentes a uma ou mais das trés categorias: antixenose, antibiose e
tolerancias, as quais ndo ocorrem de forma isolada, sendo comum a combinagdo dessas
caracteristicas (PETERSON, VARELLA, et al., 2017, STOUT, 2014)

Antixenose

E 0 mecanismo de resisténcia mais preferido devido a sua capacidade de impedir o ataque de
insetos (PETERSON, VARELLA, et al., 2017). E um dos tipos de resisténcia de plantas, e
acontece quando plantas de uma variedade sofre danos menores quando comparada com plantas
de outras variedades sob as mesmas condigdes, sendo esses danos de alimentagéo, oviposi¢éo
ou abrigo. Este tipo de resisténcia exprime uma mudanga no comportamento do inseto em
relacdo a planta (LARA, 1998).

Antibiose
A antibiose é o resultado da acdo de bioquimicos vegetais nos processos biologicos de

herbivoros insetos. Este tipo de resisténcia acontece para descrever os efeitos adversos de
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plantas resistentes na fisiologia dos herbivoros quando o inseto se alimenta normalmente da
planta, e a planta exerce um efeito adverso sobre a biologia deste inseto, causando assim efeitos
diretos no histérico de vida, como crescimento reduzido, sobrevivéncia, fecundidade,
mortalidade nas fases iniciais e reducdo de peso (PETERSON, VARELLA, et al., 2017,
STOUT, 2014).

Tolerancia

A tolerancia das plantas € um conjunto complexo de caracteristicas genéticas que
permitem que uma planta resista ou se recupere de dano de artropode (SMITH, CLEMENT,
2011). Esse tipo de resisténcia acontece quando as plantas de uma variedade sofrem menos
danos em relacdo as plantas de outras variedades sob 0 mesmo nivel de infestacdo de uma
determinada espécie de inseto, sem afetar o comportamento desse inseto ou sua biologia. Assim,
as plantas com esse tipo de resisténcia possuem a capacidade de suportar o ataque da praga,
quer seja através da regeneracdo dos tecidos destruidos, emissdao de novos ramos ou perfilhos
ou por qualquer outra forma, ndo deixando que o dano sofrido provoque perdas significativas

na sua qualidade e quantidade de producéo (LARA, 1998).

2.5 Semioquimicos

Semioquimicos sdo substancias ou misturas de substancias liberadas de um organismo
gue evocam uma resposta comportamental ou fisiologica entre membros da mesma espécie ou
de espécies diferentes (ABD EL-GHANY, 2019, AGELOPOULQOS, HOOPER, et al., 1999,
AGELOPOULOQS, PICKETT, 1998, ZARBIN, RODRIGUES, et al., 2009). A sinalizacdo
quimica entre os individuos é claramente um dos primeiros tipos de intercambio de informacdes
que aparecem na longa histéria de vida na terra, muito antes do desenvolvimento dos estimulos
visuais ou auditivos. De fato, a forma de comunicacdo quimica via semioquimicos continua a
ser a forma dominante de comunicacdo entre muitos animais (SONENSHINE, 2004).

A palavra semioquimicos, (semeion em grego) que significa sinal, podem ser definidas
das substancias quimicas emitidas por organismos vivos (plantas, insetos etc.) que induzem
uma resposta comportamental ou fisiologica em outros individuos (HEUSKIN, VERHEGGEN,
et al., 2011). Esses compostos podem ser classificados em dois grupos, considerando se eles
agem como mediadores intraespecificos (feroménios) ou interespecificos (aleloquimicos)
(HEUSKIN, VERHEGGEN, et al., 2011, ZARBIN, RODRIGUES, et al., 2009).
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Feromonio é uma substancia quimica ou uma mistura de substancias quimicas, que sao
liberados por um organismo e que causa uma ou mais reacdes especificas em um individuo
receptor da mesma espécie. Existem basicamente cinco tipos de feromonios conhecidos: sexual,
agregacdo, alarme, trilha e marcacdo de hospedeiro (ABD EL-GHANY, 2019,
BAKTHAVATSALAM, 2016, HEUSKIN, VERHEGGEN, et al., 2011, ZARBIN,
RODRIGUES, et al., 2009) .

Os aleloquimicos sdo compostos que intermedeiam comportamentos de individuos de
especies diferentes, relacdo denominada de interespecifica. A classificacdo dos aleloquimicos
depende dos resultados produzidos pela interagdo que foi intermediada pelo composto. Os
alomonios (espécies que emitem o sinal sdo beneficiadas), cairomonios (espécie receptora do
sinal é beneficiada) e sinoménios (onde emissores e receptores ambos séo beneficiados) (ABD
EL-GHANY, 2019, HEUSKIN, VERHEGGEN, et al., 2011, ZARBIN, RODRIGUES, et al.,
2009).

Os semioquimicos, em geral, consistem em uma ampla variedade de moléculas
organicas, que podem ser de natureza volatil ou ndo-volatil. Os semioquimicos ndo-volateis
incluem hidrocarbonetos cuticulares, atuando em reconhecimento do companheiro ou na
regulacdo do canibalismo de vérias espécies de insetos (HEUSKIN, VERHEGGEN, et al.,
2011).

2.6 Manejo integrado de pragas (MIP)

O desenvolvimento de estratégias de manejo integrado de pragas (MIP) vem
aumentando em interesse desde que a utilizagdo de pesticidas sintéticos tem causado problemas
de saude e ambientais. Desta forma, os semioguimicos sdo considerados uma area estratégica
do MIP como uma abordagem alternativa ou complementar aos tratamentos com inseticidas.
Com efeito, estes compostos espécie-especificos ndo afetam negativamente 0s organismos
benéficos e ndo geram qualquer risco de resisténcia dos insetos-praga como observado com
inseticidas (HEUSKIN, VERHEGGEN, et al., 2011).

A eficéacia dos semioquimicos depende, principalmente, de suas propriedades fisicas,
isto €, estrutura molecular, volatilidade, solubilidade e vida no meio ambiente. A temperatura é
um fator importante que afeta a estabilidade (aumento da difusdo de compostos volateis,

levando a diminuicdo da meia-vida da molécula no meio ambiente). Existem muitas vantagens
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no uso de semioquimicos em estratégias de MIP, como: sua alta volatilidade permite a difuséo
por longas distancias, aplicagdo em baixas concentragdes e rapida dissipacdo que reduz os riscos
a saude e o meio ambiente, quando comparados com pesticidas quimicos. Por tudo isso, a
utilizacdo dessas substancias (semioquimicos) apresenta alto potencial nos programas de MIP
(ABD EL-GHANY, 2019).

Entre as principais estratégias para utilizacdo de semioquimicos no MIP estdo as

seguintes formas de controle: monitoramento, coleta massal, confusdo sexual e push-pull.

Monitoramento

Armadilhas com feromonios ou cairoménios podem ser utilizadas para detectar tanto a presenca
guanto a densidade da praga, visando determinar quando a popula¢éo do inseto-praga atingiu o
nivel de dano econémico (ABD EL-GHANY, 2019, HEUSKIN, VERHEGGEN, et al., 2011,
ZARBIN, RODRIGUES, et al., 2009). As armadilhas de feromonio fornecem uma maneira
facil, eficiente e extremamente sensivel de detectar diferentes insetos (ABD EL-GHANY,
2019). O seu objetivo é determinar de maneira mais precisa 0 momento de controle e limitar a
utilizacdo desnecesséria de inseticida, fazendo com que estes sejam utilizados somente quando
forem estritamente necessarios (ZARBIN et al., 2009; HEUSKIN et al., 2011).

Coleta massal

Na coleta massal, o feroménio é usado como atrativo do inseto para um recipiente de
contencdo visando assim a eliminacédo ou diminuicdo da populacdo do inseto-praga no cultivo
(ZARBIN, RODRIGUES, et al., 2009). Essa tatica é uma técnica dependente da densidade de
machos ou fémeas da populacdo de pragas, levando ao retardo do crescimento da populacéo
(ABD EL-GHANY, 2019). Geralmente, utiliza-se uma grande quantidade de armadilhas com
feromonio com o objetivo de capturar o maior nimero possivel de individuos (ZARBIN et al.,
2009). A captura em massa de pragas usa, basicamente, as armadilhas e dispensadores que
permanecem no campo de forma semelhante a0 monitoramento, entretanto o ndmero de
armadilhas por unidade de area é maior para capturar uma quantidade maior de insetos. Em
esséncia, 0 monitoramento € usado para estimar a populacéo de pragas junto com as decisGes
de manejo resultantes, enquanto a captura em massa € para a erradicagéo total das populacoes
de insetos (BAKTHAVATSALAM, 2016).
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Confusédo sexual

E uma estratégia que utiliza feromdnio sexual para o confundimento ou ainda
interrupcdo de acasalamento, baseia-se na interferéncia ou impedimento da transmissdo de
sinais entre os parceiros sexuais (ABD EL-GHANY, 2019, BAKTHAVATSALAM, 2016,
HEUSKIN, VERHEGGEN, et al., 2011, PINTO-ZEVALLOS, MARTINS, et al., 2013). A
confusdo sexual consiste em afetar o comportamento dos machos em sua busca de uma fémea
para o acasalamento pela liberacdo de grandes quantidades de feroménios sintético de fémeas
na area (HEUSKIN, VERHEGGEN, et al., 2011). A interrup¢do do acasalamento € bem-
sucedida quando ocorre uma queda de insetos nas armadilhas ao longo do tempo, reducdo do
acasalamento no campo como testemunhado por observacdes visuais, menor incidéncia de
pragas ou danos em comparacdo com areas ndo tratadas e auséncia de espermatoforos nas
fémeas (BAKTHAVATSALAM, 2016).

Push-pull

E uma técnica que consiste em uma combinacio de plantas com estimulos atraentes e repelentes
que alteram o comportamento de insetos-pragas e/ou de seus inimigos naturais. Os insetos séo
desencorajados ou repelidos para longe das culturas (push). Eles sdo simultaneamente atraidos
por iscas (pull) concentradas em outras areas onde eles serdo presos ou mortos de maneira
controlada. Esta estratégia exige uma clara compreensdo da biologia das pragas, ecologia
quimica e das interacdes entre os diferentes niveis tréficos (HEUSKIN, VERHEGGEN, et al.,
2011, PICKETT, WOODCOCK, et al., 2014, ZARBIN, RODRIGUES, et al., 2009). Essa
estratégia obviamente requer conhecimento de biologia de insetos, ecologia quimica, e as

interacdes entre plantas hospedeiras e inimigos naturais (ABD EL-GHANY, 2019).

2.7 Compostos organicos volateis de plantas (COVs) liberados por plantas.

A emissdo de compostos organicos volateis pelas plantas (COVs) esta envolvida em
uma ampla classe de funcGes ecoldgicas, visto que os COVs desempenham um papel crucial
nas interacdes das plantas com fatores bioticos e abioticos (VIVALDO, MASI, et al., 2017).
Os COVs sdo metabdlitos secundarios liberados por plantas em grandes quantidades, esses
compostos desempenham fungdes importantissimas na comunicacdo entre as plantas e com

outros organismos. Na natureza, as plantas desenvolveram e aperfeicoaram uma diversidade
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consideravel de mecanismos de defesa contra condi¢cbes ambientais adversas, entre eles a
emissdo dos COVs (MAFFEI, 2010, PINTO-ZEVALLOS, MARTINS, et al., 2013,
VIVALDO, MASI, et al., 2017).

Esses metabolitos, desempenham papel fundamental para as plantas, sendo liberados
por quase todo tipo de tecido (folhas, flores, frutos e raizes) e tipo de vegetacdo (&rvores,
arbustos, grama etc.), esses compostos podem ser emitidos constitutivamente com ou sem
estimulos. Esses volateis defendem as plantas contra herbivoros e patdégenos ou fornecem uma
vantagem reprodutiva ao atrair polinizadores e dispersores de sementes (DUDAREVA,
NEGRE, et al., 2006, VIVALDO, MASI, et al., 2017).

As plantas sdo fabricas de substéncias quimicas que produzem uma infinidade de
compostos que variam de diversas classes. Sabe-se que mais de 100.000 produtos quimicos sdo
produzidos pelas plantas, e pelo menos 1700 destes sdo compostos volateis (DICKE, LORETO,
2010). As emissdes dos COVs, das plantas tém forte relevancia para a fisiologia, ecologia e
quimica atmosférica, fatores internos (genéticos e biogquimicos) e externos (abidticos -
temperatura, luz, disponibilidade de adgua, vento, 0zénio e bioticos - interagdes entre animais,
plantas e microorganismos) controlam as taxas de emissdo desses compostos volateis
(PENUELAS, LLUSIA, 2001).

Os volateis possuem muitas funcdes eco-fisiologicas, mais de um porcento desses
metabdlitos sdo moléculas com baixo peso molecular e alta volatilidade. Podem ser liberados,
de forma constitutiva ou induzida, oferecendo meios de defesa contra patdgenos e intermediar
a comunicacao entre as plantas e o meio no qual ela esta inserida (DICKE, VAN LOON, 2000,
DUDAREVA, PICHERSKY, 2008, PINTO-ZEVALLQOS, MARTINS, et al., 2013).

Os COVs emitidos pelas folhas, podem aparecer como uma solucdo natural e ecoldgica
para defender as plantas do estresse e melhorar a producdo agricola. Atualmente, a aplicacdo
dos COVs sdo frequentemente limitadas para combater herbivoros. Porém, as possiveis
aplicacdes dos COVs sdo muito mais amplas, pois também podem proteger de patdgenos e
estresses ambientais, estimular os mecanismos de defesa da planta para aumentar a resisténcia
/ tolerancia, tém efeitos antimicrobianos potentes e alelopaticos e podem ser importantes na
regulagdo do crescimento, desenvolvimento e senescéncia das plantas por meio de interagdes
com hormonios de plantas (BRILLI, LORETO, et al.,, 2019; DICKE, BALDWIN, 2010;
HILKER, SCHWACHTJE, et al., 2016; LORETO, SCHNITZLER, 2010).

Esses compostos sdo  representados  principalmente  por  terpendides,
fenilpropandides/benzendides, derivados de &cidos graxos e derivados de aminoacidos
(DUDAREVA, PICHERSKY, 2008).



2.8 Biossintese dos compostos organicos volateis em plantas

Os COVs emitidos por plantas dependem da disponibilidade de carbono, de nitrogénio
e de enxofre, bem como da energia fornecida pelo metabolismo primario das plantas, esses sdo
fatores essenciais para biossintese dos volateis de plantas (DUDAREVA, NEGRE, et al., 2006,
DUDAREVA, KLEMPIEN, et al., 2013). Essas misturas de compostos tendem a ser téo
complexas quanto os papéis que desempenham na vida da planta, esses compostos tendem a
ser lipofilicos e sdo frequentemente sintetizados a partir de precursores hidrofilicos, cujos
grupos funcionais foram removidos ou modificados através de reacdes de reducdo, metilacao e
acilacdo (BALDWIN, 2010). A disponibilidade dos blocos de construgdo (carbono, nitrogénio
e enxofre), tem um grande impacto na concentracdo de qualquer metabdlito secundario,
incluindo COVs, demonstrando o alto grau de conectividade entre 0 metabolismo primério e
secundario (DUDAREVA, KLEMPIEN, et al., 2013). Com base em sua origem biossintética,
todos os COVs sdo divididos em varias classes, incluindo terpendides,
fenilpropandides/benzendides, derivados de acidos graxos e derivados de aminoacidos, além de
algumas espécies de compostos especificos ndo representados nessas classes principais
(DUDAREVA, KLEMPIEN, et al., 2013, MAFFEI, 2010). A biossintese das principais classes

de COVs sdo apresentadas abaixo (Figura 2).

Figura 2 Principais vias biossintéticas de compostos organicos volateis de plantas.
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2.9  Biossintese de terpenoides

Os isoprenoides sdo derivados de um precursor comum, o isopentenil difosfato (IPP) e
seu isbmero dimetilalil difosfato (DMAPP), que sdo derivados de duas vias biossintéticas
alternativas localizadas em diferentes compartimentos subcelulares (NAGEGOWDA, 2010),
pela via do metileritritol-fosfato (MEP) nos cloroplastos e pela via do mevalonato (MVVA) no
citoplasma (DUDAREVA, KLEMPIEN, et al.,, 2013, KESSELMEIER, STAUDT, 1999,
MAFFEI, 2010).

A via do MVA consiste em seis reagdes enzimaticas, sendo iniciada por uma etapa de
condensacdo de trés moléculas de acetil-CoA levando a formagdo do 3-hidroxi-3-
metilglutarato-CoA, que sofre redug¢do para MVA seguido de duas reagdes de fosforilagdes
subsequentes e uma etapa de descarboxilagdo/eliminacdo levando a formacdo do IPP como
produto final (DUDAREVA, KLEMPIEN, et al., 2013, LANGE, RUJAN, et al., 2000).
Enquanto, a via MEP envolve sete etapas enzimaticas, comecando com a condensagdo
de gliceraldeido-3-fosfato (GAP) e piruvato para produzir 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato, que é

entdo submetido a isomerizacao/reducdo com formacdo do intermediario caracteristico da via,
MEP.

S&0 necessarias cinco etapas consecutivas para converter o MEP em IPP e DMAPP. A
via do MEP conta com o metabolismo primario para o fornecimento de Piruvato e GAP, sendo
este Ultimo derivado tanto da glicélise quanto da via pentose fosfato (PPP) (DUDAREVA,
KLEMPIEN, et al., 2013).

Logo, essas duas vias sdo as responsaveis pela construcdo dos isoprenos, que sdo 0s
percussores dos terpendides. A via do mevalonato (MVA) leva a formacédo dos sesquiterpenos
(C15) compostos formados pela unido de trés unidades de isoprenos. Enquanto, a via do
metileritritol-fosfato (MEP) fornece precursores para hemiterpenos volateis (Cs), monoterpenos
(C10) e diterpenos (C2o) (Figura 3) (DUDAREVA, KLEMPIEN, et al., 2013, LANGE, RUJAN,
et al., 2000, MAFFEI, 2010, NAGEGOWDA, 2010).



Figura 3 Vias biossintéticas de terpendides.
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Fonte: (MAFFEI, 2010, com algumas modificacdes).

2.10 Biossintese de fenilpropandides/benzendides

A segunda maior classe de COVs de plantas sdo os fenilpropandides e benzendides, que

sdo originados a partir do aminoacido aromatico fenilalanina (DUDAREVA, KLEMPIEN, et

al., 2013). As sete reacOes enzimaticas da via do Chiquimato conectam o metabolismo central

do carbono e os percursores desta via sdo fosfoenolpiruvato (PEP) e D-eritrose 4-fosfato (E4P)
que sao derivados da glicolise e da via das pentoses fosfato (MAEDA, DUDAREVA, 2012).

Os COVs benzenoides e fenilpropanoides sdo invariavelmente derivados da fenilalanina
precursora comum, que é sintetizada nos plastidios através das vias biossintéticas
chiquimato/fenilalanina (Figura 4). Uma via B-oxidativa e uma rota nao-oxidativa as quais séo

responsaveis pela formacdo de acido benzoico, um precursor central de varios benzendides

volateis (DENG, LU, 2017, DUDAREVA, KLEMPIEN, et al., 2013, MAEDA, DUDAREVA,

2012).
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Figura 4 Vias biossintéticas de fenilpropandides/benzenoides.
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O primeiro passo na biossintese da maioria dos fenilpropandides/benzendides é catalisado por
uma enzima bem conhecida e amplamente distribuida, L-fenilalanina amonia liase (PAL), que
realiza uma reacdo de desaminag&o da fenilalanina levando a formagéo do acido trans-cindmico
(AC). A formacao dos benzenoides do &cido cinamico requer o encurtamento da cadeia lateral,
essas reacdes podem ocorrer da via -oxidativa, quanto da via nao-oxidativa, ou da combinagéo
dessas vias (DUDAREVA, KLEMPIEN, et al., 2013, MAEDA, DUDAREVA, 2012).

