THAYARA HELLEN MALTEZ FERREIRA

RESPOSTA DAS ENZIMAS DIGESTIVAS DE PERCEVEJO-
MARROM Euschistus heros NA INTERACAO COM
CULTIVARES RESISTENTE E SUSCEPTIVEL DE SOJA

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Vigcosa, como parte das exigéncias do Programa de
Pos-Graduacdo em Bioquimica Aplicada, para
obtencéo do titulo de Magister Scientiae

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2017



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vigosa - Campus Vigosa

F383r
2017

Ferreira, Thayara Hellen Maltez, 1990-
Resposta das enzimas digestivas de Percevejo-Marrom
Euschistus heros na interagdo com cultivares resistente e

susceptivel de soja / Thayara Hellen Maltez Ferreira. — Vigosa,
MG, 2017.
x, 41f. :1l. ; 29 cm.

Orientador: Maria Goreti de Almeida Oliveira.
Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Relacdo inseto-planta. 2. Percevejo (Inseto) - Glandulas
salivares. 3. Euschistus heros. 4. Soja. 5. Biogquimica.
I. Unmiversidade Federal de Vigosa. Departamento de Bioquimica
¢ Biologia Molecular. Programa de Pos-graduagao em
Bioquimica Aplicada. 1. Titulo.

CDD 22 ed. 632.3




THAYARA HELLEN MALTEZ FERREIRA

RESPOSTA DAS ENZIMAS DIGESTIVAS DE PERCEVEJO-MARROM
Euschistus heros NA INTERACAO COM CULTIVARES RESISTENTE E
SUSCEPTIVEL DE SOJA

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Vigcosa, como parte das exigéncias do Programa de
PoOs-Graduacdo em Bioquimica Aplicada, para
obtencéo do titulo de Magister Scientiae

APROVADA: 24 de fevereiro de 2017.

Adriana Maria Patarroyo Vargas Carolina Roha da Silva
Glaucia Cordeiro Maximiller Dal-Bianco Lamas Costa
(Coorientadora)

Maria Goreti de Almeida Oliveira
(Orientadora)



Dedico aos meus amados pais, avds, minha irma
Thatiane, meu cunhado Allan e minha sobrinha
Yasmim. Por fim, aos meus queridos e estimados
professores Poliana Maia, Helder Canto e Eduardo

Franca, que mesmo distantes me incentivaram.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pela forca para superar teddstaculos, tive varias
provagdes, bem como muitas gracas, muito obrigada Deus.

A Universidade Federal de Vicosa e ao Departamento de Bimguien Biologia
Molecular pela oportunidade de realizar o curso de mestrado.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel i@QUEEAPES), pela
concesséo da bolsa de estudos.

Ao Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Int@eagPlanta-Praga (INCT-IPP),
ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tiégimm (CNPq) e a Fundacédo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG), pelo fapamceiro durante o
trabalho.

A minha orientadora Goreti, por me aceitar de bragcogazbem um momento impar da
minha vida académica, obrigada pela confianca e pelo cordroirsompartilhado, assim
como pela bondade e paz que transmite.

Aos meus coorientadores Glaucia, Camila e Feligge foram, sem duavida,
imprescindiveis para concretizar esta dissertacdo. Equigewdde competéncia. Em especial
a Glaucia, pelas iniUmeras vezes que me socorreu, me auesteve comigo em todos os
momentos do trabalho, muitissimo obrigada por tudo egpeitzade inestimavel.

A minha amiga e eterna orientadora Poliana Maia pelo ineertarinho e conselhos
nas horas que mais precisei, suas palavras muitas mezeachiam de alegria, relia sempre
para me animar. Desde a graduacdo um anjo no meu caminho obmigimda por acreditar
em mim até mesmo quando eu estava descrente de tudo.

Ao amigo Helder Canto Resende, suas palavras de apoio senfceslembradas e
colocadas em praticas, obrigada pelo exemplo de profgsed e pela confianca

Aos amigos Newton e Andreia pela companhia e constanteibcogdio por dias
melhores no decorrer da minha jornada, pela diversdo garante € estar na presenca de
VOCés.

