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RESUMO 
 

GÓMEZ-ARRIETA, Jenny Dimelza, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro 
de 2018. Proteômica e metabolômica da soja: mecanismos moleculares da resistência 
à Anticarsia gemmatalis. Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira. 
Coorientadores: Humberto Josué de Oliveira Ramos, Glaucia Cordeiro, Edvaldo Barros 
e Carolina Rocha da Silva. 
 
 
A cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill) é umas das mais importantes para a economia 

do Brasil sendo o segundo maior produtor e exportador mundial. As grandes lavouras de 

soja, porém, encontram-se expostas a estresses bióticos como o desfolhamento 

ocasionado por insetos-praga como Anticarsia gemmatalis, que diminuem a 

produtividade. O manejo integrado de pragas no Brasil, inclui o uso de pesticidas que 

podem afetar o equílibro dos ecossistemas, controle biológico e melhoramento genético 

para produção de plantas resistentes, mas pouco se conhece sobre as características 

moleculares de resistência delas. O objetivo deste trabalho foi aprofundar no 

conhecimento sobre os mecanismos moleculares de defesa da soja em plantas 

susceptíveis e resistentes a insetos praga, e aplica-lo para determinar o efeito na biologia 

de A. gemmatalis. Neste trabalho foram aplicadas várias estratégias metodológicas, em 

busca de escolher a variedade com melhor resistência, como as análises de sobrevivência 

durante a fase larval de A. gemmatalis em plantas de soja UFV TN 105 AP e “IAC PL1” 

(susceptíveis) e IAC 17, “IAC 19” e IAC 24 (resistentes). Para avaliar o efeito dos 

compostos produzidos pelas plantas na sobrevivência dos insetos, prepararam-se extratos 

metanólicos, os quais foram liofilizados, se adicionaram às dietas dos insetos para fazer 

analises de sobrevivência, e se analisaram os flavonoides por LC-MS. As respostas 

fisiológicas e bioquímicas das plantas foram comparadas entre genótipos. Para isso foram 

feitos análises de fito-hormônios, metabôlomica e proteômica nos extratos das plantas. 

Os resultados mostraram que o genótipo IAC 17 teve as melhores caraterísticas de 

resistência. Os extratos das plantas tem efeito negativo no desenvolvimento das lagartas, 

afetam as enzimas intestinais e ocasionam dano neste tipo de células. As análises dos 

flavonoides mostraram que os genótipos têm diferenças em alguns flavonoides como a 

genisteína, a quercetina, o kaempferol e seus conjugados. A proteômica mostrou que 

houve diferenças no proteoma quando as plantas foram expostas à infestação. O proteoma 

no geral foi muito semelhante entre variedades. Algumas das mudanças no proteoma em 

vi 
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esposta ao inseto entre os genótipos foram as mesmas, mas a grande maioria das proteínas 

que tiveram abundancia diferencial foram únicas para cada genótipo. A resposta fito-

hormonal das plantas à presença da lagarta não variou muito durante os diferentes tempos 

avaliados, mas entre as variedades existem diferenças nas concentrações dos fito-

hormônios avaliados. Fito-hormônios como o acido salicílico tiveram concentrações 

maiores nos genótipos resistentes e o acido jasmónico nas susceptíveis, mostrando que 

não todas as respostas de resistência estão relacionadas ao ácido jasmônico. As análises 

de metabôlomica mostraram um aumento dos metabólitos como o eriodictiol e 

secologanina, relacionados com defesa depois de 24h de infestação, e mudanças no 

metabolismo primário. A analise de PCA mostrou uma distribuição diferenciada dos 

dados às 24h de infestação. As plantas de soja podem ser fontes viáveis para o controle 

de pragas porque contêm compostos com caraterísticas de bioativos. A defesa de plantas 

de soja se compõe de uma rede complexa de vias, este estudo mostrou que as caraterísticas 

obedecem a defesa constitutiva, que pode conduzir a antibiose e tolerância da soja às 

pragas.  O genótipo IAC 17 tem as melhores caraterísticas de resistência à herbívoria, 

seguido do IAC 24, mostrando ter caraterísticas de antibiose e tolerância. As plantas 

caracterizadas como suscetíveis e usadas neste estudo também apresentam respostas á 

herbívoria, mas não o suficiente para causar dano significativo à lagarta-da-soja. 
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ABSTRACT 
 

GÓMEZ-ARRIETA, Jenny Dimelza, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 
2018. Proteomic and metabolomics of soybean: molecular mechanisms of resistance 
Anticarsia gemmatalis. Advisor: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Co-advisors: 
Humberto Josué de Oliveira Ramos, Glaucia Cordeiro, Edvaldo Barros and Carolina 
Rocha da Silva. 
 
 
The soybean crop (Glycine max (L.) Merrill) is very important for the economy of Brazil 

being the second largest producer and exporter in the world. However, large soybean 

crops are exposed to biotic stresses such as defoliation caused by insect pests such as 

Anticarsia gemmatalis, which decrease productivity. Integrated pest management in 

Brazil includes the use of pesticides that can affect ecosystem balance, biological control 

and genetic improvement for the production of resistant plants, but the knowledge about 

the molecular resistance characteristics of these plants is minimal. The aim of this work 

was to delve into the knowledge on the molecular mechanisms of soybean defense in 

plants susceptible and resistant to insect pests, and applied it to determine the effect on 

the biology of A. gemmatalis. In this work several methodological strategies were applied 

in order to select the best resistant variety, such as survival analyzes during the larval 

phase of A. gemmatalis in soybean plants UFV TN 105 AP and “IAC PL1” (susceptible) 

and IAC 17, “IAC 19” and IAC 24 (resistant). To evaluate the effect of the compounds 

produced by plants on insect survival, methanoic extracts were prepared, lyophilized and 

added to the caterpillar diets and the insect survival analyzed, and flavonoids analyzed by 

LC-MS. The physiological and biochemical responses of the plants compared between 

genotypes. For this, phytohormones, metabolic and proteomic analyzes were performed 

on plant extracts. The results showed that the genotype IAC 17 had the best resistance 

characteristics. Plant extracts have a negative effect on the development of caterpillars, 

affect intestinal enzymes and cause damage in this cells. The flavonoid analyzes showed 

that the genotypes have differences in some flavonoids like genistein, quercetin, 

kaempferol and their conjugates. Proteomics showed that there were differences in the 

proteome when the plants exposed to infestation. The proteoma was very similar between 

varieties. Some changes in proteome response to insect between genotypes were the same, 

but the great majority of the proteins that had differential abundance were unique for each 

genotype. The phytohormonal response of the plants to the presence of the caterpillar did 
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not vary much in the different times evaluated, but between the varieties, there are 

differences in the concentrations of phytohormones evaluated. Phytohormones like 

salicylic acid had higher concentrations in the resistant and the jasmonic acid in the 

susceptible genotypes, showing that not all resistance responses are related to jasmonic 

acid. Metabolomics analyzes showed an increase in defense-related metabolites like 

eriodyctiol and secologannin after 24 hours of infestation, and some changes in primary 

metabolism. PCA analysis showed a differentiated distribution of data at 24 h of 

infestation. Soybean plants can be viable sources of pest control because they contain 

compounds with bioactive characteristics. The defense of soybean plants is composed of 

a complex network of pathways; this study showed that the characteristics obey the 

constitutive defense, which can lead to antibiosis and tolerance of soybean to pests. 

Genotype IAC 17 has the best characteristics of resistance to herbivory, followed by IAC 

24, showing to have characteristics of antibiosis and tolerance. The plants characterized 

like susceptible and used in this study also present responses to the herbivory, but not 

enough to cause significant damage to the soybean caterpillar. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma das culturas, economicamente mais 

importantes para o Brasil. A estimativa do Departamento de Agricultura dos Estados 

Unidos (USDA), determinou que a produção para a safra mundial de soja em grãos 

2017/18 foi liderada pelos EUA (33,60%), seguido do Brasil (31,01%) e Argentina 

(16,52%), sendo os países responsáveis por 81,12% de toda a produção mundial 

(AMAZONAS, 2017). Além disso, a importância dessa cultura radica também no seu alto 

valor nutricional (aproximadamente 20% de óleo e 40% de proteína) e por ser matéria 

prima para produção de óleo e outros derivados (AGRAWAL et al., 2008).  

Fatores bióticos e abióticos podem afetar o desenvolvimento da soja, o que pode 

levar a perdas econômicas consideráveis (LANTMANN, 2016). Uma ampla variedade de 

insetos-praga é responsável pelas perdas na safra de soja. Destacam-se osinsetos 

desfolhadores das ordens Orthoptera, Coleoptera, Isoptera, Hymenoptera e Lepidoptera, 

sugadores de floema da ordem Hemiptera e sugadores de sementes da ordem Diptera 

(MOREIRA e ARAGÃO, 2009; SINGH, 2010; LANTMANN, 2016). O ataque às 

lavouras de soja pode acontecer em qualquer etapa do ciclo vegetativo-reprodutivo das 

plantas (SINCLAIR et al., 1997). Os insetos desfolhadores podem conduzir a redução da 

superfície foliar e consequentemente diminuição da produtividade das plantas (SINGH, 

2010).  

Anticarsia gemmatalis Hübner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae) (lagarta-da-soja) é 

uma das pragas principais da soja no hemisfério Ocidental, incluindo o Brasil 

(EMBRAPA-SOJA, 2013). A lagarta-da-soja é uma praga desfolhadora, consome folhas 

durante todos os seus instares larvais, levando à desfolhação completa das plantas 

(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000) e diminuindo assim sua produtividade. 

A população geral de insetos-pragas pode ser controlada por predadores, 

parasitoides e doenças, mas diferentes fatores ambientais podem desencadear uma 

elevação excessiva da população dos herbívoros (EMBRAPA SOJA, 2004). Nesses 

casos, o Brasil tem desenvolvido tecnologias para o manejo de pragas nas lavouras com 

objetivo de serem econômica e ambientalmente sustentáveis (BUENO et al., 2012), sendo 

assim fundamental a identificação das pragas envolvidas na herbivoria para implementar 
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eficientemente o sistema de controle (SINGH, 2010). Para isso, diferentes estratégias de 

manejo para controle de pragas podem ser aplicadas. As praticas convencionais 

recomendadas pela EMBRAPA SOJA, são as primeiras medidas a serem tomadas 

(BUENO et al., 2012). O controle biológico é uma opção para evitar o uso de produtos 

químicos que podem afetar o equilíbrio do ecossistema, mas na maioria das vezes não é 

a primeira medida a tomar, porque não tem ampla aplicação (BUENO et al., 2012; 

EMBRAPA SOJA, 2014). 

No entanto, as plantas possuem mecanismos de defesa. Plantas e insetos têm 

coexistido junto por mais de 350 anos. Em co-evolução ambos têm desenvolvido 

estratégias para se adaptar às mudanças ambientais e pressões bióticas para sobreviver 

(FUTUYMA e AGRAWAL, 2009; HOLDEN, 1993). Como resultado da evolução têm 

sido desenvolvidos elegantes sistemas de defesa em plantas, os quais lhes permitem 

reconhecer moléculas estranhas ou sinais de células feridas, desencadeando respostas de 

imunidade nelas contra herbívoros e patógenos (HOWE e JANDER, 2008; HARE, 2011; 

VERHAGE, 2010). Para encarar a presença de herbívoros, as plantas podem se defender 

de forma direta e indireta (DUDAREVA et al., 2006; HOWE e JANDER, 2008; 

ARIMURA et al., 2009).  

As defesas diretas são mediadas pelas caraterísticas próprias das plantas que 

afetam a biologia do herbívoro, (como pelos, tricomas, espinhas e folhas grosas) 

(DUDAREVA et al., 2006; HOWE e JANDER, 2008; ARIMURA et al., 2009), e/ou 

produção de aleloquímicos (compostos tóxicos) como metabolitos secundários e 

proteínas (peptídeos, inibidores de enzimas digestivas, terpenoides, alcaloides, 

antocianinas, (fenóis e quinonas). Estes compostos podem ter efeito toxico, repelente e/ou 

efeitos antinutricionais nos herbívoros (WAR et al., 2012), e retardar seu 

desenvolvimento e até causar-lhes a morte (USHA e JYOTHSNA, 2010; WAR et al., 

2011a; 2011b). As defesas indiretas contra os insetos funcionam de forma que são 

liberadas uma mistura de compostos voláteis pela planta atacada que pode atrair aos 

inimigos naturais dos herbívoros. Assim, a planta pode prover alimentos para dar abrigo 

a estes inimigos naturais, de forma que eles possam permanecer por mais tempo nela, e 

melhorar a efetividade da defesa da planta (ARIMURA et al., 2009).  

As categorias de resistência das plantas podem ser de três tipos, a antibiose, a 

antixenose e a tolerância (SMITH e CLEMENT, 2012). A antibiose ocorre quando os 
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insetos usam a planta como seu hospedeiro e fonte de alimento, de maneira que compostos 

químicos produzidos por elas afetam a sobrevivência, desenvolvimento ou fecundidade 

do herbívoro. A antixenose é caraterizada pela presença de fatores morfológicos ou 

químicos que afetam negativamente o comportamento do inseto, fazendo com que este 

rejeite a planta. Já a tolerância é a habilidade que a planta tem para resistir ou se recuperar 

do dano causado na presença do herbívoro (SMITH e CLEMENT, 2012).  

A resposta da planta à presença do inseto é controlada por hormônios, 

possibilitando à planta se adaptar às condições de estresse (WALLING, 2000; 

KALOSHIAN E WALLING, 2005; SHINOZAKI et al., 2007). A resposta fito-hormonal, 

envolve múltiplas vias de transdução de sinais, as quais são mediadas por uma complexa 

rede de fito-hormônios (WAR et al., 2012). Os ácidos jasmónico (AJ), o salicílico (AS) 

e o etileno (ET) (GILL et al., 2010; SHIVAJI, 2010) são os hormônios que medeiam a 

resposta de defesa nas plantas. Estes podem agir de maneira individual, sinérgica ou 

antagonicamente, dependendo do tipo de ataque, o que proporciona à planta a regulação 

e a pronta adaptação aos estímulos ambientais (VERHAGE et al., 2010). Hormônios de 

desenvolvimento como o ácido absícico (ABA), auxinas, giberelinas e brassinosteroides 

também têm emergido como possíveis alternativas para o entendimento da bioquímica na 

defesa das plantas e aplicação ao controle de pragas. Estes hormônios podem agir 

sinergicamente com o AS, AJ, e ET, redirecionando o sistema de sinalização de defesa 

das plantas (WANG et al., 2007; HOWE e JANDER, 2008; VLEESSCHAUWER et al., 

2010). 

O AJ é o fito-hormônio mais importante relacionado com a defesa das plantas 

contra os herbívoros, ele ativa a expressão das vias de defesa diretas e indiretas (USHA 

et al., 2010; SHIVAJI et al., 2010; WAR et al., 2011a). O JA é derivado do ácido linoleico 

através da via octadecanoica e se acumula no tecido afetado pela herbivoria (ZHANG et 

al., 2008). Algumas das vias de defesa induzidas pelos jasmonatos incluem, enzimas 

antioxidativas, inibidores de proteases (IPs), compostos voláteis, produção de alcaloides 

formação de tricomas e secreção de néctar extra floral, todos com efeito nocivo para os 

insetos (DICKENS, 2006; MAO et al., 2007; PAUWELS et al., 2009). Importantes genes 

de defesa são regulados pelo AJ, a concentração de indol glucosinolato na célula, (WAR 

et al., 2012), a alteração dos níveis de cálcio intracelular são dois exemplos (WALTER 

et al., 2007). 
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O AS, derivado do ácido benzoico, é também um dos fito-hormônios principais 

envolvidos na regulação da defesa de plantas (WAR et al., 2011c). O AS é um importante 

regulador endógeno do crescimento das plantas (WALLING, 2000; KALOSHIAN e 

WALLING, 2005). Ele gera uma grande variedade de respostas fisiológicas e metabólicas 

nas plantas relacionadas com defesa e desenvolvimento (RIVAS-SAN VICENTE e 

PLASENCIA, 2011). O AS está envolvido na regulação da atividade de várias enzimas 

como peroxidase (POD), polifenol oxidase (PPO) superóxido dismutase (SOD), 

fenilalanina amônia liase (PAL), entre outras, as quais fazem parte dos componentes da 

defesa induzida na planta (WAR et al., 2011a; WAR et al., 2011c; ZHAO, 2010). Além 

disso a molécula sinalizadora está envolvida com a indução da resposta de resistência 

sistémica e está estreitamente relacionado com a produção de espécies de oxigênio reativo 

(ROS) e indução do H2O2, compostos que são altamente nocivos para o sistema digestivo 

de insetos e conduz a retardo do desenvolvimento e crescimento (MAFFEI et al., 2007; 

PENG et al., 2004). Adicionalmente o sinal do AS pode levar a liberação de compostos 

voláteis que atraem os inimigos naturais das pragas (BOER et al., 2004). 

No caso da antibiose, as vias de defesa são ativadas por uma cascata de sinalização 

em resposta à presença do agente agressor, em que os fito-hormonios e outros compostos 

induzem a expressão ou o aumento dos níveis de expressão dos genes envolvidos nas vias 

de defesa (MCDOWELL e DANGL, 2000; GLAZEBROOK, 2005). As vias principais 

envolvidas na defesa por antibiose são a via de resistência sistêmica adquirida (SAR) e a 

via de resistência sistêmica induzida (SIR) (ZHAO et al., 2013). As duas vias envolvem 

o aumento ou a diminuição da expressão de proteínas e a síntese de diversos metabólitos 

que podem levar desde problemas no desenvolvimento até a morte, por diferentes causas, 

do agente patogênico ou da praga (SHAH e ZEIER, 2013). 

Em resposta às necessidades de controle de patógenos e pragas, além de 

deficiências hídricas e melhora das qualidades nutricionais das plantas, têm sido aplicadas 

técnicas de melhoramento genético convencional e desenvolvimento de plantas 

transgênicas ao longo do tempo (AUCLAIR, 1989). Para a cultura da soja, tem sido 

desenvolvidas variedades de plantas com diferentes níveis de resistência no Brasil. 

Alguns institutos e universidades têm tido participação importante no melhoramento 

genético dessa cultura. Alguns exemplos são o Instituto Agronômico de Campinas (IAC), 

EMBRAPA SOJA e Universidade Federal de Viçosa, entre outras. Como resultado, 
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alguns dos cultivares de soja obtidos nos experimentos de melhoramento genético 

convencional, apresentam resistência a múltiplas pragas (LOURENÇÃO et al., 1989; 

MIRANDA et al., 2003a; 2003b). Alguns exemplos de genótipos resistentes a pragas 

desenvolvidos são IAC 100 (ROSSETTO et al., 1987), IAC 17 e “IAC 19” (VALLE e 

LOURENÇÃO, 2002), e IAC 23 e IAC 24 (MIRANDA et al., 2003a, 2003b).  

Alguns dos mecanismos bioquímicos da resistência da soja têm sido caraterizados. 

Em experimentos feitos por PAIXÃO et al. (2013), foi avaliada a resposta pela via das 

lipoxigenases (LOX) em presença da A. gemmatalis. A via das LOXs leva a produção do 

hormônio ácido jasmônico (AJ) como um dos seus intermediários. O AJ é reconhecido 

como um dos hormônios fundamentais na defesa das plantas agindo na ativação de 

diferentes genes (HATANAKA, 1993; DUDAREVA et al., 2006; PICKETT et al., 2007; 

PAIXÃO et al., 2013). Alguns dos genes mais importantes são os que codificam a 

produção de inibidores de proteases (IPs). Os IPs protegem as plantas contra herbívoros 

e patógenos, correspondem a 6% do total de proteínas da soja (HILDEBRAND, 1989) e 

obtêm efeito negativo para a biologia dos insetos. PAIXÃO et al., 2013, avaliaram a via 

da LOX em diferentes cultivares de soja, e concluíram que a resposta das LOX era ativada 

em todos os cultivares, onde se apresentava uma concentração maior dos IPs nos 

cultivares resistentes.  

Além disso, têm sido descritos outros mecanismos de resistência à pragas em 

plantas, que envolvem metabólitos secundários produzidos nas vias metabólicas em 

resposta a herbivoria, como os flavonoides e as isoflavonas. Esses compostos são 

sintetizados a partir da via dos fenilpropanoides e protegem a planta do estresse oxidativo 

que pode ser ocasionado por patógenos, pragas e fatores abióticos (DAKORA e 

PHILLIPS, 1996); e têm sido caraterizados entre os grandes grupos dos metabólitos 

secundários produzidos pelas plantas (SAITO et al., 2013).  

Embora os flavonoides e isoflavonas podem ser tanto favoráveis (importantes para 

a síntese de hormônios necessários para a sobrevivência do inseto) quanto desfavoráveis 

para o desenvolvimento dos insetos (RUUHOLA et al., 2001; SALEEM et al., 2001; 

SIMMONDS e STEVENSON, 2001; YU et al., 2003), pesquisas desenvolvidas 

previamente (SHARMA e NORRIS, 1991; SHARMA e NORRIS, 1994; PIUBELLI et 

al., 2005) caracterizaram alguns deles, os quais podem afetar negativamente a biologia 

dos insetos (O'NEILL et al., 2013; SILVA, 2015).  



 

6 
 

 

Outros exemplos de metabólitos especializados em plantas são os glucosinolatos, 

caracterizados nas plantas da ordem Brassicaceae (LÜTHY e MATILE, 1984); os 

alcalóides em Nicotiana attenuata (STEPPUHN et al., 2004); as saponinas 

glicoalcalóides em tomateiro (CHAN e TAM, 1985); as pirrolizidina alcalóides em 

Chrysanthemum (MACEL et al., 2005) e os terpenos (BLEEKER et al., 2011; PHILLIPS 

e CROTEAU, 1999; SZCZEPANIK et al., 2005). O efeito destes compostos sobre o 

desenvolvimento dos insetos envolve a danificação do tecido intestinal (MARTINEZ, 

2002; KNAAK et al. 2010; KNAAK et al., 2012) e a diminuição do tamanho e peso 

(PIUBELLI et al., 2005; MACEDO et al., 2010; FREITAS et al., 2014; THANIGAIVEL 

et al., 2017), até a morte. 

A variedade de compostos relatados demonstra alguns dos exemplos mais 

representativos de compostos químicos das vias metabólicas envolvidos na defesa. No 

entanto, podem existir uma grande variedade de outros compostos que podem também 

estar envolvidos, os quais ainda não foram descritos.  

Embora, o uso de pesticidas para o controle de herbívoros tenha grande potencial 

danoso ao meio ambiente e a saúde humana, em muitos casos é uma das primeiras 

medidas a serem tomadas no manejo de pragas pelos agricultores no Brasil. Porém, o uso 

excessivo desses pode conduzir ao desenvolvimento de pragas resistentes, e ao 

desequilíbrio do ecossistema (BUENO et al., 2012; BORGES et al., 2011). Diante disso, 

a pesquisa sobre compostos naturais como alternativa aos pesticidas sintéticos torna-se 

cada vez mais importante, por ser moléculas orgânicas e parte da defesa natural da planta, 

reduziriam os danos ambientais (BUENO et al., 2012; BORGES et al., 2011; O'NEILL 

et al., 2013). Os flavonoides, isoflavonas, glusinolatos, alcaloides, terpenoides e demais, 

previamente descritos e que afetam a biologia das pragas, podem representar alternativas 

no manejo integrado de pragas viáveis para o ambiente. 

O objetivo deste estudo foi aprofundar nas repostas bioquímicas e fisiológicas de 

plantas de soja expostas à herbívoria. Para isso, se escolherem plantas susceptíveis e 

resistentes à A. gemmatalis, e se exposeram à mastigação pelo inseto. Assim, as respostas 

foram analisadas por meio de técnicas de proteômica e espectrometria de massa e 

comparadas estatisticamente para definir as diferencias, contribuindo ao conhecimento 

dos determinantes genéticos da resistencia a estresses bióticos. 
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O conhecimento colheitado neste estudo, poderá ser de grande utilidade nas áreas 

de melhoramento genético clássico da soja e a engenharia genética de plantas aplicado 

especificamente à soja, já qué, essas duas áreas corresponden às principais ferramentas 

para obtenção e genótipos de plantas com caracteristicas aprimoradas. 
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OBJETIVOS 

 

 

OBJETIVO GERAL 
 

Determinar as respostas bioquímicas e fisiológicas de genótipos soja em resposta a 

herbivoria por Anticarsia gemmatalis.  

 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 
 

• Comparar os níveis de resistência à Anticarsia gemmatalis entre genótipos de 

soja e sua relação com as respostas bioquímicas e fisiológicas.  

 

• Caracterizar a resposta fito-hormonal das diferentes variedades de soja 

expostas à herbivoria por A. gemmatalis. 

 

• Comparar a resposta metabólica dos cultivares de soja suscetíveis e resistentes 

durante a interação com a A. gemmatalis. 

 

• Identificar e caracterizar as proteínas das diferentes variedades de soja 

envolvidas na resposta ao estresse ocasionado por A. gemmatalis. 

 

• Procurar compostos bioativos nas plantas de soja que possam ter efeito 

negativo na biologia da A. gemmatalis. 
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HIPÓTESE 

 

Diferentes níveis de susceptibilidade e resistência à herbivoría são determinados pela 

abundância de compostos com efeito inibitório no desenvolvimento dos insetos, os quais 

são sintetizados em respostas a cascatas de sinalização fito-hormonal, controlando a 

expressão de determinantes genéticos. O contraste entre os perfis metabólicos e 

proteômicos pode revelar diferenças genéticas entre estes genótipos potenciais para o 

melhoramento genético clássico, seleção assistida por marcadores e manipulação por 

engenharia genética. 
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1. Capítulo 1: Resposta Fitohormonal de Genótipos Contrastantes à Resistência à 

Herbivoria por Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) 

 

Resumo 

As plantas de soja estão constantemente submetidas a desfolhamento por insetos 

como Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae), o que diminui a produção dessa 

cultura. Estudos fisiológicos e bioquímicos da interação planta-praga são importantes 

para entender os mecanismos de defesa em diferentes variedades de soja, visando o 

desenvolvimento de genótipos resistentes. Desta forma, este trabalho teve como objetivo 

comparar a sobrevivência de lagartas de A. gemmatalis infestando dois genótipos de soja 

e correlacionar com resposta fito-hormonal. Lagartas de A. gemmatalis foram alimentadas 

diariamente com folhas dos cultivares “IAC PL1” susceptível á insetos e “IAC 19” 

resistente a insetos. A sobrevivência foi avaliada diariamente durante toda a fase larval e 

estimada pelo método de Kaplan Meyer. As curvas foram comparadas estatisticamente 

com o método de Log-Rank. A expressão dos fitohormônios foi determinada em folíolos 

dos cultivares expostos ao ataque das lagartas durante 12h sendo as plantas sem injurias 

os controles. Extratos metanolicos foram preparados a partir destes folíolos, e analisados 

por cromatografia liquida de alta performance acoplada a espectrômetro de massas. Os 

fitohormônios Zeatina, Etileno-ACC, ABA, SA, JA, AIA e GA4 foram quantificados. Ao 

contrário do esperado, as lagartas alimentadas com as variedades “IAC PL1” e “IAC 19” 

tiveram taxas de sobrevivência de 32% e 61%, respectivamente, e as curvas de 

sobrevivência foram estatisticamente diferentes. Foram observados níveis mais elevados 

de ácido jasmônico no genótipo com menor sobrevivência, “IAC PL1”. Entretanto, no 

genótipo “IAC 19”, foram observados níveis mais elevados do ácido salicílico que é um 

antagonista das cascatas de defesas dependentes do ácido Jasmónico. Os níveis de ABA 

foram mais elevados no genótipo com maior susceptibilidade a A. gemmatalis.  Apesar 

do genótipo de soja “IAC PL1” ser considerado na literatura como susceptível a 

herbivoria por A. gemmatalis, quando comparamos com o genótipo “IAC 19”, que é 

considerado resistente a outros insetos pragas, os resultados obtidos neste estudo para 

“IAC PL1” demostram que pode ser considerado como resistente. Entretanto as análises 

dos perfis hormonais entre estes genótipos estão de acordo com os diferentes níveis de 



 

19 
 

 

resistência a herbivoria. Neste estudo foi demostrada a susceptibilidade do cultivar “IAC 

19” a A. gemmatalis, mas o fato de ser resistente a outros insetos praga e a maior produção 

em campo com relação à variedade IAC PL1 permite propor que o cultivar “IAC 19” seja 

uma variedade tolerante ao ataque da lagarta.  

 

Palavras chave: Cultivares, defesa, plantas, resistência, sobrevivência, tolerância. 

 

Abstract 

Soybean plants are constantly subject to insect defoliation as Anticarsia 

gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) which reduces the production of this crop. 

Physiological and biochemical studies of plant-pest interaction are important to 

understand the defense mechanisms in different soybean varieties, aiming the 

development of resistant genotypes. Thus this work proposed to compare A. gemmatalis 

caterpillars’ survival in two soybean genotypes and correlate to phytohormonal response. 

Anticarsia gemmatalis caterpillars feded daily with leaves of cultivars “IAC PL1” and 

“IAC 19”. Survival was assessed daily throughout the larval phase and estimated by the 

Kaplan Meyer method. Curves compared statistically with the Log-Rank method. The 

phytohormones expression was determined in leaflets of the cultivars exposed to 

caterpillar damage for 12 hours, and in plants without damages as controls. Methanoic 

extracts were prepared from these leaflets and analyzed by high performance liquid 

chromatography coupled to mass spectrometer. Phytohormones Zeatina, Ethylene-ACC, 

ABA, SA, JA, AIA and GA4 were quantify. Contrary to expected, caterpillar feed on 

varieties “IAC PL1” and “IAC 19” had survival rates of 32% and 61%, respectively, and 

the survival curves were statistically different. Higher levels of jasmonic acid were 

observed in the genotype with minor survival, “IAC PL1”. However, in the susceptible 

genotype “IAC 19” had higher levels of salicylic acid, which is an antagonist of defense 

cascades dependent of jasmonic acid. ABA levels were higher in the genotype with 

greater susceptibility to herbivory. Although in the literature “IAC PL1” soybean 

genotype is considered as susceptible to herbivory by A. gemmatalis, when compared to 

genotype “IAC 19” that was considered as resistent, even that “IAC 19” is resistent to 

another insect pests, the results in this study demonstrated that “IAC PL1” could be 

considered resistant. However the analyzes of the hormonal profiles between these 
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genotypes are in agreement with the different levels of resistance to herbivory.  This study 

demonstrated the susceptibility of the cultivar "IAC 19" to A. gemmatalis but the fact that 

it is resistant to other pest insects and the greater field production in relation to the variety 

“IAC PL1” allows propose that the cultivar "IAC 19" is a tolerant variety to the caterpillar 

attack. 

 

Keywords: Cultivars, defenses, plants, resistance, survival, tolerance 

 

1.1 Introdução 

No Brasil, a cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma das mais importantes 

para a economia do país. A estimativa do Departamento de Agricultura dos Estados 

Unidos (USDA), determinou que a produção para a safra mundial de soja em grãos 

2017/18 encabeçou com EUA (33,60%), seguido do Brasil (31,01%) e Argentina 

(16,52%), sendo os países responsáveis por 81,12% de toda a produção mundial 

(AMAZONAS, 2017). A cultura da soja além de apresentar um alto valor nutricional 

(aproximadamente 20% de óleo e 40% de proteína), é matéria prima para a produção de 

óleo e outros derivados (AGRAWAL, et al., 2008). Porém, fatores bióticos e abióticos 

podem afetar o desenvolvimento desta cultura, o que pode levar a perdas econômicas 

consideráveis (LANTMANN, 2016). Alguns insetos-praga são responsáveis pelas perdas 

na safra da soja. Insetos das ordens Orthoptera, Coleoptera, Lepidoptera (desfolhadores), 

Hemiptera (sugadores de floema) e Diptera (sugadores de sementes) são os mais 

destacados (SINGH, 2010; LANTMANN, 2016). Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 

(Lepidoptera: Noctuidae) é uma das pragas principais da soja no hemisfério Ocidental, 

incluindo o Brasil (EMBRAPA SOJA, 2004).  

As lagartas desta espécie podem ocasionar desfolhação completa nas plantas 

porque consomem folhas durante todos os seus estadíos larvais (HOFFMANN-CAMPO 

et al., 2000) e em qualquer etapa do ciclo vegetativo-reprodutivo das plantas (SINCLAIR 

et al., 1997). Como consequência diminui a produtividade da cultura (SINGH, 2010). As 

populações de A. gemmatalis podem ser controladas por inimigos naturais como 

predadores, parasitoides e patógenos; mas diferentes fatores ambientais como diminuição 

da umidade e o aumento da temperatura, podem desencadear grandes surtos desta praga 

(MOSCARDI, 2012).  
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As plantas possuem mecanismos de defesa direta e indireta que podem ser usados 

como uma via alternativa no controle de pragas. A resposta inicial da planta ao ataque do 

inseto é hormonal, possibilitando à planta se adaptar às condições de estresse 

(SHINOZAKI et al., 2007; WALLING, 2000; KALOSHIAN e WALLING, 2005). Nesta 

resposta se envolvem múltiplas vias de transdução de sinais, as quais são mediadas por 

uma complexa rede de fito-hormônios (WAR et al., 2012). Os ácidos jasmónico (AJ), 

salicílico (AS) e etileno (ET) (GILL et al., 2010; SHIVAJI, 2010) são os principais 

hormônios que mediam a resposta de defesa nas plantas. Estes podem agir individual, 

sinérgica ou antagonicamente, dependendo do tipo de ataque, o que proporciona à planta 

regulação e pronta adaptação aos estímulos ambientais (VERHAGE et al., 2010). 

Hormônios de desenvolvimento como o ácido absícico (ABA), auxinas, giberelinas e 

brassinosteroides também têm emergido como possíveis alternativas para o entendimento 

da bioquímica na defesa das plantas e aplicação ao controle de pragas. Toda a rede fito-

hormonal da resposta às injurias por herbívoros, está associada à uma complexa expressão 

de vias metabólicas, que levam à síntese de compostos químicos de defesa. Estes 

compostos têm efeitos negativos na biologia dos insetos, que podem ser usados como 

alternativas no controle de pragas (USHA et al., 2010; SHIVAJI et al., 2010; WAR et al., 

2011a). 

No Brasil, têm sido desenvolvidas tecnologias para o manejo integrado de pragas, 

baseada na amostragem de pragas e no monitoramento nas lavouras orientadas à toma de 

decisão com relação ao controle, com a finalidade de ser econômica e ambientalmente 

sustentáveis (BUENO et al., 2013). Entretanto o desenvolvimento de plantas resistentes 

às pragas por meio do melhoramento genético da soja tem sido o foco mais importante. 