A biossintese do chavicol ocorre através da via dos fenilpropandides onde o alcool p-
cumarilico, é reduzido formando alcool p-dihidrocumarilico, seguido por uma reagdo de
desidratacdo formando chavicol (MAFFEI, 2010, VASSAO, GANG, et al., 2006). Ja o
composto eugenol é formado pela reducdo do alcool coniferilico, um precursor da lignina,

enquanto o fenilacetaldeido, é derivado da fenilalanina por descarboxilagdo e remocao
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oxidativa do grupo amino (MAFFEI, 2010, PICHERSKY, NOEL, et al., 2006). O acido
salicilico € sintetizado por duas vias: uma derivada de benzoato via cinamato e a outra via
isocorismato (VASSAO, GANG, et al., 2006).

2.11 Biossintese dos volateis derivados de acidos graxos

Esta classe de COVs de plantas sdo derivados de acidos graxos poliinsaturados que sdo
liberados pela atividade enzimatica das lipases, esses acidos graxos sdo substratos para
numerosos outros compostos oxigenados, incluindo jasmonatos e volateis de folha verde
(DUDAREVA, KLEMPIEN, et al., 2013, MAFFEI, 2010). A biossintese dos acidos graxos,
dependem da disponibilidade plastidica de acetil-CoA gerada a partir do piruvato, que € o
produto final da glicélise (DUDAREVA, KLEMPIEN, et al., 2013). Quando os &cidos graxos
(&cidos linoleicos (18:2) e/ou linolénicos (18:3)) entram na via lipoxigenase (LOX), os acidos
graxos insaturados sofrem oxigenacdo estereospecifica para formar os intermediarios 9-
hidroperoxi e 13-hidroperoxi, que sdo ainda mais metabolizados através da via LOX e
produzem compostos volateis. Essa via envolve a acdo de duas enzimas, ou seja, hidroperdxido
liase e hidroperoxido ciclase. O intermediario 13-hidroperoxi leva a formacdo de &cido
jasmonico (JA), que por sua vez é convertido em jasmonato de metila (Figura 5) (DUDAREVA,
KLEMPIEN, et al., 2013, MAFFEI, 2010, WASTERNACK, 2007).

Os intermediarios sofrem acdo de uma liase que converte ambos os tipos de derivados
de &cidos graxos hidroperdxido em aldeidos Ce e Co, que muitas vezes sdo reduzidos a alcool
por enzimas alcool desidrogenases. Estes aldeidos e alcoois Ce/Cy saturados e
insaturados comumente sdo referidos como volateis de folhas verde sendo, geralmente,
sintetizados em resposta aos danos sofridos pelas plantas, mas também fornecem aroma
caracteristico a frutas e vegetais (DUDAREVA, KLEMPIEN, et al., 2013, GIGOT, ONGENA,
et al., 2010, MAFFEI, 2010).
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Figura 5 Via biossintética da lipoxigenase (LOX).
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2.12 Anélise metabolémica em plantas

A metaboldmica é definida como a tecnologia orientada para fornecer uma viséo geral
qualitativa e quantitativa essencialmente imparcial e a abrangente dos metabdlitos presentes em
um organismo (HALL, 2006; SAITO; DIXON e WILLMITZER, 2006). O metaboloma é um
dos termos base da metabolémica, sendo definido como a identificacdo parcial ou completa de
pequenas moléculas presentes em um organismo, essas moléculas pertencem as classes de
metabdlitos primarios e secundarios que podem atuar como biomarcadores caracterizando o
organismo estudado. A metabolomica se destaca pela sua multidisciplinaridade no seu
desenvolvimento, pois envolve muitas ferramentas analiticas e de bioinformatica, sendo a
Ressonancia Magneética Nuclear (RMN) e a Espectrometria de Massas (EM) os métodos
analiticos mais utilizados nos estudos de metaboldmica, enquanto os métodos quimiométricos
e as analises estatisticas uni e multivariada séo as ferramentas da bioinformatica utilizadas
(CANUTO, DA COSTA, et al., 2018, KIM, CHOI, et al., 2010, SABINO, 2017).

A metabolémica baseada em ressonancia magnética nuclear (RMN) tem muitas
aplicacbes na ciéncia das plantas, podendo ser utilizada em gendmica funcional e para
diferenciar plantas de origem diferente ou apds diferentes tratamentos (KIM, CHOI, et al.,
2010), além disso, pode ajudar identificar as alteracGes de metabolitos individuais associados a
planta na interacdo com outros organismos dentro de sistema dindmico (ALLWOOD, ELLIS,
et al., 2008). Em folhas e raizes de plantas milho que sofreram herbivoria por lagartas de
Spodoptera littoralis apresentaram um perfil metabdlico onde foram identificados 32
metabolitos em resposta herbivoria (MARTI et al., 2012), em folhas de plantas de cana-de-
acucar com e sem infestacdo por lagartas de Diatraea saccharalis também foram identificados
metabolitos de resposta a herbivoria (OLIVEIRA, 2015, SABINO, 2017)

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica menos sensivel do que a
Espectrometria de Massa (EM), entretanto essa técnica é muito poderosa na identificacdo e
analise quantitativa de metabdlitos de plantas, tanto in vivo como em extratos de tecido. Em
uma abordagem, as impressoes digitais de metabdlitos, a analise multivariada dos espectros de
RMN de 'H ndo atribuidos ¢ utilizada para comparar a composi¢do metabdlica global de
material de plantas de tipo selvagem, mutante e transgénico e avaliar o impacto das condigdes
de estresse no metaboloma da planta. A impressdo de metabdlitos por RMN € uma ferramenta
rapida, conveniente e eficaz para discriminar entre grupos de amostras relacionadas e identificar
as regibes mais importantes do espectro para analise posterior (KIM, CHOI, et al., 2010,
KRISHNAN, KRUGER, et al., 2005).
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A espectroscopia de RMN é uma técnica de impresséo digital, de alto rendimento,
rapida e que requer pouca manipulacdo da amostra. As amostras brutas s&o misturadas com

uma solucdo contendo um composto de referéncia (por exemplo, usa-se um padrdo geralmente

tetrametilsilano e solventes deuterados para Iy RMN), adicionadas a uma sonda de RMN
(contendo aproximadamente 2 ml), inserido dentro do instrumento e analisados (DA S.
SANTOS, COLNAGO, 2013, DUNN, ELLIS, 2005). Essa técnica é capaz de detectar

metabdlitos com um ou mais atomos com um momento magnético ndo nulo, sendo que estes
metabolitos possuem is6topos com momentos magnéticos nao nulos (1H, 13C, 14N, 15N, e

31P), as moléculas biologicamente importantes tém pelo menos um sinal de RMN. Tais sinais
sdo caracterizados pela sua frequéncia (deslocamento quimico), intensidade, resolucdo e
propriedades de relaxacdo magnéticas, os quais refletem o ambiente preciso do nucleo
detectado. Assim, os espectros de RMN, contém uma variedade de informagOes sobre a
identidade das moléculas da amostra, sendo utilizado para identificar e quantificar os
metabolitos nas amostras de origem bioldgica (KIM, CHOI, et al., 2010, KRISHNAN,
KRUGER, et al.,, 2005). Alguns trabalhos comparam as diferencas entre os perfis
metabolomicos de plantas submetidas aos tratamentos controle e herbivoria em plantas de milho
inoculadas (WALKER, RYDER, et al., 2011), em plantas de cana-de-agucar submetidas aos
tratamentos controle e herbivoria (SABINO, 2017) e plantas de cana-de-acUcar inoculadas
(OLIVEIRA, 2015) entre outras culturas.
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo geral

Identificar os metabdlitos volateis e solUveis de diferentes cultivares de mandioca na busca de

novas fontes de resisténcia.

3.2  Objetivos especificos

» Coletar os COVs das dez cultivares de mandioca por aeragdo usando plantas controle e
infestadas;

» Caracterizar os perfis dos COVs das dez cultivares de mandioca controle e infestadas
usando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM);

» Confirmar a identificacdo da espécie Alerouthrixus aepim;

» Auvaliar a preferéncia ou repeléncia dos extratos das cultivares utilizando olfatdmetro

em Y e bioensaios de eletroantenografia para mosca-branca (A. aepim);
» Realizar estudo da fisiologia das plantas dos dez cultivares de mandioca.

» Identificar os metabdlitos soltveis das cultivares: resistente (Equador 72) e susceptivel

(BRS Jari) em plantas controle e infestada;



31

4 MATERIAL E METODOS

4.1  Perfil dos compostos organicos volateis (COVs) de diferentes cultivares de

mandioca

4.1.1 Obtencdo e manutencdo das plantas.

Para avaliacdo dos COVs da mandioca foram utilizadas 10 cultivares de mandioca
Manihot esculenta Crantz (Euphorbiaceae) que foram fornecidas pela Embrapa Mandioca e
Fruticultura (GPS S 12°40’, O 39°05"), na cidade de Cruz das Almas no estado da Bahia.

Tabela 2 Cultivares de mandioca utilizadas no estudo.

Caracteristicas chaves de cada variedade

Teor de
Variedades Produtividade matéria o Tolerancia a insetos
. utras Mansa Brava ~
de raizes seca na (observacdes de
raiz campo)
Vassoura Preta Alta Média - - X Desconhecido
Corrente - - - - Desconhecido
BRS Dourada Média Média - X - Desconhecido
BRS Formosa Alta Média Re3|steq0|a - X .
a bacteriose Desconhecido
BRS Jari Baixa Média X - Desconhecido
Resisténcia
BRS Kiriris Alta Média  apodriddo - X
radicular Desconhecido
BRS Mulatinha Alta Alta - - X Desconhecido
BRS Poti-Branca Alta Alta Re3|sten0|a - X .
a ferrugem Desconhecido
Equador 72 Baixa Média - - x ~ Mosca-branca e
percevejo-de-renda
IAC-90 Média Alta - - X Desconhecido

Informac6es cedidas pela Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Todo o material foi propagado a partir de manivas e plantadas em copos plasticos de 0,5
litros, com substrato comercial, com irrigagdo manual e mantido em casa de vegetacédo sob

condigdes de temperatura 27 £2 °C e umidade relativa 70%.
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Figura 6 Cultivo das plantas das diferentes cultivares de mandioca.

(Foto: Ribeiro, 2020)

4.1.2 Obtencao da mosca-branca Alerouthrixus aepim.

Os insetos adultos da mosca-branca (Alerouthrixus aepim) foram coletados em um
plantio de mandioca (variedade rosinha) de aproximadamente 10 hectares, localizado no
municipio de Rio Largo, Estado de Alagoas, Brasil, sob as coordenadas geograficas 9° 31°50,1
de latitude sul e 35°48°01,3 de longitude oeste. Apds as coletas 0s insetos foram encaminhados
para o laboratério e mantidos em pequenos tubos de vidro, em sala climatizada a 25 + 2 °C e
70+ 10 % UR.

Figura 7 Adultos da mosca-branca (A. aepim) atacando plantas de mandioca no campo e

os danos causados pelos ataques.

(Foto: Ribeiro, 2020)
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4.2  ldentificagdo molecular da mosca-branca (A. aepim)
4.2.1 Local de coleta

Os Insetos foram coletados no municipio Rio Largo, pertencente ao estado das Alagoas.
Estes foram coletados, nas seguintes coordenadas geogréaficas: 9° 31°50,1 de latitude sul e 35°

48°01,3 de longitude oeste. Sendo encontrados em plantas de mandioca (Manihot esculenta).
4.2.2 Extracio de DNA, Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento

Para os experimentos de extracdo e amplificacdo de DNA foi utilizada uma adaptacédo
baseada no protocolo proposto por FOLMER, BLACK, et al.(1994). Os individuos foram
macerados separadamente em um eppendorf de 1,5 mL contendo 100 pl de uma solugdo de
chelex 100 a 6% (diluido em H20) (OMONGO, Christopher Abu, NAMUDDU, et al., 2018),
em seguida o material resultante foi agitado em vortex e centrifugado a 5°C até atingir 13.000
rpm. Logo apds o material foi incubado em banho-maria a 57°C por 15 minutos, agitado em
vortex e centrifugado a 5°C até atingir 13.000 rpm, foi incubado em banho maria a 99°C por 8
min e novamente agitado em vortex. Por fim, o material foi centrifugado a 5°C e 13.000 rpm
por 5 min, a fase intermediaria foi coletada e conservada no freezer a -20°C. Para a amplificacao
do fragmento de Citocromo ¢ oxidase subunidade I (COI) do DNA mitocondrial foram
utilizados primers especificos para insetos, nomeados
LepF(ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG) e LepR(TGATTTTTTGGACATCCAGAAGTTTA).
Para tanto, em um eppendorf de 0,2 mL foi adicionado 15ul de AMPLIQON (Taq DNA
Polymerase 2x Master Mix RED / 1.5 mM MgCl. concentracéo final) juntamente com 1ul do
DNA de cada amostra. A reacdo de amplificacédo foi realizada em um termociclador (MaxyGene
I, Axygen®), onde os ciclos de temperatura consistiram de desnaturacéo inicial de 94°C/3
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C/30 segundos, anelamento a 50°C/30
segundos e extensdo a 72°C/1 minuto, seguidos de extensdo final a 72°C/10 minutos. Os
produtos de PCR mostrando bandas claras positivas foram purificados usando Kits de
purificacdo QIAquick® PCR (de acordo com o protocolo do fabricante). Amostras de PCR
positivas das espécies foram enviadas para 0 sequenciamento bidirecionalmente na Macrogen
Inc. (Coréia), Seul, Coréia do Sul.

4.2.3 Analise das sequéncias de DNA

Os arquivos de rastreamento (trace files) /cromatogramas das sequéncias do COI foram editadas
manualmente usando o software CodonCode (CodonCode Corporation, www.codoncode.com).

Seqliéncias de baixa qualidade foram excluidas durante a analise dos dados. As sequéncias
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obtidas no CodonCode Aligner foram comparadas com outras sequéncias depositadas no
GenBank e no BoldSystems.

4.3  Analises morfologica das folhas dos cultivares de mandioca utilizando microscopia

eletronica de varredura (MEV)

Para andlise morfologica das folhas dos dez cultivares de mandioca foi utilizado a
técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), com o intuito de verificar as
caracteristicas morfoldgicas como tricomas, organizacdo das ceras epicuticulares entre outras
barreiras fisicas presentes nas plantas de cada cultivar utilizado nesse estudo. Para isto, foram
analisadas as partes superiores (face adaxial) e inferiores (face abaxial) das folhas dos dez
cultivares de mandioca. As plantas sem infestacdo foram levadas ao Laboratorio de analise
instrumental do departamento de quimica do Instituto Federal de Alagoas (IFAL), onde suas
folhas na sua &rea central foram cortadas sem nenhum tratamento prévio em pedacos de
aproximadamente 5x5 mm de comprimento, que posteriormente foram metalizadas em um
metalizador (Q150R ES, Quoron®) (Figura 8A). A corrente durante o processo de
metalizacdo com alvo de ouro foi de 45 mA durante 4 minutos. As folhas foram analisadas
usando um microscopio eletronico de varredura (MEV, Vega LM, TESCAN Orsay Holdin,
Ljubljana, Czech Republica) (Figura8B) a 20 ou 10kV.

Figura 8 Microscopio eletronico de varredura (MEV, Vega LM, TESCAN Orsay
Holdin, Ljubljana, Czech Republica) (A) metalizador Q150R ES, Quoron®, (B)
Microscépio parte externa e interna do microscopio com amostras montadas ja

metalizadas para serem analisadas, (C) Amostras em processo de analise.

(Foto: Ribeiro, 2020)
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4.4  Coleta dos compostos organicos volateis das plantas dos dez cultivares de

mandioca.

As plantas utilizadas para coleta dos COVs apresentavam entre quarenta a quarenta e
cinco dias de cultivo. Foram usadas plantas sem infestagdo e plantas infestadas 10 mosca-branca
A. aepim por planta, denominando-se tratamento infestado. Para as coletas dos COVs foi
utilizado o adsorvente Porapak Q (Etilvinilbenzeno-divinilbenzeno) com o mesh 50/80
(Supelco Inc., Bellefonte, PA 16823 Estados Unidos). As plantas foram acondicionadas dentro
de camaras de vidro e seus vasos foram cobertos com papel aluminio para o isolamento dos
compostos provenientes do solo. Ar filtrado com carvédo ativo foi injetado através de uma
bomba em um fluxo de 600 mL/min, a0 mesmo tempo que uma bomba de vacuo sugava o ar
passando através do “trap” a uma razao de 400 mL/min. As coletas foram realizadas por um
periodo de 48 horas e em trés repeticdes por tratamento. Ao término das aeragdes, a dessor¢do
dos compostos seré realizada passando-se 500 uL de hexano bidestilado pelos traps contendo

os volateis, e as amostras foram armazenadas a -20°C até a analise.

Figura 9 Coleta dos COVs nas cultivares de mandioca.

4.5 Analises dos COVs

As amostras obtidas através das aeragOes foram analisadas por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). As amostras foram injetadas no CG/EM modelo
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2010 PLUS, Shimadzu, em uma coluna Nist-01 (100% Dimetilpolisiloxano) com (30 m, d. 0,25
mm). As condi¢des do método usado foram as seguintes: injetor com a temperatura 200°C no
modo Splitless (sem divisdo de fluxo), o argénio foi utilizado como géas de arraste. a coluna
iniciando com 50°C por 5 minutos, seguido por gradiente de 8°C/min até atingir 250°C, que foi
mantido por 5 minutos. A fonte de ionizacdo utilizada foi impacto eletronico (EI) com 70 eV
(elétrons-volts), com a temperatura do detector “ion source” de 200°C. A temperatura da
interface foi de 250°C, os valores de fragmentacao registrados foram Scan de 35 m/z até 300

m/z.

A identificagdo dos compostos foram realizadas pela comparacdo de seus tempos de
retencdo e seus indices de retencdo linear (LRIs) foram determinados e calculados pela injecdo
de uma solugéo padréo saturada de n-alcanos (C7-C30) a 1.000 ug / mL em hexano de HPLC
(Supelco , Bélgica), seguindo a definicdo de (VAN DEN DOOL, H., & DEC. KRATZ, 1963).
Os espectros de massa de cada composto foram analisados e comparados com 0s espectros das
bibliotecas comerciais (NIST 08s; NIST 27; NIST 147 e WILEY 229) e com a literatura, e

quando disponivel foram realizadas as injecdes de padrdes de compostos sintéticos.

4.6  Quantificacdo dos COVs das cultivares de mandioca

A quantificacdo dos compostos foi realizada em cromatografia gasosa com detector por
ionizacdo de chamas (CG-DIC), modelo 2010PLUS, Shimadzu, equipado com uma coluna
Nist-01 (100% Dimetilpolisiloxano) com (30 m, d. 0,25 mm). O volume de injegao foi de 1uL,
sendo 0,5uL da amostra e 0,5uL do padrao interno, no modo “splitless”. Nitrogénio foi
utilizado como gas de arraste. A programacdo da temperatura da coluna foi de 50°C por 5 min,
8°C por minuto até atingir 250°C, e finalmente foi mantida a 280°C por 5 min. A quantificacdo
dos compostos foi realizada por meio do método de normalizacdo de areas e 0 Nonacosano
(C29) foi utilizado como padréo interno.

4.7  Bioensaios de olfatometria e eletroantenografia

Foram realizados estudos eletroantenograficos e comportamentais da mosca-branca A.
aepim usando os extratos dos COVs das cultivares de mandioca. Os bioensaios de olfatometria

foram realizados com os extratos das cultivares Equador 72 (Resistente) e BRS Jari
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(Susceptivel) e o padrdo sintético (E)-p-Ocimeno, pois esse monoterpeno foi descrito como
possivel marcador de repeléncia e encontrado em altas quantidades nos extratos volateis do
cultivar resistente como descrito (RIBEIRO, 2015), entdo foram testadas as concentracdes 3,
30, 300 e 3000 ng/pL para avaliar a preferéncia ou ndo preferéncia das mosca-branca A. aepim.
Um olfatdmetro de tubo Y foi utilizado para investigar o comportamento da mosca-branca,
seguindo um procedimento semelhante ao descrito por (LI, ZHONG, et al., 2014, REDDY,
2002). O olfatémetro de tubo Y consiste de um tubo de vidro com 1,5 cm de didmetro interno
e bracos de secdo Y com 7,5 cm de comprimento. Havia um angulo de 60 ° entre os dois bracos
do olfatdbmetro em Y. O tinico brago do 'Y" ficava a 15 cm da jungéo sob luz fluorescente (25W)
(Figura 10).