Ao Eduardo Franca pela atencdo e conversas sobre memus complicados pelos
guais passei e pelos mais diversos conselhos, saibauguarigo estimado.

Aos meus amados pais Solange e José, a minha irma Ehatian cunhado Allan e
minha sobrinha Yasmim, obrigada pelo carinho, por acreditacemeu potencial e pelos

momentos de alegria juntos. Mde e pai esse titulora ymcés, foram a minha forca para



concluir. A vé Terezinha e vo Maltez, por estaremmencomigo, e muito obrigada vo pelas
rezas diarias, pode ter certeza que me deram muitafargando desistir. Infelizmente Deus
levou a senhora antes mesmantver concluir mais essa etapa.

A todos da Familia Ferreira e Familia Maltez, em destaggetios Adilson, Vilma,
Valéria, Carlos Antdnio, Roberto Garcia e Shirlei, obrigada parinho, pelo incentivo de
sempre e também ao tio Carlos Alberto, pois tenho cegigzaonde esteg no céu, sempre
torceu muito por mim.

Aos meus familiares, em especial meus primos Daniel, i@t8andra, que se fizeram
presentes em mensagens diarias. Nao sabem a alegtiahguem ter contato com vocés, me
deram muita forca para lutar cada dia mais

Aos meus queridos amigos, como vocés mesmo dizem naotangpdistancia estamos
sempre juntos, obrigada pelas vibracbes positivas Dawzibhh, Carol, Jeje, Manda,
Barbara, Layla, Fimo, Gu, Fé&, Cris, Marcos, Thimar, Wiadimi, Jés, Léo, Ingridizinha e
Dri.

As professoras Ana Amélia, Flavia Toussaint, Heloisa Antdlaagueline Leite,
Valdivia Borges, Estefania Cordeiro, pelo constanteniioe e pela credibilidade.

Aos amigos/vizinhos de Jodo Monlevade, obrigada pelo carinhta® nezas. Vocés
séo da familia. Amo vocés!

Aos amigos que conheci em Vigosa, Fé, Lais, Luis, Mui@abi e Jana vocés sdo de
suma importancia. Muito obrigada pela amizade, pelas diarsas ajudas e pela alegria no
momentos compartilhados. Fé e Lais, muito obrigada @da enomento juntas, desde as
saidas extrovertidas até cuidar dos insetos. Adoro mui&s\o

Ao Thiago Dutra e a Lilian Fialho, que me deram dicas itaptes que contribuiram
para os testes. Obrigada por serem tdo prestativos.

A Be Medeiros, pelos varios momentos de alegria eagtr, obrigada pela amizade.

A Ju Fialho, uma pessoa sensacional que tive o prazeommcer em Vicosa, obrigada
pelas conversas‘eias’, amigasforever’.

A minha amiga e irma Juju, que fez os meus dias mais delitwigada pela alegria,
pelo apoio e pelo companheirismo.

Aos anjos que conheci no decorrer da parte experimentedluhdio, esses foram varios
dos mais diversos departamentos, que tive a honra deceonA@rendizado garantido que

foi compartilhado, muito obrigada. Em especial, ao Sr. @mpersem palavras para



agradecer cada aprendizado prético, que W@divro e nem artigo, que me ensine com
tamanho zelo e cuidado, um pai que arrumei no decorrerrdalgr

A Honorina e Assis, casal nota mil, que me ajudou mwiéass, muito obrigada pela
disposicéo e desculpa o incomodo.

Aos meus queridos e eficientes estagiarios, Camila edgldoc uma honra ter pessoas
tdo competentes e animadas trabalhando comigo. Obrigadagielaade de vocés: ndomé
ideia do quanto agilizaram minha vida.

Aos funcionarios do Departamento de Bioquimicae Bioltpdecular, em especial ao
Eduardo Monteiro, pelas diversas vezes nas quais desespenaelaantes mesmo de chegar
a Vicosa, o enchi de perguntas, obrigada pelos esclarecsnerdatencdo. Ao Marco pela
disposicdo sempre que precisava, obrigada.