Variedades de soja com diferentes níveis de resistência a pragas tem sido desenvolvidas 

por meio de melhoramento genético convencional (LOURENÇÃO et al., 1989; 

MIRANDA et al., 2003a; 2003b). Alguns exemplos de genótipos resistentes são, “IAC 

100” (ROSSETTO et al., 1987), “IAC 17”, “IAC 19” (VALLE e LOURENÇÃO, 2002), 

“IAC 23” e “IAC 24” (MIRANDA et al., 2003a, 2003b), como alternativas no manejo 

integrado de pragas desta cultura. 

Ainda não são conhecidos os mecanismos bioquímicos das características de 

resistência desses cultivares, avaliações da resposta fito-hormonal podem proporcionar 

algumas bases para entender as diferenças entre estas variedades. Existem poucos estudos 
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que evidenciem a resposta fito-hormonal da soja a insetos mastigadores, como A. 

gemmatalis. Algumas pesquisas gerais de resposta fito-hormonal na interação planta-

inseto, especificamente com afídeos da soja foram focalizadas nas respostas ao nível de 

expressão gênica foram desenvolvidas (STUDHAM e MACINTOSH, 2012; 2013). Mas 

esses estudos analisam só o efeito das cascatas de sinalização sobre a expressão gênica, 

entretanto não caracterizam os produtos dessas respostas iniciais, como por exemplo a 

biossíntese de fito-hormônios. Por outro lado, produtos intermediários das vias de defesa 

sintetizados por respostas fito-hormonais, podem ser tóxicos para os insetos (WAR et al., 

2011b). As propriedades destes compostos são principalmente anti-nutricionais pelo qual 

são altamente nocivos para o sistema digestivo dos insetos (WAR et al., 2012; DICKENS, 

2006; MAO et al., 2007; PAUWELS et al., 2009); e são de alta toxicidade, ocasionando 

o retardo no desenvolvimento e crescimento, diminuição do tempo de vida, até a 

mortalidade (MAFFEI et al., 2007; PENG et al., 2004; USHA et al., 2010; SHIVAJI et 

al., 2010). 

Assim, este trabalho teve como objetivo determinar a sobrevivência de A. 

gemmatalis alimentadas com dois cultivares de soja “IAC PL1” e “IAC 19” e relacioná-

lo com a resposta fito-hormonal das plantas à mastigação.  

 

 

1.2. Materiais e métodos 

 

1.2.1 Cultura da soja 

Os cultivares de soja foram disponibilizados pelo Instituto Agronômico de 

Campinas, São Paulo, Brasil. O cultivar “IAC PL1”, é uma variedade de ciclo médio 

(LOURENÇÃO et al., 2002) que apresenta uma produtividade de 578 ± 34 kg.ha-1 

(LOURENÇÃO et al., 2010). De genealogia não bem conhecida é produto de uma 

introdução japonesa (VALLE e LOURENÇÃO, 2002; SOUZA et al., 2013), foi 

inicialmente considerado como genótipo susceptível pelos reportes na literatura 

(LOURENÇÃO et al., 2002; LOURENÇÃO et al., 2010, e LOURENÇÃO; SOUZA et 

al., 2013). O cultivar “IAC 19”, é uma variedade de ciclo médio e de crescimento 

determinado, originado a partir dos cruzamentos D 72-9601-1 x ‘IAC 8’. Os índices de 

produtividade deste cultivar estão ao redor de 4107 kg.ha-1 (SILVA et al., 2010, e tem 
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resistência à Piezodorus guildinii (Westwood, 1837) (Hemiptera: Pentatomidae) e 

Bemicia tabaci (Gennadius, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) (SOUZA et al., 2015). As 

sementes de cada variedade foram pré-germinadas e transplantadas em vasos de 2 Kg 

com solo previamente fertilizado. As plantas de soja foram cultivadas em casa de 

vegetação do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Viçosa (UFV), 

Minas Gerais, Brasil, isoladas em gaiolas para evitar o ataque de pragas e sem aplicação 

de agrotóxicos. As plantas foram irrigadas diariamente e mantidas a 28,6 ± 6,5 ºC e 70 ± 

10% UR até a execução dos experimentos. O plantio foi escalonado para ter 

disponibilidade de plantas nos estádios vegetativos requeridos. 

 

1.2.2 Avaliação da sobrevivência de Anticarsia gemmatalis  

Larvas de A. gemmatalis, recém-eclodidas foram colocadas em folhas das 

variedades “IAC PL1” e “IAC 19”. As lagartas foram mantidas em recipientes isolados e 

higienizados. Depois de serem retiradas, as folhas das plantas eram umedecidas com 

algodão para evitar a secagem e manter a turgidez. O experimento foi conduzido no 

Laboratório de Insetos do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da UFV a 

25 ± 5 ºC e 52 ± 5% UR. A sobrevivência foi monitorada diariamente durante toda a fase 

larval.  

 

1.2.3 Preparação dos extratos 

Plantas de soja das variedades “IAC PL1” e “IAC 19” foram plantadas e mantidas 

em casa de vegetação até chegar aos estádios entre V4 e V6. Posteriormente, foram 

submetidas a desfolhação por larvas de quarto e quinto instar de A. gemmatalis durante 

12h. Logo, as folhas injuriadas de cada variedade foram coletadas e armazenadas a -80°C. 

Os controles foram plantas de cada variedade sem infestar. Para a preparação dos extratos, 

as folhas foram maceradas em nitrogênio líquido e o tecido pesado. Por cada 100 mg do 

tecido foliar foram adicionados 200 µl da solução extratora (metanol 20% / Isopropanol 

79% / ácido acético 1%), submetidos a ultrassom por 30 min e centrifugados a 14.000 g 

por 30 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado, e o procedimento repetido. Os extratos 

metanólicos foram armazenados a -80°C até a análise no LC-MS do tipo UHPLC QqQ. 
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1.2.4 Analises de fito-hormônios 

Aproximadamente 300 µL das amostras extraídas foram colocadas em vials e 5,0 

µL dos extratos foram injetados no sistema LC/MS pertencente ao NuBioMol do Centro 

de Ciências Biológicas e da Saúde (CCB) da UFV. Utilizou-se uma coluna 

cromatográfica (Agilent Eclipse Plus, RRHD, 1.8 um, 2.1x50 mm) com fluxo de 0,3 

mL/min acoplada online a um espectrômetro de massa do tipo triplo quadrupolo QqQ 

(Agilent). Os fito-hormônios analisados foram Ácido absícico (ABA), ACC-etileno, 

Ácido Indol Acético (AIA), Ácido Jasmónico (AJ), Metil-Jasmonato (Me-JÁ), Ácido 

salicílico (AS), Zeatina. O espectrômetro de massa operou alternando o modo positivo e 

negativo de acordo com tempo de retenção para cada hormônio e monitorou a amostra no 

modo MRM (multiple reaction monitoring) para permitir a detecção dos hormônios 

(Tabela S1).  

Tabela S1. Lista de transição dos íons monitorados para analises de quantificação dos 
fito-hormônios de folhas de soja por MRM. O modo scan, a massa molecular do íon e dos 
respectivos fragmentos dos íons são indicados 
 

FITO-HORMONES MS1 MS2 SCAN MODE 

Zeatina  220 202 Positivo 

ACC 106 56 Positivo 

AIA 176 130 Positivo 

ABA 263 153 Negativo 

AS 137 93 Negativo 

GA4 331 213 Negativo 

JA 209 59 Negativo 

 

Os ensaios foram realizados com três réplicas biológicas de cada tratamento. Os 

espectros de massas gerados foram processados utilizando o software MassHunter para 

obtenção dos cromatogramas extraído (XIC) de cada transição e para obtenção dos 

valores de área como indicativo da abundância de cada hormônio. Uma curva padrão de 

cada hormônio, variando concentrações de 0,1 a 300 ng/mL, foi utilizada para converter 

os valores de área dos metabólitos identificados em valores de concentração expressados 

em ng de hormônio/g de tecido vegetal. 
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As tabelas que contém os resultados dos fito-hormônios identificados e sus intensidades 

foram normalizadas pela massa do tecido fresco e os dados analisados na plataforma 

MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca/). 

 

1.2.5 Analises estatísticas 

As análises estatísticas de sobrevivência foram feitas com o pacote “survival” 

(THERNEAU, 1999), no software R (R CORE TEAM, 2017). A função de sobrevivência 

foi estimada pelo método de Kaplan-Meyer (GOEL et al., 2010), o qual é usado para 

calcular a função de sobrevivência de uma variável no tempo. O método permite corrigir 

a morte dos indivíduos quando acontece por causas diferentes aos tratamentos. A curva 

de sobrevivência mostra uma representação da função nas populações alvo (POCHÉ, 

2015). O efeito dos extratos na sobrevivência das lagartas de A. gemmatalis, foi 

comparado com o Test Log-Rank (p-valor< 0.001). 

As análises estatísticas dos fito-hormônios analisados entre os tratamentos foram 

feitas na plataforma analítica Metaboanalyst (XIA, 2015). Os dados foram normalizados 

pela mediana e foi aplicado o test t (p-valor< 0.05), foi feita a análise de componentes 

principais (PCA) e o Heatmap. 

 

 

1.3 Resultados 

 

1.3.1 Sobrevivência de lagartas Anticarsia gemmatalis alimentadas com as variedades 

de soja “IAC PL1” e “IAC 19”  

A sobrevivência da fase larval indicou que as lagartas alimentadas com o cultivar 

“IAC PL1” tiveram uma porcentagem de sobrevivência menor (32 ± 5.3), em comparação 

com a variedade “IAC 19” (61.1 ± 5.7), apresentando diferencias significativas pelo teste 

de Log-Rank (p-valor = 3.72 x 10-5 X2= 17 em 1 grau de liberdade) (Figura 1). As lagartas 

na variedade “IAC PL1” apresentaram maiores quedas na taxa de sobrevivência aos três 

dias após do início das avaliações, correspondendo ao segundo instar larval (de 89.3% 

para 60%), e aos doze dias (de 46.7% para 33.3%) durante o quinto instar larval. No 

entanto, as lagartas na variedade “IAC 19” tiveram quedas constantes durante toda a fase 

larval. 
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Figura 1. Curva de sobrevivência da fase larval de A. gemmatalis alimentadas com folhas 
das variedades PL1: “IAC PL1” e IAC 19: “IAC 19”. As curvas foram diferentes 
estatisticamente conforme analise feito pelo teste de Log-Rank (p-valor< 0.005). 
 
 
1.3.2 Análise da resposta fito-hormonal 

Para o cultivar “IAC 19”, os níveis basais dos fito-hormônios ABA e GA4 foram 

maiores que na “IAC PL1” (Figura 2 e Tabela S2). Na variedade “IAC 19” o perfil do 

ABA (Figura 2A) não mostrou diferença pelas injurias de A. gemmatalis, seja nos 

tratamentos sem infestar (SI): 16569.1 ± 1911.2; Infestada (I): 16380.4 ± 879.9, mas na 

variedade “IAC PL1” houve diminuição da concentração. Já para G4 (Figura 2B) no 

cultivar “IAC PL1” teve um aumento nas plantas injuriadas, contrário do observado para 

a variedade “IAC 19” na qual diminuiu. 
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Tabela S2. Concentrações de fito-hormônios expressas em ng de fitohormônio / g de 
massa fresca de tecido nos tratamentos ± SD. S: Sadía; I: Infestada 

Fito-hormônio “IAC PL 1” S “IAC PL 1” I “IAC 19” S “IAC 19” I 

ABA 7129.5 ± 144.2 5053.9 ± 36.1 16569.1 ± 1911.2 16380.4 ± 879.9 

GA4 21594 ± 3281.8 27685.4 ± 4512.4 50746 ± 18665.1 44654.5 ± 3076.7 

Zeatina 16660.4 ± 621.8 18185.2 ± 185.2 19017.7 ± 1891.8 20084.2 ± 727.6 

AJ 9303.5 ± 2643.5 12493.7± 2925.4 6013.7 ± 2079.5 7234.9 ± 2044.3 

AS 364641.8 ± 851.9 338670.4 ± 5348.8 1952248.6 ± 523565.6 1660775.8 ± 55554.6 

ACC etileno 7031.2 ± 21.8 8296.9 ± 397.0 3138.6 ± 324.8 4191.8 ± 246.9 

AIA 1527 ± 631.2 1589.7 ± 941.3 2474.5 ± 22.1 1738.5 ± 177.2 

     

  

 

Figura 2. Quantificação dos fito-hormônios de desenvolvimento das variedades de soja 
“IAC PL1” e “IAC 19”, em ausência (Sadia) e presença (Infestada) da A. gemmatalis. As 
quantidades dos fito-hormônios em cada tratamento estão expressas em ng de 
fitohormônio/g de massa seca de tecido. A. Ácido Absícico (ABA); B. Giberelina 4 
(GA4) e C. Zeatina 
 

Em relação a Zeatina (Figura 2C), a concentração basal foi semelhante entre os 

cultivares sem injurias, e não mudou nas plantas injuriadas pelas lagartas (Tabela S1).  
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As concentrações dos fito-hormônios considerados como os principais envolvidos 

na defensa AJ, AS e ACC-etileno apresentaram mudanças de concentração quando as 

plantas foram injuriadas por lagartas A. gemmatalis, com exceção do AIA para a 

variedade “IAC PL1”, que permaneceu constante nas plantas controle (Figura 3 e Tabela 

S2). O AJ teve uma maior concentração em plantas da variedade “IAC PL1” (Figura 3A), 

tanto no nível basal, quanto em plantas infestadas com A. gemmatalis. O mesmo padrão 

foi observado para o ACC, precursor do etileno. De modo antagônico o AS apresentou 

maiores concentrações nas folhas da variedade “IAC 19” (Figura 3B), mas diminuiu em 

plantas infestadas com A. gemmatalis. Finalmente para o IAA foi observado maiores 

concentrações também para o genótipo IAC 19, entretanto foi reduzido com a infestação 

pelas lagartas. 

 

 

Figura 3. Quantificação dos fito-hormônios de defesa das variedades de soja “IAC PL1” 
e “IAC 19”, em ausência (Sadia) e presença (Infestada) da A. gemmatalis. As quantidades 
dos fito-hormônios em cada tratamento estão expressas em ng de fitohormônio/g de 
massa seca de tecido. A. Ácido jasmônico (AJ); B. àcido salicílico (AS), C. ácido 1-
aminociclopropane-1-carboxilico-etileno (ACC-etileno); C. ácido indol acético (AIA) 
 

Os fito-hormônios que apresentaram diferenças significativas entre as variedades 

de soja pelo teste t foram: ABA (p-valor= 2.6 x 10-2), AS (p-valor= 1.7 x10-4); ACC-

etileno (1,4 x 10-3); AJ (p-valor= 3.75 x 10-5), (figura 4).  
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Figura 4. Analises estatísticas dos genótipos de soja “IAC PL 1” e “IAC 19”. A). Fito-
hormônios estatisticamente significativos no test t, os pontos rosa indicam os compostos 
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diferentes entre as duas variedades. B). Box plot comparação dos fito-hormônios 
diferentes entre as variedades, 0= “IAC PL1” e 1= “IAC 19”.   
 

A análise de componentes principais agrupou as variedades de soja em função das 

concentrações dos fito-hormônios determinados, sendo que cada variedade teve um 

comportamento de datos específico independenetemente da presença ou ausência da 

lagarta (Figura 5).  

 

Figura 5. PCA comparativo entre as amostras estudadas. 0= “IAC PL1” e 1= “IAC 19”.   

 

O heatmap (Figura 6), que relaciona os dendrogramas para os fito-hormônios e as 

variedades, indicou que as concentrações dos fito-hormônios ABA, G4, AS, AIA, são 

maiores na variedade “IAC 19”, porém ACC-etileno, AJ e Zeatina são maiores na 

variedade “IAC PL1”. 
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Figura 6. Heatmap, relacionando o dendrograma gerado para os tratamentos e o gerado 

para os fito-hormônios. 0= “IAC PL1” e 1= “IAC 19”. 

 

1.4 Discusão 

A resistência e susceptibilidades de genótipos de soja tem sido avaliada pelas taxas 

de sobrevivência das lagartas infestando as folhas (PIUBELLI et al., 2004), entretanto 

não tem sido correlacionada com a variação no perfil hormonal das plantas. Pelos testes 

de sobrevivência o cultivar “IAC 19”, no qual tem sido descrita resistência por antibiose 

a outros insetos praga (SOUZA et al., 2015, SOUZA et al., 2017), apresentou uma 

susceptibilidade maior a A. gemmatalis do que a mostrada por “IAC PL1”, cultivar que 

tem sido classificado e usado experimentalmente como variedade controle de 

susceptibilidade (LOURENÇÃO et al., 1989; MIRANDA et al., 2003a; 2003b SOUZA 

et al., 2015). Portanto um genótipo que tenha resistência a outros insetos não 

necessariamente será a todo tipo de inseto praga, como por exemplo à A. gemmatalis. A 

taxa de sobrevivência observada, coincide com os estudos feitos por MACEDO et al. 

(2014) com o genótipo “IAC 19” como controle e veículo para analises do efeito de 

extratos de plantas no desenvolvimento de A. gemmatalis. 

Alguns estudos descrevem as respostas das cascatas downstream à ativação pelos 

fito-hormonios em soja, como por exemplo em análises de transcriptômica (STUDHAM 

e MACINTOSH, 2012; 2013) avaliando a expressão dos genes ativados. Em adição em 

estudos sobre respostas de defesa pelas plantas, normalmente são utilizadas outras plantas 
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modelo, nas quais os mecanismos de defesa foram melhor elucidados (SMITH e 

CLEMENT, 2012; WAR et al., 2011c; WANG et al., 2007; HOWE e JANDER, 2008; 

VLEESSCHAUWER et al., 2010), mas com relação especifica a soja não existem 

reportes que descrivam a resposta fito-hormonal das plantas à herbívoria.  

O comportamento do perfil fito-hormonal permite inferir sobre o comportamento 

de diferentes genótipos em relação a herbivoria (WAR et al., 2011a; SMITH, et al., 2012). 

Foram observados níveis mais elevados de AJ no genótipo PL1, do qual proporcionou 

menores taxa de sobrevivência das lagartas. Portanto é um indicativo que as cascatas 

sinalizadoras para ativar as defesas nas folhas de soja podem estar mais ativas nesse 

genótipo (ERB et al., 2012). Em adição, os níveis de AS foram mais baixos neste 

genótipo. Efetores produzidos pelos insetos ativam cascatas de aumento dos níveis de AS, 

o qual tem efeito antagônico a sinalização por AJ. AS e ET tem sido os hormônios mais 

caracterizados que alteram as respostas dependentes de JA (ERB et al., 2012). Ao 

contrário do AS, Etileno pode ter efeito positivo ou negativa na ação do JA. Os níveis 

tanto de AJ e ACC foram mais elevados no genótipo resistente PL1, indicando que a via 

de síntese de etileno está mais alta e pode estar modulando positivamente as respostas de 

defesa (VAN LOON et al., 2006). 

Recentemente tem sido indicado que as respostas hormonais ao ataque de insetos 

também envolvem outros hormônios (VERMA et al., 2016). Zeatinas são hormônios de 

plantas envolvidos em várias respostas a estresses bióticos e um aumento na sua 

concentração é normalmente observado durante o ataque, culminado na modificação do 

metabolismo da planta para permitir a infestação (GIRON et al., 2013). ABA também é 

importante na resistência das plantas contra insetos herbívoros por meio da modulação 

das respostas dependentes de JA (GIRON et al., 2013; ERB et al., 2012; DINH et al., 

2013) e também pode agir de modo antagônico a citocininas (SCHÄFER et al., 2015; 

ZHANG et al., 2017). Porém os níveis de ABA foram mais altos no genótipo sensível 

“IAC 19”, com um comportamento inverso ao observado para AJ. Também os níveis de 

zeatin foram ligeiramente mais altos no genótipo susceptível “IAC 19”.  

 

1.5 Conclusões 

Apesar do genótipo de soja “IAC PL1” ser considerado susceptível à herbivoria 

por A. gemmatalis, quando comparamos com o genótipo “IAC 19”, que é considerado 
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resistente a outros insetos pragas, foi considerado resistente. No entanto, as respostas fito-

hormonais da variedade “IAC 19” permitem determinar que a planta tem carateristicas de 

tolerância. A análise dos perfis hormonal entre estes genótipos está de acordo com os 

diferentes níveis de resistência a herbivoria. 
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Abstract  

Morphological changes in Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) caterpillar 

midgut, development and mortality feeding on soybean and artificial diets containing 

flavonoids were evaluated. Soybean flavonoid concentrations were measured and 

artificial diets prepared adding synthetic flavonoids at same soybean proportions. 
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Anticarsia gemmatalis caterpillars fed on susceptible and resistant soybean and artificial 

diets were submitted to histological analysis. Survival, development period and weight 

was accounted. Flavonoids daidzein, quercetin, and rutin were found in susceptible (IAC-

PL1) and resistant (IAC-17, IAC-24) soybean. Only daidzein had high concentrations on 

resistant varieties. Anticarsia gemmatalis survival were lower feeding on resistant 

soybean and artificial diet containing the three flavonoids. Caterpillars got less mass 

growth feeding on resistant than susceptible soybean. Artificial diets added with 

flavonoids did not have these effects and any treatment affected A. gemmatalis developing 

periods. Midgut cells were damaged but not the peritrophic membrane and the muscular 

wall of the caterpillar midgut. The IAC-PL1 soybean deformed columnar cells and 

reduced the number of regenerative ones. The IAC-17 caused columnar cells rupturing 

and goblet cells deformation. The IAC-24 caused epithelium detachment from the 

muscular wall and increased vacuoles in the columnar cells cytoplasm. Artificial diets 

added with flavonoids caused similar changes in midgut morphology as those caused by 

resistant soybeans. Resistant soybean varieties damaged A. gemmatalis caterpillar’s 

midgut, causing high mortality and decreased growth mass. Different daidzein, quercetin, 

and rutin concentrations, in these cultivars, may function synergistically against A. 

gemmatalis caterpillars as showed by the effects of artificial diet added with these three 

flavonoids. 

 

Keywords Histopathology, midgut epithelium, peritrophic membrane, synergism 

Key message 

• Anticarsia gemmatalis caterpillar is the main soybean pest in the America continent 

attacking all crop stages deriving in important economical lost. 

• Use of soybean resistant cultivars with different flavonoid concentrations could lead to 

improve integrated pest management techniques. 

• Damage to caterpillar midgut cells and detachment of epithelium from muscular wall 

precluded food absorption generating mortality of A. gemmatalis caterpillars. 

• Different flavonoid concentrations in soybean resistant cultivars, may function 

synergistically to cause damage and death to A. gemmatalis caterpillars. 
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2.1 Introduction  

 

Brazil is the second soybean, Glycine max (L.) Merrill (Leguminosae: 

Papilionoidae) producer and exporter in the world with 95,633,900,000 tons in 

2015/2016. (Conab 2016). The "velvetbean caterpillar" Anticarsia gemmatalis Hübner, 

1818 (Lepidoptera: Noctuidae), is one of the main defoliating pests of this crop in 

America (Nascimento et al. 2003). This insect are in all regions were this plant is 

cultivated and its caterpillars damage from seedling to plants in the vegetative stage 

(Riffel et al. 2012; Pazzini 2013). 

The high quantity and frequency of insecticide application may reduce natural 

enemies in soybean crops (Vianna et al. 2009). Soybean varieties with moderate insect 

resistance levels (Matos Neto et al. 2002; Piubelli et al. 2005; Kim et al. 2014) are used 

associated with viral (Levy et al. 2011; Brito et al. 2015) or botanical insecticides (Jesus 

et al. 2014; Ribeiro et al. 2015; Silva et al. 2016b). This can reduce or eliminate the use 

of pesticides and improve the ecological sustainability of agricultural systems.  

Many wild or cultivated plants have some degree of insect resistance through 

secondary metabolites (Tavares et al. 2010; Zhou et al. 2011; Silva et al. 2013; Zavala et 

al. 2014). Flavonoids are found in different soybean parts (Magarelli et al. 2014; John et 

al. 2013; Kim et al. 2014) and are responsible for resistance against defoliating insects 

(Piubelli et al. 2005). The flavonoids daidzein, quercetin, and rutin cause disturbances in 

the cartepillar midgut affecting lepidopteran development and biology (Zhou et al. 2011; 

Jadhav et al. 2012; Smith et al. 2016b). 

The A. gemmatalis midgut has a single layered columnar epithelium with 

digestive, goblet, and regenerative cells (Levy et al. 2008; Gomes et al. 2013) likely other 

Lepidoptera (Chiang et al. 1986; Binder and Bowers 1994). The peritrophic membrane 
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separates the food bolus from the midgut epithelium protecting it against mechanical 

damage, but it is permeable to digestive enzymes and nutrients (Eisemann and Binnington 

1994; Terra 2001), as well as a barrier against pathogens (Levy et al. 2009; 2011; Silva 

et al. 2016a). Changes in caterpillar midgut morphology and mortality caused by 

flavonoids need to be better-studied (Vandock et al. 2012) and settle how these 

compounds affect the biology of lepidopteran (Gazzoni et al. 1997; Piubelli 2005; Silva 

et al. 2016b). 

Therefore, the flavonoid effects of susceptible (IAC-PL1) and resistant (IAC-17, 

IAC-24) soybean were accessed by picturing alterations on larval midgut morphology, 

development and survival of A. gemmatalis caterpillars and pupae feeding on these 

cultivars and artificial diets added with synthetic flavonoids in equal proportions as found 

in soybean plants varieties. 

 

2.2 Material and methods 

  

2.2.1 Local 

The experiments with artificial diets, biological assessments of A. gemmatalis 

caterpillars, and identification and quantification of flavonoids for the soybean varieties 

IAC-PL1, IAC17, and IAC24 were carried out at the Department of Biochemistry and 

Molecular Biology of the Universidade Federal de Viçosa (UFV) in Viçosa, Minas Gerais 

state, Brazil. The A. gemmatalis caterpillar midgut histology was analysed in the 

Laboratory of Cell Biology, Molecular, and Microscopy Center of the General Biology 

Department of UFV.  

 

2.2.2 Caterpillar rearing 

Anticarsia gemmatalis adults were kept in cages (50 x 50 cm) with paper sheets 

for oviposition. Adults of this insect were fed on nutrient solution composed of honey 

(10.5 g), beer (350 mL), sucrose (60 g), ascorbic acid (1.05 g), nipagin (1.05 g), and water 

(1050 ml), embedded in cotton placed on the bottom of the cages in a Petri dish. 

Anticarsia gemmatalis egg masses were collected every three days and transferred 

to 500 mL plastic cups with a 2 cm circular hole in the cover closed with tulle screen. 
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These cups were maintained at 25 ± 5 °C; 70 ± 10 % RH and 14:10 (d:n) hours 

photoperiod until hatching. The caterpillars were separated into groups of 20 individuals 

and placed in 500 mL plastic pots with about 10 g of artificial diet changed every three 

days. Pupae were placed in cages for adult to emerge and copulate. 

 

2.2.3 Preparing artificial diet 

The artificial diet was composed of beans (4.8 g), brewer yeast (2.4 g), wheat germ (3.8 

g), soy protein (3.8 g), casein (1.9 g), agar (1,34 g), and water (80 mL/100 g) mixed in an 

industrial blender and autoclaved at 1.5 kgf/cm2 for 15 minutes and transferred to a 

blender. Ascorbic acid (6 g), sorbic acid (3 g), nipagin (methyl paraben, 5 g), 40% 

formalin (6 mL) and vitamin solution (10 mL) (niacinamide1 mg, calcium pantothenate 

1 mg, thiamine 0.25 mg, riboflavin 0.50 mg, pyridoxine 0.25 mg, folic acid 0.25 mg, 

biotin 0.02 mg and inositol 20 mg) and 1 L water were added and mixed until a 

homogenous consistency was obtained.  

At this point, for artificial diet used in experiments, a quantity of flavonoids 

previously weighted according to maximal concentrations found in resistant soybean 

cultivars were first diluted in 5 mL absolute ethanol (99.5%) and added to the mixture 

(diet used in control treatments were added with 5mL ethanol without flavonoids). Then 

the liquid diets were left to cool in germicidal chamber with ultraviolet light and stored 

at 4 °C.  

 

2.2.4 Soybean varieties 

Soybean seeds of the susceptible IAC-PL1 and resistant IAC-17 and IAC-24 varieties 

were obtained from the Agronomic Institute of Campinas (São Paulo, Brazil). Variety 

IAC-PL1 is the product of a Japanese introduction which the grain has high protein 

concentration but low productivity (578 ± 34 kg.ha-1 (Lourenção et al. 2010)) and has 

been demonstrated to be susceptible to pathogens and insects and used as control for 

scientific research (Silva et al 2010; Souza et al. 2013). Varieties IAC-17 and IAC-24 are 

product of different crossings and present high productivity (2953 kg.ha-1 for IAC-17 and 

3480 kg.ha-1 for IAC-24 (Silva et al. 2010; Miranda et al. 2003)), resistant to pests and 

pathogens of high genotype and phenotype similarity (Souza et al 2016, 2017).  
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Seeds of each variety were previously sprouted on a wet towel paper into 

germination chamber and then planted in pots containing 2 kg of fertilized substrate inside 

a greenhouse (25 °C ± 5, 70% ± 10 RH) isolated in cages to avoid pests’ damage, 

pesticides free and daily irrigated. The planting was staggered to have the required 

availability of plant vegetative stages. Nine plants per variety were selected to access 

flavonoid concentrations and the rest to feed A. gemmatalis caterpillars for experiments. 

 

2.2.5 Flavonoids identification and quantification 

Plants were exposed to damage by A. gemmatalis herbivory to access the highly flavonoid 

concentrations in plants. The third trifoliate leaf from bottom to top of each plant in V3 

stage were collected, wrapped in foil packages, frozen with liquid nitrogen, and stored at 

-80 °C for chemical compound analysis.  

Flavonoids were determined by high-performance liquid chromatography (HPLC) 

in the Biodiversity Laboratory of the Biochemistry and Molecular Biology Department 

of UFV. The leaflets of the soybean plants of each variety were weighed (500 mg) and 

macerated with liquid nitrogen, and transferred to 15 mL plastic tubes containing 5.0 mL 

of 80% methanol. This solution was submitted to ultrasound for 20 minutes and 

centrifuged at 3,000 g for five minutes at 4 °C. The extracts were evaporated in speed 

vacuum and re-suspended in 2 mL of absolute methanol, filtered with PTFE filter 0.45 

µm and stored vials. 

The soybean leaf extracts were eluted with segmented gradient of acetic acid and 

2% acetonitrile solution. An aliquot of 30 µL of leaf extracts from each soybean variety 

was placed into a chromatograph (Shimadzu Prominence LC pump 20 AD, detector SPD 

M 20 A, CTO oven 20 A, LabSolutions program) with a reverse phase column to detect 

secondary metabolites (C-18, 4.6 mm internal diameter, 150 mm length, 4.8 µm particle 

diameter). Chromatographic force of the mobile phase ranged from 0 to 4 min 5% 

acetonitrile; 4 to 15 min 20% acetonitrile; 15 to 20 min 35% acetonitrile; 20 to 30 min 

90% acetonitrile; 30 to 40 minutes 5% acetonitrile; and the column temperature was 40 

°C (CTO-20A). The solvent flow was 0.6 mL/min and absorption measured at 254 nm 

(DAD). 



 

45 
 

 

Flavonoids quantity was ascertained by comparison with standards kaempferol, 

daidzein, daidzin, genistein, genistin, rutin, and quercetin. Curves were calibrated by 

injection of daidzein (1.2; 2.4; 3.6; 4.8 µg), quercetin (0.8; 1.6; 2.4; 3.2 µg), and rutin 

(0.8; 1.6; 2.4; 3.2 µg) concentrations. Linear regression curves were derived from 

concentration peak area of these compounds and concentrations of these flavonoids in the 

samples calculated. A 33 factorial design were applied for statistical analysis. 

 

2.2.6 Anticarsia gemmatalis caterpillar mortality and development 

 

Plant experiment 

A mean of 155 A. gemmatalis caterpillars were used for each soybean cultivar. 

Ten first instar caterpillars from mass rearing were put in trifoliate plant leaves at 

vegetative stages between V4 to V6. Leafs were covered with plastic cages of 150 mL 

closed with rubber bands. After three days every plastic cage were opened and cleaned 

for caterpillars to be accounted, weighted and instar determined. Then, repeated every 

two days until pupae formation. When necessary, each caterpillar group were put in a new 

leaf from same or different plant. Once the caterpillars reached the third instar were 

separated in groups of three to five individuals per cage.  

 

Artificial diets experiment 

Six different artificial diets treatments were prepared. Control consist of artificial 

diet without flavonoids, one diet containing only synthetic daidzein another quercetin and 

other rutin. A fifth diet containing quercetin with rutin and a sixth containing the three 

flavonoids. Every treatment had five blocks with twelve caterpillars each kept in 300 mL 

plastic cups with 10 g of diet changed every two days. Caterpillars were accounted, 

weighted and instar determined every two days until pupae formation. Experiments were 

conducted in laboratory at 25 ± 5 ºC, 60 ± 10 % RH and 10:14 (L:D) hours photoperiod. 

 

2.2.7 Anticarsia gemmatalis caterpillar’s midgut histology 

Eight A. gemmatalis caterpillars per plant and artificial diet treatment were 

dissected in 125 mM NaCl and four midgut per treatment were transferred to Zamboni 
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fixative solution. Then the samples were dehydrated in a graded ethanol series (70%, 

80%, 90%, 95%) and embedded in JB-4 historesin. Stained sections 3 μm thick with 

haematoxylin and eosin were observed in a light microscope and pictures taken. Artificial 

diet without flavonoids performs as control for both, soybean and artificial diets with 

flavonoids treatments.  

 

2.2.8 Statistics 

Data normality was verified with Shapiro test and homogeneity of variances with 

Bartlett test. An analysis of variance (ANOVA) was applied to determine differences 

between flavonoid concentration found in soybean cultivars, caterpillars weight and 

larvae period. Means were compared by Tukey HSD test at 95% reliability. Caterpillar 

survival were estimated by the Kaplan-Meier method and curves were compared with 

Log-Rank Test at 95% reliability. Statistical analyses were performed using the statistical 

program R version 3.4.3 (R Core Team 2017). 