Figura 10 Olfatometro em “Y” utilizado nos bioensaios

(Foto: Ribeiro, 2020)

Os extratos vegetais foram testados usando ar purificado que foi sugado através de cada
brago do olfatdmetro em Y até o braco central a uma taxa de 50 mL/min usando uma bomba de
vacuo. Os insetos de ambos 0s sexos, foram coletados em campo e levados ao laboratorio para
realizacdo dos bioensaios comportamentais. Uma aliquota de 10 pL foi utilizada dos extratos
volateis ou do padrdo, os quais foram aplicados em um pedaco de papel de filtro de
aproximadamente 1,5 x 1,0 cm, colocado dentro do braco da se¢do Y, e outro pedaco de papel
de filtro foi aplicado com 10 uL de hexano, como controle no brago oposto do olfatdmetro.
Uma mosca-branca adulta foi introduzida no olfatbmetro 30s apds o inicio do fluxo de ar. A
escolha foi assumida quando a mosca-branca cruzou metade do comprimento do brago da fonte
ou controle de odor. A decisdo de "ndo escolha" foi registrada se a mosca-branca ndo se
movesse por 5 minutos. Cada pedaco de papel de filtro foi usado apenas uma vez, e foi
substituido por um novo pedaco para o proximo inseto individual, e cada individuo foi usado
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apenas uma vez no experimento. O olfatbmetro foi modificado a cada trés repeticdes do
bionesaio, sendo também invertido no sentido horizontal (rotacdo de 180°) a cada mudanca de
olfatbmetro para evitar o viés direcional. Os olfatdmetros foram sempre lavados em agua
corrente, etanol e agua destilada, sendo posteriormente secados em estufa de esterilizacdo a
150°C. Ap0s este procedimento, eram renovadas as substancias teste. Dessa forma, realizou-se

um numero minimo de 30 repeticdes para cada tratamento.

Os testes eletroantenograficos foram realizados para avaliar as respostas das antenas dos insetos
da mosca-branca frente aos extratos volateis obtidos neste trabalho sendo avaliados por meio
de “puff”. Para tanto, foram utilizadas como fonte de odor os extratos volateis das cultivares
BRS Formosa, Vassoura Preta, BRS Poti Branca, BRS Kiriris, BRS Dourada, IAC 90, Corrente,
BRS Mulatinha e Hexano grau HPLC bidestilado submetido sob as mesmas condi¢bes para
cada tratamento (controle). Uma aliquota de 10uL de cada tratamento foi utilizada para
realizacdo de cada “puff”. Um sistema gerador de pulsos de ar (Stimulus Controller
CS55,Syntech®) foi programado para gerar um puff com duracdo de 0,5s, submetendo as
antenas aos respectivos tratamentos, individualmente. A gravacao da resposta da antena foi

obtida através do software EAGPro verséo 2.0.2.

Figurall Bioensaio de eletroantenograficos dos COVs das cultivares de mandioca
frente a mosca-branca A. aepim.

Extrato dos COVs

Elétrodos

.
g N
- - \ _

Eletroantenograma (EAG)

Mosca-branca nos elétrodos

(Foto: Ribeiro, 2020)
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4.8  Extracdo e analises dos metabdlitos solUveis das plantas de mandioca

Dentre as dez cultivares utilizadas em nosso estudo, foram escolhidas duas para
realizacdo do estudo metaboldmico: a cultivar resistente (Equador 72) e uma susceptivel (BRS
Jari) a mosca-branca. Para coleta do material foram utilizadas plantas sem infestacdo
(tratamento controle) e plantas com infestacdo (tratamento infestado), a infestacéo foi realizada
utilizando dez insetos por planta e estas plantas foram mantidas em gaiolas por um periodo de
48 horas. As folhas dessas cultivares foram coletadas, maceradas usando nitrogénio liquido e
liofilizadas, sendo posteriormente armazenadas em freezer -80 °C, até 0 processo de extracao.
A extracdo foi realizada de acordo com a metodologia desenvolvida por (KIM, CHOI, et al.,
2010) adaptada para este estudo. Transferiram-se 50 mg de folhas liofilizadas para um tubo tipo
eppendorf de 2 mL e, em seguida adicionou-se 500 uL de metanol — d4 (Cambridge Isotope
Laboratories) e 500 uL. de tampao fosfato em agua deuterada pH = 6.0 contendo 0.01% de sal
de sddio do acido trimetilsilil propiénico (TSP) (Cambridge Isotope Laboratories). Em seguida,
o material foi sumetido a ultrassom por 20 minutos, centrifugado por 15 minutos a 5000 rpm e

coletado o sobrenadante para a anélise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

Os espectros de RMN foram analisados a 20 °C em espectrometro Bruker AVANCE
operando a 600 MHz na frequéncia do hidrogénio. O MeOD-d4 foi usado para o chaveamento
do campo magnético (“lock™). As sequéncias de pulsos de pré-saturacdo NOESYGPPR, ZGPR
e ZGCPPR foram usadas para otimizacao das analises metaboldmica e cada espectro de RMN-
1H foi realizado com 64 pulsos (10min e 26 s), 0 tempo de aquisi¢do = 2,72 s, largura espectral
=16 ppm, tamanho do fid = 32K, largura de pulso (P1) de 30° (10,5 ps) e atraso de relaxamento
(delay-d1) de 2 s. O experimento J-resolvido foi adquirido com 32 pulsos por 8192 x 128
pontos, largura espectral = 5.208 KHz e 60 Hz acoplamento spin-spin e atraso de relaxamento=
1,5s. O experimento COSY 1H-1H foi realizado com 32 pulsos por 2048 x 512 pontos, largura
espectral = 13 ppm em ambas as dimensdes com o d1 = 1,5s. O experimento TOCSY 1H-1H
foi realizado com 32 pulsos por 2048 x 512 pontos, largura espectral = 13 ppm em ambas as
dimensGes com 0 d1 = 1,5 s e tempo de mistura (d8) = 500 ms. Os experimentos HMBC 1H-
13C e HSQC EDITADO 1H-13C foram realizados com 64 pulsos por 4,096 x 512 pontos,
largura espectral = 5208 KHz para 22,149 KHz 1H e do 13C com d1 = 1,5 s. Os espectros foram

processados com o emprego do software TopSpin versdo 2.1 (Bruker), com uma linha de
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alargamento (Ib) = 0,3 Hz e correcgéo da fase, correcédo da linha de base e calibragéo pelo padrao
interno (TSP) com sinal em 0,0 ppm. A identificagdo dos metabdlitos foi realizada com o
auxilio do programa Chenomx, analise STOCSY (foi utilizado o programa MATLAB) e o site
Human Metabolome Data Base (HMDB).

4.9 Analises estatisticas

Apods a identificacdo dos compostos volateis, cada composto foi analisado
individualmente. Para a analise estatistica dos COVs de mandioca em relacdo a presenca, foi
utilizado delineamento inteiramente casualizado. As médias das areas dos COVs individuais
identificados foram utilizados para Anélise de Componentes Principais (PCA) e Analise de
agrupamento utilizando o software PAST statistical (HAMMER et al., 2001).

Para elucidar diferenca significativa nos bioensaios de olfatometria e na respostas das
antenas da mosca-branca utilizando os COVs dos cultivares de mandioca e o padrdo de (E)-p-
ocimeno foram realizados os teste de qui-quadrado e o teste de Scott-knott com (P<0,05),
utilizando o programa GENESIS (CRUZ, 2013).

Os espectros de RMN-1H otimizados foram reduzidos (6 0,3-10,0 ppm) e divididos em
regides de largura (bucket = 0,0005 ppm), normalizados e alinhados através do programa
MATLAB versdo 2014a. As regides de 6 4,7-5,0 ppm e 6 3,24- 3,33 ppm foram excluidas da
analise por causa dos sinais residuais de agua e do metanol. As analises de componentes
principais (PCA) e analises discriminantes ortogonal por minimos quadrados parciais (OPLS-
DA) foram realizadas com o emprego do software SIMCA-P (versdo 14.0, Umetrics, Umea,
Suécia) com escalonamento baseado no método de Unica variancia (UV). Andlise de variancia
(ANOVA) e o teste t pareado foram elaborados no programa excel e os boxplots foram
realizados através do programa R-studio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo molecular da mosca-branca A. aepim

A amplificacao por PCR utilizando o par de oligonucleotideos LepF/LepR direcionou a
amplificacdo de um fragmento contendo aproximadamente 700 pares de base (pb) que
corresponde a parte do gene mitocondrial COI. Os produtos de amplificacdo foram visualizados

em géis de agarose Transiluminador UV (Figura 12).

Figura 12 Produto da PCR visualizado em gel de agarose.

1000pb >
750pb >

M: marcador molecular KASVI; 2-6 : fragmentos de aproximadamente 750kb referente a regido mtCOI. CN =

controle negativo.

Parte das amostras sequenciadas, foram excluidas por apresentarem uma baixa qualidade, a
partir da amostra restante foi obtida uma sequéncia final que apresentou 678pb (Figura 12),
ap6s a comparagdo desta sequéncia com as sequéncias encontradas no GenBank e no
BoldSystems depositadas para Aleurothrixus sp. A sequéncia obtida foi depositada no GenBank
(MT541892.1), perfazendo assim o primeiro depdsito para a espécie Aleurothrixus aepim no
Brasil.
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Figura 13 Sequéncia final de Aleurothrixus aepim com aproximadamente 700 pb

obtidas neste trabalho.

AGATATTGGTATACTTTATTTTATGTTTGGTATTTGAAGAGGATTAATTGGAACTT
[TTTTAGTTTAATAATTCGCACTGAATTGAGGAATGTTGGATCTTTTGTGATGAAT
GATCAGTTGTATAACGTTATAGTCACATCTCATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATA
ACTATACCTTTAGTGATTGGTGGCTTTGGAAATTGACTAGTTCCTTTAATAATTGG
AGCTCCTGATATGGCTTTTCCTCGGATAAATAATCTGAGATTTTGGTTATTAATTC
CATCTTTAACTATAATAATCTCAAGACTTTTGGTTGGCGGGGGTTTTGGTACAGGC
TGAACTGTTTACCCACCCCTTTCATTAAATCTTTCTCATAGGGGGTGTTCTGTGGA
TACATCTATTTTGTCTTTGCATATTGCTGGAGCATCTTCAATCTTAGGCGCTATAA
ACTTTATTGTTACTATTTTTAATATGCGAGTTGTTGGAATTGGGTTAGATTTAATA
AGTCTGTTTGTTTGGTCAGTTTTAATTACTGTCTTTTTGCTTTTGATTTCGTTGCCC
GTTTTGGCAGGAGCAATTACTATACTTTTGTTTGATCGAAACTTTAATAGTTCTTT
TTATGATCCGCTGGGAGGTGGAGATCCTATTTTATATCAGCATTTATTTTGATTTI
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5.2 Analise morfologica da superficie de folhas de 10 cultivares de mandioca

As anédlises morfoldgicas das folhas das cultivares de mandioca foram realizadas
utilizando a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), em nosso estudo foram usadas dez
cultivares de mandioca, entre essas dez duas séo referéncia, uma resistente (Equador 72) e outra
susceptivel (BRS Jari) a mosca-branca. Podemos observar algumas caracteristicas morfologicas
distintas entre os dez cultivares de mandioca. A primeira caracteristica notavel é a diferenca na
organizacdo das ceras cuticulares, tanto nas partes adaxial (parte superior), quanto nas partes
abaxial (parte inferior) das folhas, como podemos observar nas Figuras 13 e 14. As ceras
cuticulares formam a interface principal entre uma planta e seu ambiente externo, as funcdes
mais importantes dessa interface hidrofobica sdo a regulacdo da perda de agua, as trocas
gasosas, protegem as plantas das radiaces ultravioletas, diminui a deposicdo de agua na
superficie da planta, minimizar a retencdo de pdlen, poeira, poluentes do ar e a resisténcia a
uma ampla gama de estresses bidticos e abioticos (AHMAD, UR-RAHMAN, et al., 2015,
DHANYALAKSHMI, et al., 2019). Em nossos resultados, podemos observar algumas
superficies lisas (Vassoura Preta e BRS Poti Branca), rugosas (Equador 72, Corrente, BRS
Formosa, BRS Dourada, BRS Kiriris, BRS Mulatinha e BRS Jari) e com filamentos cotonosos,

semelhante ao algoddo (IAC 90).

A superficie da cuticula foliar é coberta por lipidios epicuticulares que variam muito em
Sua espessura e composicao quimica dependendo da espécie, cultivar ou parte da planta. Essa
superficie da planta € a principal zona de contato para uma aproximacdo do inseto, a
composicdo quimica e estrutura fisica da cera, influencia diretamente na alimentacdo e
oviposicdo dos insetos podendo afetar o comportamento dos insetos na escolha da planta
hospedeira (KHAN, BERA, et al., 2015, MULLER, RIEDERER, 2005). A variacdo na
morfologia das ceras epicuticulares podem influenciar diretamente na ecologia dos insetos
herbivoros, afetando sua fixacdo na superficie das plantas (EIGENBRODE, JETTER, 2002).

As variacdes nos perfis morfoldgicos encontrados em nosso trabalho também sao
evidenciados em plantas de outras culturas como em cultivares de Phormium tenax que
apresentaram diferencas morfoldgicas nas ceras presente em suas folhas, tendo a superficie

abaxial com uma organizacdo mais complexa que a superficie adaxial (CARR, CRUTHERS,
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et al., 2009), em genotipos de amendoim (HARDE et al., 2020), plantas de samambaias
(CERON-CARPIO, PEREZ-GARCIA, et al., 2019), quatro gendtipos de trigo chineses
(WANG, WANG, et al., 2015),
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Figura 14 Cera presente na parte adaxial (superior) das folhas das dez cultivares de mandioca (20 pum).
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em plantas de cebola (DAMON; GROVES AND HAVEY, 2014), em folhas de Pistacia
atlantica (BELHADJ, DERRIDJ, et al., 2007), plantas de Ipomoea batatas (DE CASTRO E
CASTRO, SOARES, et al., 2019), em 242 accessos de Cleome gynandra (WU, SOLBERG,
et al., 2018), em 22 taxons de sedum nativos (JOVANOVIC; ZLATKOVIC;
STOJANOVIC,2015), em 25 acessos de aspargos coletados em diferentes regides da India,
foram analisadas e apresentaram variabilidade intra e interespecifica nos caracteres
micromorfoldgicos das ceras epicuticulares (KUMARI ; SINGH,2019), em folhas de folhas de
Litchi chinensis (SAMANTA, GHOSH, et al., 2013), e também foram encontrados em
genotipos de mandioca (ZINSOU, WYDRA, et al., 2006).

Essas variacdes morfoldgicas das ceras encontradas nas superficies das folhas de
mandioca em nosso estudo podem estar relacionadas a resisténcia ou tolerancia dessa cultura a
insetos herbivoros como acontece em outras culturas, como nos estudos realizados por KHAN
et al. (2015), foi observado que as plantas de algoddo que apresentaram menor espessura das
ceras epicuticulares sdo mais susceptiveis aos ataques da mosca-branca e, consequentemente a
transmisséo do virus cotton leaf curl (CLCuD). Em plantas de diferentes cultivares de repolho
as ceras sao um importante fator na resisténcia antixendtica frente aos ataques de besouros de
repolho (Phyllotreta spp.) e aos percevejos (Eurydema spp.) (BOHINC, MARKOVIC, et al.,
2014). Doze genotipos de cacau que apresentaram uma maior quantidade de cera foram
resistentes contra espécies de Phytophthora, quando comparados aos genétipos de cacau com
menor quantidade de cera, sugerindo que a camada epicuticular fornece uma defesa extra
(NYADANU, AKROMAH, et al., 2012), as variedades de sementes de ervilha com mutac6es
que reduzem a floracdo de cera cristalina na superficie da planta foram as que sofreram danos
mais frequentes do gorgulho da ervilha (Bruchus pisorum L.) (CHANG, NEUFELD, et al.,
2006), em plantas de Triticale do gendtipo ED 1137 que apresentam maior quantidade de cera,
foram menos aceitas pelos pulgdes Rhopalosiphum padi diminuindo a densidade, fecundidade
e prolongando a maturidade dos pulgbes quando comparados com o gendétipo (RAH 366) com
menor quantidade de cera (WOJCICKA, 2013), em 10 genétipos de cana-de-aclicar onde as
variedades com maior nivel de ceras epicuticulares mostraram uma alimentagéo
significativamente menor de Deltocephalus menoni que é um vetor da doenca da folha branca
da cana-de-actcar (WLD)(CHANCHALA, WANASINGHE, et al., 2020) e em gendtipos de
mandioca resistentes a bactérias Xanthomonas (ZINSOU, WYDRA, et al., 2006).



47

Figura 15 Cera presente na parte abaxial (inferior) das folhas das dez cultivares de mandioca (20 pum).
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Podemos observar nas Figuras 15 e 16 resultados semelhantes aos encontrados por
ZINSOU, WYDRA, et al. (2006), onde os geno6tipos de mandioca resistentes e susceptiveis a
bactérias Xanthomonas, analisados utilizando MEV apresentaram uma distribuicdo regular de
ceras na superficie da folha abaxial, como encontrado nos genotipos Equador 72, Vassoura
Preta, Corrente, BRS Formosa, BRS Dourada, BRS Mulatinha e IAC 90 estudados em nosso
trabalho. Também é possivel notar semelhangas na presenca de poros estomaticos em nosso
trabalho, bem como os que foram encontrados visivelmente no cultivar susceptivel BRS Jari na
superficie da folha adaxial (Figura 10), embora no estudo realizado por ZINSOU et al. (2006)
foram encontrados poros estomaticos nos genotipos suscetiveis e resistentes, na superficie da

folha adaxial onde as ceras estavam na forma de cristaléides e ndo ocluiam os estdbmatos.

Em nossa analise morfol6gica nas superficies das folhas dos dez cultivares de mandioca,
é possivel notar a presenca de tricomas nas cultivares Equador 72 (cultivar resistente), Vassoura
Preta, BRS Poti Branca, BRS Formosa e BRS Jari (cultivar susceptivel). Os tricomas se
desenvolveram em quase todas as estruturas de plantas ndo aquaticas, como folhas, caules e até
frutos, podendo ser glandulares ou ndo glandulares, unicelulares ou multicelulares e costumam
servir como barreiras fisicas contra o ataque de insetos e infeccdes por fungos (LAZNIEWSKA,
MACIOSZEK, et al., 2012). Os tricomas encontrados nas cultivares de mandiocas sdo do tipo
ndo-glandulares, como descrito por SILVA (2010), onde observou-se que as espécies desta
familia apresentam tricomas dos tipos tectores, glandulares ou urticantes, porém, em geral, sdo
encontrados com maior frequéncia tricomas tectores simples ou multicelular unisseriados.
Esses tricomas sdo conhecidos por atuarem na protecdo de plantas contra estresses bidticos e
abioticos, formando uma barreira contra perda de &gua, prote¢do contra incidéncia da luz,
temperatura, alimentacdo e oviposicao dos insetos (SANTOS TOZIN, DE MELO SILVA, et
al., 2016).

Nas cultivares Vassoura Preta, BRS Poti Branca, BRS Formosa e BRS Jari (cultivar
susceptivel) foram encontrados tricomas apenas nas nervuras, regido da folha que contém o
conjunto de vasos condutores de seiva da planta. Possivelmente, os tricomas aparecem nessa
regido para proteger as plantas contra os ataques causados por insetos sugadores como a mosca-

branca, pois estes preferem ovipositar préximo a essa regiao.
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Figura 16 Tecido foliar presente na parte adaxial (superior) das folhas das dez cultivares de mandioca (200 pm).
Equador72 Corrente BRS Dourada BRS Mulatinha " BRS Kiriris

BRS Poti Branca

As setas amarelas mostram os tricomas presentes em cada cultivar.
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Como descrito por (LARISSA C. DE LIMA, 2008), onde o maior nimero de ovos da
Bemisia tabaci bidtipo B foram encontrados proximo a nervura principal e entre as nervuras
secundarias em plantas de piment&o, em plantas de meloeiro verificaram um maior nimero de
ninfas de B. tabaci bidtipo B nas areas correspondentes aos setores direito e esquerdo proximas
a base das folhas (AZEVEDO, BLEICHER, 2003).

