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A ANALISE DO METABOLOMA COMO FERRAMENTA PARA A IDENTIFICAGAO DE NOVAS FONTES
DE RESISTENCIA EM PRAGAS EM CULTIVARES DE MANDIOCA
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Resumo:

Dentre as principais culturas agricolas do Brasil destaca-se a mandioca (Manihot esculenta),
a qual tem sofrido perdas consideraveis devido ao ataque de insetos-praga. O controle destas pragas é
realizado principalmente com pesticidas, que ao mesmo tempo que controlam as pragas, sédo alvo de duvidas
por causarem problemas a saude publica, economicos e ambientais. Assim, a descoberta de metabdlitos de
defesa da planta envolvidos na resisténcia aparece como uma alternativa viavel e ecologicamente correta
para atuar conjuntamente no controle de praga. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo, através da
analise do metaboloma, identificar os possiveis metabdlitos envolvidos na resisténcia de cultivares de
mandioca. Os cultivares utilizadas foram Equador 72 (resistente) e BRS JARI (susceptivel). Os metabdlitos
foram obtidos por extracdo com solvente e identificados utilizando Ressonancia Nuclear Magnética (RMN) e
os dados processados utilizando os TopSpin versao 2.1 (Bruker) e identificados com o auxilio do programa
Chenomx, andlise STOCSY e o site Human Metabolome Data Base (HMDB). A cultivar resistente apresentou
como principais metabolitos discriminantes rutina e kaempferol, flavonéides constantemente relacionados a
defesa da planta. Esses resultados demonstram que a analise do metaboloma pode ser uma poderosa
ferramenta para identificacdo de moléculas envolvidas na defesa de plantas, a ser aplicada adicionalmente a
programas de melhoramento genético para o desenvolvimento de cultivares resistentes.
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Introducgao:

O Brasil € um dos maiores produtores agricolas do mundo. Dentre as principais culturas, a mandioca
é uma cultura com forte influéncia socioecondmica, principalmente para a agricultura familiar. E um dos
alimentos mais consumidos no mundo, principalmente nas regides tropicais, onde o cultivo ocorre em maior
intensidade. De acordo com o ultimo levantamento da Organizagao das Nagdes Unidas para a Alimentagao e
a Agricultura (FAO, 2014), o Brasil € o quarto maior produtor, com uma producdo de 23,24 milhdes de
toneladas. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a produgéo brasileira de raiz de
mandioca atingiu 23,71 milhdes de toneladas no ano de 2016, com uma area colhida de 1,55 milhées de
hectares (CONAB, 2017). Apesar da alta produgao agricola a cultura sofre ainda com uma alta incidéncia de
pragas, o que acaba acarretando uma consideravel redugao da produtividade. Por se tratar de uma cultura de
ciclo longo, esta sujeita a diversos ataques de insetos e acaros, que podem causar danos severos a cultura e
resultar em perdas no rendimento. Ja foram identificadas cerca de 200 espécies de insetos e acaros que
atacam esta cultura. Dentre os principais insetos-praga estdo: percevejo-de-renda, Vatiga illudens (Drake,
1922), mandarova (Erinnyis ello ello L.), acaros (Mononychellus tanajoa e Tetranychus urticae), diversas
espécies de mosca-branca e a cochonilha (OTSUBO et al., 2002; PIETROWKI et al., 2010).

Atualmente o principal método de controle é a utilizagdo de inseticidas quimicos que, apesar de sua
eficacia, podem causar danos ambientais se acumulando no ambiente e podem trazer diversos problemas a
salde humana. A busca de metabdlitos envolvidos na defesa de plantas, bem como a busca do
entendimento dos mecanismos de defesa das plantas frente ao ataque de herbivoros surge como promissora
ferramenta na tentativa de subsidiar programas de melhoramento genético e a biotecnologia de informagéo
para o desenvolvimento de cultivares de plantas resistentes.

Portanto, este trabalho visa, através do estudo do metaboloma de cultivares de mandioca, promover
o0 avango do conhecimento sobre os mecanismos de defesa desta cultura e a identificagdo de novas
moléculas para uma possivel aplicagdo no manejo de pragas. O trabalho procurou identificar os metabdlitos
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soluveis responsaveis ou que colaboram com a resisténcia da mandioca a pragas podendo servir também
como uma ferramenta para o melhoramento genético no desenvolvimento de cultivares mais resistentes.