 

2.3 Results 

 

5.3.1 Flavonoid concentrations of soybean varieties.  

Three flavonoid compounds, daidzein, quercetin and rutin were determined from nine 

plants of each of the three soybean varieties IAC-PL1, IAC-17 and IAC-24. A two-way 

ANOVA for a 33 factorial design indicated an significant interaction between factors 

(F4,72 = 40,57; P = 9,22 x 10-18) showing differences between flavonoid concentrations 

and soybean varieties (Fig. 1). Daidzein had high concentrations in the three soybean 

varieties, mainly in the IAC-17 and IAC-24, while quercetin and rutin had low and similar 

concentrations in the three soybean varieties. The average values of these flavonoids in 

the susceptible variety IAC-PL1 were 0.423 mg/g daidzein; 0.087 mg/g quercetin; and 

0.20 mg/g of rutin. The IAC-17 and IAC-24 resistant varieties had 2.07 and 2.40 mg/g of 

daidzein; 0.177 and 0.107 mg/g of quercetin; and 0.130 and 0.330 mg/g rutin, respectively 
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Fig. 1 Flavonoids concentration in soybean Glycine max (Leguminosae: Papilionoidae) 

resistant (IAC-17, IAC-24) and susceptible (IAC-PL1) to insects. Mean bars (± SEM; n= 

9) with the same letter do not differ by Tukey HSD test (P <0.05) 

 

2.3.2 Caterpillar survival.  

Kaplan-Meier method showed that the final percentage of caterpillar survival fed 

on soybean cultivar was 78% for IAC-PL1; 61% for IAC-17; and 66% for IAC-24. The 

highest death rates was observed during day 7 on IAC-PL1, day 7 and 15 on IAC-17 and 

day15 for the IAC-24 (Fig 2a). Log-Rank test showed significant differences in survival 

caterpillars between soybean varieties (X2= 11,9; d.f.= 2; p= 0,00756), those being 

between susceptible variety IAC-PL1 and resistant IAC-17 and 24 (X2=10,2; d.f.= 1; 

p=0,00138 and X2= 5,4; d.f.= 1; p= 0,0206; respectively), but not between resistant ones 

(X2= 0,7; d.f.= 1; p= 0,419).  

Experiment with flavonoids in artificial diets did not show differences between 

the total treatments (X2= 6,4; d.f.= 5; p= 0,265) and only the treatment which include the 

three flavonoids in the diet had significant difference with control diet (X2= 3,9; d.f.= 1; 
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p= 0,0479). Caterpillars fen on diet containing daidzein, quercetin and rutin had a final 

survival of 60,1% against 76,6% of control diet (Fig. 2b). The diet with only quercetin 

was the second to bring mortality to A. gemmatalis caterpillars with 66,6% survival, 

followed by diets with only daidzein (71,6%), with quercetin and rutin (76,6%) and only 

rutin (78,3%).  

 

Fig. 2 Survival of Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) caterpillars and pupae 

by Kaplan-Meier method: (a) fed on leaves of susceptible (IAC-PL1) and resistant (IAC-

17 and IAC-24) soybean (curve mark with asterisc “*” differ from others); (b) fed on 

artificial diets added with flavonoids (curves mark with asterisc “*” differ from control). 

Significance differences were determined by Log-Rank test at 95% confidence interval. 

 

2.3.3 Caterpillar development. 

Neither soybean varieties nor artificial diets had effects on caterpillar periods (data 

not show). Resistant soybean had negative effect on A. gemmatalis caterpillars’ weigth. 

Those fed on IAC-17 soybean got less mass growth on caterpillar instar fourth and fifth, 

follow by IAC-24 and compare to susceptible IAC-PL1, from which caterpillar gain more 

mass growth. Caterpillars’ weight fed on artificial diets show differences only at fourth 

instar between diets containing only quercetin and diets containing quercetin and rutin 

(Table 1).
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Table 1 Weight (means and standard errors) of A. gemmatalis (Noctuidae: Lepidoptera) caterpillars and pupae feed on: susceptible (IAC-

PL1) and resistant (IAC-17, IAC-24) soybean cultivars (d.f= 2;15); and on artificial diets (d.f.= 5;20). Control (without flavonoids); added 

with only Daidzein, Quercetin or Rutin; added with a mixture of Quercetin and Rutin (Q+R); and a mixture of Daidzein, Quercetin and Rutin 

(D+Q+R). Fisher values and p-values from ANOVA are showed; means indicated with the same letter do not differ between treatments by 

Tuckey HSD test at 0,05% significance . 

 Caterpillar instars 
Pupa 

 L2 L3 L4 L5 

 Mean S.E. F p Mean S.E. F p Mean S.E. F p Mean S.E. F p Mean S.E. F p 

Soybean variety   

2,59 0,11 

  

1,28 0,31 

  

3,36 0,05 

  

12,4 <0,01 

  

0,02 0,98 
IAC-PL1 6,13a 1,52 57,2a 10,5 176,4a 9,25 294,9a 22,1 175,1a 23,9 

IAC-17 6,34a 0,87 38,3a 9,9 133,8b 12,3 180,9b 14,6 172,0a 2,83 

IAC-24 3,38a 0,16 57,3a 10,4 157,7c 8,61 200,9c 7,88 172,0a 3,29 

Flavonoid treatments                     

Control 3,41a 0,28 

1,83 0,14 

12,6a 0,76 

1,28 0,31 

60,9ab 4,66 

2,48 0,05 

261,7a 13,4 

0,59 0,70 

225,4a 4,84 

0,67 0,65 

Daizein 3,68a 0,36 11,8ª 0,82 57,1ab 4,04 271,5a 9,61 222,9a 4,14 

D+Q+R 4,42a 0,59 14,9a 1,94 62,6ab 8,87 285,9a 13,0 224,4a 6,63 

Quercetin 3,32a 0,25 13,8a 1,10 67,6b 2,53 276,9a 14,6 221,3a 5,80 

Q+R 3,32a 0,25 10,8a 1,28 43,8a 4,89 260,1a 15,7 229,6a 10,2 

Rutin 3,11a 0,1 12,5a 1,16 53,4ab 4,86 263,1a 11,9 235,5a 4,75 
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2.3.4 Morphology changes in caterpillar midgut by diet consumption. 

 Anticarsia gemmatalis caterpillar midgut fed on an artificial diet without 

flavonoids had an intact muscle wall and peritrophic membrane and a simple columnar 

epithelium with striated border evident in the apical portion. Goblet cells were less 

numerous, with a central cavity and flattened nucleus. Regenerative cells were small 

round or oval (Fig. 3a). Digestive cells were numerous and columnar with basophilic 

finely granular cytoplasm, with an elongated nucleus in the cell apical third. The apical 

surface of digestive cells showed an acidophilic region, the striated border. Small 

cytoplasmic protrusions were released into the gut lumen (Fig. 3b). 

The midgut of Anticarsia gemmatalis caterpillars fed on leaves from the insect 

susceptible soybean IAC-PL1, showed changes in muscle layer, partial detachment of the 

intestinal epithelial cells, and a low regenerative cell count (Fig 3c; d). Caterpillars fed 

on leaves of the insect resistant soybean IAC-17 had a high number of regenerative cells 

(Fig. 3e), discontinuities in the epithelium and disruption of digestive cells due to number 

and growth of goblet cells, which cavities were dilated losing their calyx form turning 

shapeless and disorganized in appearance (Fig. 3f). The midgut of A. gemmatalis 

caterpillars fed on leaves of the insect resistant soybean IAC-24, showed epithelium 

detachment from the basement membrane including regenerative cells. Digestive cells 

had nuclei with predominance of condensed chromatin and a large number of vacuoles in 

the cytoplasm (Fig 3g; h). Soybean varieties did not affect the peritrophic membrane of 

A. gemmatalis caterpillars. 

Flavonoids consumption through artificial diets generate important damages in A. 

gemmatalis midgut (Fig 3i-k). However, there are not specific damages caused for a 

flavonoid consumption in particular, so artificial diet with flavonoids treatments are 

describe in general. In the endoperitrophic space and the peritrophic membrane many cell 

fragments are dispersed, which indicate an important cell´s death. The globet cells 

increase in size and were deformed. The digestive cells present high vacuolization in 

cytoplasm with dislocated and deformed nuclei. 
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Fig. 3 Light micrographs of the midgut of Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: 

Noctuidae) caterpillar fed on: artificial diet without flavonoids (a: 20x, b: 40x); 

susceptible “IAC PL1” (c: 20x d: 40x); and resistant IAC-17 (e: 20x, f: 40x), IAC-24 (g: 

20x, h: 40x) soybean cultivars; artificial diets added with flavonoids (i-j: 20x, k: 40x). 
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Mu= muscle layer; Co= columnar cell; Cr= regenerative cell; Ca= goblet cell; Ed= 

endoperitrophic space; Ec= ectoperitrophic space; Mp= peritrophic membrane. 

 

2.4 Discussion 

Anticarsia gemmatalis caterpillars are important soybean pests. Secondary 

metabolites such as flavonoids, produced constitutively for defense against herbivores 

(Anshul et al. 2013; Nenaah 2012; Céspedes et al. 2014), are used to obtain insect resistant 

varieties. These compounds affect caterpillar midgut morphology, cell physiology 

(Vandock et al. 2012), and biology (Salvador et al. 2010; Silva et al. 2016b). Resistant 

soybean varieties affect the midgut morphology and survival of A. gemmatalis 

caterpillars. 

The high concentrations of the daidzein in the resistant soybean varieties IAC-17 

and IAC-24 may be responsible for their resistance to A. gemmatalis and also to 

Piezodorus guildinii (Westwood) and Nezara viridula (Linnaeus) (Hemiptera: 

Pentatomidae) because this compound is an important antibiosis agent for insects (Silva 

et al. 2013). Similar concentrations of quercetin and rutin in the three soybean varieties 

support their common levels in leaves of this plant (Magarelli et al. 2014), whereas 

daidzein has been found in high concentrations in soybean seeds (John et al. 2013; Kim 

et al. 2014). These compounds are part of plant constitutive defences (Zavala et al. 2015) 

and function synergistically against herbivorous insects (Barbehenn and Kochmanski 

2013; War et al. 2013).  

Daidzein determined in the wild soybean Glycine soja (Sieb et Zucc.) 

(Leguminosae: Papilionoidae) inhibits growth of Spodoptera litura (Fabricius) 

(Lepidoptera: Noctuidae) caterpillars (Zhou et al. 2011). However, the development, 

fertility, and survival of Lymantria dispar (Linnaeus) (Lepidoptera: Lymantriidae) 

caterpillars were not affected when fed on artificial diets with different daidzein 

concentrations. Which may be due to this herbivore being a generalist and naturally 

exposed to this flavonoid (Karowe and Radi 2011). Quercetin and rutin are generally 

better studied and were effective against Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: 

Tephritidae) (Broussalis et al. 2010), Musca domestica Linnaeus (Diptera: Muscidae), 

Aedes albopictus Skuse (Diptera:Culicidae) (Wang et al. 2011) larvae and S. litura, 

Helicoverpa armigera (Hübner) (Lepidoptera: Noctuidae) (Jadhav et al. 2012; Pandey et 

al. 2012) and A. gemmatalis (Gazzoni et al. 1997) caterpillars. 
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The higher mortality of A. gemmatalis caterpillars fed on the resistant soybean 

varieties IAC-17 and IAC-24, than for those fed on the susceptible IAC-PL1 may due to 

damage in the caterpillar midgut. Probably caused by deleterious effects of flavonoids 

acting synergistically, as it was confirm in results of survival caterpillars fed on artificial 

diets containing this compounds. This high mortality of A. gemmatalis also agrees with 

similar results on the resistant soybean variety IAC-100 (Piubelli et al. 2005). Artificial 

diets with daidzein, quercetin and rutin also caused significant mortality of A. gemmatalis 

caterpillars as previously demonstrate in similar experiments combining quercetin and 

rutin (Gazzoni et al 1997; Salvador et al. 2010). Also causing mortality on Sitophilus 

oryzae (Linnaeus) (Coleoptera: Curculionidae) and Rhyzopertha dominica (Fabricius) 

(Coleoptera:Bostrichidae) larvae (Nenaah et al. 2013).  

Consumption of resistant soybean varieties, especially IAC-17 negatively affect 

the mass growth of A. gemmatalis caterpillars in fourth and fifth instar. Artificial diets 

containing flavonoids had no effect on larval stage duration nor caterpillar and pupal 

weight, similar to that of P. guildinii adults fed on IAC-17 and IAC-24 varieties (Silva et 

al. 2013). Rutin has been demonstrate as a dangerous flavonoid for caterpillars because 

of its anti-nutritional effects (Tavares et al. 2015; Silva et al. 2016b), possibly more than 

daidzein. However, our results point to a synergistically effect of flavonoids combination 

and a major effect of daidzein due to higher concentrations in the soybean varieties tested. 

In spite of, artificial diets containing daidzein have not effect on survival and development 

of L. dispar caterpillars (Karowe and Radi 2011), although it may be a defense against 

phytophagous hemipterans (Piubelli et al. 2005). Rutin concentrations in the soybean 

varieties tested and artificial diet did not prolong the A. gemmatalis larval stage, contrary 

to that of this species, consuming 0.45, 0.91, and 1.82 mg/g of this compound in artificial 

diets (Salvador et al. 2010). 

The midgut morphology of A. gemmatalis caterpillars fed on an artificial diet 

without flavonoids agrees with descriptions for this lepidopteran fed on similar diets 

without flavonoids or other compounds that may alter cell morphology (Salvador et al. 

2010; Gomes et al. 2013). Anticarsia gemmatalis caterpillar midgut morphological 

alterations such as detachments of the epithelium, vacuolization, increase of goblet cell 

compartment, and tissue discontinuity for the resistant soybean varieties may be due to a 

synergistic action of daidzein, quercetin and rutin flavonoids, similar to that reported for 
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L. dispar (Barbehenn and Kochmanski 2013). This may be due to oxidative stress 

changing glutathione redox balance in the caterpillar midgut. Similar changes in the 

midgut morphology were also reported for A. gemmatalis (Knaak and Fiuza 2005) and 

Alabama argillacea (Hübner) (Lepidoptera: Noctuidae) caterpillars (Sousa et al. 2010) 

infected with Bacillus thuringensis (Berliner) (Bacillales: Bacillaceae) and multiple 

nuclear polyhedrosis virus. In the same way, extracts seeds of Azadirachta indica A. Juss. 

(Sapindales: Meliaceae) and leaf of Clerodendrum infortunatum and Eupatorium 

odoratum in artificial diets generated similar effects in the midgut of A. gemmatalis 

caterpillar (Almeida et al. 2014) and Orthaga exvinacea Hampson (Lepidoptera: 

Pyralidae) (Ranjini and Nambiar. 2015) respectly  

Vacuolization of the columnar and goblet cell cytoplasm may be due to the 

increased ion flow, because these cells are responsible for the active transportation of 

potassium ions from hemolymph into the gut lumen (Gomes et al. 2013). These 

detoxification vacuoles (Sousa et al. 2010) neutralize the deleterious effects of flavonoids. 

The lack of damage to the peritrophic membrane by resistant cultivars may be explained 

by the presence of several layers (Levy et al. 2011) with more chitin and a thicker 

epithelium (Silva et al. 2016a) on A. gemmatalis carterpillars. The soybean caterpillar 

used in this study has a dark phenotype, dominant in dense populations, and is resistant 

to multiple nuclear polyhedrosis virus (Silva et al. 2016a). 

The resistant soybean varieties IAC-17 and IAC-24 affected survivor, mass 

growth and the midgut morphology of A. gemmatalis caterpillars, mainly the digestive 

and goblet cells. Epithelium discontinuities, detachment of the muscle wall, and 

vacuolization of digestive cell cytoplasm show the toxic effects of daidzein, quercetin, 

and rutin flavonoids functioning synergistically and causing high A. gemmatalis 

caterpillars’ mortality. Concentrations of these flavonoids in different combinations on 

artificial diets points and strength the flavonoids synergy hypothesis for development of 

soybean varieties and even botanical insecticides with increased resistance to herbivore 

insects. 
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Capítulo 3: Respostas metabólicas de variedades de soja contrastantes para 
resistência e susceptibilidade à Anticarsia gemmatalis 

 

Resumo 

A cultura da soja é importante para a economia mundial e pela grande área 

cultivada está constantemente exposta ao ataque de insetos-praga o que vai em detrimento 

da produtividade do grão. Um exemplo de praga desfolhadora é a A. gemmatalis, 

considerada como uma das principais pragas da soja no hemisfério ocidental. O plano de 

manejo integrado de pragas no Brasil inclui o desenvolvimento de variedades resistentes 

e produtivas por melhoramento genético. Assim existem plantas desenvolvidas pelo 

Instituto Agronômico de Campinas (IAC) com diferentes níveis de resistencia a insetos-

praga. A metabôlomica e proteômica são duas poderosas ferramentas que oferecem a 

possibilidade de avaliação da resposta global das plantas a diferentes tipos de estresses, e 

podem ser aplicadas na interação planta-inseto. No entanto, não se conhecem os 

mecanismos da resistência nesses genótipos, portanto o objetivo deste trabalho foi 

determinar as respostas metabólicas e fisiológicas de variedades de soja contrastantes para 

resistência e susceptibilidade a lagarta-da-soja. Para isso, as plantas de soja susceptíveis 

e resistentes foram expostas a desfolhamento por A. gemmatalis e as respostas fito-

hormonais e metabôlomicas foram analisadas por técnicas de LC-MS e GC-MS 

respectivamente. Utilizando o mesmo modelo experimental, o proteoma das plantas foi 

avaliado por 2DE e as proteínas com a expressão diferencial foram identificadas. Os 

resultados mostraram diferenças na fisiología (fito-hormônios) entre os genótipos 

susceptíveis e resistentes, sendo que os maiores níveis do ácido salicílico foram maiores 

nas resistentes e de ácido Jasmónico, na suscetível. As analises de metabólitos indicaram 

diferenças entre alguns compostos intermediários das vias de defesa e compostos dos 

quais tem sido relatados que tem efeito negativo na biologia de insetos. A proteômica 

mostrou mudanças consideráveis no proteoma em resposta à presença de insetos nas 

variedades, indicando que houve vias metabólicas afetadas pela herbivoria.  

 

Palavras chave: Genótipos, defesa, metabôlomica, proteômica 
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Abstract 

Soybean culture is important to the world economy and the large area under 

cultivation is constantly exposed to insect-pest attack, which is detrimental to grain yield. 

An example of a defoliant pest is A. gemmatalis, considered as one of the main soybean 

pests in the Western Hemisphere. The integrated pest management plan in Brazil includes 

the development of resistant and productive varieties for genetic improvement. Thus there 

are plants developed by the Instituto Agronômico de Campinas (IAC) resistant to insect 

pests. Metabolic and proteomics are two powerful tools that offer the possibility of 

deepening the global response of plants to different types of stresses and can be applied 

in plant-insect interaction. However, is not known the causes of resistance in this type of 

plants, so the objective of this work was to deepen the metabolic responses of contrasting 

soybean varieties for resistance and susceptibility to soybean caterpillar.  For this, 

susceptible and resistant soybean plants were exposed to A. gemmatalis defoliation, and 

the phytohormonal and metabolic response was analyzed by LC-MS and GC-MS 

techniques respectively. Likewise, the proteome of the plants was isolated, analyzed and 

the different proteins sequenced. Likewise, the proteome of the plants was isolated, 

analyzed and the different proteins sequenced. The results showed differences in the 

physiology (phytohormones) between the susceptible and resistant genotypes, and the 

highest levels of salicylic acid were present in the resistant and Jasmonic acid in 

susceptible. Metabolite analyzes showed differences between some intermediate 

compounds of the defense pathways and compounds that to have a negative effect on 

insect biology. Proteomics showed changes in proteome response to insect presence in 

the varieties, indicating that there were metabolic pathways affected by herbivory. 

 

Key words: Genotypes, defense, metabolic, proteomics 
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3.1 Introdução 

A cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill) corresponde a 6% da terra cultivada 

no mundo (HARTMAN et al., 2011), está entre as plantas mais importantes como fonte 

de alimentos em humanos, proteínas de alimentação animal, óleo de cozinha (RIBEIRO 

et al., 2011), fito-estrógenos (SHAHIDI, 2009) e biodiesel. Contribui substancialmente à 

economia do Brasil, por ser o produto de maior exportação nos últimos anos, sendo o 

segundo maior produtor mundial (AMAZONAS, 2017). As grandes lavouras desta 

cultura encontram-se expostas ao dano ocasionado por patógenos e insetos praga, pelo 

qual a soja é um candidato principal para melhoramento genético e desenvolvimento de 

variedades resistentes no Brasil (LOURENÇÃO et al., 1989; MIRANDA et al., 2003a; 

2003b). Insetos desfolhadores como Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera: 

Noctuidae) constituem uma das pragas principais da soja no Brasil e levam à diminuição 

da produtividade (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; DA SILVA et al., 2012). Alguns 

exemplos de genótipos de soja resistentes a insetos praga desenvolvidos pelo Instituto 

Agronômico de Campinas são, IAC 100 (ROSSETTO et al., 1987), IAC 17 e “IAC 19” 

(VALLE e LOURENÇÃO, 2002), e IAC 23 e IAC 24 (MIRANDA et al., 2003a, 2003b), 

especificamente à A. gemmatalis são os cultivares IAC 17 e IAC 24.  

Para contrapor a presença de herbívoros, as plantas podem se defender de forma 

direta e indireta (HOWE e JANDER, 2008; DUDAREVA et al., 2006; ARIMURA et al., 

2009). As defesas diretas são mediadas pelas caraterísticas próprias das plantas que 

afetam a biologia do herbívoro, (como pelos, tricomas, espinhas e folhas grosas) (HOWE 

e JANDER, et al. 2008; DUDAREVA et al., 2006; ARIMURA et al., 2009), e/ou 

produção de aleloquímicos (compostos tóxicos) como metabólitos secundários e 

proteínas (peptídeos, inibidores de enzimas digestivas), terpenoides, alcaloides, 

antocianinas, (fenóis e quinonas) (SMITH e CLEMENT, 2012). Estes compostos podem 

ter efeito tóxico, repelente e/ou efeitos antinutricionais nos herbívoros (WAR et al., 

2012), e retardar seu desenvolvimento até causar-lhes a morte (USHA e JYOTHSNA, 

2010; WAR et al., 2011a; 2011b). As defesas indiretas contra os insetos envolvem uma 

liberação de uma mistura de compostos voláteis pela planta atacada que pode atrair os 

inimigos naturais dos herbívoros. Assim, a planta pode prover alimentos para dar abrigo 

a estes, de forma que eles possam permanecer por mais tempo nela, e melhorar a 

efetividade da defesa da planta (ARIMURA et al., 2009). 
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A resistência de uma planta qualquer, pode ser classificada nas três seguintes 

categorias: Antibiose, antixenose e tolerância. A antibiose ocorre quando os insetos usam 

a planta normalmente como o seu hospedeiro, mas a planta afeta seu desenvolvimento, 

podendo até causar a morte do herbívoro ou seu fracasso reprodutivo (SMITH, 2005; 

WAR et al., 2012). A antixenose é caraterizada pela presença de fatores morfológicos ou 

químicos que afetam negativamente o comportamento do inseto, de tal forma que ele não 

consegue colonizar a planta ou simplesmente a rejeita. A tolerância é a habilidade da 

planta para resistir ou se recuperar do dano causado pelo inseto sem afetar a biologia ou 

comportamento dele (SMITH e CLEMENT, 2012; WAR et al., 2012). Os mecanismos 

de defesa das plantas podem incluir até as três categorias de resistência juntas, com o que 

a planta garante a resistência às pragas (SMITH e CLEMENT, 2012; WAR et al., 2012). 

A metabôlomica e a proteômica, em conjunto, são ferramentas bioanalíticas 

robustas para analisar e monitorar detalhadamente o metabolismo das plantas expostas a 

diferentes tipos de estresse (DE VOS et al., 2007; NAKABAYASHI e SAITO, 2013; 

SCHAUER e FERNIE 2006). Proveem informação importante para a aplicação na 

biotecnologia de plantas, seleção assistida de biomarcadores e industrias agroquímica e 

farmacêutica, podendo impulsionar à produção agrícola (ALIFERIS, K.A. e 

CHRYSAYI-TOKOUSBALIDES, 2011). Com relação a soja, a metabôlomica em 

conjunto com a proteômica, frequentemente, tem sido usada para melhorar o 

entendimento das respostas das plantas à diferentes tipos de estresse, especialmente à seca 

(DAS, et al., 2017), salino (ZHANG, 2016), por excesso de água (KOMATSU, et al., 

2014) e para analisar a interação entre soja e organismos patógenos (ALIFERIS et al., 

2014). Cada uma dessas abordagens das ômicas podem fornecer informações úteis sobre 

interações entre plantas e insetos, de forma que os resultados possam ser integrados e 

estudar as respostas como um todo, não individualmente (BARAH e BONES, 2015).  

Com tudo o que as análises de metabolômica e proteômica podem oferecer sobre 

as vias metabólicas e regulatórias, o objetivo deste projeto foi, estudar o efeito desde o 

punto de vista bioquímico e fisiológico, do dano ocasionado pela mastigação ocasionada 

pela A. gemmatalis em plantas suscetíveis e resistentes, e comparar as respostas à 

herbivoria entre os cultivares em estudo. 
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3.2 Materiais e metodos  
 

3.2.1 Crescimento das plantas e estresse biótico 

  O cultivar UFV TN 105 AP, apresenta susceptibilidade a lagarta da soja, com 

padrão de crescimento tardio (VASCONCELOS, 2010). Não sintetiza algumas enzimas 

da família das LOXs, originado a partir de retrocruzamentos do cultivar monarca e o 

cultivar BARC-8 (NUNES, 2011, MORAES, 2006), foi fornecido pela UFV, Viçosa, 

Minas Gerais (Brasil). Os cultivares “IAC 17” foram os genótipos considerados como 

resistentes, de ciclo precoce e semiprecoce, de crescimento determinado, originados a 

partir dos cruzamentos D 72-9601-1 x ‘IAC 8’ e IAC80-1177 x IAC83-288, 

respectivamente, (MIRANDA et al., 2003a, MIRANDA et al., 2003b; LOURENÇÃO et 

al., 2002; SOUZA et al., 2013; VALLE et al., 2002; SILVA et al., 2013, VIEIRA et al., 

2011; SOUZA et al., 2015), foram fornecidos pelo Instituto Agronómico de Campinas, 

São Paulo, (Brasil). As larvas de A. gemmatalis foram tomadas da criação massal do 

laboratório de Enzimología de proteínas e peptídeos da UFV.  

As plantas de soja das variedades UFV TN 105 AP (105AP), “IAC 17” e “IAC 

24” foram semeadas e mantidas em casa de vegetação a temperaturas entre 22,1 a 35,1°C, 

até chegar a estádios entre V4 e V6.  

Para as análises de proteômica, 3 pool de 14 plantas das variedades de soja UFV 

TN 105 AP e “IAC 17” foram submetidas a desfolhamento por lagartas neonatas de A. 

gemmatalis por 90h.  

Para as análises de metabolômica, três pool de três plantas UFV TN 105 AP, “IAC 

17” e “IAC 24” foram submetidas a desfolhação pelas lagartas de terceiro instar de A. 

gemmatalis e avaliadas para os tempos de infestação de 12, 24 e 48h.  Terminado cada 

tempo de insfestação, para cada experimento, foram coletadas as folhas de cada variedade 

e armazenadas a -80°C. O controle para cada variedade foram as plantas sem infestar. 

 

3.2.2 Analises de fito-hormônios 

As amostras de folhas foram trituradas em nitrogênio líquido para rompimento do 

material vegetal. Em seguida adicionou-se 200 µL de solução extratora (metanol 20% - 

Isopropanol 79% - ácido acético 1%) a 100 mg de material vegetal e ultrassom por 30 

min e 30 min e centrifugado 14.000 xg por 30 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado e 

o procedimento repetido. Após centrifugação, o sobrenadante foi transferido 
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cuidadosamente para novos tubos. Um novo ciclo de extração foi realizado com o 

precipitado da extração anterior para maximizar a eficiência de extração. As amostras 

contendo os hormônios extraídos foram armazenadas a -80°C até o momento da análise 

por LC/MS do tipo UHPLC QqQ. Os fito-hormônios analisados foram Ácido absícico 

(ABA), ACC-etileno, Ácido Indol Acético (AIA), Ácido Jasmónico (AJ), Metil-

Jasmonato (Me-JÁ), Ácido salicílico (AS), trans-Zeatin. 

Aproximadamente 300 µL das amostras extraídas foram colocadas em vials e 5,0 

µL dos extratos foram injetado no sistema LC/MS pertencente ao NuBioMol do Centro 

de Ciências Biológicas e da Saúde (CCB) da UFV. Utilizou-se uma coluna 

cromatográfica (Agilent Eclipse Plus, RRHD, 1.8 um, 2.1x50 mm) com fluxo de 0,3 

mL/min acoplada online a um espectrômetro de massa do tipo triplo quadrupolo QqQ 

(Agilent). O espectrômetro de massa operou alternando o modo positivo e negativo de 

acordo com tempo de retenção para cada hormônio e monitorou a amostra no modo MRM 

(multiple reaction monitoring) para permitir a detecção dos hormônios (Tabela S1).  

 

Tabela S1. Lista de transição dos íons monitorados para analises de quantificação dos 
fito-hormônios de folhas de soja por MRM. O modo scan, a massa molecular do íon e dos 
respectivos fragmentos dos íons são indicados.     

FITO-HORMONES MS1 MS2 SCAN MODE 

Zeatina  220 202 Positivo 

ACC 106 56 Positivo 

AIA 176 130 Positivo 

ABA 263 153 Negativo 

AS 137 93 Negativo 

MeJa 225 151 Negativo 

JA 209 59 Negativo 

 

Os ensaios foram realizados com três réplicas biológicas de cada tratamento. Os 

espectros de massas gerados foram processados utilizando o software MassHunter para 

obtenção dos cromatogramas extraído (XIC) de cada transição e para obtenção dos 

valores de área como indicativo da abundância de cada hormônio. Uma curva padrão de 

cada hormônio, variando concentrações de 0,1 a 300 ng/mL, foi utilizada para converter 

os valores de área dos metabólitos identificados em valores de concentração expressados 

em ng de hormônio/g de tecido vegetal. 
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As tabelas que contém os resultados dos fito-hormônios identificados e suas 

intensidades foram normalizadas pela massa do tecido fresco. Os dados foram analisados 

estatisticamente na plataforma MetaboAnalyst (http://www.metaboanalyst.ca/). 

 

3.2.3 Extração de metabólitos e derivatização química para analises de GC/MS 

As amostras de tecido de folhas foram maceradas em nitrogênio líquido e 

posteriormente foram usados 50 mg do pó. Foram adicionados 1.5 ml da solução de 

extração agua:metanol:clorofórmio. As amostras foram agitadas no termomixer por 30 

min a 4 °C, centrifugadas a 14,000 g por 5 min e o sobrenadante foi coletado. 

Posteriormente, foram adicionados 750µL de água e as amostras foram vortexadas e 

novamente centrifugadas a 14000 g for 5 min. Uma alíquota de sobrenadante foi 

transferida a um novo tubo e secada por centrifugação a vácuo. As amostras secas foram 

dissolvidas em methoxyamine pyridine (40µL de uma solução de 20 mg/mL), 

homogeneizadas em vortex por 30s e incubadas por 2h at 37 °C em agitação. Passado o 

tempo foram adicionados 70µL do reagente N-methyl-N-(trimethylsilyl) 

trifluoroacetamide (MSTFA), e a mistura foi incubada por 30 min a 37 °C (LISEC et al., 

2006). 

 

3.2.3.1 Análise de perfil metabólico por GC/MS 

As amostras foram analisadas no sistema GC/MS Agilent, 7890A e Espectrômetro 

TruTOF® HT TOFMS, Leco, equipado com uma coluna capilar de 30 mm (MDN-35) 

operando de acordo com Lisec e colaboradores (2006). Amostras foram injetadas no 

modo splitless a 230°C e carreadas pelo fluxo de gás (fluxo continuo de hélio) de 2 

mL/min. A temperatura do forno foi inicialmente mantida constante a 80°C e, em seguida, 

aumentou-se 15°C/min até alcançar 330°C, sendo essa temperatura mantida durante 5 

min. O espectro de massa foi obtido pelo método de full-scan numa faixa entre 33 a 600 

m/z. Neste processamento foi também gerado uma lista contendo os tempos de retenção 

cromatográfico dos padrões internos (n-alcanos) utilizados para cálculo dos índices de 

retenção de cada íon fragmentado. 
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3.2.3.2 Processamento de dados e identificação de metabólitos 

Os espectros de GC/MS foram exportados, processados e convertidos a formato 

CDF usando o pacote ChromaTof v 5.0 e os perfis foram analisados automaticamente 

pelo programa TargetSearch (CUADROS-INOSTROZA et al., 2009). Um script para 

identificação e quantificação de metabólitos foi gerado e posteriormente analisado no 

software R (CUADROS-INOSTROZA et al., 2009) com parâmetros de processamento e 

alinhamento otimizados para a plataforma GC/TOF Agilent. Os parâmetros utilizados 

foram os seguintes: massRange (faixa de massas) de 85-500 Da; IntThreshold 

(intensidade mínima) de 50; TopMasses (10 massas mais intensas) de 10; r thresh 

(correlação acima) de 0,05. Para a identificação dos metabólitos foi utilizada a biblioteca 

de fragmentação por impacto eletrônico (EI) e de índices de retenção (RI) 

GMDB_FAMELib_TS_20110228_IS.txt, geradas pela GMD Mass Spectrum Reference 

Library (http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/download/). As tabelas que contém os 

compostos identificados e sus intensidades foram normalizadas pela massa do tecido 

fresco, e os dados foram analisados estatisticamente na plataforma MetaboAnalyst 

(http://www.metaboanalyst.ca/). 

 

3.2.4 Proteômica 

3.2.4.1 Extração de proteínas e fracionamento com PEG 15%  

Para a extração das proteínas das folhas de soja foi utilizado o método de 

fracionamento/precipitação de proteínas abundantes descrita por Aryal et al. (2012) com 

algumas modificações. As folhas de soja foram previamente maceradas até pó com 

nitrogénio líquido. Alíquota de aproximadamente 3.0 g foram ressuspendidos em 10 ml 

do tampão de extração [Tris-HCl 0.5M (pH 8.0), MgCl2 20mM, Triton X-100 2% e β-

mercaptoethanol 2%, protease inhibitor cocktail 0.2% (P-9599, Sigma Aldrich), 

phosphatase inhibitor cocktail (P-0044, Sigma Aldrich) 1%)]. As amostras foram 

posteriormente homogeneizadas por vórtex durante 30s, a solução foi filtrada e o filtrado 

coletado. Em seguida, 10mL do mesmo tampão de extração contendo polietilenoglicol 

PEG 4000 30% foram adicionados a 10 mL do filtrado. A solução foi homogeneizada de 

novo no vórtex por 30s, e mantida no gelo por 30 min e posteriormente centrifugada 3200 

x g for 20 min a 4°C. O sobrenadante que continha as proteínas de baixa abundância foi 

recolhido e precipitado com um volume de ácido tricloroacético 20% em acetona, por 16 
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hs a -20° C. Posteriormente foi centrifugado a 6000 x g for 30 minutes a 4° C. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido e lavado por dois ciclos com 

acetona 80% em gelo e centrifugado a 6000 x g for 10 minutes at 4° C. Finalmente foi  

lavado com etanol 70% e secado a temperatura ambiente. O extrato proteico foi 

solubilizado em tampão de solubilização que contem uréia 7M, thiouréia 2M e CHAPS 

2%. A solução foi solubilizada usando o UltraSonic Processor (Model GE 50) por ciclos 

de 5 a 10 s até a completa solubilização do pellet. As amostras foram armazenadas a -80 

ºC. 