Entre as cultivares que foram encontrados tricomas, a cultivar Equador 72 (resistente)
foi a unica que apresentou uma grande densidade de tricomas no tecido foliar, em ambas
superficies abaxial e adaxial das folhas, como podemos notar nas Figuras 15 e 16. Essa alta
densidade de tricomas pode estar relacionado a um dos mecanismos de resisténcia dessa cultivar
frente a mosca-branca Aleurothrixus aepim, uma vez que os tricomas apresentam diversos
relatos em outras culturas de atuarem na resisténcia das plantas contra herbivoros, como em
folhas de Solanum carolinense, onde larvas de Manduca sexta, ganharam mais peso em folhas
com menor densidade de tricomas do que em folhas com maior densidade de tricomas
(KARIYAT, SMITH, et al., 2017), em plantas de tomate com altas densidades de tricomas
apresentaram um numero reduzido de adultos, ninfas, pupas, ovos e tiveram alta mortalidade
da mosca-branca Bemisia tabaci Genn (RAKHA, HANSON, et al., 2017), também em
genotipos de tomate com alta densidade de tricomas mostraram resisténcia ao pulgdo-verde,
Myzus persicae (DA SILVA, CARVALHO, et al., 2019),em uma variedade de soja com alta
densidade tricomas foi menos atraente para Megacopta cribraria (LAHIRI, REISIG, et al.,
2020) e também os genotipos de mandioca que apresentam alto nimero de tricomas foram
menos preferidas para oviposicdo do acaro-verde-da-mandioca, Mononychellus tanajoa
(STRUCKER, 2016).

Nossos resultados corroboram com os resultados encontrados por (BELLOTTI, PENA,
et al., 2005), no qual foi observado uma grande quantidade de tricomas para a cultivar Equador
72. Essa cultivar revelou-se altamente resistente ao percevejo-de-renda Vatiga illudens podendo
relacionar essa resisténcia as barreiras fisicas encontradas nas superficies foliares, como
presenca de tricomas, tipo e espessura da cera, dureza e textura da epiderme, ou relacionadas a
presenca de volateis das plantas, que ao serem detectados pelas fémeas de V. illudens mudam
0 comportamento de oviposicdo, reduzindo significativamente sua postura sobre as folhas de
mandioca (DE OLIVEIRA, BELLON, et al., 2016). De acordo com estudos existentes, essa
cultivar apresenta um alto nivel de resisténcia a alguns tipos de mosca-branca (OMONGO,
Christopher A, KAWUKI, et al., 2012), como também apresenta bons niveis de resisténcia a

B. tabaci e Aleurothrixus socialis.
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Figura 17 Tecido foliar presente na parte adaxial (inferior) das folhas das dez cultivares de mandioca (200 um).
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A mortalidade das ninfas foi maior na cultivar Equador 72, do que em outros gendtipos,
quando as moscas-brancas A. socialis, Bemisia tuberculata e Aleurothrixus aepim se
alimentaram desse genotipo, sdo observadas taxas muito baixas de oviposicéo, periodo de
desenvolvimento mais longos, tamanho reduzido e maior mortalidade do que os de outros
gendtipos. (BARILLI, WENGRAT, et al.,, 2019, BELLOTTI, A. C., ARIAS, 2001,
CARABALI, BELLOTTI, et al., 2010b, LIMA, RINGENBERG, et al., 2018).

Possivelmente, os mecanismos responsaveis pela resisténcia desta cultivar as diferentes
espécies de mosca-branca estdo ligados diretamente as caracteristicas fisicas das superficies
foliares como as ceras epicuticulares, que podem ter em sua composi¢cdo substancias
responsaveis pelos efeitos adversos ocasionados a biologia dos insetos que atacam esse
gendtipo e também a alta densidade de tricomas presente nas superficies abaxial e adaxial das

folhas, dificultando a locomocao, alimentacdo e oviposic¢ao dos insetos nessa cultivar.
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5.3 Perfis dos COVs de dez cultivares de mandioca

Na busca de COVs como biomarcadores de resisténcia na cultura da mandioca, foram
estudadas dez cultivares desta cultura, usando para isso duas cultivares referéncias, uma descrita
como resistente a mosca-branca (Equador 72) e outra cultivar descrita como susceptivel (BRS
Jari). As analises dos extratos dos COVs das dez cultivares de mandioca foram realizadas nos
tratamentos controle e infestado, os extratos foram coletados por um periodo de 48 horas, esse
tempo foi escolhido, pois apresentou uma emissao mais significativa em comparacdo ao periodo
de 24 horas. As analises dos COVs levaram a identificacdo de uma grande variedade de
compostos de diversas classes, como n-alcanos, alcanos ramificados, alcenos, aldeidos, &lcoois,
cetonas entre outras classes de compostos. Os extratos das cultivares apresentaram perfis
cromatograficos distintos, variando em numero e concentracdo dos compostos. No tratamento
de controle, as cultivares Vassoura Preta e BRS Mulatinha apresentaram o maior nimero de
COVs, com dezessete compostos, todavia a cultivar BRS Kiriris foi a que apresentou o menor
nlmero com apenas sete compostos. Por outro lado, no tratamento infestado as cultivares BRS
Formosa e BRS Mulatinha apresentaram o maior nimero de COVs, com dezoito compostos, a
cultivar BRS Poti Branca foi a que apresentou 0 menor nimero com apenas seis compostos. Os

compostos identificados presentes em todas as cultivares estdo listados na Tabela 3.

Os COVs de plantas sdo metabdlitos liberados em grandes quantidades por meio de
trocas gasosas, para se protegerem dos estresses bidticos e abio6ticos e fornecem informacdes
que ajudam os predadores e parasitoides na localizacdo de insetos herbivoros, na comunicagéo
planta-planta e nas interacdes tritréficas (BALDWIN, 2010). As plantas de uma mesma espécie,
mas de cultivares diferentes apresentam COVs com perfis distintos como relatados para
cultivares de pimentdo (DA COSTA, PIRES, et al., 2011a), cana-de-agtcar (TAVARES, 2016),
milho (SCHNEE, KOLLNER, et al., 2002), Tomate (LEE, JAYAPRAKASHA, et al., 2019),
frutos de diferentes cultivares de manga (MESQUITA, PENA, et al., 2020) e mandioca
(RIBEIRO, 2015). A emisséo de diferentes COVs entre as cultivares da mesma espécie podem
estar associados a resisténcia ou a uma maior atracdo aos insetos herbivoros, esses compostos
emitidos podem ser de classes diferentes e quando sdo de classes iguais podem ser emitidos em

guantidades diferentes.
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Tabela 3 Compostos volateis identificados nas dez cultivares de mandioca, nos tratamentos controle e infestado.
BRS Jari Equador 72 Corrente BRS Dourada BRS Formosa Vassoura Preta BRS Kiriris BRS Poti Branca IAC 90 BRS Mulatinha
Compostos IR Controle Infestada  Controle Infestada Controle Infestada Controle Infestada  Controle Infestada  Controle  Infestada  Controle Infestada  Controle  Infestada Controle Infestada  Controle Infestada

1 23-dimetil-Butan-2-ol 724 0.00 1.82 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.18 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.52 0.00 0.00
2 2-metil-butan-1-ol 729 0.00 12.27 0.00 0.84 0.00 0.11 0.00 0.55 0.00 0.62 0.00 0.00 0.00 0.63 0.00 0.36 0.00 10.16 0.00 0.10
3 2-metilpenten-3-ona 745 0.00 543 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 5.80 0.00 0.00
4 1-metilciclopentanol 783 0.00 2.83 0.00 0,73 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.60 0.00 0.00
5  hexan-3-ol 788 0.00 193 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.35 0.00 0.00
6  4-metil-pentan-2-ol 793 0.00 359 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 3.63 0.00 0.00
7 3-metil-Ciclopentanona 825 0.00 2.35 0.00 0.09 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 297 0.00 0.00
8  Etilbenzeno 853 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.15 0.00 021 0.00 0.26 0.00 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04
9  p-xileno 862 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.12 0.00 0.24 0.00 0.28 0.00 0.96 0.00 0.11 0.00 0.31 0.00 0.00 0.00 0.12
10 Nao identificado 935 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.15 0.00 0.00 0.00 1.78 0.00 0.00
11 4-metilpenten-3-ona 956 0.00 31.14 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 30.53 0.00 0.00
12 6-metil-5-Hepten-2-ona 969 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.15 0.00 0.28 0.00 0.37 0.00 0.14 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.22
13 Octan-3-ona 972 0.00 0.00 0.00 1.44 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
14 B-pineno 975 0.00 0.23 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.76 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
15 Octanal 980 0.00 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 355 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
16  B-mirceno 987 0.00 0.00 0.00 1.38 0.00 0.19 0.00 0.33 9.37 0.00 0.00 071 0.00 0.29 2.70 2,03 0.00 0.00 0.00 0.14
17 5-hexen-2-ona 1012 0.00 0.60 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.69 0.00 0.00
18 Limoneno 1026 0.00 0.00 047 0.24 0.00 0.00 0.00 0.19 0.00 0.00 0.00 0.25 0.00 213 0.00 0.00 12.06 0.00 0.27 6.59
19  (Z)-B-ocimeno 1031 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.39 0.00 0.27
20  (E)-B-Ocimeno 1042 3.09 0.49 34.88 23.44 10.95 0.00 0.86 1.35 0.00 134 0.62 0.00 0.00 2.04 0.00 0.00 23.78 1071 38.76 13.35
21 2-metilDecano 1065 0.00 0.00 0.00 0.00 043 0.00 0.36 0.00 0.00 0.00 0.49 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 031 0.00
22 6-Metil-3,5-heptadien-2-or 1077 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.81 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 387 0.00 0.00 0.00 0.09 0.00
23 Linalol 1084 041 3.04 0.98 0.77 0.00 1.76 0.34 0.33 11.58 143 0.55 0.00 0.00 0.44 8.03 0.00 22.38 15,61 8.06 8.04
24 4-¢til-Benzaldeido 1139 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 031 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
25  Salicilato de Metila 1175 0.00 0.00 0.00 12.37 0.00 0.00 0.00 0.00 14.32 0.06 0.00 0.15 0.00 0.00 0.00 0.34 0.00 0.41 121 1.35
26 (E)-2-Undecen-1-ol 1180 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
27 Decanal 1184 0.39 1.38 021 0.48 0.00 0.00 0.00 0.38 3.96 1.95 0.26 0.00 2.58 0.91 246 0.00 1.49 0.45 0.00 16.79
28 Dodecano 1200 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.07 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
29 24-Dimetilacetofenona 1225 0.00 0.00 0.00 0.00 3.36 0.00 0.00 0.00 2.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 353 0.00 0.45 0.00
30 Etilacetofenona 1240 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.56 0.00 0.61 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.14 0.00 0.00
31 Acetato de isobornila 1279 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
32 Undecanal 1285 0.00 0.00 0.00 0.00 0.13 0.00 0.29 0.00 0.54 0.17 0.54 0.00 0.00 0.00 3.64 0.00 0.70 0.00 0.25 0.00
33 Ndo Identificado 1294 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 356 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.34 0.00 0.00 0.00
34 Tridecano 1300 0.00 0.00 0.00 0.20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.12 0.00 0.00 0.66 0.00 484 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
35 2,358 Tetrametildecano 1331 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.28 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
36  Longicicleno 1359 0.00 0.00 0.34 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.58 0.00 0.15 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
37 Ndo Identificado 1390 0.24 0.00 0.20 0.00 0.18 0.00 0.24 0.00 0.00 0.00 0.44 0.00 0.75 0.00 291 0.00 058 0.00 0.00 0.00
38 Tetradecano 1400 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.11 0.00 0.15 0.27 0.00 0.93 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.20 0.00
39 (E)-B-cariofileno 1404 193 0.00 0.28 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 5.79 0.00 5.19 0.00 0.00 0.32
40 Germacene D 1463 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 057 0.00 0.00 0.00

Continua na proxima pagina.
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Humuleno

2 4-ditert-butilfenol
Pentadecano
dietilftalato

Nao identificado
Hexadeceno
Hexadecano
1-Heptadeceno
Heptadecano
Salicilato de octila
Octadecano
Ftalato de butila
Heptadecanol
Homosalato
Nonadecano
Eicosano
Heneicosano
Docosano
Pentacosano

1468
1490
1500
1547
1572
1590
1600
1674
1700
1797
1800
1834
1865
1883
1900
2000
2100
2200
2500

0.00
0.47
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.32
0.17
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
112

0.00
0.00
0.00
0.00
0.21
0.00
0.00
0.00
0.77
0.00
0.00
0.00
0.46
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.47
0.00
0.00
0.00
0.00
0.21
0.00
0.00
0.00
0.41
0.00
0.00
0.00
0.27
0.00
0.39

0.00
0.00
133
0.00
0.06
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.07
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.37
0.20
0.59
0.00
0.00
0.26
0.00
0.32
0.00
0.18
0.00
0.18
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.77

0.00
0.20
0.00
0.00
213
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.10
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.35
0.40
0.00
0.00
0.14
0.37
0.00
0.55
0.00
0.33
0.00
0.48
0.00
0.19
0.19
0.14
0.00
122

0.00
0.13
0.18
0.00
0.55
0.00
0.11
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.36
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.18
0.00
0.00
0.00
0.39
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
2.98

0.10
0.06
0.19
0.10
153
0.00
0.15
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.53
0.57
0.88
0.00
0.40
0.53
0.00
0.84
0.00
0.53
0.00
0.79
0.00
0.29
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.26
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
351
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
131
0.00

0.00
0.00
0.45
0.00
0.00
0.00
0.08
0.00
0.06
0.32
0.11
0.05
0.00
1.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
2.54
4.79
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.10
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.07
0.00
0.00
0.00
0.05
0.00
0.00

0.00
0.83
0.00
173
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.93
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
2.00

0.00
0.00
0.33
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

55

0.00
0.36
0.00
0.00
0.00
0.19
0.41
1.63
4.00
0.00
0.00
0.00
0.71
0.00
0.00
0.00
0.37
0.00
191

Foram identificados 33 compostos nos COVs dos cultivares controle entre estes alguns terpenos, 3-mirceno, Limoneno, (E)-B-cariofileno

e (E)-p-ocimeno e Linalol. Estes compostos sdo chamados de monoterpenos e sédo formados pela unido de duas unidades de isoprenos Cs, formando

compostos com dez unidades de carbono (C10) (ASHOUR, WINK, et al., 2018). Ja o Germaceno e Longicicleno pertencem a subclasse dos
sesquiterpenos (C15), compostos formados pela uniédo de trés unidades de isoprenos (ASHOUR; WINK; GERSHENZON, 2018).

0.00
0.26
2.35
0.00
0.00
0.00
0.56
4.69
0.59
3.81
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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Os terpenos constituem uma classe de metabolitos grande e estruturalmente
diversificada de moléculas que demonstram desempenhar papéis significativos na defesa e
desenvolvimento em inimeras espécies de plantas (BLOCK, VAUGHAN, et al., 2019). Esses
compostos sdo emitidos por plantas saudaveis para realizacao de funcdes vitais, como proteger
as plantas dos estresses bioticos e abidticos; ou séo tratados como moléculas de sinalizag&o,
como na atragéo de polinizadores entre outras fungdes (SINGH, SHARMA, 2015).

No trabalho realizado por RIBEIRO (2015), foi observado que as cultivares BRS Jari
(cultivar susceptivel) e Equador 72 (cultivar Resistente) apresentaram diferencgas qualitativas e
quantitativas nos COVs emitidos por plantas controle e infestadas pelo percevejo-de-renda
Vatiga illudens. Em nosso trabalho, encontramos uma grande diversidade de compostos, 0s
quais também apresentaram diferencas qualitativas e quantitativas, entre esses alguns dos
terpenos como o (E)-p-ocimeno, (E)-p-cariofileno, Linalol, Longicicleno no cultivar Equador
72. Além disso, as plantas desse cultivar, no tratamento controle emitem quantidades
significativas de (E)-B-ocimeno, corroborando com as observacdes realizadas por RIBEIRO
(2015). Nosso intuito nesse trabalho, é identificarmos moléculas bioativas que possam ser

utilizadas como biomarcadores de resisténcia em relagdo a mosca-branca A. aepim.

Os COVS listados na Tabela 3 mostram que as cultivares Equador 72 e IAC 90 no
tratamento controle foram as que apresentaram o maior nimero de compostos da classe dos
terpenos. A cultivar IAC 90, apresentou as maiores quantidades de Limoneno e Linalol em
comparagdo com as outras nove cultivares, e ainda é a Unica cultivar a emitir o composto
Germaceno D. Outra observacéo importante, é que o composto (E)-B-ocimeno é emitido em
maior quantidade nas plantas controle da cultivar BRS Mulatinha em comparacdo as outras
nove cultivares inclusive nas plantas da cultivar Equador 72, esse composto é descrito como
possivel marcador de repeléncia e encontrado em altas quantidades na cultivar resistente como
descrito por (RIBEIRO, 2015)

Alguns desses compostos sdo emitidos em quantidades diferentes por flores de cinco
cultivares meldo (FERNANDES, SILVA, et al., 2019), também foram observadas diferencas
guantitativas e qualitativas nos COVs analisados entre os diferentes cultivares de milho, de
batata e de trigo (SCHRODER, GLINWOOD, et al., 2015), em cultivares de Brassica rapa L.
(KUMAR, PAUL, et al., 2017), em sete espécies de citrus (ASAI, MATSUKAWA, et al., 2016)
e em trés variedades de tomate (MAYO-HERNANDEZ, RAMIREZ-CHAVEZ, et al., 2019),
mostrando assim variabilidade dos volateis emitidos por cultivares diferentes de uma mesma

cultura, como podemos observar em nossos resultados.
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Nos cultivares Equador 72 e BRS Formosa, tivemos a presenca de aldeidos como
octanal, composto emitido por cultivares de milho resistente ao fungo Aspergillus parasiticus,
este composto inibe completamente o crescimento radial do fungo (WRIGHT, GREENE-
MCDOWELLE, et al., 2000). Além disso, apresentou um efeito inibidor na oviposi¢édo da traca
Phthorimaea operculella em plantas de tabaco (LI, ZHANG, et al., 2020), assim como exibiu
atividade inibidora de crescimento de plantas, ao ser liberado pelos frutos de Heracleum
sosnowskyi (MISHYNA, LAMAN, et al., 2015). Entre os aldeidos ainda temos a presenca do
decanal presente nas cultivares (BRS Jari, Equador 72, BRS Formosa, Vassoura Preta, BRS
Kiriris, BRS Poti Branca e IAC 90), composto também encontrado em volateis de plantas de
tabaco (LI, ZHANG, et al., 2020), em plantas de feijdo inoculadas por Colletotrichum
lindemuthianum (QUINTANA-RODRIGUEZ, MORALES-VARGAS, et al., 2015) sendo
descrito como o componente principal do feroménio de agregacao das larvas da mariposa de
cera, Galleria mellonella (KWADHA et al., 2018), o0 mesmo foi encontrado em volateis de
mandioca (BEZERRA, 2017). O undecanal esta presente em sete dos dez cultivares (Corrente,
BRS Dourada, BRS Formosa, Vassoura Preta, BRS Mulatinha, BRS Poti Branca e IAC 90),esse
composto foi encontrado em grandes quantidades em plantas de citrus tolerantes a Candidatus
Liberibacter spp., agente bacteriano causador do esverdeamento citrico (Huanglongbing)
(HIJAZ, NEHELA, et al., 2016) e em volateis de berinjelas e gergelim (RIM, UEFUNE, et al.,
2018).

Também foram encontrados alguns hidrocarbonetos de cadeia linear que véo de (C12-
C25). Esses compostos ja foram encontrados em uma diversidade de culturas como volateis de
Rosa chinensis Jacg. (YANG, DONG, et al., 2019), em algumas espécies de plantas como
Trifolium pratense (KIGATHI et al.,2009), plantas de tomate (EIGENBRODE, DING, et al.,
2002, NASELLI, ZAPPALA, et al., 2017), em volateis de maca, (BENGTSSON, BACKMAN,
et al., 2001), e alguns destes compostos foram encontrados também em volateis de folhas de
mandioca (RIBEIRO, 2015), bem como o composto etilcetofenona que também aparece em
volateis de Arabidopsis thaliana (CACERES, LAKSHMINARAYAN, et al., 2016).