Aos laboratorios aos quais tive acesso e onde pudeareadites do meu experimento,
bem como aos professores responsaveis. Ao Laboratorienzienologia, Bioquimica de
Proteinas e Peptideasprofessora Maria Goreti; ao Laboratério de Analises Biogpaignao
professor Sebastido Rezende; ao Laboratorio de BioquéBaalogia Molecular de Agentes
Infecciosos e Parasitarios, ao professor Claudio Mafra; ao
Laboratério de Ultraestrutura Celular e ao professa¥ Holsiardo Serréo.

Ao professor Tiago Anténio de Oliveira Mendes, pelos estlaentos na informatica,
assim como pelo uso do equipamento do laboratdrio do profeEsalio Mafra.

As mais diversas casas de vegetacdo em que plantgaddpor cederem o espago
Newton, Maximiller e Felipe.

A Mary e a Universidade do Estado do Mato Grosso (UNEMAT) pameter os
primeiros ovos para iniciar a criacdo de Euschistus heros.

A Jamile pela colaboracdo e ensinamento no processo delaetias glandulas, bem
como na dissecacdo de Euschistus hesem vocé nao teria conseguido dissecar tantos
insetos, muito obrigada.

Ao André Luiz Lourencdo eao Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), pelo
fornecimento das sementes de soja. Muito obrigada, @glasicido e pela preocupagcdo com
o cultivo das sementes. Custei, mas consegui, hehe.

Aos colegas de laboratério, em especial, Juan, ManuelmYaierbnica e Neilier, por
me socorrerem nos meus dias de desespero. A Robettanui® obrigada pelas diversas

contribuicdes nas padronizacdes bioquimicas das analises.



A Carolina Rocha da Silva pela contribuicio no desenvelimda escrita e nas vezes
gue precisei no decorrer do experimento.

Ao Renato Rosado, pela contribuicdo no delineamento éstatéo trabalho, bem
como nos Varios dias dispostos a me explicar os dados.

Ao Cristiano, pela ajuda na estatistica e confeccéo dfisag.

Por fim, agradeco a UFV Campus Florestal que me proporcionoexoekente base de
conhecimento e profissionalismo durante a graduacgéo, o guéipengressar e formalizar o
sonho de ser mestre em Bioquimica Aplicada. Muito obrigada!

Vi



BIOGRAFIA

Thayara Hellen Maltez Ferreira, filha de José Joaquimeif@ e Solange Aparecida
Maltez Ferreira, nasceu no dia 21 de novembro de 1990 em dodevisde-MG, Brasil.

Em 2010, ingressou no curso de Licenciatura em CiénciasgRia®¥da Universidade
Federal de Vigosa Campus Florestal, Minas Gerais, wiodc no segundo semestre de 2014
e adquirindo o diploma em 5 de fevereiro de 2015.

Em marco de 2015 ingressou no programa de Bioquimica Aplicadinimarsidade
Federal de Vicosa, adquirindo o titulo de mestre em 24veecieo de 2017.

“Sou apenas um caminhante

A procura de sinesmo. ” Augusto Cury

)

“Ndo hd saber mais ou saber menos.: Ha saberes diferentes.