 

3.2.4.2 Separação de proteínas por eletroforese bidimensional de proteínas (2DE) 

A focalização isoelétrica (IEF) foi realizada em IPG strip pH 3-10 (GE 

Healthcare) de 24 cm. Inicialmente as fitas foram reidratadas por 14-20 h com 450 uL de 

tampão de reidratação (urea 7M, thiourea 2M, CHAPS 2%, bromophenol blue 0.002%, 

IPG-buffer 2%, DTT 0.2%) com a adição do reagente DeStreak 50% (GE Healthcare). 

Cada amostras continha 1,3 mg de proteínas. Os extratos proteicos foram separados na 

primeira dimensão usando o sistema de focalização IPGphor3 (GE Healthcare). 

Depois da focalização, as fitas foram transferidas submetidas ao tampão de 

equilíbrio (urea 6 M, Tris–HCl 50 mM (pH 8.8), glycerol 30% e SDS 4%) inicialmente 

contendo DTT 1% (p/v) e iodoacetamida 2.5% (p/v) ambos durante 15 min a temperatura 

ambiente. As fitas IPG foram transferidas para o fronte de um gel de poliacrilamida 12% 

e selado com agarose 0.5%. Os géis foram corridos no sistema EthanDalt Six (GE 

Healthcare) a 20 mA/gel for 10 h. Após as corridas os géis foram fixados por 16 hs em 

solução de etanol 40% e ácido acético 10%. 

 

3.2.4.3 Detecção e quantificação de fosfoproteínas e proteínas totais nos géis 2DE 

Para detectar as proteínas fosforiladas, os géis 2DE foram incubados com o 

colorantes Pro-Q® Diamond Phosphoprotein Gel Stain kit (Invitrogen), seguindo o 

protocolo descrito por Agrawal e Thelen (2009). Depois da coloração com Pro Q 

Diamond, os géis foram digitalizados no scanner com um laser FLA 5100 usando filtros 

de 532/580nm para a excitação e filtragem, respectivamente. As imagens que contém os 

spots revelados para proteinas fosforiladas foram calibrados usando o software de 

imagens Gauge Analysis v 3.0 software (Fujifilm, Stamford, CT).  
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Os mesmos géis foram submersos em solução de Azul brilhante de Coomassie 

coloidal por 24-48h para detectar o total de proteínas, e lavados posteriormente com água 

ultrapura para eliminar o excesso de solução colorante. Os géis foram conservados em 

solução de ácido acético 5%. Finalmente os géis foram digitalizados com o ImageScanner 

III (GE Healthcare) e as imagens calibradas com o Labscan v 6.0 software (GE 

Healthcare). Os proteomas das duas variedades infestadas e não infestadas foram 

comparados com o software ImageMaster2D Platinum v 7.0 software (GE Healthcare) 

para a determinação de spots de proteínas com abundância diferencial. Os spots 

considerados por ter diferencias de abundancia e expressos diferencialemente, foram os 

que tiveram valores de rádio acima de 1.0 para garantir a obtenção pelo volume do spot, 

e ANOVA com p-valor menor de 0.05. Foram utilizadas três réplicas biológicas para cada 

tratamento. 

 

3.2.4.4 Digestão das proteínas em gel e espectrometria de massa para sua identificação 

Os spots de proteínas foram cortados e descoloridos em solução de bicarbonato 

de amônia 50mM/metanol 50%, seguido de desidratação com acetonitrila. As proteínas 

foram reduzidas com solução de DTT 200mM preparada em bicarbonato de amônia 

100mM por 30 min a 56°C. seguido de alquilação com solução de iodoacetamida 200mM 

em bicarbonato de amônia 100mM por 30 min a temperatura ambiente. Os spots foram 

lavados com solução de bicarbonato de amônia 100mM, desidratadas com acetonitrila e 

secadas por centrifugação a vácuo. Para digestão proteolítica, os spots foram reidratados 

com solução de digestão com tripsina 20ng/uL por 20h a 37°C. Os peptídeos digeridos 

foram extraídos por três ciclos utilizando o tampão de extração (Acetonitrila 50%, ácido 

fórmico 5%) e secadas por centrifugação a vácuo.  

Para análise por MALDI-TOF Os peptídeos trípticos foram ressuspendidos em 

solução de acetonitrila 50 % acidificada com ácido trifluoracético 0,1 %. A matriz 

utilizada foi o ácido αciano-4-hidroxicinâmico – HCCA (Bruker Daltonics, Alemanha) a 

uma concentração final de 10 mg/mL. Para calibração do espectrômetro massas foram 

utilizados peptídeos padrões (Peptide Calibration Standard II) (Bruker Daltonics, 

Alemanha). A seguir, 1 μL de amostra e 1 μL de matriz foram aplicados e 

homogeneizados em cada spot da placa de aço apropriada para a espectrometria. Os 

espectros de MS1 e MS2 foram adquiridos em espectrômetro MALDI-TOF/TOF, modelo 
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Ultraflex III (Bruker Daltonics). Para obtenção dos dados de MS1 utilizou-se o modo 

refletivo e positivo, com uma faixa de detecção de 500-3400 Da. Para a realização de 

MS2, usando o método LIFT no modo positivo, foram selecionados os íons com maior 

intensidade em relação à razão massa carga (m/z). Os dados obtidos foram gerenciados 

pelo software Flexcontrol, versão 3.3 (Bruker Daltonics, Alemanha), sendo os espectros 

resultantes das análises MS1 e MS2 processados com o auxílio do software flexAnalysis, 

versão 3.3 (Bruker Daltonics, Alemanha). As listas de picos de MS2 convertida para o 

formato mascot generic format (mgf) pelo aplicativo BioTools, versão 3.2 (Bruker 

Daltonics, Alemanha). 

As listas de massas foram confrontadas contra o Banco de Dados de proteínas da 

especie Glycine max, depositadas no UNIPROT (download em 17/12/2017), usando o 

software MASCOT, (Matrix Science, London, UK). Os parâmetros utilizados para a 

pesquisa foram: digestão enzimática pela tripsina com uma clivagem perdida; permitindo 

uma tolerância de erro para o íon parental de 0,2Da e para os fragmentos de 0,5Da; 

carbamidometilação da cisteína como modificação fixa e oxidação da metionina como 

modificação variável. 

As proteínas identificadas pelo MASCOT como ―Uncharacterized foram 

analisadas usando o software BLAST, versão 2.4.0 (ALTSCHUL et al., 1990). Nessa 

análise, foi possível identificar quais as proteínas depositadas no banco de dados protein 

non-redundant (nr) do NCBI apresentaram maior identidade com as sequências das 

proteínas ―Uncharacterized. 

O resultado obtido pelo MASCOT foi validado pelo aplicativo SCAFFOLD v 

1.4.2 (Proteome Software INC., Portland, OR). Para a validação dos peptídeos 

identificados foi aplicado o algoritmo Peptide Prophet (KELLER et al., 2002) e para as 

proteínas o algoritmo Protein Prophet (NESVIZHSKII et al., 2003), como critério de 

aceitação foram adotados os parâmetros com o mínimo de 90 % de probabilidade de 

identificação para ambos, peptídeos e proteínas, com a presença de pelo menos um 

peptídeo único para cada proteína identificada. 

 

3.2.4.5 Caracterização funcional das proteínas 

A classificação funcional das proteínas identificadas e validadas foi realizada por 

meio da comparação das suas sequências com as proteínas ortólogas de eucariotos 
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disponíveis no banco de dados EuKarioto Orthologous Groups (KOG) (TATUSOV et 

al., 2003). Nessa classificação, um ID do KOG foi atribuído a cada proteína que alinhou 

significativamente (E-value < 1e-4) com aquelas depositadas nesse banco de dados, 

usando o Reverse Position Specific BLAST (RPS-BLAST) (MARCHLER-BAUER, 

2002; SCHÄFFER et al., 1999).  

As redes de interação entre as proteínas identificadas e validadas foram 

reconstruídas utilizando o aplicativo STRING (Search Tool for the Retrieval of 

Interacting Genes, versão 10.5, http:// http://string-db.org/) (SZKLARCZYK et al., 2014). 

Nessa análise, as redes foram obtidas usando a espécie Glycine max como organismo de 

referência para às buscas nas bases de dados por meio das estratégias de textmining, 

experiments, database e co-expression, dentro de um nível de confiança acima de 0.40 e 

no máximo 5 interações na primeira chamada. O gráfico da rede de interações foi gerado 

no modo confidence view, no qual os nós maiores representam proteínas com estrutura 

3D conhecida e a espessura da linha entre os nós indica o nível de confiança entre as 

proteínas de determinada interação. 

 

3.3 Resultados e discusão 
 

3.3.1 Analises da resposta fito-hormonal das variedades de soja 

As concentrações absolutas de oito fito-hormônios foram determinadas por LC-

MS (Tabela 1), para os três genótipos de soja (UFV TN 105AP, chamado como 105AP, 

“IAC 17” chamado como IAC17 e “IAC 24” chamado como IAC24), expostos e não 

expostos à infestação com A. gemmatalis por 0, 12, 24 e 48h.  
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Tabela 1. Concentração absoluta dos fito-hormônios determinada em cada tratamento, 
monitorados por LC-MS dos genótipos 105 AP, IAC 17 e IAC 24. Valores de 
concentração expressos em ng de fito-hormônio/g de material vegetal desidratado. 

    105 AP     

Name 105 0 SI* 105 12 SI 105 24 SI 105 48 SI 105 0 IN** 105 12 IN 105 24 IN 105 48 IN 

Jasmonic Acid 99.6514088 117.915688 167.489031 79.1186115 219.502256 406.075831 267.712267 369.474238 

Abscisic Acid 4.51461881 20.6034953 23.6818815 3.62646302 22.4319047 23.9558692 5.29458185 7.02780592 

Salicylic Acid 4971.22031 6079.25573 6722.38955 5685.0649 3514.58785 5855.78873 4292.06651 5151.84423 

Indolacetic Acid 0.74054717 1.68077909 1.54862956 1.66268861 1.11108399 1.48271621 1.91891902 4.48534646 

ACC 1393.86948 1437.40007 2063.17745 1096.86751 2089.89691 1933.02817 1079.46458 1160.78995 

Zeatin 1 3.3843395 1.90013627 1.64431466 1.71273226 1.2813591 2.26443705 1.31717602 2.3563302 

Zeatin 2 108.049916 193.470986 205.60715 138.974085 173.492598 175.81873 138.781817 162.538632 

Methyl Jasmonate 27.8594475 28.1097343 22.3142438 21.2868432 33.2246874 25.1304731 25.7984222 18.7183156 

    IAC 17     

Name IAC17 0 SI 
IAC17 12 

SI 
IAC17 24 

SI 
IAC17 48 

SI 
IAC17 0 

IN 
IAC17 12 

IN 
IAC17 24 

IN 
IAC17 48 

IN 

Jasmonic Acid 84.6082317 267.878247 155.34306 204.789012 188.429354 516.832852 312.186163 321.438223 

Abscisic Acid 16.7539766 30.3262106 16.3825218 8.80050406 28.0544809 36.2164436 13.9027229 9.41008624 

Salicylic Acid 8336.68961 11995.8331 9662.48109 6066.3358 11209.9202 10501.591 10338.5848 10814.015 

Indolacetic Acid 0.96748718 0.55940907 1.3156455 0.81357034 2.31398408 2.1127685 3.90775301 4.40881371 

ACC 1088.79562 1609.71408 824.79997 1280.27366 1361.73082 1124.18541 1015.66957 1162.1661 

Zeatin 1 1.25596118 1.55712732 1.09567731 1.62218904 2.10380441 1.1171325 1.71474217 0.82459292 

Zeatin 2 163.42628 241.872335 202.249761 218.328521 222.70778 132.976432 171.393376 183.29042 

Methyl Jasmonate 18.7170223 26.1527538 27.9065092 24.7728294 27.5197663 23.12629 22.1159038 13.7201779 

    IAC 24     

Name IAC24 0 SI 
IAC24 12 

SI 
IAC24 24 

SI 
IAC24 48 

SI 
IAC24 0 

IN 
IAC24 12 

IN 
IAC24 24 

IN 
IAC24 48 

IN 

Jasmonic Acid 68.8965806 227.209624 130.143568 175.553847 87.8211773 249.845236 222.884172 157.735306 

Abscisic Acid 12.640186 31.8134719 13.046649 8.81762112 6.29258986 22.1923431 10.1452233 6.03293506 

Salicylic Acid 17061.3827 18072.6504 17114.3629 13763.2102 5511.69459 14570.6908 13395.0001 11280.8376 

Indolacetic Acid 1.8531686 5.43804039 0.82085795 1.31212194 0.54972269 1.73538046 3.18482306 3.12393473 

ACC 1014.76791 1121.8001 796.623794 1031.95487 1009.69402 1026.73307 1128.26903 1446.53696 

Zeatin 1 1.52979423 2.52393562 2.67789672 1.21571334 0.79205811 1.4107596 1.11408219 0.84438498 

Zeatin 2 156.748352 439.633055 173.357564 265.506718 126.348767 165.631316 152.110905 148.352991 

Methyl Jasmonate 24.0483996 23.2996428 22.9586459 30.5944165 23.0163272 29.6956199 20.5918952 18.5272079 

*t SI: Tempo Planta sem infestação. **t IN: Tempo Planta infestada 
 

As concentrações dos fito-hormônios foram organizadas em tabelas e analisadas 

pela plataforma Metaboanalyst. Foi efetuada a normalização pela soma e analises de 

variância por ANOVA one way. Os dados foram também analisados por tempo de 

infestação e entre as variedades sem infestar (A, C, E e G) e infestadas (B, D, F e H), e 

as diferenças entre os tratamentos foi determinada pelo test de Tukey. As análises de 

agrupamento dos dados foram realizadas por meio da análise de componentes principais 
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(PCA) na plataforma MetaboAnalyst. O resultado mostrou  um comportamento 

diferenciado entre os dois genótipos resistentes em relação ao genótipo susceptível 

(Figura 1). 

  

 
 
Figura 1. Análise de componentes principais para as 0h, início do experimento. 105 0 WI 
(105 AP sem infestar); IAC17 0 WI (IAC 17 sem infestar); IAC24 0 WI (IAC 24 sem 
infestar). 
 

Ao analisar as concentrações dos fito-hormônios no tempo 0h, foram observadas 

diferenças estatisticamente significativas. Os fito-hormonios que foram diferentes desde 

o início do experimento (tempo 0h) foram a ABA, ACC-etileno, AJ, AS e trans-Zeatina 

(Figura 2). Os níveis de AS foram maiores nos genótipos resistentes IAC17 e IAC24 em 

relação ao genótipo susceptível 105AP. Comportamento contrário foi observado para o 

AJ, ACC e Zeatin, sendo níveis mais elevados observados na 105AP.  



76 
 

 

 

 

 

Figura 2. Box plot dos ito-hormônios com diferença estatisticamente no tempo inicial 
(0h). AB, ACC-etileno, AJ, AS, Zeatin (gráfico a esquerda). 105 0 WI (105 AP sem 
infestar); 17 0 WI (IAC 17 sem infestar); 24 0 WI (IAC 24 sem infestar) 
 

 A análise corresponde às 12 h de infestação apresentou diferenças estatisticamente 

significativas para os hormônios ACC-etileno, AJ, AS e Zeatina (Figura 3). O nível de 

AS continuou mais elevado nos genótipos resistentes. Já o AJ foi maior nas folhas 

infestadas dos genótipos 105AP e IAC24 indicando que a presença da lagarta pode ter 

disparado as vias de sinalização mediada por jasmonato, entretanto esse comportamento 

não foi observado para o genótipo IAC17 (Figura 3). Pode ser observado também uma 

redução dos níveis de Zeatina 2 nos tratamentos infestados, entretanto os níveis 

continuam mais baixos nos genótipos resistentes. Os níveis de ACC foram menores nos 

genótipos resistentes. 

 

 

 

 

 



77 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Box plot dos fito-hormônios com diferença estatistica depois de 12h. ACC-
etileno, AJ, AS, Zeatin. 105C (105 AP sem infestar); 105D (105 AP infestada); IAC17C 
(IAC 17 sem infestar); IAC17D (IAC 17 infestada); IAC24C (IAC 24 sem infestar); 
IAC24D (IAC 24 infestada). 
 

A análise de agrupamento por PCA não permitiu uma boa separação dos 

tratamentos, entretanto também podemos observar um agrupamento dos genótipos 

resistentes sem uma clara distinção dos tratamentos infestados e não infestados (Figura 

4), porque como pode ser observado na figura 3, alguns dos fito-hormonios não mudaram 

a concentração na presença do inseto nos cultivares. 
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Figura 4. Análise de componentes principais após de 12 h do início do experimento. 
105C (105 AP sem infestar); 105D (105 AP infestada); IAC17C (IAC 17 sem infestar); 
IAC17D (IAC 17 infestada); IAC24C (IAC 24 sem infestar); IAC24D (IAC 24 infestada). 
 

  De modo geral o perfil hormonal analisado após 24 horas de infestação foi muito 

semelhante ao observado para o tempo 12 h (Figura 5), apesar da análise por PCA não 

indicar um agrupamento específico (Figura 6). Podemos destacar neste tempo de 

exposição a infestação uma redução dos níveis de ABA no genótipo sucesptivel 105AP, 

acompanhado de menores níveis relativos nas resistentes. Também observamos respostas 

de aumento nos níveis de AIA para todos os genótipos, porém com pequenas diferenças 

entre os genótipos (Figura 5). 
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Figura 5. Box plot dos fito-hormônios com diferença estatistica depois de 24h. ACC-
etileno, AJ, AS, Zeatin. 105E (105 AP sem infestar); 105F (105 AP infestada); IAC17E 
(IAC 17 sem infestar); IAC17F (IAC 17 infestada); IAC24E (IAC 24 sem infestar); 
IAC24F (IAC 24 infestada). 
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Figura 6. Análise de componentes principais após 24 h do início do experimento. 105E 
(105 AP sem infestar); 105F (105 AP infestada); IAC17E (IAC 17 sem infestar); IAC17F 
(IAC 17 infestada); IAC24E (IAC 24 sem infestar); IAC24F (IAC 24 infestada). 
 

Após 48hs de infestação os níveis de AS continuaram mais elevados nos genótipos 

resistentes (Figura 7), porém com uma proporção um pouco reduzida. Já os níveis de JA 

continuaram maiores nos genótipos resistentes IAC17 e IAC24. Novamente destacamos 

uma alteração nos níveis de ABA, que depois de 48h de infestação sofreu uma redução 

no genótipo 105AP e IAC27, apresentando valores mais reduzidos no genótipo IAC24. 
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Figura 7. Box plot dos fito-hormônios com diferença estatistica depois de 48h. ACC-
etileno, AJ, AS, trans-Zeatin. 105G (105 AP sem infestar); 105H (105 AP infestada); 
IAC17G (IAC 17 sem infestar); IAC17H (IAC 17 infestada); IAC24G (IAC 24 sem 
infestar); IAC24H (IAC 24 infestada). 
 

Novamente pela análise de PCA não foram formados grupos muito específicos 

porém podemos observar uma tendência de agrupamento dos tratamentos aonde as folhas 

de soja estavam com a infestação das lagartas (Figura 8), indicando que a variação 

hormonal foi pequena em relação aos tratamentos sem infestação. 
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Figura 8. Análise de componentes principais após 48 h do início do experimento. 105G 
(105 AP sem infestar); 105H (105 AP infestada); IAC17G (IAC 17 sem infestar); 
IAC17H (IAC 17 infestada); IAC24G (IAC 24 sem infestar); IAC24H (IAC 24 infestada). 
 

As mudanças nas concentrações dos fito-hormônios foram tabuladas para 

visualização das variações de cada hormônio entre os genótipos ao longo do tempo 

(Figura 9). Podemos observar ao longo dos períodos de infestação níveis mais elevados 

de SA nos genótipos resistentes e níveis mais altos de JA no genótipo susceptível 105AP. 
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Figura 9. Curvas de concentração (ng de fito-hormônio/g de tecido fresco eixo Y) dos 
fito-hormônios Ácido Salicílico, Ácido Jasmónico e Ácido Absícico ao longo do tempo 
para cada tratamento.. 105 AP SI (105 AP sem infestar); 105 AP IN (105 AP infestada); 
IAC 17 SI (IAC 17 sem infestar); IAC 17 IN (IAC 17 infestada); IAC 24 SI (IAC 24 sem 
infestar); IAC 24 IN (IAC 24 infestada). 
 

 Os fitohormonios mais frequentemente associados às respostas das plantas aos 

insetos são o JA, Etileno (E) e o AS (NGUYEN et al., 2016). Jasmonates são reguladores 

fundamentais das respostas das plantas a patógenos necrótrofos e herbivoria de insetos, 

enquanto que o E modula a magnitude das defesas diretas e indiretas produzidas em 

resposta a jasmonatos (SCHULTZ et al., 2013; NGUYEN et al., 2016). Nós observamos 

variações nos níveis do AJ principalmente no genótipo susceptível, aonde os níveis foram 

relativamente mais elevados. Entretanto nem todas as respostas ao ataque de insetos é 

depentente do AJ (VERMA, et al., 2016).  

 O AS tem sido correlacionado negativamente com a acumulação de JA 

(NGUYEN et al., 2016), onde a acumulação de SA resulta em um feedback negativo que 
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reduz o acúmulo de JA. De acordo, Schwartzberg e Tumlinson (2014) tem observado com 

pulgões que tanto acúmulo de SA tem modulado as concentrações e efeitos do JA e 

concluem que tanto a alimentação do pulgão como a deposição exótica de carvão 

reprimem a acumulação de JA em resposta ao dano e que o pedido de carvão melhora a 

acumulação de SA no tecido vegetal. Os perfis hormonais indicam que nestes genótipos 

de soja resistentes a herbivoria por A. gemmatalis não é dependente de JA, pode estar 

relacionada a outras modulações, como por exemplo por SA, ABA e Zeatin. 

 Outros fitohormonios, como o ácido abscísico (ABA) e citoquininas (CKs) tem 

sido recentemente relacionados como importantes reguladores de defesa (SCHÄFER et 

al., 2015; NGUYEN et al., 2016; ZHANG et al., 2017). Os perfis hormonais indicaram 

que estes podem também estar relacionados com os mecanismos de sinalização e 

resistencia da soja ao ataque de herbivoros. Os níveis de ABA reduziram apos 24hs de 

infestação no genótipo sensivel e foi relativamente mais baixo nos genotipos resistentes. 

O ABA tem sido envolvido no processo de indução de respostas de sinalização de defesa 

dependentes de JA em tecidos sistêmicos (Nguyen et al., 2016).  

 Zeatinas são hormonios de plantas envolvidas em inúmeras interações da planta 

com organismos vivos e um aumento em suas concentrações é comumente observado 

após ataque de insetos ou patógenos, sugerindo que pode modificar o metabolismo da 

planta em respostas a infestação, ainda nos nossos experimentos houve uma diminuição 

(Giron et al., 2013; Zhang et al., 2017). De modo geral, os níveis de zeatin foram mais 

baixo nos genótipos resistentes. Portanto, citoquininas como Zeatin também podem estar 

envolvidas na regulação da resposta de soja à infestação por A. gemmatalis.  

 

3.3.2 Caracterização metabólica da resposta à herbivoría dos genótipos de soja à A. 

gemmatalis 

O mesmo procedimento foi adotado nas análises dos dados de GC/MS pela 

plataforma MetaboAnalyst. A determinação das diferenças de metabolitos entre os 

tratamentos foi efetuda pela análise de variancia ANOVA-one way, depois da 

normalização pelo massa das folhas e pela soma. Em adição os dados foram escalonados 

de modo automático. Finalmente os dados foram organizados em tempos de infestação 

para visualizar diferenças entre as variedades sem infestar (A, C, E e G) e infestadas (B, 

D, F e H). As diferenças entre os tratamentos foram determinadas pelo teste de Tukey. A 



85 
 

 

as analises de agrupamento foi efetuada por médio da Análise Discriminante dos 

Quadrados Mínimos Parciais (PLSDA) na plataforma metaboanalyst. 

A análise dos genótipos no tempo 0h de infestação por PLSDA apresentou uma 

separação entre os genótipos (Figura 10), entretanto a análise de variância não foi 

significativa ao nível de 5% de probabilidade.  

 
Figura 10. PLSDA para às 0h, início do experimento. 105A (105 AP sem infestar) 105B 
(105 AP infestada); IAC17A (IAC 17 sem infestar); IAC17B (IAC 17 infestada); 
IAC24A, (IAC 24 sem infestar); IAC24B (IAC 24 infestada). 
 

Por outro lado, ao analisar os tratamentos após 12h de infestação, 4 metabólitos 

tiveram diferenças estatisticamente significativas pelo teste de ANOVA (tabela 2). A 

análise por PLSDA para esse tempo também indicou uma separação entre os genótipos 

como observado anteriormente para o tempo 0h (Figura 11). 

Tabela 2. Lista de metabolitos diferentes estatisticamente entre os tratamentos ás 12h do 
início do experimento 

Compound p.value FDR Tukey's HSD 

Secologanin 1.92E-05 0.0040603 IAC17C-105C; IAC17D-105C; IAC17C-105D; IAC17D-105D; 
IAC24C-IAC17C; IAC24D-IAC17C; IAC24C-IAC17D; IAC24D-
IAC17D 

Eriodictyol 0.0002167 0.016733 IAC24C-105C; IAC24D-105C; IAC24C-105D; IAC24C-IAC17C; 
IAC24D-IAC17C; IAC24C-IAC17D; IAC24D-IAC17D 

beta-D-Fructofuranosyl-(2,1)-
beta-D-Fructofuranose  

0.00023679 0.016733 IAC24C-105C; IAC17C-105D; IAC17D-105D; IAC24C-105D; 
IAC24D-105D 

3 beta, 17 beta-dihydroxy-
Androst-5-ene 

0.00078312 0.041506 IAC17C-105D; IAC17D-105D; IAC24C-IAC17C; IAC24D-IAC17C; 
IAC24C-IAC17D; IAC24D-IAC17D 
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Figura 11. PLSDA após de 12 h do início do experimento. 105C (105 AP sem infestar); 
105D (105 AP infestada); IAC17C (IAC 17 sem infestar); IAC17D (IAC 17 infestada); 
IAC24C (IAC 24 sem infestar); IAC24D (IAC 24 infestada). 
 

De cada tempo analisado foi feita uma revisão bibliográfica dos compostos que 

foram diferentes, relacionando o tipo de composto e a função que apresenta nas plantas. 

Dois dos metabólitos que foram estatísticamente diferentes 12h após o inicio do 

experimento, a secologanina e o eriodictyol (JOHNSON et al., 2009; SINGH E 

SHARMA, 2015) estão envolvidos com função de defesa de plantas, os dois são 

compostos heterociclicos, específicamente flavonoides (tabela 3), e estão presentes 

constitutitamente nos genótipos. 

 

Tabela 3.  Compostos diferentes com função biologica associada a plantas, 12h após o 
início do experimento. 

Compostos Tipo de 
composto 

Função Referencia 

Eriodictyol  Heterociclico; 
flavonoide 

Regulador da expresão genica e envolve 
multiplas respostas de defesa ao dano oxidativo. 

JOHNSON et al., 2009 

Secologanina Heterociclico; 
flavonoide 

Os genes envolvidos na biosintese de 
secologanina sao sobre regulados pela via do Me-
JA. A via de sintese de secologanina tem um 
ramo que conduz a sintese de alcaloides como 
vinblastine, vincristine, que tem propriedades 
inseticidas 

SINGH E SHARMA, 
2015 

  



87 
 

 

No entanto, o eriodyctiol foi maior no genótipo resistentes IAC 24, e a secologanina no 

IAC 17 (Figura 12). Outros autores têm descrito que os flavonoides fazem parte dos 

compostos de defesa das plantas às pragas (FALCONE FERREYRA et al., 2012; 

MUEMA et al., 2016), em conformidade com JOHNSON et al. (2009) e SINGH E 

SHARMA (2015) reforça a hipótese que a presença destes flavonoides podem está 

envolvida as carateristicas de resistencia destes genótipos à A. gemmatalis, ainda eles não 

foram induzidos pela presença do inseto.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 12. Box plot dos metabolitos eryodictyol e secologanin 12 h após o início do 
experimento. 105C (105 AP sem infestar); 105D (105 AP infestada); IAC17C (IAC 17 
sem infestar); IAC17D (IAC 17 infestada); IAC24C (IAC 24 sem infestar); IAC24D (IAC 
24 infestada). 
 

Alterações mais pronunciadas nos perfis metabólicos foram observadas após 24h 

de infestação, sendo detectados 41 metabolitos com diferenças estatisticamente 

significativas pelo teste de ANOVA (tabela 4).  

 
Tabela 4. Lista de metabolitos diferentes estatisticamente entre os tratamentos ás 24h do 
início do experimento 

Compound p.value FDR Tukey's HSD 

3-hydroxy-
Butanoic acid 

3.71E-07 8.15E-05 IAC17F-105E; IAC24F-105E; IAC17F-105F; IAC24F-105F; IAC17F-
IAC17E; IAC24F-IAC17E; IAC24E-IAC17F; IAC24F-IAC17F; IAC24F-
IAC24E 

beta-D-
Fructofuranosyl-
(2,1)-beta-D-
Fructofuranose  

9.51E-07 1.05E-04 IAC17E-105E; IAC17F-105E; IAC24E-105E; IAC24F-105E; IAC17E-
105F; IAC17F-105F; IAC24E-105F; IAC24F-105F; IAC24F-IAC17E; 
IAC24F-IAC17F; IAC24F-IAC24E 

Eriodictyol 1.82E-06 0.00013373 IAC24F-105E; IAC24F-105F; IAC24F-IAC17E; IAC24F-IAC17F; 
IAC24F-IAC24E 

Lactulose 5.54E-06 0.00030463 IAC17E-105E; IAC17F-105E; IAC24E-105E; IAC24F-105E; IAC17E-
105F; IAC17F-105F; IAC24E-105F; IAC24F-105F; IAC24F-IAC17E 

Galactonic acid 1.27E-05 0.00055796 IAC17E-105E; IAC17F-105E; IAC17E-105F; IAC17F-105F; IAC24E-
IAC17E; IAC24F-IAC17E; IAC24E-IAC17F; IAC24F-IAC17F 

alpha-D-
Galactopyranosyl-
(1,4)-D-
galactopyranoside 

2.36E-05 0.00086609 105F-105E; IAC17E-105E; IAC17F-105E; IAC24E-105E; IAC24F-
105E; IAC24F-IAC17E; IAC24F-IAC17F 
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Valine 0.00013986 0.0031904 IAC24F-105E; IAC17E-105F; IAC17F-IAC17E; IAC24F-IAC17E; 
IAC24F-IAC24E 

2-amino-Butanoic 
acid 

0.00014023 0.0031904 IAC17F-105E; IAC24F-105E; IAC17F-IAC17E; IAC24F-IAC17E; 
IAC24E-IAC17F; IAC24F-IAC24E 

Secologanin 0.00014502 0.0031904 IAC17E-105E; IAC17E-105F; IAC24E-IAC17E; IAC24F-IAC17E 

Lumichrome 0.00016928 0.0033856 IAC17E-105E; IAC24E-105E; IAC24F-105E; IAC17E-105F; IAC24E-
105F; IAC24F-105F; IAC24E-IAC17F; IAC24F-IAC17F 

3 beta, 17 beta-
dihydroxy-
Androst-5-ene 

0.00025212 0.0046223 IAC17E-105E; IAC17F-105E; IAC24E-IAC17E; IAC24F-IAC17E; 
IAC24E-IAC17F; IAC24F-IAC17F 

Prostaglandin A2 0.00036793 0.0062265 IAC24E-105E; IAC24F-105E; IAC24E-105F; IAC24F-105F; IAC24E-
IAC17E; IAC24F-IAC17E; IAC24E-IAC17F; IAC24F-IAC17F 

Malonic acid  0.00048684 0.0076504 IAC17E-105E; IAC17E-105F; IAC17F-IAC17E; IAC24E-IAC17E; 
IAC24F-IAC17E 

Fructose-2,6-
diphosphate  

0.00067637 0.0099201 IAC17E-105E; IAC17F-105E; IAC17E-105F; IAC17F-105F; IAC24E-
IAC17E; IAC24E-IAC17F 

Secologanin 0.00094576 0.013004 105F-105E; IAC17E-105E; IAC24E-105E; IAC24F-105E 

4-amino-Butanoic 
acid 

0.0010099 0.013069 IAC17E-105E; IAC17E-105F; IAC24E-IAC17E; IAC24F-IAC17E; 
IAC24E-IAC17F; IAC24F-IAC17F 

1-methyl-
Imidazole-4-acetic 
acid 

0.0011751 0.013798 IAC17E-105E; IAC17F-105E; IAC24E-105E; IAC24F-105E 

Gluconic acid-6-
phosphate 

0.0011917 0.013798 IAC17E-105E; IAC24E-105E; IAC24F-105E; IAC24E-105F; IAC24F-
105F 

Erythrose 0.0013059 0.014364 105F-105E; IAC17E-105E; IAC17F-105E; IAC24E-105E; IAC24F-105F; 
IAC24F-IAC17F 

Glucuronic acid 0.0014528 0.015219 105F-105E; IAC17E-105F; IAC24E-IAC17E; IAC24F-IAC17E 

3-amino-
Isobutanoic acid 

0.0016259 0.016259 IAC17F-105E; IAC17E-105F; IAC17F-105F; IAC24E-IAC17F; IAC24F-
IAC17F 

3-hydroxy-
Tetradecanoic acid 

0.0022643 0.020775 IAC24E-105E; IAC24E-105F; IAC24E-IAC17E; IAC24E-IAC17F 

seleno-Methionine 0.0022663 0.020775 IAC24F-105E; IAC17F-IAC17E; IAC24F-IAC17E; IAC24F-IAC24E 

4-amino-Benzoic 
acid 

0.0026438 0.021854 IAC17F-IAC17E; IAC24F-IAC17E; IAC24E-IAC17F; IAC24F-IAC24E 

trans, trans-
Muconic acid 

0.0027166 0.021854 IAC17F-IAC17E; IAC24E-IAC17F; IAC24F-IAC24E 

Malonic acid 0.0027452 0.021854 105F-105E; IAC17E-105E; IAC17F-105E; IAC24E-105E; IAC24F-105E 

N,N'-
Diacetylchitobiose  

0.0027814 0.021854 IAC17F-105E; IAC17E-105F; IAC17F-105F 

N-glycolyl-
Neuraminic acid 

0.0029725 0.02255 IAC17F-105F; IAC24E-IAC17E; IAC24F-IAC17E; IAC24E-IAC17F; 
IAC24F-IAC17F 

Myricetin 0.0031046 0.022767 IAC24F-IAC17E; IAC24F-IAC17F 

Pyroglutamic acid 0.003618 0.025676 IAC24F-105F; IAC24F-IAC17E; IAC24F-IAC17F 

N-acetyl-
Mannosamine 

0.0037471 0.025761 IAC17E-105E; IAC24E-105E; IAC17E-105F; IAC24F-IAC17E 

2-hydroxy-Glutaric 
acid 

0.0040629 0.026897 IAC24E-105E; IAC24E-IAC17F; IAC24F-IAC17F 

Ergocalciferol 0.0041568 0.026897 IAC24F-105E; IAC24F-105F; IAC24F-IAC17E; IAC24F-IAC17F; 
IAC24F-IAC24E 

Glucoheptose 0.0059529 0.037418 IAC24F-IAC17E; IAC24E-IAC17F; IAC24F-IAC17F 

Gentiobiose 0.0062921 0.038449 105F-105E; IAC17F-105E; IAC24F-105E 

Maltose 0.0064664 0.038449 IAC24E-105F; IAC24E-IAC17F 

Sphingosine 0.0066704 0.038618 IAC17E-105E; IAC17F-105E 

Piceatannol  0.0069905 0.038995 IAC17E-105E; IAC17F-105E; IAC24E-105E 

Isoleucine 0.0070899 0.038995 IAC17F-105E; IAC17F-IAC17E; IAC24F-IAC17E 

Fructose-2,6-
diphosphate A 

0.0078678 0.042217 IAC17F-105E; IAC24E-IAC17F 

4-hydroxy trans-
Cinnamic acid 

0.0086728 0.045429 105F-105E; IAC24E-105E; IAC24F-105E 
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Em consequência, podemos observar uma melhor separação entre os tratamentos 

quando foi efetuada a análise por PLSDA, indicando um comportamento diferencial entre 

genótipos susceptível e resistente e também entre os genótipos considerados resistentes 

(Figura 13), por efeito do genótipo e do tratamento. 