Para entender melhor a semelhanca ou a diferenca dos perfis dos COVs das dez
cultivares de mandioca no tratamento controle, foi realizada uma analise de componentes
principais (PCA). O PCA é um dos métodos de andlise de dados multivariados mais comumente
usados para observar a classificacdo das amostras projetando os dados multidimensionais
originais em diferentes componentes principais (PCs), para que a variabilidade das amostras

possa ser avaliada da maneira mais simples (ERIKSSONET al., 2013). A Figura 18 mostra que
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os dois primeiros componentes principais explicam quase 90% da variagdo e separam
claramente as dez cultivares em quatro grupos distintos, esses grupos sao formados pelos COVs
emitidos por cada um dos dez cultivares estudados. O primeiro componente, explica 69,69 %
da variancia, separando principalmente o primeiro grupo formado pelas cultivares Equador 72

e BRS Mulatinha (circulo vermelho) de todas as outras cultivares.

O segundo componente explica que cerca de 16,46 % da variacdo e separa claramente
as cultivares BRS Formosa e BRS Poti Branca (circulo verde), enquanto na extremidade
superior (positiva) temos a presenca da cultivar IAC 90 (circulo verde) formando um grupo, e
na extremidade inferior (negativa) da PCA temos a formagéo de outro grupo com a presenca
das cultivares BRS Jari, Vassoura Preta, BRS Kiriris, BRS Dourada e Corrente (circulo

amarelo).

A anélise do grafico de loading plot (cargas) revela quais sdo 0s compostos responsaveis
pela separacdo entre as amostras (Figura 19). Os compostos mais relevantes para o primeiro
componente (PC1) é um grupo formado por dois monoterpenos (Limoneno e (E)-p-ocimeno).
Esses foram 0s mais representativos para o PC1. O (E)-B-ocimeno é um metabdlito presente em
niveis relativamente altos nos cultivares BRS Mulatinha e Equador 72, sendo o0 metabdlito mais
representativo para formacéo do grupo 1. Como podemos ver no grafico do bitplot (Figural9).
Esse metabdlito ja foi descrito por RIBEIRO (2015), onde foi emitido em grandes quantidades
em plantas controle do cultivar Equador 72. Os compostos Limoneno e (E)-B-ocimeno séo
descritos em varias culturas como Brassica pekinensis (KANG, LIU, et al., 2018), Medicago
truncatula (NAVIA-GINE, YUAN, et al., 2009), em plantas de Musa sp.(BERHAL, DE
CLERCK, et al., 2017), Camellia sinensis (ZENG et al., 2017), plantas de Nicotiana tabacum
(CASCONE, IODICE, et al., 2015) e em diferentes especies citrus (EL-GENGAIHI,
MOHAMMED, et al., 2020).
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Figura 18 a) Grafico de scores das amostras obtido por PCA, relacionando as cultivares de mandioca de plantas controle, o

qual levou a formacéo de quatro grupos. Grupo 1 (circulo vermelho); Grupo 2 (circulo verde); Grupo 3 (circulo azul) e Grupo 4

(circulo amarelo).
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O segundo componente (PC2) é definido por um grupo de compostos, octanal, -
mirceno, limoneno, linalol, decanal, composto nédo identificado (IR 1294) e (E)-B-cariofileno,
contribuindo para separacéo das cultivares BRS Formosa e BRS Poti Branca. Esses compostos
sdo emitidos por vaérias culturas, como em plantas de macieira (GIACOMUZZI, CAPPELLIN,
et al., 2016), plantas de cana-de-actcar (SILVA FILHO, 2014), mandioca (BEZERRA, 2017,
RIBEIRO, 2015), em plantas de banana (BERHAL, DE CLERCK, et al., 2017), em plantas de
berinjelas e gergelim (RIM, UEFUNE, et al., 2018), plantas de tabaco (LI, ZHANG, et al.,
2020), plantas de feijao (QUINTANA-RODRIGUEZ, MORALES-VARGAS, et al., 2015).

Para verificar o agrupamento das dez cultivares da mandioca em relagdo aos COVs
emitidos, também foi realizado a analise de agrupamento pelo método de otimizacdo de
TOCHER, utilizando como medida de dissimilaridade a distancia Euclidiana média
padronizada, a partir dos 33 COVs dos emitidos pelos dez diferentes cultivares de mandioca no
tratamento controle, mostrados na Tabela 3. Verifica-se que a analise agrupou os 10 geno6tipos
em quatro grupos distintos. A analise permite o estabelecimento dos grupos de forma que exista
homogeneidade dentro do grupo e heterogeneidade entre grupos. O grupo 1 foi formado por
dois genotipos, o grupo 2 também por dois genotipos, o grupo 3 é formado por um unico cultivar
e o0 grupo 4 formado por cinco gendtipos. Podendo observar que, em geral, 0s gendtipos
Equador 72 e BRS Mulatinha, IAC 90, e BRS Formosa e BRS Poti Branca sdo dissimilares
entre si e dos cinco cultivares do grupo 4. Os cinco cultivares que compde 0 grupo 4 sdo

similares entre si.



Figura 19

Grafico de bit-plot dos compostos das dez cultivares de mandioca no tratamento controle.
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Tabela 4 Agrupamentos entre os dez genétipos de mandioca no tratamento controle,
obtidos pelo método de otimizacdo de Tocher, com base na distdncia Euclidiana média
padronizada, considerando os diferentes compostos organicos volateis

Grupos Cultivares

1 BRS Formosa e BRS Poti Branca

2 BRS Jari, Corrente, Vassoura Preta, BRS Dourada e BRS Kiriris
3 Equador 72 e BRS Mulatinha

4 IAC 90

Em relacdo a importancia das variaveis em discriminar os genotipos em grupos distintos,
verifica-se que do total de 33 COVs identificados, apenas 15 contribuiram para tal. Dentre estes
15, o composto Longicicleno foi o que apresentou o maior percentual com 17,80% seguido dos
compostos como octadecano com 13,30% e Limoneno com a contribuigéo de 11,10%. Contudo,
conclui-se que estes compostos organicos volateis, em conjunto, sdo responsaveis por 42,40%
da variabilidade existente entre os cultivares estudados. Cabe salientar, que mesmo sendo
utilizadas andlises estatisticas diferentes para observar a formacao de grupos, usando como base
0s COVs emitidos por dez cultivares de mandioca, buscando padrbes de similaridade ou
dissimlaridade entre esses cultivares. Encontramos resultados semelhantes quando observamos
a formacdo desses grupos nas técnicas de PCA e de andlise de agrupamentos hierarquicos
(Dendograma) reforcando a importancia da variabilidade dos volateis existente entre as
cultivares de mandioca e mostrando como esses compostos influenciam diretamente na

formagé&o dos grupos.
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As dez cultivares de mandioca foram submetidas a infestacdo com a mosca-branca
A.aepim para verificar como as plantas respondem em relacdo a emissdo dos COVs. Uma vez
que, temos cultivares (Equador 72) resistente e (BRS Jari) susceptivel como referéncia. As
analises dos extratos obtidos nas dez cultivares de mandioca no tratamento infestado
apresentaram a emissdo de alguns novos COVs, 0s quais apresentaram aumento ou diminuigéo
da emiss&o quando comparados com os compostos emitidos nas plantas controle. No tratamento
infestado, tivemos a emissdo de 44 compostos ao total, sendo que as cultivares BRS Formosa e
BRS Mulatinha que apresentaram o maior nimero de COVs, com dezoito compostos, enquanto
a cultivar BRS Poti Branca foi a que apresentou 0 menor nimero com apenas seis compostos.
Os compostos identificados presentes em todas as cultivares estdo descritos acima na Tabela 3.
As plantas respondem a herbivoria, com a emissdo de uma série de COVs, chamados volateis
de plantas induzidos por herbivoros (HIPVs), esses compostos liberados dependem do tipo de
dano e até mesmo do tipo de ataque do inseto. Os COVs induzidos exercem um papel
importante para as plantas porque sdo utilizados por predadores como pistas para encontrar suas
presas, ajudam na repeléncia de insetos, aumentam a resisténcia da planta contra
microrganismos e diminuem a taxa de oviposicdo de insetos na planta (DA COSTA, PIRES, et
al., 2011b, STENBERG, HEIL, et al., 2015).

Para entender melhor, a semelhanca ou diferenca dos perfis dos COVs das dez cultivares
de mandioca no tratamento infestado e para decifrar como cada cultivar responde a infestacédo
pela mosca-branca A. aepim foi realizada uma analise de componentes principais (PCA). A
Figura 21 mostra que, os dois primeiros componentes principais explicam mais 80% da variacao
e separam claramente as dez cultivares em trés grupos distintos, esses grupos sdo formados
pelos COVs emitidos por cada um dos dez cultivares estudados. O primeiro componente,
explica 56,19 % da varidncia, separando principalmente o primeiro grupo formado
exclusivamente pela cultivar BRS Jari e IAC 90 (circulo vermelho) de todas as outras cultivares.
O segundo componente explica cerca de 25,53 % da variacdo e separa claramente as cultivares
BRS Mulatinha e Equador 72 (circulo verde), enquanto a na extremidade inferior (negativa) da
PCA temos a formacao do terceiro grupo formado com a presenca das seis cultivares BRS
Formosa, BRS Poti Branca, Vassoura Preta, BRS Kiriris, BRS Dourada e Corrente (circulo

amarelo).



Figura2l  a) Grafico de scores das amostras obtido por PCA, relacionando as cultivares de mandioca de plantas infestada, o 65

qual levou a formacéo de quatro grupos. Grupo 1 (circulo vermelho); Grupo 2 (circulo verde); Grupo 3 (circulo azul) e Grupo 4
(circulo amarelo).
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A analise do gréafico de loading plot (cargas) revela quais 0s compostos responsaveis
pela separacdo entre as amostras (Figura 22). Os compostos mais relevantes para o primeiro
componente (PC1) é um grupo formado por quatro compostos (2-metilbutan-1-ol, Linalol, 4-
metilpenten-3-ona e octan-3-ona). Esses compostos foram os mais representativos para o PC1.
Sendo o composto 4-metilpenten-3-ona, 0 metabdlito presente em niveis relativamente altos na
cultivar BRS Jari em resposta a infestacdo, contribuindo assim para formagéo do grupo 1, como
podemos ver no grafico do bitplot (Figura 22). Essa cultivar respondeu a infestacdo emitindo
uma mistura de compostos diferentes dos emitidos no tratamento controle, cabe salientar que

essa cultivar emitiu um total de dezessete compostos no tratamento infestado.

O segundo componente (PC2) é formado pela contribuicdo de um grupo de compostos,
principalmente Limoneno, Linalol, (E)-p-Ocimeno, Salicilato de metila, Decanal, Ftalato
dietila, Heptadeceno e Heptadecano. O composto com maior contribui¢cdo para formagdo do
grupo 2, foi 0 monoterpeno (E)-p-Ocimeno, assim como, nos COVs emitidos pelas plantas
controle das cultivares Equador 72 e BRS Mulatinha que também formaram um grupo no
tratamento controle. Esse composto apresentou a maior contribuicdo para o PC2, como pode

ser observado nitidamente na Figura 22.

De maneira semelhante, como foi realizado no tratamento controle as cultivares do
tratamento infestado foram submetidas a andlise de agrupamento em relacdo aos COVs
emitidos pelo método de otimizagdo de TOCHER, utilizando como medida de dissimilaridade
a distancia Euclidiana média padronizada, a partir de 44 COVs emitidos pelos dez diferentes
gendtipos mandioca no tratamento infestado, encontra-se na Tabela 3. Verifica-se que a analise
agrupou os 10 genotipos em trés grupos distintos. O grupo 1 foi formado por seis genétipos e

o0s grupos 2 e 3 formados por dois gendtipos cada.
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Figura 22

Grafico de bit-plot dos compostos das dez cultivares de mandioca no tratamento infestado.
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Tabela 5 Agrupamentos entre os dez genotipos de mandioca no tratamento infestado,
obtidos pelo método de otimizacdo de Tocher, com base na distancia Euclidiana média
padronizada, considerando os diferentes compostos organicos volateis

Grupos Cultivares

1 BRS Formosa, Corrente, VVassoura Preta, BRS Dourada, BRS Poti e BRS Kiriris
2 BRS Mulatinha e Equador 72

3 BRS Jari e IAC 90

Entre os compostos emitidos no tratamento infestado, cabe destacar emisséo de varios
pertencentes a algumas classes organicas contendo apenas seis &tomos carbono, séo eles 2,3-
dimetilbutan-2-ol, 2-metilbutan-1-ol, 1-metilciclopentan-1-ol, hexan-3-ol e o 4-metilpentan-2-
ol, alguns desses compostos sdo comumente descritos como volateis de folha verde, esses
compostos ndo foram encontrados nos COVs emitidos pelas plantas no tratamento controle. Os
volateis de folhas verdes (GLVs) representam um importante grupo de volateis de plantas. Eles
consistem em compostos formados por seis atomos de carbono (C6), incluindo alcoois, aldeidos
e ésteres, e sdo liberados em quase todas as plantas. Esses compostos sao muito produzidos e /
ou emitidos rapidamente apds a infeccdo por patdgeno ou herbivoria, estes compostos
desempenham um papel importante nas defesas das plantas. Também sdo relatados como
fundamentais nas defesas indiretas afetando diretamente as pragas, mas esse ndo € a Unica
funcéo bioldgica dos GLVs. Esses volateis, sdo provavelmente uma das armas exploradas mais
rapidamente (DUDAREVA, NEGRE, et al., 2006, SCALA, ALLMANN, et al., 2013). Esses
compostos ja mostraram atividades em varias culturas como Cocos nucifera (SHAMEER,
NASSER, et al., 2018), em plantas de tomate (CUI, SU, et al., 2014, ZHANG, Wen Fa, GONG,
et al., 2019). Outros compostos emitidos foram, algumas cetonas como 2-metil-Pentan-3-ona,
Hexan-2-ona, 3-metil-Ciclopentanona, 6-metil-5-Hepten-2-ona, Octan-3-ona que ja foram
encontrados em voléateis das folhas de Platanus orientalis (GULER, DURSUN, et al., 2017),
em volateis diferentes cultivares de amendoeiras (OLIVEIRA et al., 2019), em frutos de
péssegos (SEKER, EKINCI, et al., 2017). O composto octan-3-ona foi encontrado em brotos
de Capparis spinosa (ASCRIZZI, CIONI, et al., 2016), em volateis de milho ando e hibrido
apos infecgdo por Fusarium (SHERIF, BECKER, et al., 2016) e em raizes de carvalho
danificadas pelas larvas de M. hippocastani (WEISSTEINER, HUETTEROTH, et al., 2012).
O 6-metil-5-Hepten-2-ona esta entre os volateis emitidos por uma cultivar de pimentdo que nao

é preferida por insetos do pulgdo Aphis gossypii (DA COSTA, PIRES, et al., 2011), plantas de
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feijdo induzidas emitiram esse composto, causando as espécies de pulgdes Rhopalosiphum padi
L. e Aphis fabae Scop. uma menor preferéncia por essas plantas (MARKOVIC, GLINWOOD,
etal., 2014), em plantas de Verticordia spicata atacada pelo herbivoro Melitaea cinxiaesse esse
composto atua na atracdo do parasitdide Cotesia melitaearum (PINTO-ZEVALLOS,
MARTINS, et al., 2013).

Dentre outras classes de compostos, tivemos a presenca de compostos aromaticos como
xileno, etilbenzeno, ftalato de dietila e ftalato de isobutila, aldeidos como decanal, undecanal,
4-etilbenzaldeido, hidrocarbonetos como alcanos de cadeia longa que variam de (C12-C21),
heptadeceno e os ésteres salicilato de metila, salicilato de octila e acetato de isobornila. Os
compostos volateis como heneicosano e heptadecano semelhantes aos encontrados em plantas
saudaveis de rosa chinensis suscetiveis ao oidio (YANG, DONG, et al., 2019). Além disso, 0
heneicosano e outros alcanos de cadeia longa mostraram atratividade para os insetos
Callosobruchus maculatus (Fabricius) (Cole6ptera: Bruchidae), importante praga de sementes
de Lathyrus sativus L. (ADHIKARY, MUKHERJEE, et al., 2015).

Alguns compostos terpénicos como Limoneno, (E)-B-ocimeno, Linalol, (E)-p-
cariofileno, B-mirceno, (E)-p-cariofileno e Germaceno D continuaram sendo emitidos mesmo
apos a infestacdo com A. aepim. Além destes, outros terpenos foram emitidos apenas pés
herbivoria como (Z)-B-ocimeno, B-pineno, humuleno. Esses COVs sdo comumente descritos
na literatura realizando vérias fungdes nas interacdes tritréficas, sendo liberados por folhas,
flores e frutos para a atmosfera e das raizes no solo (DUDAREVA, PICHERSKY, 2008), como
em cultivares bananeiras (BERHAL, CHADI, et al., 2017), algumas cultivares de algodao
(LOUGHRIN, MANUKIAN, et al., 1995), em plantas de tomate alguns terpenos como (E)-f3-
ocimeno, linalol, B-pineno, B-mirceno, (E)-B-cariofileno foram emitidos por plantas sob
infestacdo com Tuta absoluta, mostrando nos resultados dos bioensaios que as mariposas
preferem ovipositar nas plantas sadias e ndo nas danificadas provavelmente por causa da
emissdo destes compostos (ANASTASAKI, DRIZOU, et al., 2018, PROFFIT, BIRGERSSON,
etal., 2011).

Esses compostos podem agir como atraente ou repelente como no caso do linalol esse
monoterpeno pode causar varios efeitos no comportamento dos insetos, atuando como um
atraente ou repelente, existe na natureza como dois possiveis estereoisomeros, (R)-(-)-linalol e
(S)-(+)-linalol. No estudo de HUFF, JASON PITTS (2019) foram usadas ceélulas para
identificar a ligacdo do linalol e compostos estruturalmente relacionados como ligantes do

receptor de odor do mosquito vetor da malaria, Anopheles gambiae. Observou-se que o isdmero
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(R)-(-)-linalol ativa o receptor expresso no mosquito, e a mistura dos estereoisomeros (R) e (S)
ativa o0 receptor com maior poténcia, o que implica na seletividade enantiomérica. A
conservacao desse receptor através das linhagens de Anopheline, sugere que esse composto

pode servir como atracdo para mosquitos que buscam néctar.

Em flores de cinco tipos de meldo foram observadas correlacGes positivas e negativas
entre as quantidades dos compostos, limoneno, benzaldeido (atrativos para abelha) e a-pineno
(repelente para abelhas), sugerido que as diferencas na composi¢do dos COVs florais do meléo
e a proporc¢éo desses compostos desempenham papel importante na polinizagdo e producdo de
frutos (PASTORIO, HOSHINO, et al., 2019). Os terpenos também s&o emitidos por plantas de
milho em resposta a alimentacao e oviposicdo de insetos herbivoros. Nos estudos realizados
por (TAMIRU, BRUCE, et al., 2017), foi observado que cultivares de milho aumentam
fortemente sua capacidade de produzir o (E)-B-cariofileno em plantas induzidas por elicitores
de oviposi¢do da Chilo partellus, esse composto é um importante como sinal de defesa.

Os volateis emitidos pelas plantas de Cymbopogon citratus (capim-limdo) e Tagetes
minuta (caléndula mexicana) sdo os responsaveis por repelir as fémeas de Megalurothrips
sjostedti (tripes de flores de feijdo), entre os principais compostos volateis encontrados nessas
duas cultivares estdo o citral e uma mistura de 4 componentes composta por di-hidrotagetona,
acetato de (Z) -3-hexenil, limoneno e (Z)-B-ocimeno. Essas plantas podem ser usadas em forma
de consorcio em um sistema de cultivo de feijao-caupi, podendo assim reduzir a infestacéo por
M. sjostedti (DIABATE, MARTIN, et al., 2008). As plantas de mandioca sob herbivoria de
Tetranychus urticae apresentaram diferenca significativa na emissdo dos COVs, (2)-B-
Ocimeno, N-(2-metilpropano) hidroxilamina, N-(2-metil butadieno)hidroxilamina, Indol,
antranilato de metila e (E)-nerolidol, quando comparadas com as plantas sadias. Esses
compostos podem estar envolvidos na atracdo do acaro predador Neoseiulus idaeus, pois este
preferiu significativamente as plantas infestadas com T. urticae em comparacdo as plantas
sadias (BEZERRA, 2017).