Paulo Freire

Vi



SUMARIO

RESUMO . ...ttt e e e e et et e e e e e e e ettt e e e e e eaat e e e e e eaanaaeeeeearas X,
AB ST R A CT .ttt ettt ettt e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e e aaear e aaaaraa, Xovrrrenns
1. INTRODUGAO. ... ..c.eiiuieeeeeee ettt ettt e eteeta e te e L.......
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA. ..ottt ettt 3.
2.1, GIYCINE MBX. ettt ettt ettt e et e e e e e et r e e e e e eab e e e eeneas R
2.2. EUSCRNISTUS NEIQS.....cceuiiiiiii e 5.
2.3. Interagéo inseto-planta: relagéo Soja VS PErCeVEIQ. .......ccvuurrurieeeieiiiieeeeeeeeiinnn 6...
2.4. ENZIMAS AIgESTIVAS ... .ceeriiiiieieiiiie et et T.......
2.4.1. CiStEINO PrOLEASES. .. ..eeeeieeeiiiiiiniaaa e e e e e e e e e e e e eeeeeeeatttbet e e e e e eeeeeeaeeeeeennnsnnes 8.......
2.4.2. AMIIBSE.... .o aae 9..uen...
2.4.3. LIPS ..ttt 10......
@ = | I Y PSP 11......
4. MATERIAL E METODOS ... .ooiiiii ittt aae e, 12....
4.1. Criagao de EUSChIStUS NELOS.........uuuiiiiiii e 12....
4.2, CURIVO & SOJA. ... eeeeetii ettt e e et e e e e e a b eeeeenes 12......
4.3. Delineamento eXperimental....... ..o 13....
4.4. Analises bioquimicas em EUSChISIUS heLQS..........coooviiiiiiiiiiiiiiiii e 14..
4.4.1. Extragdo do intestino médio e preparo do extrato brutQ................ccceevvenn. 14
4.4.2. Extracdo das glandulas salivares e preparo do ext#ho.br..................en..... 14
4.4.3. Determinagdo da concentragao de proteina..........cccoeevvveevviiieeieiiiinneeeenn. 15.
4. 4.4, Prot@aASES TOLAUS. ... . ieiieeiiiiiie ettt e et e et e e et e e e e et eeeaaaa 15....
T O 11 (=] [ [ I o] 0] (== T = 15.....
A.4.6. AMIIASE... ..o 16......
O R [ 0 1= = PP RPPRPRP 16......
4.5, ANAlISE ESTALISTICA. ... .eeevriiieeeieiiie e 17.....
5. RESULTADOS E DISCUSSAQ.......ccieitieeieecieee e e eee et ete e sraeanea, 18....
5.2, ANAIISES NO INTESTINO.....ciiiiiiiii et eaaenns 18.....
5.2.1. ProtEaSES TOTAIS. .. .uuuieiiiiiiiiiieee ettt ettt e e e e 18.....
5.2.2. CIStEINO PrOLEASES .. .evuuiiiiii et e e et e e e e e e et e e e 21.....
5.2.3  AMIASE. ... e 22......
o B 0 T T - 23......
5.3. Andlises nas glandulas salivares.............cccoovevviiiiiiii e 25...
5.3.1. ProtEaSES TOTAIS. .. .uuuieiiiiiiiiii e ettt ettt e ettt e et e e e e e aa e 25.....
5.3.2. CIStEINO PrOtEASES .. .cvvnieiii et e e e e 26.....
5.3.3 AMIASE. .. araa 26......
L J B o T T - 29......
6. CONCLUSOES......ciiiiitiieieiieieete ettt ettt sttt ne e 3l......
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......couiiitiiaieiieceiesiee et seenas 32...

viii



RESUMO

FERREIRA, Thayara Hellen Maltez, M.Sc., Universidadeldfal de Vigosa, fevereiro de
2017. Resposta das enzimas digestivas de percevejo-marrom Euschisthsros na
interacdo com cultivares resistente e susceptivel de sofarientadora: Maria Goreti de
Almeida Oliveira. Coorientadores: Glaucia Cordeiro, Camila Raitd Silva e Felipe Lopes
da Silva.