 

Figura 13. PLSDA depois de 24 h do início do experimento. 105E (105 AP sem infestar); 
105F (105 AP infestada); IAC17E (IAC 17 sem infestar); IAC17F (IAC 17 infestada); 
IAC24E (IAC 24 sem infestar); IAC24F (IAC 24 infestada). 
 
Tabela 4.  Compostos diferentes com função biologica associada a plantas 24h após o 
início do experimento. 
 

Compostos Tipo de 
composto 

Função Referencia 

 γ-Aminobutyric 
acid (GABA)  

Aminoacido não 
proteico 

GABA age como metabolito de 
defesa e molecula sinalizadora nas 
plantas.  

SCHOLZ et al., 2015; 
SCHOLZ et al., 2017 

Piceatannol ou (Z)-
Resveratrol 

Polifenol Antifungico; mesma via de PAL de 
sintese de flavonoides 

GONZALEZ et al., 2003 

4-Hydroxy 
cinnamic acid  

ácido 
carboxilico 

Regulador fito-hormonal, produto do 
metabolismo secundario das plantas, 
agente fitotoxico quando se liga com 
outras açucares oi hidroxiacidos, 
envolvido em eliminação de toxinas e 
ou almazenamento de fitoalexinas 

BENGOECHEA et al., 
2005 

6-Phosphogluconic 
acid 

CHO; açucar 
ácido 

Intermediario na vía das pentosas 
fosfato. Em relação a enzima Glucose 
6 phosphate dehydrogenase regulaçao 
das plantas em condiçoes de estresse 
a seca 

ESPOSITO, 2016 
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alpha-
Aminobutyric acid  

Aminoacido não 
proteico 

Derivado da Alanina, sintetisado 
através da transaminação do 
oxobutirate, utilizado na biosintese de 
peptideos não ribossomais 

Pharmacology from NCIt 
(PUBCHEM) 

D-2-
Hydroxyglutaric 
acid  

ácido 
carboxilico 

Intermediario formação Acido 
cafeico e p-coumaric, compostos 
toxicos para os insetos 

MAURINO et al., 2015 

D-Erythrose CHO; 
monosacarido; 
tetrosa 

Ligado ao fosfato participa na via do 
shikimate para sintese de 
aminoácidos aromaticos e compostos 
toxicos (matabolitos secundarios) 
para insetos 

TOHGE et al., 2013 

Ergocalciferol  Esterol; lipideo Vitamina D2 homeostase do Ca2+ JÄPELT e JAKOBSEN, 
2013 

Eriodictyol  Heterocyclic; 
flavonoide 

Regulador da expresão genica e 
envolve multiples respostas de defena 
ao dano oxidativo. 

JONHSON et al., 2009 

Fructose-2,6-
diphosphate  

CHO Coordena o fluxo de carbono em 
biosintese de sacarosa e amido 

NIELSEN et al., 2004 

Galactonic acid  CHO, azucar 
acido 

Aumenta com o aumento das 
concentrações de sal em soja. 
Intermediario via antioxidativa de ac 
ascorbico para evitar ROS.  

ZHANG et al., 2016; 
SHARMA et al., 2012 

Gentiobiose CHO; 
disacarido 

Indutor do emissão da radicula nas 
sementes 

TAKAHASHI et al., 2014 

L-Isoleucine  Aminoacido Ligado ao Jasmonato corresponde ao 
componente bioativo da via do AJ. 

KANG et al., 2006 

Lumichrome  Flavina; 
pigmentos 

Estimula o desenvolvimento das 
plantas e altera a função dos estomas.  

MATIRU e DAKORA, 
2005a 

Valine  Aminoacido Precursor na sintese de 
glucosinolates; os niveis aumentam 
em resposta a patógenos 

ZEIER, 2013 

Malonic acid ácido 
carboxilico 

Via do acido malonico para a 
produção de metabolitos 
secuandarios como flavonoides 

MANN, 1978 

Maltose CHO; 
disacarido 

Osmoprotector das folhas e da raiz, 
aumenta em resposta a seca e ao calor 

RIZHSKY, 2004; 
IBRAHIM e 
ABDELLATIF, 2016 

Myricetin Heterocyclic; 
flavonoide 

Deterrente de parasitas das raizes MIERZIAK et al., 2014 

N-
Acetylmannosamine  

CHO; 
aminoaçucar 

Possibilita as lectinas a interagir com 
a superficie de glicanos de alguns 
virus, bacterias levaduras, fungos e 
protozoarios.  

De SCHUTTER et al., 
2015 

p-Aminobenzoic 
acid  

ácido 
carboxilico; 
amino benzoate 

PABA, media a resposta sistemica 
adquirida para proteger plantas de 
infeções. 

SONG et al., 2013 

Pyroglutamic acid Aminoacido não 
proteico; ácido 

Promove a estabilidade das proteinas 
e é necessario para a formação das 
estruturas das proteínas  

SCHILLING, 2007 

Secologanin  Heterocyclic; 
flavonoid; 
glicoside; 
terpenoide 

Os genes envolvidos na biosintese de 
secologanina sao sobre regulados 
pela via do Me-JA. A via de sintese 
de secologanina tem um ramo que 
conduz a sintese de alcaloides como 
vinblastine, vincristine, que tem 
propriedades inseticidas 

SINGH e SHARMA, 2015 

Selenomethionine Aminoácido Forma mais comum de Se encontrada 
nas plantes, é altamente toxica para 
insectos.  

DANIELS, 1996; 
JENSEN et al., 2006 

Sphingosine Aminoalcool, 
lipideo 

Atua acelarando a apoptose como 
mecanismo de defesa 

BRODERSEN et al., 2002 

 

  



91 
 

 

Compostos como aminoácidos, carboidratos e ácidos carboxilicos, alguns deles 

próprios do metabolismo primário, aumentaram após a infestação em todos os genótipos 

(ZEIER, 2013; KANG et al., 2006), indicando que houve uma redistribuição das vias 

metabólicas em resposta à presença da lagarta onde estão envolvidos os aminoácidos e 

carboidratos (Figura 14). 

 

Figura 14. Classificação dos compostos diferentes entre os tratamentos de acordo com a 
natureza química, após 24h do início do experimento.   
 

A secologanina e o eriodictiol estiveram entre os metabólitos que apresentaram 

diferencias, da mesma forma que foi determinado às 12h. Novos flavonoides com 

propriedades nocivas para insetos apareceram entre os metabólitos diferentes, como o 

Piceatannol e a Miricetina (GONZALEZ et al., 2003; MIERZIAK et al., 2014). O GABA 

(Aminobutyric) que age como molécula sinalizadora de defesa foi menor na variedade 

IAC 17 e maior na 105 AP e IAC 24 (SCHOLZ et al., 2015; SCHOLZ et al., 2017) (Figura 

15). Todos os aminoácidos aumentaram os níveis nos tratamentos das plantas infestadas 

susceptíveis e resistentes (Figura 15). 
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Figura 15. Box plot de alguns compostos envolvidos na defesa das plantas após 24h do 
inicio do experimento. 
 

Finalmente ao analisar os tratamentos após 48h infestação, 18 metabólitos tiveram 

diferenças estatisticamente significativas pelo teste de ANOVA (tabela 6). Entretanto, 

não foi verificado uma separação muito significativa entre os genótipos pela análise de 

agrupamento por PLSDA (Figura 16). 
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Tabela 6. Lista de metabolitos diferentes estatisticamente entre os tratamentos às 48h do 
início do experimento 

Compound p.value FDR Tukey's HSD 

Galactonic acid 6.65E-05 0.011768 IAC24H-105G; IAC17G-105H; IAC17H-105H; IAC24G-IAC17G; 
IAC24H-IAC17G; IAC24G-IAC17H; IAC24H-IAC17H 

4-amino-Benzoic acid 0.00026579 0.023523 IAC24G-105H; IAC17H-IAC17G; IAC24H-IAC17G; IAC24G-
IAC17H; IAC24H-IAC24G 

11 alpha-
Hydroxyprogesterone 

0.00095266 0.033108 IAC24G-105G; IAC24G-105H; IAC24H-IAC17H; IAC24H-
IAC24G 

Succinate 0.00098229 0.033108 IAC24G-105G; IAC17G-105H; IAC24G-105H; IAC24H-IAC17G; 
IAC24H-IAC24G 

1-O- methyl-alpha d 
glucoside  

0.0011267 0.033108 IAC24H-105G; IAC17G-105H; IAC24G-105H; IAC24H-IAC17G; 
IAC24H-IAC17H; IAC24H-IAC24G 

Leucine 0.0015979 0.033108 IAC24H-105G; IAC24H-IAC17G; IAC24H-IAC17H; IAC24H-
IAC24G 

Sphingosine 0.001653 0.033108 IAC17G-105G; IAC17H-105G; IAC24H-105G; IAC24H-IAC24G 

13-(Z)-Docosenoic acid 0.0017744 0.033108 IAC24G-105G; IAC17G-105H; IAC17H-105H; IAC24G-105H; 
IAC24H-IAC24G 

3 beta, 17 beta-dihydroxy-
Androst-5-ene 

0.0018758 0.033108 IAC24H-105G; IAC24H-105H; IAC24H-IAC17G; IAC24H-
IAC17H 

Cembrene 0.0019521 0.033108 IAC24H-105G; IAC24H-105H; IAC24H-IAC17G; IAC24H-
IAC17H 

3-hydroxy-Dodecanoic acid 0.0022168 0.033108 IAC24H-105G; IAC24H-105H; IAC24H-IAC17G; IAC24H-
IAC17H; IAC24H-IAC24G 

Isoleucine 0.0022737 0.033108 IAC24H-105G; IAC24H-IAC17G; IAC24H-IAC17H; IAC24H-
IAC24G 

Valine 0.0024316 0.033108 IAC24H-105G; IAC24H-IAC17G; IAC24H-IAC17H; IAC24H-
IAC24G 

N-acetyl-Mannosamine 0.0027175 0.034357 IAC17G-105G; IAC17G-105H; IAC24H-IAC17G; IAC24H-
IAC17H 

2-amino-Butanoic acid 0.0037072 0.043745 IAC24H-105G; IAC24H-IAC17G; IAC24H-IAC24G 

Pregn-5-ene-3,21-diol-20-
one  

0.0040606 0.04492 IAC24H-105G; IAC24H-105H; IAC24H-IAC17H; IAC24H-
IAC24G 

Fructose-2,6-diphosphate  0.0044542 0.04547 IAC17G-105G; IAC17H-105G; IAC24H-IAC17G; IAC24H-
IAC17H 

Lumichrome 0.0046241 0.04547 IAC24H-105G; IAC24H-105H; IAC24H-IAC17G; IAC24H-
IAC17H 
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Figura 16. PLSDA depois de 48 h do início do experimento. 105G (105 AP sem infestar); 
105H (105 AP infestada); IAC17G (IAC 17 sem infestar); IAC17H (IAC 17 infestada); 
IAC24G (IAC 24 sem infestar); IAC24H (IAC 24 infestada). 
 
Tabela 7. Lista de metabolitos diferentes estatisticamente entre os tratamentos ás 48h do 
início do experimento 

Compostos Tipo de 
composto 

Função Referencia 

Cembrene lipideo; 
Terpenoide  

Composto volatil, toxico para patógenos PIERMAN et al., 2017 

Dodecanoic acid 
(Lauric acid) 

lipídeo, acido 
graxo 

Intermediario da vias do Me-JA KANDEL, 2007 

Fructose-2,6-
diphosphate   

CHO Coordina o fluxo de carbono em biosintese 
de sacarosa e amido 

NIELSEN et al., 2004 

Galactonic acid  CHO, azucar 
acido 

Aumenta com o aumento das 
concentrações de sal em soja. Intermediario 
via antioxidativa de ac ascorbico para 
evitar ROS.  

ZHANG et al., 2016; 
SHARMA et al., 2013 

L-Isoleucine  Aminoacido Ligado ao Jasmonato corresponde ao 
componente bioativo da via do AJ. 

KANG et al., 2006 

Leucine Aminoacido Participa na ativação de genes de defesa 
depois do contacto com patógenos, cadenas 
repetidas de Leucina.  

SHANMUGAM, 2005 

Lumichrome  Flavina; 
pigmentos 

Estimula o desenvolvimento das plantas e 
altera a função dos estomas.  

MATIRU e DAKORA, 
2005a 

N-
Acetylmannosamine 

CHO; 
aminoaçucar 

Possibilita as lectinas a interagir com a 
superficie de glicanos de alguns virus, 
bacterias levaduras, fungos e protozoarios.  

De SCHUTTER et al., 
2015 

p-Aminobenzoic acid  Ácido 
carboxilico; 
amino 
benzoate 

PABA, media a resposta sistemica 
adquirida para proteger plantas de infeções. 

SONG et al., 2013 

Sphingosine Aminoalcool, 
lipideo 

Atua acelarando a apoptose como 
mecanismo de defesa 

BRODERSEN et al., 
2002 

Secologanin  Heterocyclic; 
flavonoid; 
glicoside; 
terpenoide 

Os genes envolvidos na biosintese de 
secologanina sao sobre regulados pela via 
do Me-JA. A via de sintese de 
secologanina tem um ramo que conduz a 
sintese de alcaloides como vinblastine, 
vincristine, que tem propriedades 
inseticidas 

SINGH e SHARMA, 
2015 

Succinate Ácido 
carboxilico 

Intermediario metabolico  TURNER e HANLEY, 
1949 

 

Entretanto neste tratamento os compostos que mudaram em maior medida foram 

os acidos carboxílicos seguido dos Carboidratos e finalmente os aminoácidos (Figura 17), 

o que pode representar um redirecionamento das vías. 



95 
 

 

 

Figura 17. Classificação dos compostos diferentes entre os tratamentos de acordo com 
a natureza química, após 48h do início do experimento. 
 

Neste tratamento também a secologanina foi presente entre os compostos 

diferentes e continuou sendo maior na variedade IAC 17. Apareceu também com maior 

abundancia o Cembreno, no IAC 17, composto volátil envolvido na defesa à patógenos 

(PIERMAN et al., 2017), e o ácido galactónico que é intermadiario na vía dos ROS 

(ZHANG et al., 2016; SHARMA et al., 2013) (Figura 18). 

 

Finalmente, os tratamentos 12, 24 e 48h, tiveram em comum a secologanina, e 

entre 12 e 24h compartilharam o ácido galactonico, a Isoleucina, o Lumicrome, o ácido 

p-aminobenzóico e a esfingosina entre os metabólitos mais destacados e relacionados à 

defesa das plantas.  
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Figura 18. Box plot de alguns compostos envolvidos na defesa das plantas após 48h do 
inicio do experimento. 
 

3.2.3 Fracionamento das proteínas com PEG 4000 e detecção de fosfoproteínas 

Muitas proteínas depois de serem sintetizadas são processadas e uma importante 

mudança pós-traducionais é a fosforilação. Muitos processos biológicos são regulados 

por meio da fosforilação de enzimas chaves das vias metabólicas, controlando deste modo 

a atividade enzimática. Deste modo, proteínas fosforiladas de folhas de soja foram 

detectadas com o corante Pro Q Diamond. Após a precipitação de proteínas abundantes 

foi possível a visualização de muitos spots para proteínas fosforiladas (Figura 19). As 

regiões onde se localizam as proteínas identificadas estão também sinalizadas na figura 

19. 
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Figura 19. Fosfoproteoma dos tratamentos estudados. A). UFV TN 105AP controle; B). 
UFV TN 105AP 90h de infestação; C). IAC 17 controle; D). IAC 17 controle 90h de 
infestação. Os quadros vermelhos indicam as regiões de localização das proteínas 
identificadas. 
 

3.3.4 Analises do proteoma diferencial em resposta à infestação 

As imagens obtidas dos géis foram analisadas pelo pacote computacional 

ImageMaster (GE Healthcare), e os spots com boa resolução foram utilizados nas análises 

comparativas (Tabela 8). 

Tabela 8. Resultado geral comparações proteômica 
 

Item A1* A2** B1*** B2**** 

Média de spots por tratamento 303 287 306 331 

Porcentagem de coincidência das triplicatas  95 93.6 95 93.6 

 
*A1: UFV TN 105 AP controle **A2: UFV TN 105 AP 90h de exposição ***B1: IAC 17 controle 
****B2: IAC 17 90h de exposição 
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Em seguida foram realizadas as análises comparativas das réplicas entre as classes 

para cada tratamento (Tabela 8). Na primeira comparação, correspondente a classe UFV 

TN 105 AP controle Vs UFV TN 105 AP 90h, foram observados 114 spots com 

abundancia diferencial (p≤0.05) e com coincidências de 94.3%. A segunda classe foi 

constituída da analise entre IAC 17 controle e IAC 17 90h e foram observados 138 spots 

(p≤0.05), também com coincidências de 94.3% (Figura S1). Dos 114 spots encontrados 

na primeira classe, 42 foram exclusivos do tratamento UFV TN 105 AP controle e 34 do 

UFV TN 105 AP 90h (Tabela 9) (Figura S1A). No caso da segunda classe, 40 foram 

exclusivos do tratamento IAC 17 controle e 60 do IAC 17 90h de exposição (Figura S1B). 

Em relação aos spots com abundancia diferencial e presentes em ambos os tratamentos, 

para a primeira classe houve 38, dos quais 13 reduziram a abundância quando foram 

analisados no tratamento UFV TN 105 AP 90h, e 25 aumentaram. Para a segunda classe, 

38 dos spots apresentaram abundância diferencial, dos quais, 16 diminuíram quando 

foram analisados no tratamento IAC 17 90h de exposição e 22 aumentaram (Tabela 9) 

(Figura S1). 

 

Tabela 9. Analise proteômica comparativa das classes das duas variedades estudadas 
Item A1* Vs A2** B1*** Vs B2**** 

Total de spots com diferenças estatisticamente 
significativas (p≤0.05) 

114 138 

Quantidade de spots exclusivos de cada tratamento  A1 A2 B1 B2 
42 34 40 60 

Abundancia diferencial: spots com aumento da 
abundância nos tratamentos 

13 25 16 22 

Spots diferentes estatisticamente comuns entre as duas classes (Presença) 

A1/A2/B1/B2 A1/A2/B2 A1/B1 A2/B2 A1/B2 A1/B1/B2 A1/A2/B1 

12 3 6 2 3 1 1 

*A1: UFV TN 105 AP controle **A2: UFV TN 105 AP 90h de exposição ***B1: IAC 
17 controle ****B2: IAC 17 90h de exposição 
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Figura S1. Imagens das análises proteômica comparativa (p≤0.5) da resposta das duas variedades 
de soja UFV TN 105AP e IAC à mastigação por A. gemmatalis. Geis de 2D-PAGE, coloridos 
com Azul brilhante de Coomassie. A). Comparação entre classe 1, UFV TN 105 AP controle e 
UFV TN 105 AP 90 h de exposição. B). Comparação entre classe 2, IAC 17 controle e IAC 17 
90 h de exposição.   Spots estatisticamente diferentes comuns nos dois tratamentos presentes 
nas 4 réplicas.  Spots estatisticamente diferentes comuns nos dois tratamentos presentes em 3 
réplicas.  Spots estatisticamente diferentes comuns nos dois tratamentos presentes em 2 
réplicas.  Spots com abundancia diferencial estatisticamente significativa próprios de cada 
tratamento.  Spots exclusivos de cada tratamento com diferencia estatisticamente significativa. 
 

Dos 252 spots selecionados como diferenciais, 29 spots foram identificados por 

espectrometria de massa em modo MS/MS. com pelo uma sequência com validação 

estatística acima de 95% no Software SCAFFOLD. Para a identificação das proteínas foi 

utilizado o banco de dados de proteínas de Glycine max, depositadas no UNIPROT, por 

meio do aplicativo MASCOT. Os 29 spots corresponderam a 16 proteínas diferentes, 

sendo 13 proteínas identificadas na análise da classe 1, e 8 da classe 2. Na tabela 10 são 

descritos os spots identificados nas duas classes analisadas, além da massa molecular, pI 

teóricos e experimentais, e as sequencias dos peptídeos obtidas. 
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Tabela 10. Lista das proteínas identificadas por espectrometria de massa no modo MS/MS em plantas de soja das variedades UFV TN 105 
AP e IAC 17 expostas e não expostas à infestação por A. gemmatalis. 
 Theoretical   Experimental    

Spot MW pI Access Number Protein name MW pI Coverage 
Peptide 
number Peptide sequence 

113B 35265 6.66 A0A0B2Q0P6 Oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic 24 5.04 5% 1 DGIDYAAVTVQLPGGER 

114B 35265 6.66 A0A0B2Q0P6 Oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic 23 4.76 8% 2 DGIDYAAVTVQLPGGER 

         VPFLFTIK 

118A 50236 7.79 I1KTX8 Phosphoglycerate kinase 31 5.58 7% 2 LASLADLYVNDAFGTAHR 

         LVASLPDGGVLLLENVR 

118B 35327 6.02 A0A0R0KKR3 Aldo-keto reductase family 4 member C9 26 6.17 4% 1 ASFFVHETYGAYR 

139B 39619 5.00 A0A0B2QEI9 Bark storage protein A 29 4.31 5% 1 YGLGPDDTLPLEDNGDYTR 

168A 63643 5.28 A0A0B2NTV4 RuBisCO large subunit-binding protein subunit alpha, chloroplastic 63 4.6 4% 2 GYISPQFVTNPEK 

         LADAVGLTLGPR 

240A 33201 8.48 A0A0R0GUJ1 Protein REVEILLE 8 isoform X1 25 6.41 6% 1 GITQITNSSLSGVGNSTR 

244A 53778 5.29 A0A173CSR3 ATP synthase subunit beta, chloroplastic 45 5.28 6% 2 FVQAGSEVSALLGR 

         IFNVLGEPIDNLGPVDTR 

318B 59923 5.80 A0A0R4J4C8 ATP synthase subunit beta 54 4.82 12% 4 AHGGFSVFAGVGER 

         DAEGQDVLLFVDNIFR 

         IPSAVGYQPTLSTDLGALQER 

         LVLEVAQHLGEGVVR 

63A 27409 5.87 A0A0R0G6T3 Protein REVEILLE 8 isoform X4 20 6.21 17% 3 VATPAQAQEVHADLR 

         VIAcIGETLEQR 

         WVHDNVSAEVAASVR 

80A 35265 6.66 A0A0B2Q0P6 Oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic 23 4.8 14% 4 DGIDYAAVTVQLPGGER 

         FEEKDGIDYAAVTVQLPGGER 

         GASTGYDNAVALPAGGR 

         VPFLFTIK 

81A 35265 6.66 A0A0B2Q0P6 Oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic 23 4.96 10% 2 DGIDYAAVTVQLPGGER 

         GASTGYDNAVALPAGGR 

85A 53778 5.29 A0A173CSR3 ATP synthase subunit beta, chloroplastic 25 5.5 3% 1 AHGGVSVFGGVGER 

   I1KTX8 Phosphoglycerate kinase   0%   

91B 29433 6.72 A0A0B2P7L1 Stem 31 kDa glycoprotein 21 6.25 12% 2 IVGIIGDQWSDLLGDHR 
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         TVNQQAFFYASER 

178A 27945 5.29 C6TLM4 Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic 20 4.54 3% 1 FGEAVWFK 

217A 35851 6.61 A0A0B2QTX6 Carbonic anhydrase 19 6.76 15% 3 EAVNVSLGNLLTYPFVR 

         VcPSHVLDFQPGEAFVVR 

         YAGTGAAVEYAVLHLK 

375A 35851 6.61 C6TLM4 Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic 22 4.33 3% 1 ELEVIHSR 

77A 35265 6.66 A0A0B2Q0P6 Oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic 24 5.2 10% 2 DGIDYAAVTVQLPGGER 

         GASTGYDNAVALPAGGR 

78A 33332 5.73 I1MFL4 Plastid-lipid-associated protein, chloroplastic 23 4.43 11% 2 ALVDSFYGTDR 

         IPISNSNAQSWLLTTYLDEELR 

80A 35265 6.66 A0A0B2Q0P6 Oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic 23 4.8 15% 4 DGIDYAAVTVQLPGGER 

         FEEKDGIDYAAVTVQLPGGER 

         GASTGYDNAVALPAGGR 

         RLTFDEIQSK 

81A 35265 6.66 A0A0B2Q0P6 Oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic*1 23 4.96 13% 3 DGIDYAAVTVQLPGGER 

         GASTGYDNAVALPAGGR 

         RLTFDEIQSK 

82A 24895 6.61 C6TLM4 Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic 24 4.47 3% 1 ELEVIHSR 

84A 40901 8.04 A0A0B2P279 Ferredoxin--NADP reductase 25 5.76 5% 1 DPNATIImLGTGTGIAPFR 

89A 35546 5.29 I1M561 fructokinase-4 26 5.07 11% 3 ADGINFDQGAR 

         APGGAPANVAIAVSR 

         LPLWPSAEEAR 

93A 27461 6.22 A0A0B2NYC2 Malate dehydrogenase 27 6.072 10% 2 ALEGADVVIIPAGVPR 

         LFGVTTLDVVR 

98A 38246 6.28 A0A0B2Q4F4 Putative aldo-keto reductase 1 26 6.73 4% 1 ELGIGIVPYSPLGR 
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Alguns dos spots caracterizados, além de serem identificados como a mesma 

proteína, ou ter diferenças estatisticamente significativas, seja por abundância diferencial 

em alguma das classes, ou por se encontrar exclusivamente em alguma replica, também 

se encontraram em ambos os tratamentos. Na tabela 11 pode ser observado o resumo total 

das proteínas identificadas que inclui os spots comuns entre os tratamentos, as réplicas 

onde eles foram achados, e os spots identificados como a mesma proteína, agrupados. Na 

figura 20 são apresentados os spots identificados em cada réplica, indicando 

especificamente quais deles foram identificados como a mesma proteína.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 20. Spots identificados em todos os tratamentos e spots que corresponderam à 
mesma proteína nos tratamentos.  Spots identificados presentes nos dois tratamentos. 

 Spots identificados presentes nos dois tratamentos (Ver tabela 4).  Spots 80A, 81A, 
77A, 113B, 114B, 107B, Identificados como Oxygen-evolving enhancer protein 1, 
chloroplastic.  Spots 244A, 85A, 318B, Identificados como ATP synthase subunit beta, 
chloroplastic.  Spots 178A, 375A, 82A, Identificados como Chlorophyll a-b binding 
protein, chloroplastic. 
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Tabela 11. Resumo das proteínas identificadas, encontram-se as réplicas onde foram 
achados os spots comuns entre os tratamentos, e agrupados os identificados como a 
mesma proteína 
# ID de Spots A1 A2 B1 B2  Nome da proteína identificada  

1 
81A = 
113B X X X X A0A0B2Q0P6 

Oxygen-evolving enhancer protein 1, 
chloroplastic 

 
80A = 
114B X X X X   

 
77A = 
107B X X X X   

2 
118A = 
151B X X X X I1KTX8 Phosphoglycerate kinase 

3 118B   X X A0A0R0KKR3 Aldo-keto reductase family 4 member C9 

4 139B   X X A0A0B2QEI9 Bark storage protein A 

5 
168A = 
181B X X X X A0A0B2NTV4 

RuBisCO large subunit-binding protein subunit 
alpha, chloroplastic 

6 240A  X   A0A0R0GUJ1 Protein REVEILLE 8 isoform X1 

7 244A  X   A0A173CSR3 ATP synthase subunit beta, chloroplastic 

 85A X X     

 318B    X   

8 63A = 85B X X X X A0A0R0G6T3 Protein REVEILLE 8 isoform X4 

9 91B   X X A0A0B2P7L1 Stem 31 kDa glycoprotein 

10 178A X X   C6TLM4 Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic 

 375A X      

 82A X X     

11 217A X X   A0A0B2QTX6 Carbonic anhydrase 

12 78A X X   I1MFL4 Plastid-lipid-associated protein, chloroplastic 

13 84A  X X   A0A0B2P279 Ferredoxin--NADP reductase 

14 89A X X   I1M561 Fructokinase-4 

15 93A X X   A0A0B2NYC2 Malate dehydrogenase 

16 98A X X   A0A0B2Q4F4 Putative aldo-keto reductase 1 
*A1: UFV TN 105 AP controle **A2: UFV TN 105 AP 90h de exposição ***B1: IAC 17 controle 
****B2: IAC 17 90h de exposição 
 

Os spots 80A, 81A, 77A, 113B, 114B, 107B foram identificados como Oxygen-evolving 

enhancer protein 1, chloroplastic (A0A0B2Q0P6) e corresponderam aos mais abundantes 

do proteoma. Os spots 244A, 85A, 318B foram identificados como ATP synthase subunit 

beta, chloroplastic (A0A173CSR3) e os spots 178A, 375A, 82A (C6TLM4) foram 

Identificados como Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic. Este resultado pode 

indicar a existência de isoformas das proteínas. A existência de spots identificados com 

as mesmas proteínas ocorreu pelas mudanças de PI nas proteínas, desta forma são 

modificações pós-tradicionais da mesma proteína. A maioria das mudançs de PI 

observadas em gel 2DE tem sido relacionadas a diferentes níveis de fosforilação, como 

observado nos perfis de fosfoproteoma (Figura 19). A grande maioria das proteínas 
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identificadas foram fosforiladas, com exceção do spot 85A. No caso do spot 168A do 

primeiro tratamento e seu equivalente no segundo tratamento 181B, identificados como 

RuBisCO large subunit-binding protein subunit alpha, chloroplastic, em ambos 

tratamentos existe fosforilação quando as plantas não foram ainda submetidas à 

infestação, sendo claramente maior no segundo tratamento, mas, depois da infestação, a 

fosforilação diminuí consideravelmente nos dois tratamentos até quase desaparecer.   

 

3.3.5 Caracterização funcional das proteínas 

 

As interações proteína-proteína foram avaliadas usando o banco de dados 

STRING visando obter informações adicionais sobre a atuação das proteínas 

diferencialmente abundantes identificadas no metabolismo das duas variedades de soja 

expostas à infestação pela lagarta A. gemmatalis. Ainda foram poucas as proteínas 

identificadas algumas delas exibiram interações funcionais entre si nos dois tratamentos 

(Figura 21).  
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A). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
B).  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

PROTEINA 
UNIPROT/BLASTP 
IDENTIFICAÇÃO T1 T2 STRING STRING IDENTIFICAÇÃO 

0B2Q0P6 
Oxygen-evolving enhancer protein 
1, chloroplastic X X GLYMA16G25860.1 Uncharacterized protein 

A173CSR3 
ATP synthase subunit beta, 
chloroplastic X X GLYMA20G25920.1 

 
ATP synthase subunit beta ; Produces ATP 
from ADP in the presence of a proton 
gradient across the membrane 

I1KTX8 Phosphoglycerate kinase X X GLYMA08G17610.1 Phosphoglycerate kinase 

A0A0B2NTV4 

 
RuBisCO large subunit-binding 
protein subunit alpha, chloroplastic X X GLYMA12G08310.1 Uncharacterized protein 

A0A0R0G6T3 Protein REVEILLE 8 isoform X4 X X LOC547761 Triosephosphate isomerase 

C6TLM4 
Chlorophyll a-b binding protein, 
chloroplastic X  lhcb1*7 

Chlorophyll a-b binding protein 2, 
chloroplastic 

A0A0B2P279 Ferredoxin--NADP reductase X  GLYMA16G23710.1 Ferredoxin--NADP reductase 

A0A0R0GUJ1 Protein REVEILLE 8 isoform X1 X  GLYMA13G19910.1 Uncharacterized protein 

A0A0B2QTX6 Carbonic anhydrase X  GLYMA19G01050.1 
Carbonic anhydrase ; Reversible hydration 
of carbon dioxide 

I1MFL4 
Plastid-lipid-associated protein, 
chloroplastic X  GLYMA15G11910.1 Uncharacterized protein 

I1M561 Fructokinase-4 X  GLYMA13G41960.1 Uncharacterized protein 

A0A0B2NYC2 Malate dehydrogenase X  GLYMA06G34190.1 Malate dehydrogenase 

A0A0B2Q4F4 Putative aldo-keto reductase 1 X  GLYMA19G43360.1 Uncharacterized protein 

A0A0R0KKR3 
Aldo-keto reductase family 4 
member C9  X GLYMA03G11610.1 Uncharacterized protein 

A0A0B2QEI9 Bark storage protein A  X GLYMA06G08860.1 Uncharacterized protein 

A0A0B2P7L1 Stem 31 kDa glycoprotein  X LOC547820 

Stem 31 kDa glycoprotein ; May function 
as somatic storage protein during early 
seedling development 



106 

 

Figura 21. Redes de interação funcional das proteínas identificadas de cada tratamento 
feitas na plataforma STRING e tabela de identificação das proteínas. A). Redes de 
interação do primeiro tratamento. B). Redes de interação do segundo tratamento, O 
Fosforilação oxidativa; O Fotossíntese; O Fixação de carbono; O Glicolise / 
gliconeogênese; O Metabolismo do carbono; O Metabolismo de frutose e manose. 
 