A herbivoria de insetos pode aumentar a emissdo de terpenos (BUSTOS-SEGURA,
2018) e de varios outros compostos que sdo emitidos por plantas. Entretanto, em nossos
resultados, houve a diminuigc&o na emisséo dos terpenos liberados em todas as cultivares de
mandioca no tratamento controle, no momento que as plantas foram submetidas a herbivoria,
como podemos observar na Figura 24, essas diminui¢des mostraram diferencas significativas
para alguns compostos. As cultivares BRS Mulatinha (38,75 ng/planta) e Equador 72 (35,46

ng/planta) no tratamento controle emitiam altas quantidades do terpeno (E)-B-ocimeno, porém
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apos a infestacdo ocorreu uma diminuicdo de aproximadamente trés vezes em sua emissdo para
BRS Mulatinha (13,34 ng/planta) e, aproximadamente, uma vez na Equador 72 (23,43
ng/planta). O longicicleno composto emitido pelas cultivares Equador 72 e Vassoura Preta no
tratamento controle, ndo foi emitido pelas no tratamento infestado. Também podemos observar
na Figura 24, que os compostos Limoneno (12,05 ng/planta), Germaceno D (0,57 ng/planta),
(E)-p-cariofileno (5,18 ng/planta) e Linalol (22,37 ng/planta), que foram emitidos por plantas
da cultivar IAC 90 no tratamento controle, apds a infestacdo os compostos Limoneno,
Germaceno D e (E)-B-cariofileno ndo foram emitidos enquanto o Linalol (15,61 ng/planta)

apresentou uma diminui¢do em sua emissao.

O ataque de insetos herbivoros induz as plantas a mobilizar suas defesas quimicas,
incluindo a liberacédo de volateis que atraem inimigos naturais desses insetos. 1sso, geralmente,
envolve a via do Acido Jasmonico (AJ) e do Acido Salicilico (AS)(ZHANG, LI, et al., 2013) a
infestacdo de plantas por mosca-branca, que é um inseto sugador e se alimenta do floema, pode
ocasionar uma regulacdo na expressao de genes de defesa dessas plantas, resultando em um
perfil alterado de metabolitos, isso acaba acontecendo porque esses insetos ativam
especificamente a via de sinalizagdo do AS, suprimindo assim as defesas baseadas na via do AJ
e melhorando a adequacéo da planta hospedeira (WANG, Xiao Wei, LI, et al., 2017, ZHANG,
Peng Jun, LI, et al., 2013).

Plantas de feijdo (Phaseolus lunatus) infestadas com mosca-branca (Bemisia tabaci) e
com as defesas indiretas induzidas por acaros (Tetranychus urticae) apresentaram uma reducao
nas emissdes do (E)-B-ocimeno. Nesse estudo foram feitas analises de fitohorménios e
expressao génica, as quais revelaram que a infestacdo por B. tabaci, bem como a aplicacdo de
Acido Salicilico (SA), inibiram a producdo de Acido Jasmonico (AJ), induzido por &caros e
reduziram a expressao de dois genes regulados pela via do AJ, um dos quais codifica para P.
lunatus a enzima B-ocimeno-sintase que catalisa a sintese de (E)-B-ocimeno (ZHANG,
ZHENG, et al., 2009). Os estudos realizados por (LI, WELDEGERGIS, et al., 2014), mostram
que as plantas Nicotiana benthamiana e Arabidopsis foram usadas como modelo para mostrar
que os begomovirus suprimem as defesas relacionadas aos terpenos de plantas para alcancar o
mutualismo indireto do vetor do virus (mosca-branca). A proteina BC1, foi identificada como
o principal fator genético viral para a supressao da sintese dos terpenos, essa proteina interage
com um fator de transcricdo (MYC2) presente nas plantas. Esse fator € um componente chave
na via do AJ, os dimeros MY C2 regulam diretamente 0os genes das enzimas terpenos sintase

(TPS). Assim a proteina BC1 interfere na dimerizagdo do MYC2, resultando na diminui¢do dos
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niveis de transcricdo das TPS e, consequentemente, na reducdo da sintese de terpenos. Em
plantas de mutantes de tomate transgénico, com a via do AJ ativa e mutantes de tomate
transgénico com a via do AJ prejudicada, foram submetidas a infestacdo com a mosca-branca B.
tabaci, os mutantes de tomate com a via AJ ativa retardaram o desenvolvimento das ninfas de B.
tabaci, enquanto os mutantes com a via do AJ prejudicada aceleraram o desenvolvimento das
ninfas. Esses efeitos das defesas AJ no desenvolvimento das ninfas também foram
documentados em condicGes de semi-campo. Alteracdes na expressao dos genes de defesa e na
producdo de fitohormonios indicaram que os adultos B. tabaci podem suprimir defesas
dependentes de AJ apds infestacdo. A supressao da AJ foi correlacionada com a indugédo de
acido salicilico (SA) em folhas infestadas em laboratério e em condi¢des de semi-campo. Se a
sinalizacdo AS foi blogueada, acontece um aumento de AJ aumenta nas folhas infestadas e o
desenvolvimento da ninfa de B. tabaci € retardado (ZHANG, HE, et al., 2018).

Nossos resultados corroboram com estudos citados anteriormente, mostrando que
guando as plantas de mandioca sdo submetidas a herbivoria por mosca-branca, estas apresentam
uma diminuicao significativa na emissdo dos terpenos, sugerindo que apos o ataque do inseto
ocorre a inativacdo da via do acido jasménico AJ e, como consequéncia disso, a diminui¢do da
emissdo dos terpenos. Em compensacdo, as plantas infestadas ativam a via do &cido salicilico
AS, pois como podemos observar nos volateis das plantas infestadas (Tabela 3), encontramos
compostos provenientes da via do &cido salicilico, como salicilato de metila (composto que foi
emitido apenas na cultivar BRS Formosa no tratamento controle e teve sua emisséo diminuigao
apos a infestacdo) e passou a ser emitido apds a infestacdo pelas cultivares Equador 72,
Vassoura preta, BRS Poti Branca, IAC 90, BRS Mulatinha, além do composto salicilato de
octila, que ndo foi encontrado nas plantas controle. No entanto, precisamos realizar um estudo
minucioso, utilizando técnicas de expressdo génica, biologia molecular para que possamos ter
uma melhor compreensdo nas interagcdes entre a mosca-branca A. aepim, com as plantas de
mandioca. Pois 0 entendimento dessas interacGes entre mosca-branca e plantas hospedeiras

promovera o desenvolvimento de novas estratégias para o controle desse inseto-praga.
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Figura 24 Diminuicdo da liberacao de terpenos nas dez cultivares de mandioca

infestadas com A. aepim.
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As cultivares estdo na seguinte ordem: BRS Jari (B), BRS Jari Infestada (Bl), Equador 72(E), Equador 72
Infestada (EI), Corrente (C), Corrente Infestada(Cl), BRS Dourada (D), BRS Dourada Infestada (DI), BRS
Formosa (F), BRS Formosa Infestada (FI), Vassoura Preta(V), Vassoura Preta Infestada (V1), BRS Kiriris (K),
BRS Kiriris Infestada (K1), BRS Poti Branca (P), BRS Poti Branca (PI),, BRS Mulatinha (M), BRS Mulatinha
Infestada (MI), IAC 90 (I) IAC 90 infestada (I1). Médias seguidas da mesma letra mindscula ndo diferem
estatisticamente a 5% de probabilidade (teste t de Student para comparagdes de duas médias e Scott-Knott para
trés ou mais).
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Em plantas de mutantes de tomate transgénico, com a via do AJ ativa e mutantes de
tomate transgénico com a via do AJ inativas, foram submetidas a infestagdo com a mosca-
branca B. tabaci, os mutantes de tomate com a via AJ ativa retardaram o desenvolvimento das
ninfas de B. tabaci, enquanto os mutantes com a via do AJ prejudicada aceleraram o
desenvolvimento das ninfas. Esses efeitos das defesas AJ no desenvolvimento das ninfas
também foram documentados em condicdes de semi-campo. Alteracfes na expressdo dos genes
de defesa e na producdo de fitohormdnios indicaram que os adultos B. tabaci podem suprimir
defesas dependentes de AJ apos infestacdo. A supressdo da AJ foi correlacionada com a indugéo
de &cido salicilico (SA) em folhas infestadas em laboratdrio e em condigdes de semi-campo. Se
a sinalizacdo AS foi bloqueada, acontece um aumento de AJ aumenta nas folhas infestadas e o
desenvolvimento da ninfa de B. tabaci éretardado (ZHANG, HE, et al., 2018).

Nossos resultados corroboram com estudos citados anteriormente, mostrando que
quando as plantas de mandioca sdo submetidas a herbivoria por mosca-branca, estas apresentam
uma diminuicao significativa na emissdo dos terpenos, sugerindo que apos o ataque do inseto
ocorre a inativacdo da via do acido jasménico AJ e, como consequéncia disso, a diminui¢do da
emissdo dos terpenos. Em compensacdo, as plantas infestadas ativam a via do &cido salicilico
AS, pois como podemos observar nos volateis das plantas infestadas (Tabela 3), encontramos
compostos provenientes da via do acido salicilico, como salicilato de metila e salicilato de
octila, os quais ndo sdo encontrados nas plantas controle. No entanto, precisamos realizar um
estudo mais minucioso, utilizando técnicas de expressdo génica, biologia molecular para que
possamos ter uma melhor compreensdo nas interagdes da mosca-branca A. aepim, com as
plantas de mandioca. Pois 0 entendimento dessas interacdes entre mosca-branca e plantas

hospedeiras promoverd o desenvolvimento de novas estratégias para o controle desse inseto

praga.
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5.4 Bioensaios comportamentais e Eletroantenograficos dos COVs das cultivares de

mandioca frente a mosca-branca Aleurothrixus aepim.

Os resultados dos estudos eletroantenograficos e comportamentais da mosca-branca A.
aepim frente aos extratos das cultivares de mandioca apresentaram algumas respostas positivas.
Nos bioensaios de olfatometria foram avaliados os extratos das cultivares Equador 72
(Resistente) e BRS Jari (Susceptivel) e o padrdo sintético (E)-p-Ocimeno, visto que esse
composto tinha sido descrito como possivel marcador de repeléncia e encontrado em altas
guantidades na cultivar resistente com descrito por (RIBEIRO, 2015), entdo foram testadas as
concentragdes 3, 30, 300 e 3000 ng/pL para avaliar a preferéncia ou ndo preferéncia das mosca-

branca A. aepim (Figura 25).

Figura 25 Porcentagem da repeléncia olfativa da Mosca-branca A. aepim aos COVs dos

cultivares de mandioca e do padrao sintético (E)-p-Ocimeno, em olfatometro em “Y”.

Volateis dos cultivares de mandioca Controle (Hexano)

BRS Jari

Equador 72

(E)-B-Ccimeno

3000 ng

300 ng L

30 ng

3ng

15 M 15 10 5 0 5 10 15 o Ti 15
£ Al 13 1 3 U 3 1 13 U £

Porcentagem (%) da escolha da mosca-branca A. aepim

* préximo as barras indica diferenca significativa nas respostas comportamentais de A. aepim aos tratamentos pelo
teste do qui-quadrado (p<0,05).
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Os resultados obtidos nos bioensaios comportamentais mostraram que a mosca-branca
ndo mostrou preferéncia entre a fonte do odor controle (Hexano) em relacdo aos COVs das
cultivares Equador 72 (2 = 1,96; p = 0,100) e da cultivar BRS Jari (32 = 0; p = 0,1615).
Entretanto, mostrou preferéncia entre a fonte do odor controle (Hexano) em relacdo a
concentracédo de 300 ng (2 =4; p=0,0455). Todavia, as outras concentragdes de 3000 ng (¥2
=1,96; p=0,1615), 30 ng (2 = 0,36; p = 0,5495) e 3 ng (y2 = 0; p = 0,100) ndo apresentaram

diferenca significativa em relagdo ao controle (Hexano).

No trabalho de RIBEIRO (2015), o padrédo (E)-B-ocimeno foi testado em bioensaios
comportamentais frente a mosca-branca, e os resultados demonstraram um comportamento de
repeléncia por parte da mosca-branca em relacdo a este composto. No entanto, nesse trabalho
foi utilizado um bioensaio sem chance de escolha, o que pode nédo revelar realmente a atividade
bioldgica e a relevancia ecoldgica dos compostos que estdo em maiores concentracdes e outros
que sdo produzidos exclusivamente pelo cultivar resistente. Estudos realizados em nosso grupo
(dados em processo de publicacdo), mostraram que os COVs do cultivar equador 72 (resistente)
coletados num periodo de 60 horas, apontaram diferenca significativa quando comparados ao
controle (Hexano), frente a mosca-branca A. aepim utilizando o olfatbmetro em Y. Por sua vez,
em nosso trabalho, foi realizado um periodo de coleta de 48 horas e os COVs dessa cultivar ndo
apresentaram diferencas significativas na resposta do inseto quando comparados com o controle

(Hexano).

Os testes eletroantenogréaficos realizados, revelaram que os valores das respostas em
volts (V), obtidas das antenas das moscas-brancas A. aepim, quando submetidas aos puffs
dos extratos das cultivares BRS Dourada, IAC 90, Corrente e BRS Mulatinha, foram
significativamente diferentes(p<0,05) do restante das respostas dos outros cultivares e do
controle (Hexano) (Figura 26). As respostas estatisticamente significativas apresentadas pelas
antenas da mosca-branca, mostram que a mistura dos volateis emitidos por esses cultivares sdo
percebidos pelos insetos, entretanto esses testes ndo nos mostram qual o comportamento que 0s
insetos exibiram, sendo necessario, a realizacdo de bioensaios olfatométricos para avaliar as
mudangas comportamentais desses insetos frente aos extratos e para que assim possamos

descobrir se sdo atraentes ou repelentes.
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Figura26  Respostas eletroantenogréaficas das antenas da mosca-branca A. aepim
frente aos COVs das cultivares de mandioca.
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Cultivares com médias néo ligadas por mesma letra diferem pelo teste de Scott & Knott em nivel de 5% de
probabilidade de erro.

O blend de volateis liberado pelas plantas pode ser bastante variavel e especifico para
uma determinada interacdo planta-herbivoro, estagio de desenvolvimento, idade da folha,
tecido da planta, espécie de planta (DICKE, VAN LOON, 2000) e, inclusive, entre diferentes
cultivares dentro da mesma espécie (DA COSTA, PIRES, et al., 2011b). As substancias volateis
emitidas pelas plantas permitem a comunicacgdo entre individuos de espécies diferentes e, as
vezes, de taxons diferentes como entre plantas e insetos. A interacdo inseto-planta depende da
presenca, no tempo certo e na quantidade apropriada, de determinados compostos volateis,
responsaveis por aromas caracteristicos (TEIXEIRA, 2016). Entre os compostos encontrados
nos volateis das plantas das cultivares de mandioca, podemos destacar o (E)-B-ocimeno que
aparece como 0 composto encontrado em maiores quantidades nas cultivares cultivar Equador
72 em nosso estudo, fato que corroboram como descrito por (RIBEIRO, 2015), além de outros
compostos com atividade bioldgica descrita como (E)-B-cariofileno, limoneno, linalol e octanal.
O B-ocimeno é um volatil comumente liberado por folhas e flores de muitas espécies de plantas.
Este monoterpeno aciclico pode desempenhar varias fungdes bioldgicas nas plantas, afetando
potencialmente visitantes florais, e também mediando respostas defensivas a herbivoria. Além
disso, emissdes de B-ocimeno sdo induzidas em tecidos vegetais apds herbivoria em muitas
espécies, que tém funcBes relevantes no estabelecimento de interacdes tritroficas (FARRE-
ARMENGOL, FILELLA, et al., 2017).
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No trabalho realizado por TU, QIN (2017), onde experimentos com olfatbmetro em Y
foram realizados para investigar os efeitos repelentes de diferentes variedades de aipo frente a
mosca-branca, Bemisia tabaci biotipo Q, os testes mostraram que as variedades de aipo que
apresentaram repeléncia tinham em sua mistura de volateis a presenca de Limoneno, f-mirceno
e (E)-B-ocimeno como principais componentes ativos. Os efeitos repelentes podem estar
ligados a quantidade de cada composto presente nos extratos testados. O B-ocimeno influenciou
negativamente o comportamento alimentar dos pulgdes Myzus persicae, encurtando o periodo
total de alimentacdo e a ingestdo de floema, os pulgdes preferiram plantas de couve chinesas
saudaveis em compara¢do com plantas tratadas com B-ocimeno. Além disso, 0s parasitoides
Aphidius gifuensis foram atraidos para o brago do olfatotometro em Y, que continha as plantas
de repolho chinés tratadas com PB-ocimeno em comparacdo aos COVs de plantas saudaveis
(KANG, LIU, et al., 2018). De acordo com nossas observagdes, as moscas-brancas foram
repelidas pelos volateis emitidos pelos padréo (E)-B-ocimeno apenas na concentragdo de 300
ng, quando testados em olfatdbmetros em tubo Y. Em nosso trabalho, os volateis das plantas da
cultivar Equador 72 ndo apresentaram atividade repelente quando foram expostos as mosca-
brancas, ao contrario dos resultados encontrados por RIBEIRO (2015). Todavia, cabe salientar
que isso pode estar ligado tempo de coleta que foi menor em nosso trabalho resultando numa
menor quantidade dos compostos no extrato, o que pode influenciar significativamente nas
respostas das moscas-brancas testadas, como nos trabalhos descritos por BRUCE, PICKETT
(2011), nos quais os insetos foram expostos apenas aos volateis das plantas e, em conjunto,
revelaram que respostas comportamentais mais fortes séo obtidas com misturas ou combinacgdes
adequadas de volateis do que com compostos Unicos. Possivelmente, 0os mecanismos de
resisténcia que tornam esta cultivar resistente 8 mosca-branca estdo relacionados a um conjunto
de recursos de defesa vegetal desta cultivar, utilizando para isso a mistura de volateis em
quantidades especificas contendo varios compostos incluindo entre eles o (E)-p-ocimeno,

metabolitos solUveis, defesas fisicas, como tricomas e ceras.
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55  Analises metaboldmica das plantas de mandioca

5.5.1 Perfil metabolémico dos cultivares de mandioca

O espectro de RMN-1H dos extratos de plantas geralmente é dividido em 4 regibes
caracteristicas de deslocamentos quimicos: aminoacidos (0.5 — 2 ppm), &cidos organicos (2 — 3
ppm), aclcares (3 — 5 ppm) e compostos arométicos (6 — 8 ppm). A Figura 26 mostra a
comparagio entre os espectros de RMN-H dos cultivares Equador 72 Controle (Verde),
Equador 72 Infestada (Azul), Cultivar BRS Jari Controle (vermelho) e do Cultivar BRS Jari
Infestado (Amarelo). A analise desses espectros utilizando somente o experimento de
hidrogénio unidimensional é muito complexa devido a sobreposicdo de sinais de dezenas de
metabolitos, sendo dificil a identificacdo dos mesmos. Para a identificacdo dos metabolitos
discriminantes entre as plantas dos dois cultivares de mandioca estudados, foram executadas

andlises de dados de ressonancia magnética nuclear em duas dimensoes.

Figura 27 Comparagao dos espectros de RMN-1H de extrato de folhas de mandioca
do cultivar Equador 72 (Controle e Infestada) e cultivar BRS Jari (Controle e Infestada)

com as regides caracteristicas de algumas classes de metabdlitos.
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A identificacdo dos metabdlitos foi realizada pela anélise dos dados de RMN, com base
na inspecdo direta dos espectros comparando-se com dados da literatura (HMDB, 2020),
software Chenomix®, para confirmagdo dos metabolitos foi utilizado uma combinagdo dos
experimentos J-resolvido, COSY (acoplamento homonuclear *H - *H), HSQC (acoplamento

heteronuclear *H — *C J') e HMBC (acoplamento heteronuclear *H-*C J2%) que sdo
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importantes para a confirmagdo dos metabolitos. Foram identificados um total de dezesseis
metabolitos sollGveis nos dois cultivares de mandioca nos diferentes tratamentos, como

podemos observar na Tabela 6.

Tabela 6 Metabdlitos soltveis encontrados nas cultivares de mandioca Equador 72
e BRS Jari.