Metodologia:

Foram utilizadas para avaliagdo dos metabolitos sollveis duas cultivares de mandioca uma
resistente (Equador 72) e outra susceptivel (BRS JARI). As cultivares fazem parte do Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Esse material foi propagado a partir de manivas e
mantido em casa de vegetagdo sob condigdes de temperatura e umidade ambiente. As plantas utilizadas
para coleta dos metabdlitos soluveis tinham aproximadamente quarenta e cinco dias de cultivo e estavam
sadias. Amostras de tecido foliar foram coletadas, maceradas em nitrogénio liquido e liofilizadas.
Posteriormente, transferiu-se 50 mg de folhas liofilizadas para tubos tipo eppendorf de 2 mL e adicionou-se
500 pL de metanol-d4 e 500 pL de tampéao fosfato em agua deuterada pH =6.0 contendo 0.01% de sal de
sodio do acido trimetilsilil propidnico (TSP). Em seguida o material foi submetido a ultrassom por 20 minutos,
sendo, em seguida centrifugado por 15 minutos a 5000 rpm. O sobrenadante foi coletado para a analise de
ressonancia magnética nuclear (RMN). Os espectros de RMN foram analizados a 20 °C em espectrémetro
Bruker AVANCE operando a 400 MHz na frequéncia do hidrogénio. O MeOD-d4 foi usado para o
chaveamento do campo magnético (“lock”). As sequéncias de pulsos de pré-saturagao NOESYGPPR, ZGPR
e ZGCPPR foram usadas para otimizacdo das analises metaboldmica e cada espectro de RMN-1H foi
realizado com 64 pulsos. O experimento J-resolvido foi adquirido com 32 pulsos. O experimento COSY 1H-
1H foi realizado com 32 pulsos. O experimento TOCSY 1H-1H foi realizado com 32 pulsos. Os experimentos
HMBC 1H-13C e HSQC EDITADO 1H- 13C foram realizados com 64 pulsos. Os espectros foram
processados com o emprego do software TopSpin versao 2.1 (Bruker), com uma linha de alargamento (Ib) =
0,3 Hz e correcao da fase, correcao da linha de base e calibragdo 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).

Resultados e Discussao:

A anadlise dos metabolitos soluveis dos cultivares Equador 72 (resistente) e BRS Jari (Susceptivel) de
mandioca, em plantas sadias, mostraram perfis metabolémicos distintos. Observaram- se compostos em
concentragdes diferentes entre as duas cultivares. Os resultados da aplicagdo do OPSL-DA mostraram uma
boa separacdo dos metabdlitos presentes em ambos os cultivares. Foram identificadas algumas classes de
metabdlitos soluveis comuns em plantas de mandioca como aminoacidos, flavondides e cianogénios
glicosilados como relatado no trabalho de PINTO-ZEVALOS et al (2016).

Figura 1: Perfil dos metabolédmico das coloca a figura da OPLS pow!!! duas cultivares de M. esculenta
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A analise metabolémica também, revelou alguns compostos como acido latico, Kaempferol-3-O- rutinosideo,
rutina-3-O-rutinosideo, linamarina, acido clorogénico, treonina, acetona, trigonelina e alanina nas duas
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cultivares. Os metabdlitos discriminantes para cultivar equador 72, foram a rutina e a Kaempferol. Esses
compostos apareceram em ambas as cultivares, porém em maior concentragao na cultivar resistente. Ambos
séo flavonoides que ocorrem em diversas espécies de plantas, possuindo varias atividades, que incluem a
protecao contra insetos, patégenos, e radiagao ultravioleta, moduladores hormonais, inibidores enzimaticos,
antioxidantes e agentes (SOUZA, 2014). A rutina é importante na defesa de plantas contra herbivoros e
patdégenos, pode ter fungao diferenciada dependendo dos niveis de concentragéo, existem relatos de atraso
no desenvolvimento de lagartas de Spodoptera frugiperda quando alimentadas com dietas contendo rutina
(PINTO-ZEVALOS et al., 2016; RIBEIRO et al., 2012). Possivelmente, as altas concentracbes desses
flavonoides podem estar relacionadas a resisténcia do cultivar equador 72 frente aos insetos-praga Vatiga
illundens e Bemisia sp. da mandioca (BELLOTTI e ARIAS, 2001; CARABALI et al., 2010).

Conclusoées:

Apés as analises de identificagdo dos metabolitos solUveis o cultivar equador 72 (cultivar resistente)
apresentou perfis metaboldémicos destintos. Entre esses compostos, foram encontrados os dois compostos
discrimitantes, rutina e kampferol, em maiores conscentragdes na cultivar resistente. A presenca desses
compostos soluveis em altas concentragdes podem estar relacionados a resisténcia dessa cultivar aos
ataques de insetos-praga. Portanto, esses resultados demonstram que a analise do metaboloma pode ser
uma poderosa ferramenta para identificagdo de moléculas envolvidas na defesa de plantas, a ser aplicada
adicionalmente a programas de melhoramento genético para o desenvolvimento de cultivares resistentes.
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