Utilizando um padrão de não mais de 5 interações e com uma confiança de 0.700, 

as proteínas identificadas estiveram envolvidas nos processos metabólicos de fosforilação 

oxidativa (6), fotossíntese (3), fixação de carbono em organismos fotossintéticos (3), 

metabolismo de carbono (3), metabolismo de frutose e manose (2) e glicólise / 

gliconeogênese (2) (figura 21A). Para o segundo tratamento e utilizando o mesmo padrão 

as proteínas identificadas estiveram envolvidas nos processos metabólicos de fosforilação 

oxidativa (6), fotossíntese (2), fixação de carbono em organismos fotossintéticos (2) e 

glicólise / gliconeogênese (2), vias de metabolismo primário semelhantes nos dois 

tratamentos. A maior rede para ambos os tratamentos, corresponde à via da fosforilação 

oxidativa. 

As proteínas de cada tratamento foram classificadas no EuKarioto Orthologous Groups 

(KOG) (Figura 22).  

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Classificação funcional das proteínas feito no KOG, das duas variedades de 
soja agrupadas conforme as classes funcionais das proteínas identificadas. Genótipo UFV 
TN 105 AP e IAC 17. 
 

Para o genótipo UFV TN 105AP a classificação funcional das proteínas 

identificadas mostrou que 30.8% tem função na produção e conversão da energia, 15.4% 

são Chaperonas asistentes de modificação pos-traducional, 7.7% atuam no transporte de 

íons inorgánicos e metabolismo, 23.1% no transporte de carboidratos e metabolismo e 

23.1% das proteínas foram não caraterizadas. Para o genótipo IAC 17, a classificação 

funcional das proteínas identificadas mostrou que 25% tem função na produção e 
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conversão da energia, 12.5% são Chaperonas assistentes de modificação pos-traducional, 

25% no transporte de carboidratos e metabolismo, 12.5% de função geral e 25% das 

proteínas foram não caraterizadas (Figura 20). Estes resultados obtidos corresponderam 

as proteínas que conseguiram se identificar, espera-se continuar no processo para assim 

conseguir identificar mais proteínas e assim determinar maiores redes de interação nos 

tratamentos.  
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Resumo 

As plantas de soja estão expostas ao ataque de insetos pragas como é Anticarsia 

gemmatalis, que causam desfolhamento e diminui a produtividade nas lavouras. 

Entretanto alguns genótipos de soja têm apresentado menores níveis de infestação. 

Portanto é importante determinar os mecanismos moleculares que expliquem la 

resistência, para o desenvolvimento por engenharia genética ou melhoramento genético 

convencional, de genótipos de soja resistentes. O objetivo deste trabalho foi avaliar os 

efeitos dos extratos metanólicos obtidos de plantas de soja dos genótipos UFVTN 105AP 

e IAC 17 sobre a sobrevivência, atividade proteolítica e histologia intestinal de A. 

gemmatalis. Extratos metanólicos foram preparados a partir de folhas dos genótipos de 

soja UFVTN 105 AP (susceptível) e IAC 17 (resistente) expostas e não-expostas à 

infestação com A. gemmatalis. Os extratos foram adicionados na dieta artificial, e foi 

avaliada a sobrevivência de A. gemmatalis durante toda a fase larval. Intestinos médios 

das lagartas expostas aos tratamentos, foram extraídos para analises de atividade de serino 

e cisteino-proteases, proteases totais e analises histológicos. Foi observada a menor taxa 

de sobrevivência nos insetos alimentados com a dieta contendo os extratos metanólicos 

comparado com o controle. Entretanto, as menores taxas de sobrevivência foram 

verificadas para o extrato da variedade resistente IAC 17. Em adição, os extratos 

provenientes do genótipo resistente reduziram a capacidade digestiva como verificado 

pela redução da atividade proteolítica especialmente amidásica e esterásica. Além dos 

efeitos fisiológicos nos intestinos, foram visualizados que as células intestinais tiveram 

diversas malformações em suas estruturas. Compostos bioativos na redução da 

capacidade digestiva e sobrevivência estão presentes nas folhas de ambos os genótipos, 
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porém sintetizados em concentrações distintas que justificam a diferença de resistência à 

infestação pelas lagartas nas plantas. 

 

Palavras chave: Sobrevivência, desfolhamento, intestino, inibição. 

 

 

Abstract 

Soybean plants are exposed to biotic stresses such as attacks of insect pests such as 

Anticarsia gemmatalis, which cause defoliation and decrease yields in soybean crops. 

However, some soybean genotypes have lower infestation levels. Therefore, it is 

important to determine the possible molecular mechanisms that explain the resistance, the 

development by genetic engineering or conventional genetic improvement of resistant 

soybean genotypes. The aim of this work was to evaluate the effect of methanoic extracts 

obtained from soybean plants genotypes UFVTN 105AP and IAC 17 on survival, 

proteolytic activity and intestinal histology of A. gemmatalis. Methanoic extracts were 

prepared from leaves of the soybean genotypes UFVTN 105 AP (susceptible) and IAC 

17 (resistant) exposed and not exposed to A. gemmatalis damage. The extracts were added 

to the artificial insect diet, and the A. gemmatalis survival was evaluated, throughout the 

larval phase. Intestines of the larvae exposed to the treatments were extracted for analysis 

of serine protease and cysteine proteases activity, total proteases and histological 

analyzes. It was observed a lower survival rate in the insects fed the diet containing the 

methanoic extracts compared to the control. However, the lowest survival rates were 

verified for the extract of the resistant variety IAC 17. In addition, the extracts from the 

resistant genotype reduced the digestive capacity as verified by the proteolytic activity 

especially amidolytic and esterolytic (trypsin-like and cysteine-proteases enzymes 

activity). Besides the physiological effects in the intestines, it was visualized that the 

intestinal cells had several malformations in their structures. Bioactive compounds in the 

reduction of digestive capacity and survival are present in the leaves of both genotypes, 

but synthesized in distinct concentrations that justify the difference in resistance to 

infestation by larvae. 

 

Key words: Survival, defoliation, intestine, inhibition 
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4.1 Introdução  

Desde o estabelecimento da civilização, a modificação antropogênica dos hábitats 

naturais para o estabelecimento da agricultura gerou condições apropriadas para o 

estabelecimento de pragas (JARJU, 2009). Estima-se que os insetos pragas podem ser 

responsáveis por perdas de 18% da produção agrícola (OERKE E-C, 2006), sendo que no 

Brasil este valor atingiu 7.7% (OLIVEIRA, et al., 2014). Como consequência tem sido 

necessária a utilização de grandes quantidades de inseticidas para o controle de pragas, 

entretanto com grandes impactos no ecossistema agrícola (BUENO et al., 2012). Assim, 

os biopesticidas, compostos obtidos diretamente das plantas, são uma alternativa 

sustentável para o manejo controlado de pragas, causando menor desequilibro ambiental 

(CARLINI, et al., 2002).      

Por outro lado, a cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill) contribui à economia 

do Brasil, pois corresponde ao produto de maior exportação nos últimos anos, sendo o 

segundo maior produtor mundial (AMAZONAS, 2017). Estresses bióticos como o ataque 

de insetos pragas tem limitado o aumento da produção, incentivando por meio de 

melhoramento genético, o desenvolvimento de variedades resistentes (LOURENÇÃO et 

al., 1989; MIRANDA et al., 2003a; 2003b). Insetos como Anticarsia gemmatalis Hubner, 

1818 (Lepidoptera: Noctuidae) constituem uma das pragas principais da soja no 

hemisfério Ocidental, incluindo o Brasil (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; DA SILVA 

et al., 2012). Este inseto mastigador conhecido como a lagarta-da-soja, ocasiona 

desfolhamento total das plantas, levando a perdas na produtividade (SINGH, 2010). 

Atualmente, no Brasil, o programa de manejo integrado de pragas da soja inclui a rotação 

de culturas, controle biológico, uso de inseticidas e plantio de variedades resistentes 

(DUPONT, 2017). Alguns exemplos de genótipos desenvolvidos que são resistentes à 

insetos praga são, IAC 100 (ROSSETTO et al., 1987), IAC 17, IAC 19 (VALLE e 

LOURENÇÃO, 2002), IAC 23 e IAC 24 (MIRANDA et al., 2003a, 2003b). Os cultivares 

IAC 17 e IAC 24 são resistentes especificamente para A. gemmatalis e outros insetos 

praga, mas as causas da resistência destes genótipos não são conhecidas. Alguns autores 

atribuem a resistência da soja a metabólitos secundários (ZHOU et al., 2011; SILVA et 

al., 2013), como os flavonoides (PIUBELLI et al., 2005; ZAVALA et al., 2015).  

Alguns trabalhos têm demonstrado o uso de extratos de plantas como 

biopesticidas em lepidopteros (KNAAK et al. 2010; MARTINEZ et al., 2001; 

MARTINEZ, 2002; KNAAK et al., 2013), provando o efeito nocivo na biologia destes 
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insetos, assim como diminuição do tamanho e mudanças na morfologia do intestino 

médio. 

Neste trabalho, o objetivo foi avaliar os efeitos dos extratos metanólicos obtidos 

de plantas de soja dos genótipos UFVTN 105AP e IAC 17 sobre a sobrevivência, 

atividade proteolítica e histologia intestinal de A. gemmatalis. 

 

 

4.2 Materiais e métodos 

 

4.2.1 Material biológico 

O cultivar UFV TN 105 AP, foi fornecido pela Universidade Federal de Viçosa (UFV), 

Viçosa, Minas Gerais (Brasil), e o “IAC 17”, pelo Instituto Agronómico de Campinas, 

São Paulo, (Brasil). As lagartas de A. gemmatalis foram obtidas da criação massal do 

Laboratório de Enzimología e Bioquímica de proteínas e peptídeos da UFV. 

 

4.2.2 Preparação dos extratos 

Plantas de soja das variedades UFV TN 105 AP e “IAC 17” foram plantadas e 

mantidas em casa de vegetação a temperaturas entre 22,1 a 35,1°C, até chegar a estádios 

entre V4 e V6. Posteriormente, foram submetidas a desfolhação por larvas de primeiro e 

segundo instar de A. gemmatalis durante 50h. Após o período de infestação, foram 

coletadas as folhas injuriadas de cada genótipo e armazenadas a -80°C. Como controle 

foram utilizadas plantas não expostas a infestação. Os extratos foram identificados como: 

extrato de folhas UFV TN 105 AP sem infestar (UFVTN 105 AP T1); extrato de folhas 

UFV TN 105 AP infestadas (UFVTN 105 AP T2), extrato de folhas IAC 17 infestadas 

(IAC 17 T1) e extrato de folhas IAC 17 sem infestar (IAC 17 T2).  

Para a preparação dos extratos, as folhas foram pesadas e maceradas com 

nitrogênio líquido. Por cada 100 mg de tecido foram adicionados 200 ul da solução 

extratora (metanol 75% e ácido fórmico 0,1%), submetidos a ultrassom por 30 min e 

centrifugados a 14.000 g por 30 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado, e o procedimento 

repetido mais uma vez. Os extratos metanoicos foram liofilizados, e armazenados a -80C. 
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4.2.3 Preparação das dietas e avaliação da sobrevivência de A. gemmatalis  

A dieta para as larvas foi preparada como é descrito por HOFFMAN-CAMPO et 

al. (1985) e suplementada com os extratos antes da polimerização desta. Os extratos 

foram solubilizados em agua deionizada. Três diferentes concentrações de extratos nas 

dietas foram testadas, sendo 0,035 g tecido/ml dieta; 0,07 g tecido/ml dieta e 0,2 g 

tecido/ml dieta. O valor de 0,2 g tecido/ml dieta corresponde à quantidade estimada de 

tecido consumido pelas larvas durante toda a fase larval. Larvas neonatas de A. 

gemmatalis foram criadas e alimentadas com as dietas dos quatro tratamentos e como 

controle foi usada a dieta livre de extrato. O experimento foi conduzido em sala de criação 

sob condições controladas (Temperatura: 18,3 a 27,5°C; Umidade Relativa do Ar: 61 a 

75% e 14:10 h (L/E)). A sobrevivência das lagartas foi avaliada a cada um a dois dias 

durante toda a fase larval do inseto. 

As análises estatísticas de sobrevivência foram feitas com o pacote “survival” 

(THERNEAU, 1999), no software R (R CORE TEAM, 2014). A função de sobrevivência 

foi estimada pelo método de Kaplan-Meyer, o qual é usado para calcular a função de 

sobrevivência de uma variável no tempo (POCHÉ, R.M., 2015). O efeito dos extratos na 

sobrevivência da A. gemmatalis, foi comparado com o Test Log-Rank, com uma 

probabilidade de 90 e 95%.   

 

4.2.4 Atividade proteolítica no intestino de Anticarsia gemmatalis  

Lagartas de A. gemmatalis entre o quarto e quinto instar foram escolhidas para 

fazer as análises enzimáticas.  pois neste período os insetos estão na fase de alimentação 

com comportamento hiperfágico, portanto uma fase de maior atividade das enzimas 

digestivas (STYGAR, et al. 2010). Cinco intestinos das lagartas foram extraídos e 

macerados com bastão estéril de vidro, para cada 1mL de solução HCl 10-3 M a 4 ºC, 

centrifugados a 10.000 g por 10 min a 4ºC (OLIVEIRA et al., 2005; XAVIER et al., 2005; 

ROSSI et al. 2009). 

A atividade amidásica de tripsina-like foi determinada com o substrato 

cromogênico L-BApNA (N-α-Benzoil-L-arginine 4-nitroanilide hydrochloride) em 1,2 

mM diluído em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,2 com CaCl2 20 mM a 25°C. A mistura 

reacional foi composta por 400 μL de tampão Tri-HCl 0,1 M pH 8,0; 300 μL de substrato 

e 20 μL do extrato.  A atividade esterásica foi determinada com o substrato L-TAME (N-

α-Tosyl-L-argininemethylesterhydrochloride) na concentração final de 0,1 mM. A 
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mistura reacional foi composta de 400 μL de tampão Tris-HCl 0,1 M pH 8,0; 300 μL de 

substrato e 10 μL do extrato. A formação dos produtos foi calculada a partir dos valores 

de absorbância a 410 nm e 247 nm para a atividade amidásica e esterasica, 

respectivamente (ERLANGER et al. 1961). 

A atividade de cisteíno-proteases foi determinada (método de ERLANGER et al., 

1961 modificada por MENDONÇA et al., 2011) com substrato L-BApNA na 

concentração final de 0,5 mM, a 25°C e Tris-HCl 0,1 M pH 8,2; contendo 20 mM de 

CaCl2 e 5 mM de Ditiotreitol (DTT) como solução tampão. A benzamidina a 1 mM foi 

empregada como inibidor das serino-proteases. A absorbância foi determinada a 410 nm.  

A atividade proteásica foi determinada utilizando-se azocaseína 2% (p/v) como 

substrato em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0; 37°C. A mistura reacional consistiu em 50 

μL de substrato e 60 μL de extrato enzimático, sendo incubada por 30 minutos a 37°C. A 

reação foi interrompida pela adição de 240 μL de ácido tricloroacético (TCA) 10% (p/v). 

Após a parada de reação, as amostras foram homogeneizadas em vortex e mantidas em 

repouso no gelo por 15 minutos. Em seguida, microtubos de plástico de 2 mL com tampas 

contendo as amostras foram centrifugados a 8.000 g por cinco minutos a 25°C, para 

remoção da proteína precipitada. Uma alíquota de 240 μL do sobrenadante foi transferida 

para tubos contendo 280 μL de NaOH 1M. As absorbâncias foram determinadas a 440 

nm e os valores divididos entre a concentração de proteínas totais expressadas em mg/mL 

para a obtenção da atividade específica (TELANG, et al. 2003). 

Foram empregadas analises descritivas para os dados de atividade obtidos em A. 

gemmatalis. Além disso, foram realizadas analise de variância (one-way ANOVA) para 

determinar diferenças entre os tratamentos em função da atividade enzimática e 

estabelecer diferenças entre os substratos amidásicos (BApNA e BTpNA) e esterasico 

(TAME e ATEE) em A. gemmatalis. Para estabelecer possíveis relações entre as 

atividades enzimáticas determinadas em A. gemmatalis, foi realizado uma análise de 

correlação de Pearson. Para todas as análises foi empregado o software estatístico R 3.4.4. 

 

4.2.5 Analises de inibição in vitro 

A atividade inibitória dos extratos vegetais foi testado sobre as trispsinas do 

intestino de A. gemmatalis e a tripsina pancreática bovina. Foi empregado o substrato 

cromogênico L-BApNA (N-α-Benzoil-L-arginine 4-nitroanilide hydrochloride) em 1,2 
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mM diluído em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,2 com CaCl2 20 mM a 25°C. A mistura 

reacional foi composta por 40 μL de tampão Tri-HCl 0,1 M pH 8,0; 30 μL de substrato e 

20 μL do extrato e 10 μL da enzima modelo. 

 

4.2.6 Determinação da concentração de proteína 

A concentração de proteínas foi determinada pelo método de Bradford (1976) 

utilizando-se albumina de soro bovino (BSA), na faixa de concentração de 0 a 25 mg/mL 

para a obtenção da curva padrão. 

 

4.2.7 Analises histológicas do intestino de A. gemmatalis 

Quatro larvas de quarto e quinto instar alimentadas com as dietas de cada 

tratamento foram coletadas. As lagartas foram dissecadas em 125 mM NaCl e transferidas 

a solução fixadora de Zamboni. Os intestinos médios foram extraídos das lagartas e 

posteriormente desidratados em diferentes concentrações de etanol (70%, 80%, 90%, 

95%) e embebidos em historesina JB-4. Porções de 3 μm foram coloridas com 

hematoxilina e eosina e foram observadas no microscópio de luz. 

As análises histológicas do intestino da A. gemmatalis foram realizadas no 

Laboratório de Biologia Celular, Molecular e Centro de Microscopia do Departamento 

de Biologia Geral da UFV. 

 

4.3 Resultados 

 

4.3.1 Análise de sobrevivência 

A concentração dos extratos na dieta foi determinante na sobrevivência da A. 

gemmatalis na sua fase larval. Quando as lagartas foram alimentadas com a menor 

concentração de extrato (3.5%) na dieta (Figura 1A), o tratamento IAC 17 T1, apresentou 

diferenças estatisticamente significativas nas taxas de sobrevivência com relação ao 

controle, diminuindo a sobrevivência em um 50% (49.2 ± 8.5) (Tabela S1, Figura 1A). A 

exposição das folhas da soja a infestação com as lagartas (IAC 17 T2) não alterou a taxa 

de sobrevivência na concentração 3,5% (69.2 ± 6.2) com relação ao controle (Tabela S1); 

mas na concentração de 7% IAC 17 T2 diminuiu 52% a sobrevivência (Tabela 1, Figura 

1B). 
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Tabela S1. Sobrevivência de A. gemmatalis alimentadas com dieta suplementada com 
extratos de plantas 

Tratamentos 
Concentração extrato 
na dieta (g tecido/ml 

dieta) 

% sobrevivência 
± SE 

Controle 1 NA 83.3 ± 6.2a 
Dieta + UFVTN 105 AP T1 0,035 83.2 ± 5.42a 
Dieta + UFVTN 105 AP T2 0,035 71.9 ± 6.9a 
Dieta + IAC 17 T1 0,035 49.2 ± 8.5b 
Dieta + IAC 17 T2 0,035 69.2 ± 6.2ab 
Controle 2 NA 100a 
Dieta + UFVTN 105 AP T1 0,07 77.7 ± 11.3b  
Dieta + UFVTN 105 AP T2 0,07 61.9 ± 9.5b 
Dieta + IAC 17 T1 0,07 66.9 ± 8.2b 
Dieta + IAC 17 T2 0,07 48 ± 9.9b 
Controle 3 NA 70.9 ± 4.3a 
Dieta + UFVTN 105 AP T1 0,2 24.6 ± 4.4b 
Dieta + UFVTN 105 AP T2 0,2 46.5 ± 5.7c 
Dieta + IAC 17 T1 0,2 53.9 ± 5.6c 
Dieta + IAC 17 T2 0,2 53.2 ± 4.9c 

Os resultados que têm a mesma letra indica, que não houve diferenças estatisticamente 
significativas entre os tratamentos usando a análise de Log-Rank. SE: erro padrão; NA: 
não aplica 
 

O tratamento usando o extrato UFVTN 105 AP T1 na maior concentração (20%) 

causou a diminuição de um 75% na sobrevivência dos insetos, sendo o maior 

porcentagem comparado ao observado com os demais tratamentos (Tabela 1, Fig. 1C) 

 

Ao comparar à sobrevivência ao longo do tempo foi observado o efeito da 

concentração do extrato adicionados à dieta (Figura 1), sendo maior (P≤0,05) para o 

genótipo resistente IAC 17 em relação ao genótipo tolerante UFVTN 105 AP (Figura 

1A). A maior redução da sobrevivência para o genótipo UFVTN 105 AP foi observada 

no dia 12º, já para o genótipo IAC 17 a queda foi gradual. Não foram observadas 

diferenças entre os genótipos quando foram adicionadas nas dietas os extratos nas maiores 

concentrações (7% e 20%), entretanto a mortalidade foi estatisticamente superior que o 

controle (Figuras 1B e 1C). 
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(B)
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(C)

 
Figura 1. Curvas de sobrevivência de A. gemmatalis alimentadas com dietas 
suplementadas com extratos de plantas. A). 3,5 % de extrato; B). 7% de extrato; C). 20% 
de extrato. CONTROLE: Dieta Artificial livre de extratos; 105 AP/T1: Dieta artificial 
com extrato do genótipo 105 AP sem infestar; 105 AP/T2: Dieta artificial com extrato do 
genótipo 105 AP exposta a infestação por 50 h; IAC 17/T1: Dieta artificial com extrato 
do genótipo IAC 17 sem infestar; IAC 17/T2: Dieta artificial com extrato do genótipo 
IAC 17 exposta a infestação por 50 h. 
 

4.3.2 Atividade proteolítica no intestino de A. gemmatalis 

Todas as atividades de tripsina amidásica determinadas em cada tratamento foram 

diferentes do controle (P≤0,05) e diferentes entre os tratamentos (P≤0,05). A menor 

atividade (0,31 µmol*s-1/µg de proteína) (P≤0,05) foi observada no intestino das lagartas 

alimentadas com o extrato IAC17 T2 (Figura 2A). O mesmo comportamento foi 

observado para a atividade tripsina estearásica, sendo a maior inibição observada para os 

extratos provenientes do genótipo IAC 17 após 50 h (T2) de infestação, indicando que 

neste caso a presença da lagarta induziu um aumento na capacidade inibitória (Figura 

2B). Já atividade de cisteino proteases foi levemente reduzida porém sem diferenças entre 

os genótipos (Figura 2C).  

Quando se avaliou a atividade proteolítica total, observou um aumento da inibição 

somente quando as folhas de soja do genótipo susceptível 105AP foram expostas a 

infestação com lagartas (Figura 2D). 
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Figura 2. Gráficos de atividade enzimática dos intestinos das larvas de A. gemmatalis 
alimentados com os diferentes tratamentos. Cont: Dieta livre de extratos; 105-0h: Dieta 
com extrato UFVTN 105 AP T1; 105-50h: Dieta com extrato UFVTN 105 AP T2; 17-
0h: Dieta com extrato IAC 17 T1; 17-50h: Dieta com extrato IAC 17 T2. A). Atividade 
tripsina amidásica; B). Atividade tripsina esterásica; C). Atividade cisteino proteases. D). 
Concentração de proteases totais. 
 

Nas analises de inibição in vitro foi observado que os extratos não tiveram efeito 

inibitório sobre a atividade das tripsinas do pâncreas bovino (Tabela 1), mantendo os 

valores de atividade similares ao controle (sem presença dos extratos). Na atividade das 

tripsinas de A. gemmatalis foi encontrada uma inibição de 100% para os tratamentos 105-

0h (UFVTN 105 AP T1) e 17-0h (IAC 17 T1) (Tabela 1). Já para os tratamentos com 

extratos das plantas 105-50h (UFVTN 105 AP T2) e 17-50h (IAC 17 T2) as atividades 

permaneceram similares ao controle (Tabela 1). 
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Tabela 1. Inibição dos extratos vegetais sobre a atividade das tripsinas pancreática bovina 
e do intestino de A. gemmatalis  
 

Tratamento Atividade tripsinas Inibição (%) 

 Tripsina Comercial  

Controle 0,24 0 

105-0h 0,24 0 

105-50h 0,24 0 

17-0h 0,24 0 

17-50h 0,24 0 

 Tripsinas A. gemmatalis  

Controle 0,12 0 

105-0h 0 100 

105-50h 0,12 0 

17-0h 0 100 

17-50h 0,12 0 

 
 

4.3.4 Analises histológicas do intestino de A. gemmatalis  

A adição dos extratos nas dietas causou alterações ultra estruturais no intestino 

das lagartas em relação ao controle. No tratamento controle (Figura 3A), se observa a 

membrana peritrófica intacta, e o epitélio simples colunar com borda estriada evidente na 

porção apical, com células caliciformes e colunares intactas e com os núcleos bem 

diferenciados. Células regenerativas pequenas arredondadas ou ovais são também visíveis 

(Figura 3B).  

Quando observamos as micrografias do intestino médio das lagartas alimentadas 

com a dietas suplementadas com os extratos verificamos modificações que sugerem 

danos nas células para ambos os genótipos (Figura 3). O tratamento com extrato UFVTN 

105AP T1 (Figura 3C), mostrou um aumento de tamanho das células caliciformes e 

células colunares com mudanças na posição do núcleo e grânulos no citoplasma. Embora 

a membrana peritrófica esteja intacta, no espaço endoperitrófico encontram-se projeções 

celulares. O tratamento com extrato UFVTN 105AP T2 (figura 3D) mostrou deformação 

do epitélio simples colunar e das células caliciformes e colunares, e presença de células 

vacuolizadas, a camada muscular está intacta.  
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O efeito da suplementação da dieta com o tratamento IAC 17 T1 no intestino 

médio das lagartas verifica-se a deformação das células caliciformes e colunares, que 

além de vacuolizadas, em conjunto mostram o dano no tecido (Figura 3E). O espaço 

endoperitrófico contém detrimentos celulares, entretanto não houve efeito nocivo na 

membrana peritrófica. Já quando avaliamos o tratamento IAC 17 T2, é observado um 

aumento nos detrimentos celulares, células caliciformes irregulares, mudança na posição 

dos núcleos das células colunares; além de camada muscular, membrana peritrófica e 

células regenerativas em bom estado (Figura 3F). 
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Figura 3. Intestino médio de lagartas de Anticarsia gemmatalis Hübner (Lepidoptera; 
Noctuidae) alimentadas com dieta artificial suplementada com extratos de folhas de soja. 
A e B). Controle (40x); C). UFVTN 105 AP T1 (20x); D). UFVTN 105 AP T2 (40x); E). 
IAC 17 T1 (40x) e F). IAC 17 T2 (20x). Mu= Camada muscular; Co= Célula colunar Cr= 
Célula regenerativa; Ca= Célula caliciforme; Ed= Espaço endoperitrófico; Ec= Espaço 
ectoperitrófico; Mp= Membrana peritrófica; Cd= Detrimentos celulares, Vac= Celulas 
vacuolizadas. 
 

4.4 Discussão  

Os extratos foliares de plantas tem sido amplamente usados para avaliação da 

presença de compostos com potencial inibitório (BROOKE et al., 2010; LINDQUIST et 

al., 1990; AHN et al., 1997; SADEK, 2003). Estes compostos tem a vantagem de ser 

ecologicamente viáveis e geralmente não são tóxicos para os mamíferos 

(MADHUMITHA et al., 2012). A extração metanoica favorece a separação de compostos 

de defesa, hidrossolúveis como alcaloides (THANIGAIVEL et al., 2017), flavonoides 

(FALCONE FERREYRA et al., 2012; MUEMA et al., 2016), terpenoides (AHN et al., 

1997; MUEMA et al., 2016) e glucosinolatos (MUEMA et al., 2016).  

Alguns desses compostos alteram a morfologia do intestino médio (VANDOCK 

et al. 2012) o que retarda o desenvolvimento e pode ocasionar até a morte (USHA e 

JYOTHSNA, 2010; WAR et al., 2011a; 2011b), como foi observado nos nossos 

experimentos.  

As análises de sobrevivência realizada com as três concentrações diferentes de 

extrato adicionadas às dietas mostraram que existe uma relação direta entre o aumento da 

concentração e a taxa de morte das lagartas, independentemente do genótipo da planta e 

do tratamento analisado. Isso é um indicativo que os determinantes moleculares da 

inibição podem estar presentes em ambos genótipos, porem em concentrações distintas, 

pois a diluição reduziu a inibição de extratos provenientes do genótipo susceptível. Em 

adição, elevadas proporções podem ter adicionados compostos inibitórios não 

específicos. 

De modo geral, as menores taxas de sobrevivência observadas nos tratamentos 

com extratos da variedade IAC 17 confirmam as caraterísticas de resistência do genótipo 

e que a molécula bioativa está presente nos extratos metanólicos e pode ser parte do 

mecanismo de resistência. No entanto, não houve diferencia significativa entre os 

tratamentos em presença da lagarta pelo qual a origem dos compostos envolvidos pode 



131 

 

ser constitutiva. Como observado no capitulo I, a concentração de flavonoides bioativos 

não foram alteradas de modo geral em plantas de soja infestadas com lagartas.  

Tem sido demonstrado a eficiência de extratos metanoicos na redução da 

sobrevivência de insetos pragas (SADEK, 2003; MACEDO et al., 2014; FREITAS et al., 

2014; THANIGAIVEL et al., 2017), e alguns destes atribuíram a efetividade dos extratos 

à presença de taninos e compostos fenólicos como flavonoides com agentes anti-

nutricionais (FREITAS et al., 2014; SENTHIL-NATHAN, 2013). Piubelli et al., (2005) 

avaliaram os extratos de folhas de diferentes genótipos de soja e os adicionados na dieta 

e observaram aumento na taxa de mortalidade somente para as lagartas que foram 

alimentadas com as variedades resistentes.  Em contraste, foi observado redução da 

mortalidade também para o genótipo susceptível UFVTN 105 AP, entretanto foi 

dependente da porcentagem do extrato. Nesse estudo não se especificaram as 

concentrações dos extratos usadas nas dietas, e os genótipos usados foram diferentes 

(PIUBELLI et al., 2005). Finalmente, Piubelli et al. sugerem que os flavonoides são 

compostos importantes para a resistência da soja a A. gemmatalis.  

Entretanto os extratos provenientes das folhas do genótipo resistente IAC17 

também reduziram a capacidade proteolítica digestivas das lagartas. Esse efeito pode ser 

direto por ação de inibidores de proteases ou indireto por meio da alteração ulltraestrutural 

dos tecidos dos epitélio intestinal das lagartas, um indicativo também da ação de 

compostos anti-nutricionais como flavonoides ou taninos (WAR et al., 2012).  

As alterações na morfologia do intestino das lagartas alimentadas com a dieta sem 

adição de extratos estão em concordância com os efeitos descritos na literatura relativos 

a intestinos normais (LEVY et al., 2004; KNAAK et al., 2012; GOMES et al, 2013). Já 

quando as lagartas foram alimentadas com as dietas contendo os extratos, foram 

ocasionadas mudanças nos tecidos em todos os tratamentos.  

Tem sido atribuído a alguns compostos, como mecanismo de resistência das 

plantas, a capacidade de se ligar covalentemente com proteínas das folhas, o que reduz a 

absorção intestinal nos insetos (BHONWONG et al., 2009) e tem um efeito direto 

danificando o tecido intestinal (BARBEHENN et al., 2011). Estas observações têm sido 

obtidas também em análises histológicas (FALCONE FERREYRA et al., 2012).  Tem 

sido atribuído um efeito direto dos flavonoides que tem propriedades citotóxicas por meio 

da sua capacidade de formar complexos com enzimas hidroliticas (TREUTTER, 2006; 

FALCONE FERREYRA et al., 2012), conferindo resistência às pragas (JOHNSON et al., 
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2004; SIMMONDS et al., 2001). Esta observação poderia explicar por que em quase 

todos os tratamentos expostos aos extratos houve uma diminuição na atividade 

proteolítica com relação ao controle e a alteração morfológica do tecido. No entanto, as 

menores taxas de atividade proteolítica são atribuídas aos tratamentos utilizando os 

extratos obtidos do cultivar resistente IAC 17. Essas observações estão em concordância 

com as análises enzimáticas realizadas por PAIXÃO et al. 2016, onde foi exposto o 

extrato proteico bruto do intestino de A. gemmatalis ao extrato de diferentes cultivares de 

soja incluindo o IAC 17. Foi também observado uma diminuição na atividade estearásica 

após 48h de exposição. Apesar da variedade UFVTN 105 AP ser considerada como 

susceptível, os extratos metanoicos obtidos também tiveram efeito nocivo no tecido e 

diminuíram a atividade enzimática, o que reforça a possibilidade de semelhanças 

metabólicas entre as variedades e presença constitutiva de compostos que permitem às 

plantas se defender de insetos praga. 

Embora as imagens histológicas obtidas dos tratamentos mostrarem de modo geral 

os mesmos efeitos tóxicos nas células, nenhum dos tratamentos teve alguma alteração 

específica ou ocasionou um dano maior nas estruturas celulares, o que pode explicar as 

pequenas diferenças nos índices de sobrevivência para os genótipos avaliados. 

Novamente, esta observação pode estar relacionada com o efeito de dose. 