0 ol
N°  Metabolitos Deslocamento Quimico (ppm) - J (Hz) - RMN-1H

1  Kaempferol-3- 8,05 (H-6°, H-2, d, J=9 Hz), 7,00 (H-5°, H-3", d, J=9 Hz), 6,54 (H-6, d, J=2
O-rutinosidico Hz), 6,33 (H-8, d, J=2 Hz), 5,11 (d, J=7,00 Hz), 4,52 (d, J=2Hz), 3,80 (m),
3,63 (m), 3,54 (m), 3,43 (M), 3,31 (M), 1,09 (d, J=6 Hz)

2 Rutina 8,05 (H-6, H-2, d, J=9 Hz), 7,00 (H-5", H-3", d, J=9 Hz), 6,54 (H-6, d, J=2
Hz), 6,33 (H-8, d, J=2 Hz), 5,11 (d, J=7,00 Hz), 4,52 (d, J=2Hz), 3,80 (m),
3,63 (m), 3,54 (M), 3,43 (M), 3,31 (M), 1,09 (d, J=6 Hz)

3  Treonina 1,33(H-4, d, J=7Hz), 3,60 (H-2, q) e 4,26 (H-3, m)

4  Acido Latico 1,32 (H-3, d, J=7 Hz) e 4,07 (H-2, g, J=7 Hz)

5 Linamarina 1,60 (Metilas, s)

6 Acetona 2,22 (H-2,s)

7 Acido 7,59 (H-7°, d, J=16 Hz), 6,39 (H-8.d, J=16 Hz), 7,14 (H-2", d, J=2 Hz),
Clorogénico 7,05 (H-6°,dd), 5,33 (H-5), 2,03 (H-6), 3,80 (H-4) e 4,23 (H-3)

8 Trigonelina 9,14(H-1, s), 8,86 (H-3, H-5, m), 8,07(H-4, m) e 4,45(H-7, s)

9  Alanina 1,48 (H-3,d, J=7,4 Hz), 3.8(H-2, q, J=7,4 Hz)
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10 Etanol 1,26 (H-2, t,J = 7,0 Hz), 3,68 (H-1, g, J = 7.0 Hz)

11 Sacarose 5,40 (H-1,d,J=4 Hz) e 4,17 (H-3,d, J=7,7 HZ)

12 Acido Chiquimico 4,46 (H-3, t, J=4,10 Hz)

13 Acido galico 7,03 (H-3, H-5, s)
14 o-Glicose 5.18(H-1, d)
15 Fumarato 6,61(s)

16 Acido p-cumérico 7,43 (H-2,H-6 d, J=8,4), 7,49 (2H, d), 6,79 (H-3,H-5, d, J=8,8) 6,79 (2H,
d),6,27 (H-7, d,J = 16) 6,29 (1H, d), 7,57 (H-8, d,J = 16), 7,52 (1H, d)

(s) — simpleto; (d) — dupleto; (dd)-dupleto de dupleto;(m) — multipleto; (q) — quarteto.

5.5.2 Analises multivariada das cultivares da mandioca Equador 72 e BRS Jari

A analise de componentes principais (PCA) foi realizada para identificacdo de outliers
e tendéncias de agrupamentos entre as cultivares estudadas. Um total de 40 espectros de RMN
sendo 10 da cultivar BRS Jari controle (susceptivel), 10 da cultivar BRS Jari infestada
(susceptivel), 10 da Equador 72 controle (resistente) e 10 da Equador 72 controle (resistente)
foram utilizados para a formacdo dos dados para PCA. A figura 28 apresenta todos os 40
espectros sobrepostos alinhados e escalonados pelo método de centralizagdo da média,

totalizando 886.572 variaveis.



83

Figura 28 Dados processados para analise multivariada das cultivares de mandioca
estudadas 40 espectros e 886.572 variaveis.
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A andlise de componentes principais explicou 81,9% da variancia total dos dados
através das componentes 1 e 2. Os dados estatisticos dos valores de R = 0,819, coeficiente que
indica a percentagem da variabilidade dos dados somando-se as duas componentes principais,
e Q =0,719, o que indica o poder preditivo do modelo estatistico (Q > 0.5 indica um bom poder
preditivo). Os escores da PCA (Figura 29) mostraram-se randomizados indicando que houve
uma boa separacao entre os tratamentos estudados, onde as cultivares sem infestacdo formaram

um grupo e as cultivares do tratamento infestado formaram outro grupo.
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Figura 29 Escores das PCA obtidos por espectros de RMN-1H comparando as
amostras BRS Jari e Equador 72.
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A OPLS-DA é um método estatistico supervisionado que tem como objetivo a
identificacdo dos biomarcadores relacionados ao estudo. Neste trabalho, foram realizados
modelos de OPLS-DA pareando as duas cultivares estudadas comparando os diferentes
tratamentos. A validagdo do método foi realizada por meio da validacéo cruzada junto com a
analise de variancia (CV- ANOVA, p <0.05), e os metabdlitos discriminantes foram
selecionados com valor de correlacdo Pearson (r >|0,576|). A correlacdo de Pearson é uma
medida da variancia compartilhada entre duas variaveis, onde o aumento ou decréscimo de uma
unidade da variavel X gera o mesmo impacto em Y (FILHO, JUNIOR, 2009). A Tabela 6 mostra
todos os metabdlitos inclusive os discriminantes entre as cultivares Equador 72 e BRS Jari que
foram identificados através dos S-lines gerado no programa SIMCA-P, no qual os picos com
alta correlagcdo possuem cores vermelhas, enquanto os picos com baixa correlagdo possuem
cores azuis. Como pode ser visualizado na Tabela 6, o modelo OPLS-DA (Figura 30) foi
validado ((p < 0,05) e foi possivel identificar diferencas entre as cultivares de mandioca nos
diferentes tratamentos. Houve uma maior concentra¢do dos metabdlitos Rutina, Kaempferol-3-
O-rutinosidico e o0s agUcares glicose e sacarose na cultivar Equador 72 (resistente) no
tratamento controle, e, elevados niveis de linamarina e &cido clorogénico na cultivar BRS Jari

(susceptivel) Figura (30).



85

Figura 30 Escores da OPLS-DA das cultivares de mandioca BRS Jari Controle e
Equador 72 Controle. (A) S-line mostrando os metabolitos discriminantes, sinais com fase
positiva referem-se a cultivar BRS Jari e sinais com fase negativa referem-se a cultivar
Equador 72 (B).
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Figura3l  Boxplot das concentraces relativas dos metabdlitos discriminantes
presentes nas cultivares de mandioca Equador 72 Controle (resistente) e BRS Jari
Controle (susceptivel). (Teste t, p < 0,05).
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Os boxplots com BC) BRS Jari controle (Vermelho) e EC) Equador 72 Controle (Verde).

A Figura 31 apresenta 0 comportamento dos niveis dos metabolitos discriminantes nas
folhas da cultivar resistentes e susceptiveis de mandioca por meio do grafico boxplot, que foi
construido atraves das integrais das areas dos sinais de RMN processados no software Matlab.

Estes metabdlitos apresentaram variancia significativa (ANOVA) com valor de p < 0,05. Ao
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analisar os graficos boxplots foi observado uma tendéncia de aumento nos niveis dos
metabolitos Kaempferol-3-O-rutinosidico, Rutina, Sacarose, Glicose para cultivar resistente e,
para a cultivar susceptivel houve um aumento dos niveis dos metabdlitos acido clorogénico,

Linamarina e Etanol.

Foram realizadas comparagdes ainda entre as duas cultivares em ambos os tratamentos,
controle e infestado, para verificar quais os metabolitos estdo discriminando em cada tratamento

e gquais metabdlitos estdo discriminando entre as cultivares. A andlise da "impressdo digital”

(fingerprint) por RMN-1H do tecido foliar das plantas do cultivar de mandioca resistente
Equador 72, nos tratamentos controle e infestado, possibilitou a separagdo dos grupos por meio
da OPLS-DA onde a cultivar Equador 72 no tratamento controle (pontos em verde) e no
tratamento infestado (pontos em azul) (Figura 32) e a identificacdo dos metabdlitos
discriminantes no grafico S-line, ap6s a infestacdo. Pode-se verificar uma diminuicdo
significativa nas quantidades de agUcares apds a infestacdo com mosca-branca e 0 aumento nas
quantidades de etanol e acetona (metabdlito liberado pela hidrolise da linamarina, que

geralmente ocorre quando o tecido foliar da mandioca sofre algum dano) (Figura 32B).

Figura 32 Escores da OPLS-DA das cultivares de mandioca Equador 72 controle
(Verde) e Equador 72 infestada (Azul) (A). S-line mostrando os metabolitos
discriminantes, sinais com fase positiva referem-se a cultivar Equador 72 Controle e sinais

com fase negativa referem-se a cultivar Equador 72 Infestada (B).
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Figura 33 - Boxplot das concentragdes relativas dos metabdlitos discriminantes presentes

nas cultivares de mandioca Equador 72 Controle e Infestado (resistente). (Teste t, p <

0,05).

Intensidade

Intensidade

Intensidade

Etanol Acetona
- —— (=3
H o
wy H -
@ 7 1 o
. @
2 8
w b
o =1
4 5 &
b £ g
(=]
o T T = T T
EC El EC El
Tratamentos Tratamentos
Sacarose Glicose
—— f=1 ——
8 . 5. s :
T g :
o
o
(3
2 3 -
=
[=3
uwy T
(=1 0
™~ [— E—
! T T
EC El EC £l
Tratamentos Tratamentos
Kaempferol Rutina
s & H
(=]
g _l_ g o~
o 5 £ I
™ p—m— B H
u E_, 9 H
n =
. s N -
w = -
EC El
Tratamentos Tratamentos

Os boxplots com EC) Equador 72 Controle (Verde) e EI) Equador 72 Infestado (Azul).



89

As plantas do cultivar susceptivel (BRS Jari) tiveram seus tratamentos comparados
(controle x infestado) para observar como as plantas estdo respondendo a herbivoria & mosca-
branca A. aepim. A OPLS-DA possibilitou a separacdo dos grupos no tratamento controle
(pontos em vermelho) e no tratamento infestado (pontos em amarelo) (Figura 34) e a
identificacdo dos metabdlitos discriminantes no grafico S-line, ap6s a infestagcdo. As plantas
infestadas também apresentaram uma diminuicdo significativa nas quantidades de acUcares
apos a infestacdo com mosca-branca, (de forma semelhante ao que aconteceu nas plantas do
cultivar resistentes infestadas), e 0 aumento nas quantidades de acetona, acido clorogénico e

acido gélico (Figura 32).

Figura 34 Escores da OPLS-DA das cultivares de mandioca BRS Jari Controle
(Vermelho) e BRS Jari Infestada (Amarelo) (A).S-line mostrando os metabolitos
discriminantes, sinais com fase positiva referem-se a cultivar BRS Jari Infestada e sinais

com fase negativa referem-se a cultivar BRS Jari Controle (B).
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Figura 35 - Boxplot das concentracdes relativas dos metabdlitos discriminantes presentes

nas cultivares de mandioca BRS Jari Controle e Infestado (Susceptivel). (Teste t, p <0,05).
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As plantas submetidas a herbivoria de ambos os cultivares, também foram comparadas,
para verificar quais os metabdlitos discriminantes. Os grupos formados por Equador 72
Infestado (pontos em azul) e BRS Jari infestado (pontos em amarelo) (Figura 36) e a
identificacdo dos metabolitos discriminantes no grafico S-line apresentaram altos niveis de
acetona e Linamarina na cultivar resistente, enquanto apresentaram altos niveis &cido gélico,

acido p-cumérico e &cido clorogénico.

Figura36  Escores da OPLS-DA das cultivares de mandioca Equador 72 Infestada
(Azul) e BRS Jari Infestada (Amarelo) (A). S-line mostrando o0os metabolitos
discriminantes, sinais com fase positiva referem-se a cultivar BRS Jari Infestada e sinais

com fase negativa referem-se a cultivar Equador 72 infestada (B).
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Figura 37 - Boxplot das concentragdes relativas dos metabdlitos discriminantes presentes
nas cultivares de mandioca BRS Jari Infestado (Susceptivel) e Equador 72 Infestado
(Resistente). (Teste t, p < 0,05).
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Os boxplots com BRS Jari Infestado (Amarelo). e El) Equador 72 Jari Infestado (Azul).

Entre os metabdlitos solUveis encontrados no presente trabalho, estdo alguns
aminoacidos como Acido latico, Treonina, Fumarato e Alanina, que sio metabolitos primarios
e sdo essenciais para vida de qualquer organismo. Os aminodcidos possuem vérias funcbes
proeminentes nas plantas. Além de seu uso durante a biossintese de proteinas, eles também
representam blocos de construgdo para varias outras como percursores para biossintese de
outros compostos nitrogenados, como nucleotideos, fitohormdnios ou metabolitos secundarios
e desempenham papéis fundamentais durante os processos de sinalizagdo, bem como na
resposta ao estresse da planta (HILDEBRANDT, NUNES NESI, et al., 2015). O glicolato,
malato, lactato e o 2-hidroxilglutarato sdo importantes 2-hidroxiacidos (2HA) no metabolismo
da planta. A maioria deles pode ser encontrado como esterecisomeros D e L. Estes 2HA
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desempenham um papel fundamental no metabolismo primério da planta, onde estdo
envolvidos em caminhos fundamentais, como fotorespiracao, ciclo de acido tricarboxilico, ciclo
de glioxilato, via metilglioxal e catabolismo de lisina. Em plantas, o L-lactato funciona como
um dissipador de elétrons durante condicdes de microoxia (hipoxia), mas também esta
envolvido na defesa de plantas contra patégenos (MAURINO, ENGQVIST, 2015).

A treonina é um dos aminoacidos essenciais para o desenvolvimento e crescimento dos
insetos herbivoros. As plantas desenvolveram um arsenal fitoquimico para dissuadir os insetos
herbivoros, inclui metabdlitos de baixo peso molecular (os chamados metabdlitos secundarios),
bem como proteinas que exercem efeitos toxicos ou anti-nutricionais. Entre as proteinas
defensivas mais bem estudadas estdo os inibidores de proteases (P1) que formam complexos
altamente estaveis com proteases digestivas de insetos. A inibicdo das Pls resulta em
diminuicdo da digestdo de proteinas alimentares, deplecdo de aminodcidos essenciais e
consequentemente na diminuicéo das taxas de crescimento e desenvolvimento de insetos. Como
em plantas de tomate (Solanum lycopersicum) que expressam isoformas de arginase e treonina
desaminase (TD) que atuam no intestino do inseto degradando os aminoacidos essenciais
arginina e treonina, respectivamente e desta forma influenciando na biologia do inseto,
resultando em uma das formas de resisténcia da planta (antibiose) (GONZALES-VIGIL,
BIANCHETTI, et al., 2011).

A alanina é um dos primeiros produtos da assimilacdo de CO2 nas plantas. Ela é formada
na fotossintese, presumivelmente, pela aminacdo redutora do PEP (fosfo-enol- piruvato) que é
derivada da PGA (4cido 3-fosfoglicerato). A producdo de alanina ¢ aumentada quando a
fotossintese ocorre a baixas concentracdes de oxigénio, e a temperaturas extremas e sob 0
estresse hidrico (SOSINSKA e MALESZEWSKI, 1978). Alguns compostos volateis incluindo
aldeidos, alcool, éster, acidos e compostos contendo nitrogénio e enxofre sdo derivados de
aminoacidos como alanina, valina, leucina e isoleucina, os quais desempenham um papel
importante na defesa da planta (MULLER, 2012).

A trigonelina foi um dos metabdlitos encontrados nos extratos das folhas das cultivares
de mandioca. Esse composto € um alcaldide que foi isolado pela primeira vez do fenugreek
(Trigonella foenum-graecum) (Johns, 1885) é encontrada em vérias plantas e em algumas
espécies animais, incluindo ourigos-do-mar e 4gua-viva. Comumente encontrado em sementes,

folhas de café e em folhas de cana-de-agUcar, sintetizado através da metilacdo do &cido
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nicotinico utilizando S-adenosil metionina (JOSHI; HANDLER, 1960; ASHIHARA, 2006).
Este metabdlito foi detectado em uma cultivar da cana-de-agucar sob herbivoria, demonstrando
uma reducdo em seus niveis no tecido foliar da planta (SABINO, 2017). No trabalho de
(MINORSKY, 2002), apresentou diversas funcdes reguladoras nas plantas, entre elas, no ciclo
celular e nos estresses oxidativo, salino e radiacdo ultravioleta. Esse composto foi encontrado
em cultivares de soja resistentes e susceptiveis ao pulgdo, apresentando uma reducdo da
quantidade de trigonelina nos genotipos de soja resistentes ao herbivoro (SATO, SUGIMOTO,
et al., 2014), houve também a reducdo na quantidade trigonelina em folhas de tomate sob
herbivoria com trips (MIRNEZHAD, ROMERO-GONZALEZ, et al., 2010).

Os compostos 4&cido clorogénico e linamarina foram encontrados em maior
concentracdo nos extratos de folhas da cultivar BRS Jari (susceptivel) no tratamento controle,
entretanto as plantas do cultivar (BRS Jari Infestadas) também apresentaram acido clorogénico
e acetona entre os discriminantes. A linamarina é um glicosideo cianogénico derivado de L-
valina. Esses compostos sdo relativamente difundidos no reino vegetal e constituem um
importante grupo de metabolitos secundarios envolvidos na defesa da planta contra herbivoros
artrépodes (PINTO-ZEVALLOS, MARTINS, et al.,, 2013). Na mandioca, a linamarina e
lotaustralina sédo os glicosideos cianogénicos mais abundantes e representam, respectivamente,
mais de 90% e menos de 10% de compostos cianogénicos totais em mandioca (MCMAHON et
al., 1995). A linamarina esta mais concentrada nas folhas e na raiz da mandioca (PINTO-
ZEVALLOS, PAREJA, et al., 2016, VARGAS;, GRACIOLI, 2013). A degradacdo da
linamarina pela linamarase resulta na formacéo de acetona e cianeto de hidrogénio (HCN),
sendo ambos altamente toxicos para herbivoros (MITHOFER, BOLAND, 2012). Os
glicosideos cianogénicos (CNglcs) sdo produtos vegetais bioativos derivados de aminoacidos.
Estruturalmente, esses compostos vegetais especializados sdo caracterizados como a-
hidroxinitrilas (cianoidrinas) que séo estabilizados por glicosilagdo (GLEADOW, M@LLER,
2014). Esse grupo de compostos secundarios de plantas contendo nitrila que produzem cianeto
(cianogénese) apds sua quebra enzimatica (WHITE, ARIAS-GARZON, et al., 1998). As
funcbes dos glicosideos cianogénicos ainda precisam ser determinadas em muitas plantas;
embora, em algumas plantas elas foram implicadas como dissuasores de herbivoros e como
formas transportaveis de nitrogénio reduzido (BELLOTI & ARIAS, 1993; MCMAHON et al.,
1995). Estima-se que entre 3.000 e 12.000 espécies de plantas produzam e sequestram
glicosideos cianogénicos, a mandioca (Manihot esculenta, Crantz) é a mais importante em
termos agrondmicos das culturas cianogénicas (WHITE, ARIAS-GARZON, et al., 1998). Os
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CNglcs séo envolvidos na defesa das plantas contra herbivoros em virtude de sua capacidade
de liberar cianeto de hidrogénio toxico (HCN) apos a ruptura do tecido (PICMANOVA,
NEILSON, et al., 2015).