A grande extensdo de area com cultura de soja intensifammraéncia de diversas pragas,
dentre elas, o percevejo-marrom, Euschistus heros (Fabrici@8) (Pentatomidae). Os
danos desta praga vém se tornando cada vez mais expres@Evim® ao seu aumento
populacional, manejo inadequado e resisténcia a inseticdagie resulta em perda de
produtividade. As plantas apresentam mecanismos de def#sa @s insetos e, por sua vez,
estes tentam burlar estas defesas. Estudos soberag@u inseto/planta tém sido realizados
analisandoa via de defesa da planta e/ou enzimas digestivas das prafeaito, ndo ha
relatos sobre enzimas digestivas presentes no mdestias glandulas salivares do percevejo-
marrom apoés interacdo com a soja, ao longo do tempom Asste estudo teve como objetivo
avaliar o perfil das enzimas presentes no intestinoar@das glandulas salivares apos serem
alimentados com as cultivares IAC 24 (resistente) eFA€rarin 31 (susceptivel). Sendo este
o inicio dos estudos em relacdo ao controle desta poaydase em aspectos bioquimicos.
Plantas, no estagio R5, foram infestadas com machge®vejo. As avaliacbes foram
realizadas em diferentes tempos de alimentacédo (88242 e 96 horas). Apdés cada tempo,
retirou-se os intestinos e as glandulas salivaresatAddades das enzimas proteoliticas
amilase e lipase, foram realizadas de acordo com protoesfiesificos. Tanto no intestino
como nas glandulas salivares nédo foi detectada atividadestééno proteases. No intestino
médio, a atividade de proteases totais apresentou difereraaepgpo, cultivar e interacao
cultivar x tempo A amilase foi diferente somente para o tempo e lipdsewhno tempo e na
interacdo. Nas glandulas salivares, a atividade de protetsissapenas diferiu em relacéo as
cultivares analisadas. A amilase mostrou significanardot para 0 tempo quanto para a
interacdo e lipase foi significativa para as trésefenle variagcdes avaliadas. Assim, observou-
se 0 comportamento das enzimas responsivo a alimentagéoos distintos cultivares.
Estudos mais aprofundados sdo necessérios para entgrmulgué das oscilacdes registradas

nas condicdes analisadas.



ABSTRACT

FERREIRA, Thayara Hellen Maltez, M.Sc., Universidade Fade Vicosa, February, 2017.
Digestive enzymes response of the Brown Stink Bug Euschistus d®iin the interaction
with resistant and susceptible soybean crop#\dviser: Maria Goreti de Almeida Oliveira.
Co-advisers: Glaucia Cordeiro, Camila Rocha da Silva and Hetipes da Silva.

Great extension of soybean cropensified the occurrence of several pests, including the
brown stink bug Euschistus heraghich is considered one of the main soybean pests. Pest
damage has become increasingly significant due to its papulatcrease, inadequate
management and resistance to insecticides, resultingybean productivity losses. Plants
have defense mechanisms against insects, and thesenlatter try to cheat these defenses.
Plant-insect interaction studies have been performed alyzamg plants defense-signaling
pathways and/or pest’s digestive enzymes. However, digestive enzymes present in thengut
salivary glands of the stink bugafter his interactiothvgoybeans over the time has not been
reported. Thus, the aim of this study was to assess the ezynudile present in the midgut
and salivary glands of the stink bug after feeding wit@ 2 (resistant) and IAC Foscarin 31
(susceptible) soybean crop. This being the beginning ottliées in relation to the control of
this pest based on biochemical aspects. Plants at the dRbvetaie infected with male stink
bug. Assessments were performed at different feeding t{he24, 48, 72 and 96 hours).
After each time, midgut and salivary glands were removed. Téteglytic enzyme assays
amylase and lipase were performed according to specific preto€yisteine proteases
activities were not detected in the midgut and salivargdgaln the midgut, total proteases
activity presented difference for time, cultivar and igalt x time interaction. Amylase
activity was different only in time, meanwhile lipasefeiéd in time and interaction. In the
salivary glands, total proteases activity differed only ilatien to the cultivars analyzed.
Amylase activity showed significance for time andnteraction, while lipase was significant
for the three sources of variations assessed. Thuseti@vior of the enzymes responsive to
feeding with the different cultivars was observed. lkertstudies are needed to understand

why the oscillations recorded under the conditions analyzed.



1. INTRODUCAO

A soja, Glycine max (L.) Merril, € uma das principais cwatude oleaginosas do
mundo (LIU, 2006), sendo considerada o mais importante faraslu agronegocio
brasileiro (SILVA et al., 2010). De acordo com a Companhia dwati de
Abastecimento (CONAB), o Brasil deve produzir na safra 2016/201%oem de
105,56 milhdes de toneladas de grdos de soja, novo recordeé% &$Qperior a
temporada 2015/2016 (CONAB, 2017).