A diversidade de células dos intestinos médios das lagartas de lepidópteros tem 

diferentes funcões para preservar a absorção de nutrientes por parte dos insetos (TERRA 

et al., 2005, PINHEIRO et al., 2008). Células como as colunares são responsáveis pela 

secreção enzimática e tiveram mudanças morfológicas em resposta à toxicidade dos 

extratos de plantas o que também pode explicar a diminuição das proteases totais com 

relação ao controle consequente deste estudo. KNAAK et al. 2010, demonstrou que um 

efeito da toxicidade de extratos de plantas é a vacuolização do citoplasma e mudanças nas 

células intestinais de Spodoptera frugiperda (Lepidóptera: Noctuidae), o que concorda 

com o observado nos nossos resultados histológicos. Outros efeitos da suplementação 

alimentícia com extratos de plantas foram comuns. A presença de projeções celulares 

elongação celular também foram descritas em S. frugiperda (MARTINEZ, 2012) e a 

desorganização e deformação celular descrita por KNAAK et al., 2013 como efeito deste 

tipo de extratos.  
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4.5 Conclusões 
  

Os extratos metanólicos obtidos das variedades UFVTN 105 AP e IAC 17 tiveram 

efeito negativo na biologia e bioquímica de lagartas de A. gemmatalis, entretanto foi 

dependente da dose adicionada a dieta. Desta forma, existe compostos bioativos que estão 

presentes nas folhas de ambos os genótipos porém em concentrações distintas que 

justifiquem a diferença de resistência a infestação pelas lagartas.  
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Abstract 

Attack by herbivores is a major biotic stress limiting the soybean crop production. 

Plant defenses against caterpillars include the production of secondary metabolites such 

as flavonoids, which constitute a diverse group of plant secondary metabolites. Thus, a 

more discriminate metabolic profiling between genotypes are important for a more 

comprehensive and reliable characterization of the plant resistance. Therefore, in this 

study was applied a non-targeted method LC/MS-based for analysis of flavonoid profiles 

of soybean genotypes contrasting to the resistance to A. gemmatalis. Clustering analysis 

revealed profiles highly distinct between the susceptible UFV 105AP and resistant IAC17 

genotypes. This subtractive approach enables to identify directly from leaf extract some 

new compounds related to resistance, some of which were present specifically in higher 

abundance in the IAC17 genotype: four Quercetin conjugates, Rutin (Quercetin 3-O-

Rutinoside), Quercetin-3,7-O- di-glucoside, Quercetin-3-O-rhamnosylglycoside-7-O-

glucoside and Quercetin-3-O-rhamnopyranosyl-glucopyranoside-rhamnopyranoside; 

two Genistein conjugates, Genistein-7-O-diglucoside-dimalonylated and Genistein-7-O-

6-O-malonylglucoside; and one Daidzein conjugate, Daidzein-7-O-Glucoside-malonate. 

The most abundant flavonoid glycoconjugates in the soybean leaves belongs to Quercetin 

and Kaempferol classes. However, only one from those identified compounds for the 

Kaempferol class, the Kaempferol-3-O-L-rhamnopyranosyl-glucopyranoside, showed 

high abundance in the resistant genotype IAC17. The generated metabolic profiles by 

LC/MS allowed the reconstruction of the flavonoid biosynthetic pathways, which 

revealed a constitutive character for herbivory resistance in IAC-17 genotype and a 
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metabolic regulation for the rechanneling of the Quercetin, Kaempferol and Genistein 

conjugates in soybean. 

 

Keywords: herbivory resistance, genistein, kaempferol, quercetin, metabolic pathway. 

 

5.1 Introduction 

 The soybean (Glycine max (L.) Merrill) is one of the most important crops in 

the Brazil, which places the country as the second largest producer in the world. Biotic 

and abiotic factors can affect the development of this crop, which can lead to considerable 

economic losses [1]. Anticarsia gemmatalis Hubner 1818 (Noctuidae: Lepidoptera) is one 

of the major soybean pests in the western hemisphere, including Brazil [2]. The soybean 

caterpillar is a defoliation pest, consuming leaves during all its larval instars, and 

consequently can cause complete defoliation of plants [3], diminishing its productivity 

[2]. Therefore, the development of tolerant genotypes to increase the productivity is 

critical. Soybean genotypes with different levels of pest resistance have been developed 

through conventional genetic improvement [3,4]. Some examples of resistant genotypes 

developed are IAC 100, IAC 17 and “IAC 19” [3]. However, the genetic and molecular 

mechanisms of resistance have not been determinate.  

Plants respond to herbivory through various morphological, biochemical, and 

molecular mechanisms to counter or offset the damage effects. The biochemical 

mechanisms of defense against the herbivores are mediated by direct and indirect 

defenses [5]. Direct acting compounds are either produced constitutively or in response 

to plant damage, and affect feeding, growth, and survival of herbivores [6,7]. Among 

these, many phenolic compounds has been characterized as negative agents for herbivores 

development and survival [5].  In this context, flavonoids play a central role in the plant 

defense against biotic and abiotic stresses. Flavonoids are divided into various classes; 

flavonols, flavones and isoflavonoids, which have been investigated as feeding deterrents 

against many insect pests [3,7-11]. 

Qualitative and quantitative profiling of flavonoids in plant extracts is a complex 

task because these comprise a large group of structurally diverse analyses, and formed a 

variety of core compounds (aglycones), that mostly occur in plants in the form of 

glycoconjugates (the -OH groups of flavonoid aglycones are substituted with various 
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saccharides). Consequently, numerous flavonoid aglycones are glycosylated at multiple 

sites with a variety of saccharides, thus producing several thousands of chemically 

distinguishable compounds [12]. Thus, the flavonoids profile analyses by HPLC or 

LC/MS-based traditional methods could not explore the full potential complexity of the 

biosynthetic pathways responding to stress [13]. 

Albeit to be characterized as mediators of the direct defense, the plant metabolic 

and signaling pathways has been under characterized [10,12,14,15]. However, some 

studies have showed that the overexpression of a transcription factor controlling 

flavonoid production in Arabidopsis plants conferred resistance [12,16]. Thus, studies on 

these secondary metabolites could lead to the identification of new signaling molecules 

involved in plant resistance against herbivores and other stresses. Eventually, genes and 

enzymes involved in the biosynthesis of these metabolites could be identified. Therefore, 

in this study a non-targeted method LC/MS-based [13] was applied for flavonoid profiles 

analysis from soybean genotypes contrasting for resistance in response to herbivory by 

A. gemmatales. This broad range approach enabled to access more complex profile 

directly from soybean leaf extract and efficiently identifying some new resistance related 

compounds. The metabolic profiles enable the reconstruction of the flavonoids 

biosynthetic pathways, revealing their abundance differences between contrasting 

genotypes for herbivory resistance. This could reflect differences in the genetic 

background and metabolic regulations. 

 

5.2 Materials and methods 

 

5.2.1 Chemicals and reagents 

 Crystalline reference substances of flavonols (Kaempferol, Quercetin, 

Myricetin, Catechin, Epicatechin, and Morin), flavones (Luteolin, Apigenin, Oerientin, 

Isoorientin, Vitexin, Isovitexin), flavanones (Naringin, Hesperetin, Naringenin), 

chalcones (Phloretin) and isoflavones (Daidzein, and Genistein) were obtained from 

Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, USA). LC/MS grade acetonitrile and methanol, acetic acid 

and formic acid were obtained from Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, USA). Water used in 

all of the experiments was high pure water (18.2M Ωcm-1) provided by a Milli-Q system 

(Burlington, Massachusetts, EUA). 
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5.2.2 Plant growth and soybean genotypes 

 The soybean plants were cultivated in a greenhouse and maintained isolated by 

cages and without addition of agrochemicals during assays. The cultivar UFV TN 105AP 

designated as “105AP” is a variety of early cycle that was developed by the Soybean 

Breeding Program of the Biotechnology Institute of the Universidade Federal de Viçosa 

(BIOAGRO/UFV) for elimination of the genes coding for the three isoforms (LOX1, 

LOX2 e LOX3) of lipoxygenases [12,17].The cultivar IAC 17 is a variety of early cycle 

[18-20], of genealogy D 72-9601-1 x ‘IAC 8’ was considered as resistant genotype 

[3,21,22]. Seeds of each variety were selected and submitted to pre-germination until 

reaching a 0.5 - 1 cm radicle size. Germinated seeds were carefully transplanted to vessels 

containing 2 kg of soil. The plants were irrigated daily, and kept in a greenhouse at 25 ± 

5 ° C and 70 ± 10% RH. 

 

5.2.3 Insects 

 A laboratory colony of A. gemmatalis was started with eggs obtained from the 

National Research Center of Soybean (CNP–Soja, EMBRAPA, Londrina, PR, Brazil). 

The insects were reared on artificial diet and maintained under controlled conditions of 

25 ± 5 °C, 70 ± 10% RH and 14:10 (L:D) photoperiod. Anticarsia gemmatalis adults were 

kept in cages (50 x 50 cm) with paper sheets for oviposition. Adults of this insect were 

fed on nutrient solution with honey (10.5 g), beer (350 mL), sucrose (60 g), ascorbic acid 

(1.05 g), nipagin (1.05 g), and water (1050 ml), embedded in cotton placed at the bottom 

of the cages in a Petri dish.Anticarsia gemmatalis egg masses were collected every three 

days and first instar larvae transferred to plants. 

 

5.2.4 Evaluation of A. gemmatalis survival 

 Plants of genotypes 105AP and IAC 17 in the vegetative stages between V4 and 

V6 were infested with first instar A. gemmatalis caterpillars (n= 20) protected by insulated 

and sanitized containers to avoid having other factors that could affect the larvae welfare. 

They were fed with plants of each genotype, and the survival was monitored daily 

throughout the larval stage. The infested plant was kept in the laboratory at 25 ± 5 ºC and 

60 ± 10% RH. The survival function was estimated by the Kaplan-Meier method [23] and 

survival curves compared with the Log-Rank test. 
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5.2.5 Caterpillar infestation assays 

 Plants of genotypes 105AP and IAC 17 in the vegetative stages between V4 and 

V6 were infested or not with first instar A. gemmatalis caterpillars. Each leaf was isolated 

with plastic cages containing or not twenty caterpillars. After 48 h of infestation, leaves 

were collected from control (not infested) and infested plants and stored in freezer at -80 

° C until leaves extract preparation. 

 

5.2.6 Leaves extracts preparation 

 The leaves were ground with liquid nitrogen and for each sample of 100 mg 

were added 200 ul of  extractive solution (75% methanol/ 0,1% formic acid) then 

subjected to ultrasound treatment for 30 min, followed of centrifugation 14.000g for 30 

min to 4°C. The supernatant was collected, and the procedure repeated twice. The 

methanolic plant extracts were liophilized, ressuspended in water and stored freezer at -

80 ° C until biochemical analyzes were performed. 

 

5.2.7 Flavonoids profile analysis by LC/MS 

Aliquots of 300 uL of the extracts were placed in vials and 5 uL injected into the 

LC/MS system in the NuBioMol (Center for Biomolecules Analysis-UFV, Brazil). For 

all LC/MS analysis were used an Ultra High Performance Liquid Chromatography 

(UHPLC; model 1200 Infinity) with a chromatography column (Agilent Eclipse Plus, 

RRHD, 1.8 um, 2.1x50 mm) and a flow of 0.3 mL/min, coupled online to a mass 

spectrometer QQQ (triple quadrupole; Agilent6430). Chromatographic separation was 

carried out on a column Zorbax Eclipse Plus C18 (1.8 μm, 2.1 x 50mm) (Agilent) and a 

guard column Zorbax SB-C18, 1.8 μm (Agilent). The mobile phase consisted of buffers 

(A) water acetic acid 0,02% and (B) acetonitrile acetic acid 0,02% and was applied a 

gradient of %B de: 5%/0 min; 60%/11 min; 95%/13 min; 95%/17min; 5%/19 min; 5%/20 

min. The solvent flow rate was 0.3ml/min in a column at 30°C. The mass spectrometer 

operated by positive mode according to method for flavonoids detection. The analyses 

were carried out in four biological replicates. 

The flavonoid profiles were generated applying three consecutive strategies: 

Firstly, analyzing the 21target phenolic compounds (S1 Table). A standard curve of each 

compound, in a concentration range of 1 to 20,000 ng/mL, was used to convert the area 

values from XICs (extracted ion chromatogram) in ng/g of fresh leaf tissue. In this 
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method, the retention times and the MRM (multiple reaction monitoring) transitions, 

generated for each standard, were tabulated to format transition list table (S1 Table) and 

was used as input in the Skyline package, enabling quantitative analyses of the specific 

compounds in  soybean leaves. 

 Secondly, we used a non-target method in source fragmentation ISCID (Fig 1) 

for the analysis of the flavonoid classes [13] with some modifications. The standards were 

grouped in classes based in the aglycone core (S2 Table). Insource fragmentation was 

applied for each compounds (S2 Table) and a product ion scan method was used to 

experimental determination of the fragment ions produced and to select which showed 

distinguible relative intensity between the classes (S3 Table). Four fragments were 

selected and their intensities (Fig 1 IA) were computed in terms of percentages to generate 

relative proportions (FRI%, fragment relative intensity). These were used as signature 

(Fig 1 IB and IC) to identify the presence of compounds for each class. Followed, an 

insource /MRM method were generated using the representative m/z of each aglycone 

class and four MRM transition to enable scanning along all the LC/MS run (Fig 1 II). All 

flavonoids containing different glicoconjungates were linked to each class of the aglycone 

core (Fig 1 IIB and IIC). The LC/MS raw data generated were analyzed by Skyline 

package using as input a transition list without retention times (S3 Table), which turns 

possible the software to compute all the chromatogram pics generated for every MRM 

transition along of the entire run (S1 Fig). The most abundant XIC (extracted ion 

chromatogram) were selected for quantitative profile analysis. 

Finally, a thirty method was applied to determinate the m/z values. The ions that 

generated the XICs were selected in the insource /MRM method (Fig 1 III). ALC/MS 

method was created by precursor ion scan for the most intensity fragment ion from each 

flavonoid class (S2 Table). The mass spectra generated were analyzed using the Mass 

Hunter package (Agilent) and the XICs (Fig 1 IIIA) observed were verified manually for 

the m/z values of the precursor ion (S1 Fig  and Fig 1 IIIB) for those same RT were 

observed anteriorly for the aglycones core at the pseudo MS3/MRM method. 

Additionally, the retention times generated by pseudoMS3/MRM and precursor ion scan 

methods were compared to verify the corresponding aglycone and glucoconjugated 

flavonoid (Fig 3). Each m/z value, for the deprotonate precursor ion observed, were 

searched against the Mass Bank (http://www.massbank.jp), using the Quick Source 

module with exact mass tolerance of 0.3 Da. A search was also realized using the 
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flavonoid class name and the nominal mass to identify the described compounds in the 

literature. Additionally, each hit was verified the flavonoid class, the aglycone mass and 

presence in the MS/MS spectrum of the same fragments used for the generation of the 

FRI%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Schematic illustrations of the mass spectrometry approaches used for flavonoid 

profiling from soybean leaf. In (I) each standard aglycone flavonoid is injected in LC 

QqQ mass spectrometer, a product scan method is applied for determination of relative 

intensities of the four discriminated fragments, which will be used to generate the RFI% 

specific for each class in (C). The area from each MRM transition is processed using 

Skyline package in (A), (B) and (C). In (II) a non-target method is applied to the samples 

to enable the detection of all flavonoids compound containing each aglycone class. A in 
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source activation ISCID is used for fragment the glycoconjugate and to release the 

aglycone core, which is selected in first quadrupole (Q1), fragmented at the second 

(Q2/CID) and the product ions are monitored be four MRM transition for the ions that 

discriminate for each class determinate at the method describe in (I). In the example of 

the figure the compound ionizing by ESI release a specific mass of m/z=303, which RFI% 

generated (A, B and C) share high similarity with the standard Quercetin (IC). Thus, this 

compound eluted at RT=6.2 min is characterized as a Quercetin glycoconjugate. In (III) 

a precursor ion scan method is applied to verify in the samples all compound having a 

chemical group with m/z value of 303 Da and generating the four fragments specific for 

Quercetin aglycone. The XIC generated in (A and B) are verified for the precursor m/z 

values in (C). Research in the mass spectrum database and literature of the mass of 611.2 

Da detected at the RT=6.2 is indicate of the presence of the Quercetin glycoconjugate 

Rutin in the samples. 

 

5.2.8 Metabolic pathways and statistical analysis of the flavonoid profiles  

 The abundance of the each characterized flavonoid from each genotype and 

treatment was combined (S4 Table) and analyzed in the MetaboAnalyst platform 

(www.metaboanalyst.ca). Quality filters based on the standard deviation method were 

used to automatic remove of the low-quality data, then the intensity values were 

normalized by sum. The data were analyzed using the Partial Least Squares Discriminant 

Analysis (PLS-DA) to generate 2D Score Plots displaying genotypes and treatments 

effects on data grouping. A cluster analysis by HeatMap method was also performed to 

group each flavonoid in accordance to their relative abundances in genotypes and 

treatments, using the following parameters: Distance Measure: Euclidean; Clustering 

Algorithm: Ward; Data Source: Normalized Data; Standardization: Autoscale features; 

T-test/ANOVA; Options: “Show only group averages” and View Mode “Overview”. For 

quantitative analysis of the characterized compounds was used the “One-way Analysis of 

Variance (ANOVA)”, with the following parameters: Adjusted p-value (FDR) cutoff: 

0.05; Post-hoc analysis: Fisher’s LSD. 

 Finally, the identified compounds were organized in accordance with the 

metabolic pathways for flavonoid biosynthesis using as reference the Glycine max maps 

from the KEEG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) repository. 
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5.3 Results 

5.3.1 Anticarsia gemmatalis survival on soybean genotypes 

 Caterpillar survival analysis using the Kaplan-Meier method showed that the 

final survival percentage were 73% for caterpillars fed 105AP and 61% on IAC 17 

genotypes. The higher mortality rate were observed during days 13 and 14 for the 105 AP 

treatment, 7 and 10 for IAC 17 (Fig 2). When comparing the survival curves with the 

Log-Rank test, there were a significant difference between the two treatments (p≤0.05) 

(Fig 2). The result agrees with that was described for soybean genotypes [3,21], thus the 

IAC 17 was be considerate as resistant and the 105AP as susceptible genotypes to A. 

gemmatalis caterpillars. 

 

Figure 2. Survival curves of A.gemmatalis caterpillars fed on soybean genotypes 105AP 

and IAC 17, estimated using the Kaplan-Meier method and evaluated statistically by the 

Log-Rank test. 

 

5.3.2 Quantification of target compounds in soybean leaves  

 From the 21 standard compounds analyzed by LC/MS, some showed mass 

spectrum and chromatographic signals sufficient to perform the quantitative analysis (Fig 

3), while others were detected in very low concentrations or were not synthetized in the 

soybean leaves. Only the glycoconjugates Rutin and Naringin were observed in higher 

levels in the resistance genotype IAC17 than in the susceptible 105AP. For the aglycone 
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flavonoid standards, higher concentrationsin the IAC17 were observed for Daidzein and 

Luteolin (Fig 3), while Genistein, Apigenin and Kaempherol were slightly higher in the 

susceptible genotype 105AP. The exposition of the soybean leaves to caterpillar’s damage 

induced an increased relative concentration of Naringenin, Kaempferol, Daidzein, 

Genistein and Apigenin, especially in the resistant genotype IAC 17 (Fig 3). In contrast, 

for Rutin, Naringin and Luteolin were observed reductions in their concentrations. 

 

Figure 3: Absolute concentrations of the target flavonoid compounds in the soybean 

leaves from the 105 AP and IAC 17 genotypes in presence (T2) or absence (T1) of the A. 

gemmatalis caterpillars.   

 

5.3.3 Profiling of the non-target flavonoids in soybean leaves  

 Each commercial standard flavonoid was injected in LC/MS QqQ to generate a 

pseudo MS3 spectrum of the aglycone cores. The fragment relative intensities (FRI%) 

between the ions were then evaluated manually to determinate which m/z values that are 

distinguible between the aglycone isomers (Fig 4A, 5A, 6A and 7A and S3 Table). For 

example, for Morin the pseudo-MS3/MRM produced the fragment relative intensities 

(FRI%) of the 22.9% (303>229), 45.1% (303>153), 32.0% (303>137) and 0.1% 
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(303>89). However, for Hesperetin were produced 31.2% (303>229), 39.7% (303>153), 

28.8% (303>137) and 0.2% (303>89) and for Quercetin were produced 31.6 % 

(303>229), 39.2% (303>153), 29.0% (303>137) and 0.1% (303>89). Theses 

fragmentation patterns allowed identify the aglycone from the glycoconjugates eluted at 

the RT=5.2, RT=5.6, RT=6.2, RT=7.1 and RT=7.6 min (Fig 4B) as conjugate of the 

Morin or Quercetin, because the RFI% were highly similar (Fig 4A). The RT=6.2 min 

was the same observed for the commercial standard of the glyconjugate Rutin (Fig 3 and 

S1 Table). However, the glyconjugate for RT=5.2 min and RT=5.6 min were only detect 

by pseudoMS3/MRM method and observed in higher abundance for the resistance 

genotype IAC17 (Fig 4B and 4C). Applying the same approach for others flavonoid 

classes, new compounds showing different retention times were detected. Five XICs with 

RT of 5.6, 5.9, 6.2, 6.7 and 7.9 min showed RFI% similar to aglycone Kaempferol (Fig 

5A) and none for Luteolin. These Kaempferol glycoconjugates were observed with high 

intensity in the soybean leaves, however the relative abundances were similar between 

genotypes (Fig 5B and 5C). Some XICs generated for this class showed slightly higher 

abundance (over 103) in the susceptible genotype 105 AP (Fig 5B and 5C), except for 

RT= 6.7 and 7.9 min that was higher in IAC17 (Fig 5C). For Daidzein, we observed RFI% 

matching with the XICs at RT=4.5, 5.6 and 6.2 min for both genotype (Fig 6A e 6B). 

However, for the XIC at RT=6.5 and 7.6 min the RFI% match only for the ions from IAC 

17 genotype. Likewise as observed for Kaempferol class, some signals of the XICs 

detected for Daidzein class shown higher abundance in the susceptible genotype 105 AP 

(Fig 6B, RT= 6.5 min). However, the profile was more complex for the IAC 17 showing 

several XICs in different retention times (Fig 6B). The RFI% for RT=5.6 were similar for 

both genotypes which is an indicative to be the same compound (Fig 6A) and their relative 

abundances were slightly similar for both genotypes (Fig 6C). The RFI% for the RT=6.5 

min was distinct for the genotypes (Fig 6A) and the abundances were higher for the 

susceptible 105AP genotype (Fig 6B and 6C). Thus, for the RT=6.5 for example, the 

direct interpretation of the XIC signals without consider the RFI% matches could be 

erroneous, because the XIC observed can not be the same molecule or flavonoid, albeit 

have been eluted from LC column at the same RT. In this case, is correct indicate that this 

glycoconjugate from Daidzein eluted at RT=6.5 min was detect only in the resistance 

genotype. 



151 

 

 When applying the pseudo-MS3/MRM method to detect glyconjugates for 

Genistein and Apigenin, five XICs with high intensities were observed (Fig 7A and 7B). 

The XICs of the RT=5.3 min was characterized as a Genistein for both genotypes, while 

for the RT of 6.7, 7.2 and 8.6 min as Apigenin only from the 105AP genotype, while 

Genistein were only from the IAC17 (Fig 7A and 7B). The XIC of the RT=6.4 min 

showed RFI% for Genistein from 105AP genotype (Fig 7A). In general, the compound 

abundances were higher for the 105AP genotype (Fig 7C), however the XICs for the 

RT=6.7, 7.2 and 8.6 min could not be compared directly, because the fragment used for 

quantitative analysis showed different intensities for Agigenin and Genistein, as indicate 

in fig 7A. Thus, each genotype has high relative content for specific flavonoids (Fig 7C). 

 For Myricetin, Phloretin, Catechin and Naringenin classes were not possible to 

apply the pseudo-MS3/MRM method, because the mass spectrometry signals were very 

low (data not showed). 

(A) 

 

 

(B) 
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(C)  

 

Figure 4. Nontarget analysis of the flavonoids belonging the classes Morin-Hesperentin-

Quercetin in the soybean leaves from the 105 AP and IAC 17 genotypes in presence or 

absence of the A. gemmatalis caterpillars. In (A) the compounds detected for each 

genotype, the retention times (RT) observed and their RFI% calculated as in Fig 1 and S1 

Fig. The compounds that sharing the same RFI% patterns related to standard were 

considering belonging to a glycoconjugate for those class. In (B) the XICs and the RT of 

the compounds present in the extracts of the soybean genotypes. In (C) the relative 

abundances of the some flavonoid compounds characterized as Quercetin conjugates in 

(A) in presence or absence of the A. gemmatalis caterpillars. 

 

(A) 
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(B) 

 

(C) 

 

Figure 5: Nontarget analysis of the flavonoids belonging the classes Kaempferol-

Luteolin in the soybean leaves from the 105 AP and IAC 17 genotypes in presence or 

absence of the A. gemmatalis caterpillars. In (A) the compounds detected for each 

genotypes, the retention times (RT) observed and their RFI% calculated as in Fig 1 and 

S1 Fig . The compounds that sharing the same RFI% patterns related to standard were 
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considering belonging to a glycoconjugate for those class. In (B) the XICs and the RT of 

the compounds present in the extracts of the soybean genotypes. In (B) the XICs and the 

RT of the compounds present in the extracts of the soybean genotypes. In (C) the relative 

abundances of the some flavonoid compounds characterized as Kaempferol conjugates in 

(A) in presence or absence of the A. gemmatalis caterpillars. 

 

(A) 

 

(B)

 

(C) 
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Figure 5: Nontarget analysis of the flavonoids belonging the classes Kaempferol-

Luteolin in the soybean leaves from the 105 AP and IAC 17 genotypes in presence or 

absence of the A. gemmatalis caterpillars. In (A) the compounds detected for each 

genotypes, the retention times (RT) observed and their RFI% calculated as in Fig 1 and  

S1 Fig . The compounds that sharing the same RFI% patterns related to standard were 

considering belonging to a glycoconjugate for those class. In (B) the XICs and the RT of 

the compounds present in the extracts of the soybean genotypes. In (B) the XICs and the 

RT of the compounds present in the extracts of the soybean genotypes. In (C) the relative 

abundances of the some flavonoid compounds characterized as Kaempferol conjugates in 

(A) in presence or absence of the A. gemmatalis caterpillars.  

 
 
 
 
 
(A) 

 
(B) 
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(C) 

 
Figure 7: Nontarget analysis of the flavonoids belongings the classes Genistein-Apigenin 

in the soybean leaves from the 105 AP and IAC 17 genotypes in presence or absence of 

the A. gemmatalis caterpillars. In (A) the compounds detected for each genotypes, the 

retention times (RT) observed and their RFI% calculated as in Fig 1 and  S1 Fig . The 

compounds that sharing the same RFI% patterns related to standard were considering 

belonging to a glycoconjugate for those class. In (B) the XICs and the RT of the 

compounds present in the extracts of the soybean genotypes. In (B) the XICs and the RT 

of the compounds present in the extracts of the soybean genotypes. In (C) the relative 

abundances of the some flavonoid compounds characterized as Genistein or Apigenin 

conjugates in (A) in presence or absence of the A. gemmatalis caterpillars. 
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5.3.4 Determination of the glyconjugate compounds by LC/MS precursor ion scan 

analysis  

 The pseudoMS3/MRM method only provides structural information about the 

aglycone core. Therefore, a LC/MS precursor ion scan method was applied to 

determinate which mass molecules were present in the soybean leaves that generated the 

fragmentation patterns used to characterize the flavonoid classes (item 3.3). The m/z 

values observed for each XIC (S1 Fig) were search in the mass spectra database Mass 

Bank (http://www.massbank.jp) or in the literature to verify which flavonoids share the 

same mass observed in the precursor ion scan. When the precursor ion scan was applied 

to Morin-Hesperetin-Quercetin class (m/z 303 for aglycone), were observed the 

precursors m/z=773.6/RT=5.2 and m/z=773.6/RT=6.2 (S1A, S1B and S1C Fig) with high 

intensity (104) for the IAC17 genotype (Fig 4A and 4B) and which the database search 

Table 1 return as result for the Hesperidin or Rutin (mass of 610,1 Da) (Fig 4B). It is in 

accordance with the result observed in the standard analysis (Fig 3) and in the class 

analysis (Fig 4), for the aglycone interpretation from the XIC RT=6.2 min, as a Quercetin 

glycoconjugate (Rutin is a Quercetin-3-O-rutinoside). 
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Table 1: Precursor ions detected by precursor ion scan method and the database 
identification. 

Flavonoid Class Precursor 
m/z 

RT 
(min) 

Conjugate 
(m/z) 

Relative 
Abundance in 

XIC (%) 

Sugar 
Moiety 
(mass) 

FRI% 
Match 

Mass Bank 
Database/Literature 

Daidzein 255 6.5 503.3 100 248.3 +/- Daidzein 7-O-glucoside-O-6-
malonate1 

 255 7.6 700.1 100 445.1 +/- NH 

 255 7.6 647.7 55 392.7 +/- NH 

 255 6.2 503.3 100 248.3 + Daidzein 7-O-galactoside-O-6-
malonate 1 

 255 6.2 581.7 37.35 326.7 +/- NH 

 255 4.5 417.3 100 162.3 + Daidzein-7-O-glucoside1 

 255 4.5 452.0 61.94 197 - NH 

 255 5.6 757.1 100 502.1 + NH 

 255 5.6 417.1 85.88 162.1 + Daidzein-7-O-glucoside1  

 255 5.6 549.4 47.53 294.4 - NH 

Genistein-
Apigenin  

271 7.2 519.0 100 248 105AP 
IAC17 

Apigenin 7-O-6-O-
malonylglucoside 3 
Genistein 7-O-6-O-

malonylglucoside 1, 3 
 271 6.7 433.0 100 162 105AP Apigenin-7-O-glucoside 4 

 
 271 6.7 565.3 18.23 294.3 105AP Apigenin 6--xyloside-8—glucoside 

4 
 271 6.7 767.3 14.2 496.3 IAC17 Genistein O-diglucoside 

dimalonylated 4 
 271 6.4 565.8 100 294.8 + Genistein 6-C-xyloside-8-C-

glucoside 4 
 271 6.4 595.2 42.4 322.2 + Genistein 4,0-7-diglucoside 3 

 271 5.3 594.8 100 323.8 + NH 

 271 8.6 519.3 100 248.3 105AP 
IAC17 

Apigenin 7-O-6-O-
malonylglucoside 3 
Genistein 7-O-6-O-
malonylglucoside 3 

Luteolin- 
Kaempherol  

287 5.6 757.4 100 470.4 + Kaempferol-3-O-glucopyranosyl-
O-rhamnopyranosyl-
galactopyranoside 7, 8 

 287 5.9 611.4 100 324.4 + Kaempferol-3-O-di-
galactopyranoside  7, 8 

 287 5.9 741.4 41.67 454.4 + Kaempferol-3-O-di-
rhamnopyranosyl)-

galactopyranoside 7, 8 
 287 5.9 595.4 28.33 308.4 + Kaempferol-3-O-

rhamnopyranosyl- 
galactopyranoside  7, 8 

 287 6.7 595.3 100 308.3 + Kaempferol-3-O -
rhamnopyranosyl- 

glucopyranoside 11, 12 
 287 6.2 785.4 100 498.4 + NH 

 287 6.2 611.2 97 324.2 + Kaempferol 3-O-beta-diglucoside 
6, 7 

 287 6.2 757.4 68 454.4 + Kaempferol-3-O-glucopyranosyl-
rhamnopyranosyl-glucopyranoside 

5, 7 
 287 7.9 967.0 100 680.8 + Kaempferol-3-feruloyl-di-

glucoside-7-glucoside 6 

 
Morin-
Hesperentin-
Quercetin  

303 5.2 773.6 100 470.6 + Quercetin 3-O-rhamnosyl-
glycoside-7-O-glucoside 2 

 303 5.5 627.5 100 324.5 + Quercetin-di-glucoside  2, 3 

 303 5.5 757.3 71.59 454.3 + Quercetin-3-O-rhamnopyranosyl- 
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1 describe by Wu et al., 2004; 2 describe by Lin et al., 2008; 3 describe by Boue et al., 
2003; 4 describe in Mass Bank.  5 Zhou et al., 2014  6  Olsen et al 2012  7 Ho et al, 2002  
12--8 Song et al., 2014. +: when the FRI% match for both genotype. +/-: when the FRI% 
match only for one genotype. NH: no hit in database or literature.  Relative Abundance 
in the XIC (%): percentage of the relative intensity in mass spectrum as showed in the 
Fig. S1.    

 
 Also were observed glyconjugates for Daidzein: Daidzein-7-O-glucoside (m/z 

417.3 for the RT=4.5 and 5.6 min) and Daidzein 7-O-glucoside-O-6-malonate 

(m/z=503.3 and RT=6.2 and 6.5 min). The same m/z values eluted at different retention 

times is an indicative of the presence of isomers for the same Daidzein glycoconjugate 

(Table 1) or containing different sugar moieties. For some m/z values were not found 

flavonoids describes in the database or literature that share the same nominal mass Table 

1. In addition, were observed for some XICs more than one ion, which the m/z values and 

the relative intensities are indicated in the Table 1. For example, for Daidzein class were 

detected at RT=5.6 min the ions m/z 756.1, 417.1 and 549.4, that is an indicative that 

different molecules were co-eluted from analytical column. Others glycoconjugate 

flavonoids that were also identified in the database or literature belonging the classes 

Genistein-Apigenin and Luteolin-Kaempferol are also indicated in the Table 1. 

 

5.3.5 Global analysis of the flavonoid profiles  

 The PLSA-DA method was used to analyze the samples according to the most 

significant variables and was observed a differential grouping for the contrasting 

genotypes and caterpillar treatment (Fig 8). As can be observed in the Fig 8, the 

experimental variance was separated in two distinct groups which reflect mainly the 

genotype differences. The first principal component (PCA 1) explained the greatest 

variance (93%) across the data and separated the samples based on genotypes. The second 

principal component (PCA2) also separated the data but based in the treatment, however 

with a lower variance (1.9%) and was attributed to a reduced effect of the treatment with 

caterpillar over the abundance of characterized compounds (Fig 8). 

glucopyranoside-
rhamnopyranoside 2 ,4 

 303 7.1  465 100 162 + Isoquercetin 4, 6 

 303 6.2 611.2 100 308.2 + Rutin 4, 6 

 303 7.6 647,5 100 444.5 + NH 
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Figure 8:  Clustering analysis by PLSDA method of the characterized flavonoids of the 

soybean leaves from the 105 AP and IAC 17 genotypes in presence or absence of the A. 

gemmatalis caterpillars. 