Em nossos resultados encontramos altas quantidade de acetona nas plantas infestadas
com mosca-branca A.aepim no cultivar Equador 72, como é possivel observar na (Figura 32).
O dano causado pela mosca-branca A. Aepim, possivelmente, iniciou-se o processo de
cianogénese, onde acontece a liberacdo de linamarina que é hidrolisada pela linamarase, uma
B-glicosidase associada a parede celular (MCMAHON et al., 1995). A hidrolise da linamarina
produz um intermediario hidroxinitrila instavel, acetona cianohidrina. A cianidrina acetona
decompde-se em acetona e HCN este processo ocorre espontaneamente a pH maior que 5,0 ou
é catalisado enzimaticamente pela hidroxinitrila liase (HNL)(WHITE, ARIAS-GARZON, et
al., 1998). Insetos sugadores como a mosca-branca que € um inseto especialista, que é estudado
em nosso trabalho pode ter uma vantagem competitiva sobre os insetos desfoliadores quando
se alimentam de plantas cianogénicas, uma vez que seu modo de alimentacao causa pouco dano
mecanico ao tecido da planta, causando assim pouca ou nenhuma degradacéo dos glicosideos
cianogénicos em compostos mais toxicos (PINTO-ZEVALLOS, PAREJA, et al., 2016). Apesar
de alguns trabalhos relatarem que insetos sugadores sofreram danos relacionados a esses
compostos toxicos como os estudos realizados por BELLOTI & ARIAS (1993), o percevejo,
Cyrtomenus bergi (Hymenopetra: Cydnidae) se desenvolve mais rapidamente no milho do que
na mandioca e prefere o milho & mandioca no teste de livre escolha. Os bioensaios de campo
sugerem que a resisténcia a C. bergi pode estar relacionada ao contetdo de HCN das raizes.
Em testes de laboratorio, adultos e ninfas alimentados com um clone com altos teores de HCN
apresentaram maior desenvolvimento ninfal, reducdo da longevidade do adulto, producéo de
ovos reduzida e aumento da mortalidade. Os estudos realizados por (RIIS, BELLOTTI, et al.,
2009), apresentaram diferencas significativas nos niveis de infestacdo entre clones com baixos
niveis de compostos cianogénio e com altos niveis de compostos cianogénio .O efeito negativo
da cianogénese na oviposicdo, concomitantemente com um efeito positivo na sobrevivéncia
dessa praga, € provavelmente resultado de uma troca fisiologica entre sobrevivéncia e
oviposic¢do. Contudo, em nosso trabalho as altas concentracGes de acetona podem esta ligadas
somente ao dano causado pelos insetos nas plantas das cultivares infestadas. Esses metabolitos
podem ndo esta ligados a resisténcia dessa cultura a mosca-branca uma vez que esses insetos

séo especialistas e conseguem driblar as defesas plantas.
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O 4cido clorogénico é outro metabdlito discriminante encontrado na cultivar de
mandioca susceptivel (BRS Jari) no tratamento controle e infestado. Esse metabdlito é o
principal fenilpropandide em muitas plantas, incluindo batata (Solanum tuberosum), tomate
(Solanum lycopersicon), macas (Malus domestica) e café (Coffee arabica) (PAYYAVULA,
SHAKYA, et al., 2015), foi encontrado também em cana-de-acucar (Saccharum officinarum)
(SABINO, 2017) e em nosso trabalho em plantas de mandioca. Este metabdlito é um dos
principais precursores das ligninas, que tem a funcdo de conferir rigidez, impermeabilidade e
resisténcia a ataques microbiologicos e mecéanicos aos tecidos vegetais (AZADI,
INDERWILDI, et al., 2013). A biossintese do acido clorogénico, tem como precursor a
fenilalanina (PLAZAS, ANDUIJAR, et al., 2013). Esse metabdlito secundario é conhecido por
possuir efeito negativo contra herbivoros, pois é oxidado para clorogenoquinona que se liga a
aminoéacidos e proteinas livres, reduzindo a biodisponibilidade de aminoacidos, que diminui a
digestdo de proteinas dietéticas (FELTON et al., 1989). Vérias espécies de plantas sob
herbivoria apresentaram aumento nas concentragdes de &cido clorogénico em comparagcdo com
plantas controle como em cana-de-agUcar submetida a herbivoria frente a Diatraea saccharalis
(SABINO, 2017), Catharanthus roseus em resposta a infeccdo por fitoplasmas (YOUNG,
TAPIAS, et al., 2004), em cultivares de tabaco que foram atacadas por lagartas de Manduca
sexta (LI, Dapeng, BALDWIN, et al., 2015). Além disso, existem alguns trabalhos que tem
testado algumas concentracOes de acido clorogénico em dietas artificiais, para avaliar o efeito
por ele causado frente a biologia do inseto. Nas larvas de Anastrepha ludens, o acido
clorogénico e outros compostos fendlicos causaram perda de peso e retardamento na biologia
do inseto (PASCACIO-VILLAFAN, LAPOINTE, et al., 2014); nas lagartas de Diatraea
saccharalis , 0 &cido clorogénico causou mudangas na biologia do inseto, reduzindo o ciclo de
vida do inseto e com isso deformacéo de insetos adultos (TAVARES, 2016). Esse composto
apresenta varias funcdes bioldgicas sendo muito importante na defesa direta das plantas, em
nosso trabalho cabe salientar que, esse metabolito foi encontrado em maior concentragdo na
cultivar susceptivel (BRS Jari) nos tratamentos controle e infestado. Possivelmente, a diferenca
nas concentracBes desses dois metabdlitos na cultivar susceptivel tornando-os discriminantes

podem néo ser suficiente para apresentar alguma resposta na intoxicagao da mosca-branca.

As plantas da cultivar susceptivel (BRS Jari) no tratamento infestado apresentaram
niveis altos de compostos fendlicos como acido galico, acido cumaérico e acido clorogénico.
Esta classe de compostos sdo metabolitos secundarios de vegetais, que abrangem varias classes

estruturalmente diversas de produtos naturais, biogeneticamente provenientes das vias
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shiquimato-fenilpropandides-flavonoides. As plantas precisam de compostos fendlicos para
pigmentacdo, crescimento, reproducdo, resisténcia a patégenos e para muitas outras fungdes. O
acido galico da origem a taninos hidrossoliveis quando condensados a glicose ou outros
acucares. S8o responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais devido a
precipitacdo de glicoproteinas salivares, 0 que ocasiona a perda do poder lubrificante. Tém
reconhecidamente a funcdo de inibir herbivoros, pois em altas concentrac@es, frutos, folhas,
sementes ou demais tecidos jovens tornam-se nao palataveis aos fitéfagos e, ainda, combinado
a algumas proteinas, estes tecidos resistem fortemente a putrefacdo. Além disso, plantas com
elevadas concentracBes de taninos ou fenolicos tem ocorrido decréscimo do uso das folhas
dessas plantas para alimentacdo de herbivoros (MONTEIRO, DE ALBUQUERQUE, et al.,
2005, OLIVEIRA, 2015).

Os compostos fendlicos tém demonstrado repetidamente desempenhar um papel vital
na resisténcia das plantas contra pragas de insetos considerado um componente importante das
defesas constitutivas e induzidas (LATTANZIO et al., 2006) .Os &cidos fendlicos sdo 0s
precursores dos taninos condensados e, portanto, o aumento dos atributos fendlicos na
acumulacao de taninos condensados. Nos trabalhos realizados por (DIXIT, PRAVEEN, et al.,
2017), com plantas de algoddo submetidas a infestacdo com Helicoverpa armigera e
Spodoptera litura apresentaram alteragdes nos niveis de acido galico e acido p-cumarico. As
larvas desses insetos apresentaram reducdo significativa no peso e na mortalidade substancial
no 10° dia em que as larvas foram alimentadas com dieta rica em acido p-cumarico. Plantas de
tabaco (Nicotiana tabaco L.) infestadas por Bemisia tabaci e Trialeurodes vaporariorum
apresentaram alteracdes nos niveis de compostos fenélicos como &cido clorogénico, catequina,
acido cafeico, acido p-cumarico, rutina e acido ferulico nas plantas de tabaco infestadas por B.
tabaci aumentaram significativamente, tendo efeitos espaciais e temporais, comparados com as
plantas controle (ndo infestadas) e as plantas infestadas por T. vaporariorum. Os niveis elevados
de compostos fendlicos induzidos por B. tabaci foram correlacionados com a via de sinalizagao
do &cido salicilico e induziram as respostas dos compostos fendlicos relacionados a defesa
(ZHANG, Xiao, SUN, et al., 2017). A presenca dos fenolicos encontrados em maior quantidade
na cultivar susceptivel é uma resposta da planta aos danos sofridos pela mosca-branca A. aepim.

Os metabolitos encontrados em maior concentragdo para a cultivar resistente (Equador
72 Controle) foram a Rutina, Kaempferol-3-O-rutinosidico, sacarose e glicose. Além da
presenca dos compostos fenolicos, os extratos das folhas do cultivar resistente Equador 72
apresentaram altos niveis de acucar no tratamento controle quando comparado com 0s extratos

das folhas da cultivar susceptivel BRS Jari do mesmo tratamento, os agucares podem .estar
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ligado com os niveis de resisténcia dessa cultivar, como em cultivares resistentes de outras
culturas, plantas de tomate com altos niveis de resisténcia para a mosca-branca B. tabaci
apresentaram alta densidade de tricomas e teores elevados de acilacucares (SILVA, 2012),
também em plantas de tomate as linhagens ricas em acilaglcares apresentaram maior
resisténcia a oviposicdo e sobrevivéncia das ninfas de mosca-branca, além de maior
repeléncia ao &caro-rajado, quando comparadas com os demais tratamentos, que possuem
baixos teores foliares de acilagucares (MARCHESE, 2013). Em estudos realizados com a
cultivar equador 72 em campo, mostraram que as moscas-brancas Aleurothrixus socialis e
Bemisia tuberculata quando se alimentaram desse genotipo, apresentaram baixas taxas de
oviposicao, periodo de desenvolvimento mais longos, tamanho reduzido e maior mortalidade
do que os de outros genotipos da mandioca (BARILLI, WENGRAT, et al., 2019, BELLOTTI,
A. C., ARIAS, 2001, CARABALI, BELLOTTI, et al., 2010a).

As plantas infestadas dos dois cultivares de mandioca apresentaram um diminui¢ao nos
niveis de acUcares tanto para a cultivar resitente quanto para cultivar susceptivel (Figuras 32 B
e 34 B). Os agUcares sdo importantes para o metabolismo, pois sdo substratos para a sintese de
hidratos de carbono complexos, tais como amido, celulose e sdo utilizados para a biossintese
de aminoécidos e acidos graxos e praticamente todos 0s outros compostos presentes nas plantas
(SMEEKENS, 2000). As reducdes nas quantidades de agucar devem estar ligadas diretamente
ao dano sofrido pela mosca-branca, uma vez que, os acglcares foram encontrados em maiores
concentracdes nas plantas controle. A glicose atua como substrato da enzima hexoquinase,
sendo metabolizada como fonte de energia pela glicolise, pela via das pentoses-fosfato e do
ciclo do &cido citrico. Constituem também os principais esqueletos de carbono para a sintese
de intermediarios dessas vias, e ainda sdo unidades para a biossintese de oligo e polissacarideos
(SOUZA, MORAES, et al., 2005). A sacarose é um carboidrato ndo redutor, pode ser
translocado e armazenado nos vacutolos celulares, visto que é o principal carboidrato em plantas
vasculares. E uma molécula altamente sol(vel, e quimicamente inerte quando em contato com
proteinas, pois ndo forma ligacBes covalentes com grupos amino livres. E também a molécula
que retém a maior energia livre de hidrdlise conhecida para uma ligagéo glicosidica, sendo
metabolizado apenas quando necessario. A sacarose atua como molécula sinalizadora do
metabolismo e no desenvolvimento vegetal, através da modulacdo da expressdo génica de
proteinas (FARRAR, POLLOCK, et al., 2000, OLIVEIRA, 2015).

Os compostos que apresentaram maiores quantidades, quando comparadas as plantas

BRS Jari (cultivar susceptivel) e Equador 72 (cultivar resistente ) no tratamento controle sdo
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rutina e kaempferol-3-O-rutinosidico, esses metabdlitos sdo compostos fendlicos que abrangem
um extenso grupo de substancias que possuem um anel aroméatico contendo pelo menos uma
hidroxila. Estes compostos incluem: fendis simples e glicosilados, &cidos fenol-carboxilicos,
derivados dos &cidos benzoico e cindmico, a-pirones (cumarinas e isocumarinas), ligninas,
flavondides (flavononas, antocianinas e catequinas) e quinonas. As rotas biossintéticas ocorrem
por duas vias principais, a via do acido chiquimico através de carboidratos ou pela via do
acetato-polimato que inicia com a acetil-coA e a malonil-coA (KNAGGS, 2003). Os compostos
fenolicos encontrados em folhas e raizes de mandioca incluem dois grupos, flavonoides
glicosilados e hidroxicumarinas. Ambos sdo grupos bioativos que desempenham papéis
importantes na defesa de plantas contra ndo s6 artrépodes herbivoros, mas também patogenos.
Nas folhas de mandioca, identificou-se a rutina (quercetina-3-O-rutin6sido) e um isémero
contendo (kaempferol-3-O-rutinosido). A rutina ocorre em varias espécies de plantas e,
dependendo da concentracdo, este composto pode atuar como um fagostimulante ou um
impedimento alimentar para muitos herbivoros generalistas (PINTO-ZEVALLOS, PAREJA,
etal., 2016, SIMMONDS, 2003). A rutina pode atuar como ativador para melhorar a resisténcia
de plantas a doenca. Foram testadas trés espécies de plantas pré-tratadas com 2 mM rutina para
aumentar a resisténcia de plantas de arroz, tabaco e Arabidopsis thaliana respectivamente,
frente as estirpes das bactérias Xanthomonas oryzae. oryzae, Ralstonia solanacearum e
Pseudomonas syringae pv. Os resultados mostraram que o sinal de defesa iniciado pela rutina
foi modulado pela via dependente do &cido salicilico (YANG, Wei, XU, et al., 2016). A rutina
também mostrou-se influenciar de forma negativa a biologia de Spodoptera frugiperda, por
prolongar o periodo larval, diminuir o peso larval e viabilidade pupal. A adic¢do de rutina nas
diferentes concentracdes prolongou o ciclo de S. frugiperda (SILVA, ALMEIDA, et al., 2016).

O Kaempferol foi encontrado em quantidades significativamente maiores nos hibridos
de Senecio jacobeae e Senecio aquaticus, que sdo hibridos resistentes aos trips. O composto
tem um efeito dissuasivo sobre lagartas e pulgdes generalistas, além de ser eficaz contra
patdgenos fangicos. As folhas novas das plantas resistentes aos trips apresentaram quantidades
significativamente maiores de kaempferol em comparacéo com as folhas velhas (LEISS, CHOI,
et al., 2011). Em plantas de Arabidopsis thaliana, que apresentaram uma reducéo significativa
nos niveis de kaempferol-3,7-dirhamnosideo (KRR) resultou em uma susceptibilidade
aumentada das plantas em relacdo a alimentagdo de lagartas Pieris brassicaeas. Ao passo que,
as lagartas que foram alimentadas com uma dieta artificial contento KRR ou em plantas que

foram tratadas com KRR, cresceram menos apoiando a funcdo de que KRR age com uma defesa
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direta contra essa lagarta especialista (ONKOKESUNG, REICHELT, et al., 2014). Uma
caracteristica relevante na bioquimica da mandioca é a presenca de compostos secundarios em
folhas, ramas e raizes, que podem agir como mecanismos de defesa, cujas concentracGes, em
geral, variam de acordo com as condic¢des climaticas (temperaturas, déficit hidrico, chuvas),
condicGes do solo e disponibilidade de nutrientes. Esses mecanismos abrangem uma série de
substancias quimicas (alcaloides, esteroides, flavonoides, taninos, glucosinolatos, e compostos
cianogénicos), que podem torna-la repelente, toxica ou ndo atrativa para insetos-praga. Dentre
esses compostos, a rutina (quercetina 3-O rutinosidico) tem sido associada a resisténcia de
insetos sugadores em mandioca, como a insetos desfolhadores em soja (HOFFMANN-
CAMPO, NETO, et al., 2006, PIUBELLI, HOFFMANN-CAMPO, et al., 2005).

Em nossos resultados podemos observar os mecanismos de resisténcia utilizados pelas
cultivares de mandioca em resposta aos ataques da mosca-branca A. aepim, usando uma cultivar
resistente a mosca-branca como referéncia. Essa cultivar foi a Gnica apresentou alta densidade
de tricomas, que sdo defesas constitutivas das plantas em comparacdo com as outras nove
cultivares estudadas. Por sua vez, podemos observar a variabilidade de compostos volateis
emitidos pelas dez cultivares nos tratamentos controle e infestado, e agrupar as cultivares de
acordo com os perfis dos volateis emitidos, dando destaque para cultivar BRS Mulatinha que
emitiu uma mistura de volateis semelhante ao da cultivar resistente Equador 72 em ambos 0s
tratamentos, até na quantidade do monoterpeno (E)-B-ocimeno e que apresentou uma resposta
ativa para as antenas da mosca-branca. Foram observadas diminui¢des nas emissdes de terpenos
ocasionadas pela infestacdo com a mosca-branca, sugerindo que essa infestacdo leva inativacédo
da via do acido jasménico e ativa a via do acido salicilico, uma forma da mosca-branca driblar
as defesas da planta. O composto (E)-B-ocimeno usado nos bioensaios de olfatometria
apresentou atividade repelente sugerindo que este composto pode estar relacionado com os
mecanismos de defesa das plantas. Em relacdo aos metabdlitos soltveis, foram analisadas as
plantas controle e infestadas, foram observados altos niveis de compostos fendlicos e aclcares
na cultivar resistente, esses metabdlitos podem estar diretamente ligados aos mecanismos de
resisténcia desta cultivar a mosca-branca, ja que esses insetos ndo conseguem se desenvolver
com éxito nesse cultivar em estudos realizados em campo por (BARILLI, WENGRAT, et al.,
2019, BELLOTTI, A. C., ARIAS, 2001, CARABALI, BELLOTTI, et al., 2010a), as plantas
infestadas apresentaram altos niveis de acetona, possivelmente em resposta ao tecido foliar
lesionado, além disso, as plantas do cultivar susceptivel (BRS Jari) apresentaram altos niveis

de &cidos fendlicos em respostas aos danos sofridos. Em suma, nossos resultados apontam que
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a soma de varios mecanismos de defesa entre ceras epicuticulares, tricomas, COVs e 0s
metabdlitos sollveis s&o os responsaveis pela resisténcia da cultivar Equador 72 frente a mosca-
branca A. aepim. Os resultados obtidos demonstram que uma melhor compreensdo da
variabilidade genética da mandioca em relagdo aos mecanismos de defesa, podem ser mais

explorados e aplicados nos programas de melhoramento genético dessa cultura.
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6. CONCLUSOES

- As dez cultivares de mandioca apresentaram varia¢oes nos perfis das ceras epicuticulares nas
superficies adaxial (parte superior) e abaxial (superficie inferior) das folhas. Entre as 10
cultivares apenas a cultivar Equador 72 apresentou uma alta densidade de tricomas no tecido

foliar em ambas superficies.

- A PCA apresentou a formacéo de grupos entre as cultivares com base nos volateis emitidos
em ambos os tratamentos controle e infestado. Essas analises mostram semelhancas entre os
volateis liberados pela cultivar BRS Mulatinha e a cultivar resistente Equador 72, inclusive nas
quantidades emitidas do monoterpeno (E)-B-ocimeno.

- As plantas das dez cultivar de manidoca apresentaram um diminui¢do na emissdo dos terpenos
no tratamento infestado. As plantas possivelmente ativam a via da &cido salicilico emitindo

compostos provenientes dessa via como salicilato de metila e salicilato de octila.

- Entre as concentracfes testadas do padrdo (E)-B-ocimeno, a concentracdo 300 ng/uL
apresentou repeléncia contra a mosca-branca A. aepim. Nos bioensaios de eletroantenografia
(puff), os extratos das cultivares BRS mulatinha, BRS Dourada, IAC 90, corrente mostraram

atividade frente as antenas da mosca-branca A. aepim.

- Os dois cultivares de mandioca, nos diferentes tratamentos apresentaram perfis distintos para
0s metabdlitos sollveis, com variacbes nas intensidades de alguns compostos. Foram

identficados um total de dezesseis metabdlitos sollveis.

- Houve uma maior concentracdo dos metabdlitos Rutina, Kaempferol-3-O-rutinosidico e 0s
acucares glicose e sacarose na cultivar Equador 72 (resistente) no tratamento controle, e,

elevados niveis de linamarina e acido clorogénico na cultivar BRS Jari (susceptivel).

- As plantas do cultivar Equador 72 e BRS Jari apresentaram altos niveis dos agucares, sacarose
e glicose, muito embora ocorra uma reducao significativa nos niveis de acglcares nos dois

cultivares apos a infestacéo.
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