 

 These differences could be also observed in the HeatMap analysis, which 

indicate that some compounds in higher abundance in the specific genotypes and was 

increased when the presence of the caterpillar (Fig 9). Cleary, is possible to see a first 

cluster formed by 12 compounds: Genistein-6.7, -7.2 and -8.6; Daidzein-7.6 and -6.5; 

Kaempferol-7.9 and -6.7; Quercetin-5.2, -5.5 and -6.2 and Luteolin, which showed  

higher concentrations in the resistance genotype IAC17. In contrast, a second cluster was 

observed by 9 compounds that were detected in lower relative concentrations in the 

IAC17: Apigenin-8.6, -5.3, -6.7 and -7.2; Apigenin, Genistein and Quercetin aglycones; 
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Kaempferol-5.6; Daidzein-6.2 (Fig 9). In a thirty group, were observed compound 

increased in similar proportions in both genotypes when in the presence of the caterpillar.  

 

 

Figure 9:   Clustering analysis by HeaMap method of the characterized flavonoids of the 

soybean leaves from the 105 AP and IAC 17 genotypes in presence or absence of the A. 

gemmatalis caterpillars. 
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 Profiles can also be represented in a metabolic pathway map to the flavonoid 

biosynthesis (Fig 10), which made possible to see the classes that have been altered by 

differences in the metabolism of the genotypes and in response to caterpillar damage. 

Four Quercetin glyconjugates displayed high relative abundances in the resistance IAC17 

genotypes, including Rutin and Quercetin 3-O-rhamnosylglycoside-7-O-glucoside, that 

likewise Rutin, was observed in highest concentration in the IAC17 (Fig 3). Thus, this 

pathway for biosynthesis of the compounds was highly active in this genotype. Pathways 

for the Glyconjugates of Genistein, Dadzein and Kaempferol were also active (Fig 10). 

Some glyconjugates were identified in the soybean leaves, however are not describe in 

the soybean reference KEEG database, and could be a new flavonoid, such as 

Kaempferol-3-feruloyl-diglucoside-7-glucoside RT=7.9) (Fig 10), present in high 

abundance in the resistance genotype IAC17 (Fig 10 and Fig 5). 
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Figure 10: Overview of the flavonoid biosynthesis pathway reconstructed from the characterized compounds from of the soybean leaves from 

the 105 AP and IAC 17 genotypes, in presence or absence of the A. gemmatalis caterpillars.  

Each quadrant of the circle represent to each genotype and treatment. The color of the each quadrant follow the same pattern from the HeatMap 

(Fig 9) and is an indicative of the correlation analysis and express the levels of increase and decrease on the abundance of flavonoid for each 

genotype and treatment. A red asterisk indicates those compounds that were more abundant specifically in the resistance genotype IAC 17.
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1.4 Discussion 

The plant flavonoids functions range from physiological development to plant 

responses for abiotic and biotic stresses [5,6,12]. Moreover, due to their health-promoting 

effects flavonoids are of pharmaceutical interest. Herbivores damage is a major biotic 

stress for terrestrial plants. In order to survive to this stress, plants have evolved various 

defenses including the production of secondary metabolites such as alkaloids, terpenoids, 

flavonoids, and glucosinolates [12]. Thus, a more discriminate metabolic profiling 

between genotypes is important for a more comprehensive characterization of the 

resistance to insect damage. However, the study of flavonoid content in plants is 

challenging, because their chemical complexity and the traditional methods based in 

LC/MS are time-consuming [24] and could underestimated the full chemical diversity in 

plant tissues.  

When using a target method based in 21 commercial standards, only three 

flavonoids were observed; Rutin, Luteolin and Dadzein (Fig 3) in high abundance in 

soybean leaves from the IAC17 resistance genotype. When applying the standard-based 

method, the Rutin were characterized (RT= 6.2 min) as the major Quercetin glyconjugate 

present in high concentrations (Fig 3). However, when applying non-target method were 

also detected, beyond of the Rutin, others five glycoconjugates from Quercetin class in 

similarly high relative abundance (Fig 4B and 4C), as evidenced at RT=5.2 min. Thus, 

target method underestimated the complexity for the Quercetin class. 

Flavonoid profiles from soybean tissues can variate when applying different 

traditional LC and LC/MS methods and also due to evaluated standards, as well as, 

soybean genotypes with different genetic backgrounds [9,25-27], plant structure and 

developmental stages [24,26,28,29]. Distinct profiles for the 105AP and IAC 17 

genotypes were also observed, revealed by PLSDA analysis (Fig 8). However, the full 

extension of these variations was possible to access using the non-target methods. Ho et 

al. (2002) verified that the flavonoids in the soybean leaves were mainly Kaempferol 

glycosides, whereas in the soybean seed were mainly isoflavone glycosides and 

derivatives. While the Piubelli et al. (2005) verified high Rutin (Quercitin 3-O-rhamnosyl 

glucoside) and Genistin (genistein 7-O-glucoside) contents from soybean leaves of 

different genotypes. In the generated profiles were detected Kaempferol glicoconjugates, 

but also found high abundances for Rutin, some Genistein and Daidzein glycoconjugates 

(Fig 3 and Fig 7). In addition, the signals for the Kaempferol conjugates were higher (103) 
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indicating that are the most abundant flavonoids in the soybean leaves (Fig 5B) from both 

genotypes. The non-target method showed to be efficient, as well as for allowing the 

detection of several glycoconjugates and flavonoids analysis directly from metabolic 

extracts, without the applying of purification stapes [24]. However, for compounds at 

very low concentration the fragments used to generate the RFI% could be absent or with 

a signal/noise relation that will produce fluctuation at the relative proportion, as evidenced 

for RT=7.1 min (Fig 4A and 4B). Thus, the homogenicity and reproducibility of the RFI% 

need to be verified (S2 Fig).  

Distinct profiles between soybean genotypes could also be verified for Genistein 

and Apigenin classes, which Genistein were more abundant in the resistance genotype 

IAC17, while Apigenin was in the sensitive 105AP (Fig 7 and Fig 10). The highest 

distinct flavonoid profiles were also indicated by PLSDA and HeatMap analysis (Fig 8 

and Fig 9), with an expressive separation between the genotypes (over 95% of variance 

observed), and correlated with the survival curve behavior of A. Gemmatalis caterpillars 

fed with the soybean leaves (Fig 2). The mortality was higher for caterpillars fed on IA17 

genotype than 105AP, which was characterized as resistance. However, this correlation 

can not be attributing to all evaluated flavonoids, because some compounds were detected 

in similar or lower abundance in the resistance genotype (Fig 9). Thus, these cluster 

analysis indicated which compounds could specifically affect the caterpillar survivor (Fig 

9 and Fig 10) and were identified some glycosylate flavonoids belonging to Quercetin, 

Daidzein, Genistein and Kaempferol classes (Fig 10). 

Flavonols such as Rutin and its Glycosylated forms have been reported to enhance 

the mortality rate and inhibit the growth of Spodoptera litura (Fabricius, 1775) 

(Noctuidae: Lepidoptera) caterpillars on groundnut (Arachis hypogaea L.), Arabidopsis 

[30,31] and A. gemmatalis [3,9]. Extracts from leaves of resistant soybean genotypes 

negatively affected the caterpillars’ physiology and behavior of Heliothis virescens 

(Fabricius, 1777) Trichoplusiani (Hübner, 1800) (Noctuidae: Lepidoptera) [32,33] and A. 

gemmnatalis [9]. Soybean extracts added to artificial diets was mainly composed of 

Rutin, Quercitin 3-O-glucosylgalactoside and genistin (genistein 7-O-glucoside) [9]. 

Compounds observed in present profiles. The non-target method turns possible to detect 

others derivatives also in high abundances in the resistant genotypes (Fig 9 and Fig 10). 

Beyond those active compounds in the diet, three more Quercetin conjugates were 

observed: Quercetin 3-rhamnoside, Quercetin 3-O-rhamnosylglycoside-7-O-glucoside 
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and Quercitin-3-O-rhamnopyranosyl-glucopyranoside-rhamnopyranoside; and two more 

Genistein conjugates: Genistein-7-O-diglucoside-dimalonylated and Genistein-7-O-6-O-

malonyl glucoside (Fig 10); that were detected in high relative abundances in genotype 

IAC17 (Fig 4). The non-target applied method allowed broader comparisons between 

contrasting genotypes, because all compounds belonging to flavonoid classes and present 

in high concentrations were included. This subtractive approach specific all indicate 

possible candidate compounds for in vitro biological activity assays, especially those 

compounds present in high relative concentrations. Thus, the non-target method is more 

appropriate for a broad range profiling when contrasting genotypes are evaluated and 

when aims to correlate these profiles with biological activities. 

The flavonoids are phenolic compounds with addition of sugar moiety that differ 

mainly at the position and conformation of the chemical groups. Albeit ions intensity 

from different molecules are not directly comparable, these compounds will have similar 

proton affinities. Thus, the XIC signals from different flavonoid classes (for example for 

Quercetin, Genistein, Kaempferol and Daidzein) could reflect the relative concentration 

in the soybean leaves. Taking this into account, the most abundant flavonoid in soybean 

leaves belongs to the Kaempferol and Quercetin classes. However, only the Kaempferol-

3-O-L-rhamnopyranosyl-glucopyranoside and Kaempferol-3-feruloyl-diglucoside-7-

glucoside were higher in the resistant genotype IAC17. In contrast, four Quercetin 

glycosylates were higher in the IAC 17 (Fig 8 and 9) and their derivatives can be 

responsible for caterpillar inhibition observed in vitro and in vivo assays [3,9,11,34,35]. 

In the metabolic pathways analysis (Fig 10), the biosynthetic pathway for 

Quercetin derivatives were active just in the resistance genotype, albeit their relative 

abundances slightly decreased in presence caterpillar damage (Fig 4 and Fig 10). Beetle 

damage induced significantly increased concentrations of Naringenin methyl hexose, 

Kaempferol diglycoside, Kaempferol triglycoside, and Quercetin triglycosidein soybean 

leaves [26]. However, it was slightly 30% more abundant in the elicited soybean foliage. 

In soybean resistance genotypes infested with Piezodorus guildinii (Westwood, 1837) 

(Pentatomidae: Hemiptera) concentrations of Rutin and Genistein flavonoids had a little 

increased [36]. 

For some flavonoids show in high relative abundance in the IAC17 genotype were 

observed a concentration decreased after caterpillar damage (Fig 8 and 9). Thus, the 

caterpillar damage does not elicit the plant defense responses so the resistance properties 
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are apparently a constitutive characteristic of this genotype. The synthesis decrease could 

be also justify by metabolic adjustment induce by phytohormones like jasmonic acid. In 

another way, biosynthesis of some flavonoids (Daidzein-7-O-glucoside, Genistein-4,0-7-

diglucoside, Kaempferol-3-O-rhamnopyranosyl-glucopyranoside, Kaempferol-3-O-beta-

di-glucosideo, Kaempferol-3-O-glucopyranosyl-rhamnopyranosyl-glucopyranoside, 

Kaempferol-3-O-di-galactopyranoside, Kaempferol-3-O-di-O-rhamnopyranosyl-

galactopyranoside, Kaempferol-3-O-rhamnopyranosyl-galactopyranoside) were 

significantly increased by caterpillar damage (Fig 9 and Fig 10). 

Spodoptera litura damages on soybean leaves displayed an induced accumulation 

of the flavone and isoflavone aglycones 4’,7-dihyroxyflavone, daidzein, formononetin, 

and the isoflavone glucoside daidzin [27]. Also reduction of kaempferol-3,7-

dirhamnoside (KRR) corresponded to an increased susceptibility of Arabidopsis plants to 

Pieris brassicae (Linnaeus, 1758) (Pieridae: Lepidoptera) caterpillars that also had their 

grow affected on artificial diet containing KRR  [10]. The function of this compound is 

supported by a direct defense against this specialist caterpillar. Thus, the complex profile 

of the Kaempferol glyconjugate observed in soybean leaves (Fig 10) could be a response 

to a specialist herbivory as A. gemmatalis.  

The fine regulation of flavonoid biosynthesis is achieved by combinatorial action 

of transcription factors, belonging to different transcription factor families, involved in 

the transcriptional control of flavonoid biosynthesis genes [10,12,37]. Stracke et al. 

(2010) demonstrate a differential influence of the transcriptional factors MYB11, MYB12 

and MYB111 on the spatial accumulation of specific flavonol derivatives in Arabidopsis 

leaves, such as Quercetin 3-O-rhamnoside, Quercetin 3-O-rhamnoside-7-O-glucoside, 

Quercetin 3-O-rhamnosyl glucoside-7-O-rhamnoside. In accordance, in the present 

profiles the difference of genetic background between genotypes and the elicitation by 

the caterpillar damage culminate in alteration of the relative abundance of 

Quercetin/Kaempferol conjugates (Fig 10). Onkokensung et al. (2014) also showed in 

Arabidopsis that enhancing the activity of the anthocyanin pathway results in alterations 

of Quercetin/Kaempferol derivatives, which has a negative effect on the accumulation of 

Kaempferol-3,7-dirhamnoside, a novel defensive metabolite against a specialist 

caterpillar. 
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5.5 Concluding Remarks 

 Considering A. gemmatalis survival percentages the soybean IAC 17 were 

characterized as an antibiosis-type resistance, and UFV 105AP was indicate to be a 

genotype more suitable for insect development. Applying a combination of the target and 

non-target method LC/MS-based, several flavonoids were characterized from the soybean 

leaves. However, the non-target method showed a broad range of the compounds in the 

profile and was efficient to characterize the metabolic response involving flavonoids of 

contrasting genotypes for resistance to A. gemmatalis. Some flavonoid glyconjugates for 

Quercetin, Genistein, Keampferol and Dadzein showed higher concentrations in soybean 

resistant genotype, being Kaempferol and Quercetin the most abundant. Nevertheless, 

just one Kaempferol conjugate was higher in resistant genotype IAC17, in contrast to 

three glycosylated Quercetin. Metabolic pathways analysis elucidated the biosynthetic 

pathway for Quercetin derivatives and showed to be more active in the resistance 

genotypes. In another way, the susceptible cultivar 105AP showed higher abundance of 

Kaempferol-based flavonoids. It can be an indicative of the genetic background for plant 

defenses against caterpillar damages related to biosynthetic pathway activity for 

secondary compounds, eliminated after successive crosses. The broad range overview of 

the profiles generated by the non-target method could be used as basis for directing the 

genetic studies related to regulatory mechanisms of these pathways, as well as to support 

breeding programs for herbivory resistance in soybean. 
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Table S1: Transition list used as input for skyline analyzes of the commercial phenolic 
compound used as standard.   

Molecule 
Name 

Precursor 
Charge 

Product 
m/z 

Product 
charge 

Precursor 
RT 

Precursor 
CE 

Precursor 
m/z 

Polarity 

Hesperidin 1 303 1 6.8 30 611 Positive 

Rutin 1 303 1 6.2 30 611 Positive 

Naringin 1 273 1 6.8 30 581 Positive 

Orientin 1 329 1 5.8 30 449 Positive 

Isoorientin 1 299 1 5.6 30 449 Positive 

Vitexin 1 313 1 6.2 30 433 Positive 

Isovitexin 1 283 1 6.2 30 433 Positive 

Myricetin 1 153 1 7.2 30 319 Positive 

Morin 1 153 1 8 30 303 Positive 

Hesperetin 1 153 1 6.8 30 303 Positive 

Quercitin 1 153 1 8 30 303 Positive 

Epicatechin 1 139 1 5 30 291 Positive 

Catechin 1 139 1 4.2 30 291 Positive 

Kaempferol 1 153 1 8.6 30 287 Positive 

Luteolin 1 153 1 7.9 30 287 Positive 

Phloretin 1 107 1 7.1 30 275 Positive 

Narigenin 1 153 1 8.4 30 273 Positive 

Genistein 1 153 1 8.4 30 271 Positive 

Apigenin 1 153 1 8.4 30 271 Positive 

Daidzein 1 137 1 9.6 30 255 Positive 

Chalcone 1 104 1 11.2 30 210 Positive 
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Table S2: Transition list used as input for Skyline in the analysis flavonoid classes. 

Molecule List Name Precursor 
Charge 

Product 
m/z 

Product 
charge 

Precursor 
RT 

Precursor 
CE 

Precursor 
m/z 

Daidzein Class  1 137 1 6.5 30 255 

Genistein Apigenin Class  1 153 1 7.25 30 271 

Phloretin Class  1 79 1 8.33 30 275 

Kaempferol Luteolin Class  1 153 1 5.58 30 287 

Epicatechin Catechin Class  1 69 1 0.57 30 291 

Morin Herperentin Quercetin 
Class  

1 229.2 1 5.23 30 303 

Myricetin Class  1 153 1 5.65 30 319 

Naringenin Class  1 153 1 7.34 30 273 
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Table S3: Transition list used as input in the Skyline analysis for the profiling of the 
flavonoid compounds in the soybean leaf. 

Molecule 
Name 

Precursor 
Charge 

Product m/z Product charge Precursor 
RT 

Precursor 
CE 

Precursor 
m/z 

Daidzein Class 1 1 137 1 7.7 30 255 

Daidzein Class 1 1 181 1 7.7 30 255 

Daidzein Class 1 1 153 1 7.7 30 255 

Daidzein Class 1 1 91 1 7.7 30 255 

Apigenin Class 2 1 153 1 8.55 30 271 

Apigenin Class 2 1 145 1 8.55 30 271 

Apigenin Class 2 1 91 1 8.55 30 271 

Apigenin Class 2 1 69 1 8.55 30 271 

Genistein Class 2 1 153 1 8.44 30 271 

Genistein Class 2 1 145 1 8.44 30 271 

Genistein Class 2 1 91 1 8.44 30 271 

Genistein Class 2 1 69 1 8.44 30 271 

Phloretin Class 3 1 150.7 1 7.11 30 275 

Phloretin Class 3 1 107 1 7.11 30 275 

Phloretin Class 3 1 79 1 7.11 30 275 

Phloretin Class 3 1 77 1 7.11 30 275 

Luteolin Class 4 1 153 1 7.97 30 287 

Luteolin Class 4 1 135 1 7.97 30 287 

Luteolin Class 4 1 121 1 7.97 30 287 

Luteolin Class 4 1 69 1 7.97 30 287 

Kaempferol Class 4 1 153 1 8.73 30 287 

Kaempferol Class 4 1 135 1 8.73 30 287 

Kaempferol Class 4 1 121 1 8.73 30 287 

Kaempferol Class 4 1 69 1 8.73 30 287 

Catechin Class 5 1 161 1 4.26 30 291 

Catechin Class 5 1 123 1 4.26 30 291 

Catechin Class 5 1 119.2 1 4.26 30 291 

Catechin Class 5 1 69 1 4.26 30 291 

Epicatechin Class 5 1 161 1 5.02 30 291 

Epicatechin Class 5 1 123 1 5.02 30 291 

Epicatechin Class 5 1 119.2 1 5.02 30 291 

Epicatechin Class 5 1 69 1 5.02 30 291 

Quercetin Class 6 1 229.2 1 8.05 30 303 

Quercetin Class 6 1 153 1 8.05 30 303 

Quercetin Class 6 1 137 1 8.05 30 303 

Quercetin Class 6 1 89 1 8.05 30 303 

Hesperentin Class 6 1 229.2 1 7.94 30 303 

Hesperentin Class 6 1 153 1 7.94 30 303 

Hesperentin Class 6 1 137 1 7.94 30 303 

Hesperentin Class 6 1 89 1 7.94 30 303 
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Morin Class 6 1 229.2 1 7.83 30 303 

Morin Class 6 1 153 1 7.83 30 303 

Morin Class 6 1 137 1 7.83 30 303 

Morin Class 6 1 89 1 7.83 30 303 

Myricetin Class 7 1 245 1 7.39 30 319 

Myricetin Class 7 1 217 1 7.39 30 319 

Myricetin Class 7 1 164.8 1 7.39 30 319 

Myricetin Class 7 1 153 1 7.39 30 319 

Naringenin Class 8 1 153 1 8.54 30 273 

Naringenin Class 8 1 147 1 8.54 30 273 

Naringenin Class 8 1 119 1 8.54 30 273 

Naringenin Class 8 1 91 1 8.54 30 273 
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Table S4: Intensities of the characterized flavonoids in the non-target analysis for each genotypes and treatment used as input in the 
MetaboAnalyst platform.  

Name 
105 AP 
T1A1 

105 AP 
T1A2 

105 AP 
T1B1 

105 AP 
T1B2 

105 AP 
T2A1 

105 AP 
T2A2 

105 AP 
T2B1 

105 AP 
T2B2 

IAC 17 
T1A1 

IAC 17 
T1A2 

IAC 17 
T1B1 

IAC 17 
T1B2 

IAC 17 
T2A1 

IAC 17 
T2A2 

IAC 17 
T2B1 

IAC 17 
T2B2 

sample 
105AP 

T1 
105AP 

T1 
105AP 

T1 
105AP 

T1 
105AP 

T2 
105AP 

T2 
105AP 

T2 
105AP 

T2 
IAC17 

T1 
IAC17 

T1 
IAC17 

T1 
IAC17 

T1 
IAC17 

T2 
IAC17 

T2 
IAC17 

T2 
IAC17 

T2 

Dadzein-4.5 496 551 623 557 651 484 555 530 523 399 563 766 300 243 332 252 

Daidzein-5.6 2787 1717 2761 2422 5703 5392 5457 5278 2505 2490 2616 2853 4194 2957 4559 3366 

Daidzein-6.2 20122 15102 21479 18901 14600 46593 36856 49377 3619 5431 5006 5970 4826 6310 4648 5457 

Daidzein-6.5 NA NA NA NA NA NA NA NA 3619 5431 5006 5970 4826 6310 4648 5457 

Daidzein-7.6 NA NA NA NA NA NA NA NA 829 980 1090 1090 1561 2075 1650 2010 

Genistein-5.3 1819 1523 2315 1886 1703 1566 1632 1627 443 551 573 726 480 622 538 581 

Genistein-6.4 1728 1295 2435 1819 1822 1431 1631 1640 377 495 720 1287 2188 1324 2526 2000 

Genistein-6.7 NA NA NA NA NA NA NA NA 912 1292 1029 885 4219 1324 3880 1400 

Apigenin-6.7 17864 16684 22950 19166 16198 18951 18240 19571 NA NA NA NA NA NA NA NA 

Genistein-7.2 NA NA NA NA NA NA NA NA 29880 16832 22156 19756 40287 45754 43452 46134 

Apigenin-7.2 101020 90390 120153 103854 168844 155626 162243 162260 NA NA NA NA NA NA NA NA 

Genistein-8.6 NA NA NA NA NA NA NA NA 1387 1994 1962 2505 1712 7183 1928 3168 

Apigenin-8.6 6659 22361 8706 12575 3436 5818 4807 5167 NA NA NA NA NA NA NA NA 

Quercetin-
5.2 

1694 287 2156 1379 1627 1728 1713 1784 32854 30800 33179 35884 19518 19578 20206 19991 

Quercetin-
6.2 

164 168 201 177 155 186 182 205 24196 23152 24904 27364 17008 17668 17555 17948 

Quercetin-
5.5 

386 271 432 363 372 321 364 401 4410 4606 4614 4826 2323 2346 2291 1868 

Quercetin-
7.1 

492 243 581 383 142 121 131 131 295 450 302 614 172 244 117 196 

Quercetin-
7.6 

33 58 34 42 144 178 161 161 60 25 41 38 305 278 339 373 

Kaempferol-
5.6 

452751 415116 506208 458025 416431 426100 429746 446709 228314 235439 236761 246531 214238 219520 210521 224124 
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Kaempferol-
5.9 

186514 172484 198907 185968 140366 139823 142218 146466 138892 151602 151880 165146 166228 176144 163839 175537 

Kaempferol-
6.2 

6769 6991 6897 5868 12648 8371 13311 8932 1357 1579 2396 985 7804 8527 10638 12009 

Kaempferol-
6.7 

105675 109251 111831 108919 73266 90019 85184 92268 120691 156742 146156 161037 121875 137677 105497 118648 

Kaempferol-
7.9 

1669 1834 1942 1815 1851 515 1997 3626 11590 14752 14745 17894 13005 13966 15878 18093 

Rutin 805 945 799 849 701 923 840 895 156558 168880 168758 180836 109076 118272 110006 112806 

Naringin 10 24 44 26 15 23 20 21 82 70 64 41 37 23 13 31 

Luteolin 1274 664 463 800 436 328 283 384 17428 21924 22522 28214 11844 15458 16612 19649 

Naringenin 546 710 519 591 331 1779 1248 1636 299 384 364 410 960 1229 823 977 

Kaempferol 1313 1359 685 1119 1067 1720 1459 1591 305 372 370 434 677 1139 952 1388 

Daidzein 42 41 11 31 35 13 21 14 23 25 26 31 48 56 50 39 

Quercetin 185 57 104 115 266 78 125 30 97 116 101 89 76 113 69 71 

Genistein 9476 15396 9453 11441 6208 9073 7860 8299 2286 3344 3269 4177 3158 11336 3674 5195 

Apigenin 9266 14883 9309 11152 6155 9073 7842 8299 2286 3344 3269 4177 3158 11336 3674 5253 
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Table S5: Results of the statistical analysis by ANOVA using the MetaboAnalyst 
platform. 

Compound f.value p.value -log10(p) FDR Fisher's LSD 

Rutin 19929 1.9151e-22 21718 5.3622e-21 
IAC17 T1 - 105AP T1; IAC17 T2 - 105AP 
T1; IAC17 T1 - 105AP T2; IAC17 T2 - 
105AP T2; IAC17 T1 - IAC17 T2 

Quercetin-6.2 1162.5 4.7613e-15 14322 6.6658e-14 
IAC17 T1 - 105AP T1; IAC17 T2 - 105AP 
T1; IAC17 T1 - 105AP T2; IAC17 T2 - 
105AP T2; IAC17 T1 - IAC17 T2 

Apigenin-6.7 686.92 1.1014e-13 12958 8.4937e-13 
105AP T1 - IAC17 T1; 105AP T1 - IAC17 
T2; 105AP T2 - IAC17 T1; 105AP T2 - 
IAC17 T2 

Quercetin-5.2 675.86 1.2134e-13 12916 8.4937e-13 
IAC17 T1 - 105AP T1; IAC17 T2 - 105AP 
T1; IAC17 T1 - 105AP T2; IAC17 T2 - 
105AP T2; IAC17 T1 - IAC17 T2 

Apigenin-7.2 642.11 1.6467e-13 12783 8.5344e-13 
105AP T2 - 105AP T1; 105AP T1 - IAC17 
T1; 105AP T1 - IAC17 T2; 105AP T2 - 
IAC17 T1; 105AP T2 - IAC17 T2 

Quercetin-5.5 620.36 2.0222e-13 12694 8.5344e-13 
IAC17 T1 - 105AP T1; IAC17 T2 - 105AP 
T1; IAC17 T1 - 105AP T2; IAC17 T2 - 
105AP T2; IAC17 T1 - IAC17 T2 

Luteolin-5.6 614.8 2.1336e-13 12671 8.5344e-13 
105AP T1 - IAC17 T1; 105AP T1 - IAC17 
T2; 105AP T2 - IAC17 T1; 105AP T2 - 
IAC17 T2 

Daidzein-7.6 339.69 7.2514e-12 11.14 2.538e-11 
IAC17 T1 - 105AP T1; IAC17 T2 - 105AP 
T1; IAC17 T1 - 105AP T2; IAC17 T2 - 
105AP T2; IAC17 T2 - IAC17 T1 

Luteolin-5.9 248.12 4.6454e-11 10333 1.4452e-10 

105AP T1 - 105AP T2; 105AP T1 - IAC17 
T1; IAC17 T2 - 105AP T1; IAC17 T1 - 
105AP T2; IAC17 T2 - 105AP T2; IAC17 
T2 - IAC17 T1 

Daidzein-6.5 189.63 2.2589e-10 9.6461 6.3248e-10 
IAC17 T1 - 105AP T1; IAC17 T2 - 105AP 
T1; IAC17 T1 - 105AP T2; IAC17 T2 - 
105AP T2; IAC17 T2 - IAC17 T1 

Genistein-7.2 158.43 6.4705e-10 9.1891 1.647e-09 
IAC17 T1 - 105AP T1; IAC17 T2 - 105AP 
T1; IAC17 T1 - 105AP T2; IAC17 T2 - 
105AP T2; IAC17 T2 - IAC17 T1 

Quercetin-7.6 112.85 4.6483e-09 8.3327 1.0846e-08 
105AP T2 - 105AP T1; IAC17 T2 - 105AP 
T1; 105AP T2 - IAC17 T1; IAC17 T2 - 
105AP T2; IAC17 T2 - IAC17 T1 

Luteolin-7.9 104.14 7.391e-09 8.1313 1.5431e-08 
IAC17 T1 - 105AP T1; IAC17 T2 - 105AP 
T1; IAC17 T1 - 105AP T2; IAC17 T2 - 
105AP T2 

Genistein-5.3 102.5 8.0987e-09 8.0916 1.5431e-08 
105AP T1 - IAC17 T1; 105AP T1 - IAC17 
T2; 105AP T2 - IAC17 T1; 105AP T2 - 
IAC17 T2 

Luteolin 102.14 8.2664e-09 8.0827 1.5431e-08 
IAC17 T1 - 105AP T1; IAC17 T2 - 105AP 
T1; IAC17 T1 - 105AP T2; IAC17 T2 - 
105AP T2; IAC17 T1 - IAC17 T2 

Luteolin-6.7 56145 2.4641e-07 6.6083 4.3122e-07 

105AP T1 - 105AP T2; IAC17 T1 - 105AP 
T1; IAC17 T2 - 105AP T1; IAC17 T1 - 
105AP T2; IAC17 T2 - 105AP T2; IAC17 
T1 - IAC17 T2 

Daidzein-5.6 22485 3.2472e-05 4.4885 5.3483e-05 
105AP T2 - 105AP T1; IAC17 T2 - 105AP 
T1; 105AP T2 - IAC17 T1; 105AP T2 - 
IAC17 T2; IAC17 T2 - IAC17 T1 

Daidzein-6.2 15177 0.00021882 3.6599 0.00034038 
105AP T2 - 105AP T1; 105AP T1 - IAC17 
T1; 105AP T1 - IAC17 T2; 105AP T2 - 
IAC17 T1; 105AP T2 - IAC17 T2 

Kaempferol 11648 0.00072288 3.1409 0.0010653 
105AP T1 - IAC17 T1; 105AP T2 - IAC17 
T1; IAC17 T2 - IAC17 T1 
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Apigenin-8.6 9.5239 0.0016958 2.7706 0.0023333 
105AP T1 - 105AP T2; 105AP T1 - IAC17 
T1; 105AP T1 - IAC17 T2 

Quercetin-7.1 

10.034 0.0013667 2.8643 0.0019816 105AP T1 - 105AP T2; 105AP T1 - IAC17 
T2; IAC17 T1 - 105AP T2; IAC17 T1 - 
IAC17 T2 

Genistein-6.7 9.4512 0.00175 2757 0.0023333 
IAC17 T2 - 105AP T1; IAC17 T2 - 105AP 
T2; IAC17 T2 - IAC17 T1 

Genistein-6.4 9.2083 0.0019459 2.7109 0.0024767 
105AP T1 - IAC17 T1; 105AP T2 - IAC17 
T1; IAC17 T2 - 105AP T2; IAC17 T2 - 
IAC17 T1 

Genistein-8.6 7.8813 0.0036001 2.4437 0.0043827 
IAC17 T2 - 105AP T1; IAC17 T2 - 105AP 
T2 

Kaempferol-6.2  23.44 2.6323E-5 4.5797 4.6452E-5 105AP T2 - 105AP T1; 105AP T1 - IAC17 
T1; IAC17 T2 - 105AP T1; 105AP T2 - 
IAC17 T1; IAC17 T2 - IAC17 T1 

Dadzein-4.5 6.89 0.0059582 2.2249 0.0069513 
105AP T1 - IAC17 T2; 105AP T2 - IAC17 
T2; IAC17 T1 - IAC17 T2 

Naringenin 6.6865 0.0066429 2.1776 0.00744 
105AP T2 - 105AP T1; IAC17 T2 - 105AP 
T1; 105AP T2 - IAC17 T1; IAC17 T2 - 
IAC17 T1 

Genistein 5.6616 0.011853 1.9262 0.012765 
105AP T1 - IAC17 T1; 105AP T1 - IAC17 
T2; 105AP T2 - IAC17 T1 

Apigenin 5.4642 0.013337 1.8749 0.013831 
105AP T1 - IAC17 T1; 105AP T1 - IAC17 
T2; 105AP T2 - IAC17 T1 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

O genótipo de soja que mostrou ser mais eficiente contra a A. gemmatalis foi o IAC 17. 

Essa variedade afeta o desenvolvimento do inseto dimiu e pode levar até a morte dele. 

 

Os níveis fito-hormonais do AS nas plantas resistentes são maiores do que são nas plantas 

susceptíveis, ao contrário do AJ onde os maiores níveis são encontrados nas plantas 

susceptíveis, o que indica que nem todas as respostas de defensa encontram-se associadas 

ao AJ. 

 

Existem mudanças no metaboloma das plantas quando são expostas à herbivoria por A. 

gemmatalis, de forma que alguns dos compostos de defesa mudam ao longo do tempo e 

na presença da lagarta especialmente nas plantas resistentes. Essas plantas mostraram 

maiores níveis de metabólitos relacionados com toxicidade aos insetos ao comparar com 

as susceptíveis, mas nem sempre foram na presença da lagarta.  

 

Se identificaram proteínas envolvidas com processos de fotossíntese e metabolismo 

primário quando as variedades de soja foram expostas às lagartas, o que concorda com o 

resultado obtido na metabôlomica onde se envidenciaram diferenças no metabolismo 

primário entre os genótipos estudados. 

 

Os extratos metanólicos das folhas de soja tem efeito negativo na sobrevivência e foram 

nocivos para o intestino do inseto, como se evidenciou nas analises histológicas.  Por 

tanto, se evidencia a presença de compostos bioativos dependentes da dose, tanto nas 

variedades suscetíveis quanto nas resistentes, muitas vezes produzicos de forma 

constitutiva. Alguns dos exemplos de flavonoides glicoconjugados, já descritos, com 

efeito toxico nos insetos, são os flavonoides com aglicone da classe Quercetina, daidzeina 

e kaemferol, os quais tiveram maiores níveis no genótipo “IAC 17” 