O gréo da soja pode ser utilizado na alimentacdo humanaaeimais, e na
producdo de biocombustivel. A produtividade das sementes podafesada por
diversos fatores biéticos (RIBEIRO & COSTA, 2000), dentes,etemos as lagartas
desfolhadoras, as moscas-brancas e os percevejos (S€AA2013). Segundo Saran
[200-] nos ultimos anos houve mudancas em relacdo as pragadtivo da soja, onde
0s sugadorescomo 0s percevejosyém se destacandem relacdo as mastigadoras
(lagartas.

Dentre os percevejos, os de maior importancia perteackamilia Pentatomidae
gue sugam os ramos, hastes, vagens em formacdo e osigjtasdo toxinas e
inoculando fungasque causam manchas (Saran, 200-). As espécies, desta familia,
Nezara viridula (Linnaeus, 1758), Piezodorus guildinii (Westwood, 1837) e Euschistus
heros (Fabricius, 1798) formam o complexo de percevejos jdapsedominante no
Brasil (GUEDES et al., 2012). As flutuacdes da ocorrénciaaglestpécies variam em
funcdo do ano, do local e das plantas hospedeiras (CORERREIRA et al., 2009).

Os danos dos pesvejos tém se tornado cada vez mais graves devido a ocarrénci
do seu aumento populacional, monitoramento ineficiengglicacées indiscriminadas
de agrotoxicos, o que resulta em um desequilibrio ambientah eresenca de
populacdes mais resistentes (CORREA-FERREIRA & PANIZD9)

Entre as espécies do complexo dos percevejos, E. herossi&lerada a mais
abundante na cultura da soja. Esta praga ocorre de bovesté abril, com trés
geracdes (CORREA-FERREIRA et al., 2009; SOUZA, 2013). Euschistus, heros
conhecido como percevejo-marrom, se alimenta prefedemente das vags sendo
responsavel pela reducdo do peso e qualidade das sementes5GERRREIRA &
AZEVEDO, 2002; EMBRAPA SOJA, 20Q03DEPIERI & PANIZZI, 2011; SILVA et

al., 2012). Medidas de controle deste percevejo, que busdtan sua incidéncia, bem



como seu crescimento populacional, devem ser desenvolvidédo @s prejuizos que
causam e 0 uso excessivo de inseticida (SALUSO et al., 2011).

A digestao € a quebra de moléculas alimentares a parinzimas em por¢coes
menores para absor¢do das células do tecido inteststatlds referentes ao intestino
médio foram estimulados, devido o0 mesmo ser consideradointerface grande e
desprotegida em relacdo ao meio externo. Deste modo, o coehar da funcao
intestinal é importante para desenvolver métodos deod®ntomo por exemplo 0 uso
de transgénicos para controle de insetos fitéfagos (TERRERREIRA, 2012).

Os percevejos também apresentam uma digestdo denominada dealpré-
(COHEN, 1995), pois ao inserirem seu estilete injetam salatendo enzimas
digestivas as quais hidrolisam as moléculas, e com isso consegueniriradrgu
nutrientes adequados para o seu desenvolvimento (MITCHELL, 20@4gtdnto, este
tipo de digestdo é importante para as espécies que se almutementesu presas,
mas ndo para as que sugam a seiva (MEHRABADI et al., 2014).aslo d@os
percevejos que consomem semente, esta digestdo € reldeaito a necessidade de
perfurara cuticula e contornar os possiveis defensivissiaps presentes neste orgao,
tais comoosinibidores de proteases (MEHRABADI et al., 2012).

A coevolucéo entre planta e inseto permitiu o desenvohtonde um sistema
sofisticado de defesa. Assim, as plantas sdo capazescdehecer moléculas nao
préprias e/ou sinais de células danificadas, desencadeandoespwsta contra as
injurias causadas pelos herbivoros. Por outro lado, esosmstivam uma resposta
imune contra as defesas das plantas (HOWE & JANDER, 2008H¥GE et al.,
2010).

Pesquisas sobre interacdo inseto/planta analisan@ode defesa da planta e/ou
enzimas digestivas contidas no intestino de diversasiespéacforam desenvolvida
(PILON, 2004 e 2008; PILON et al., 2006; MENDONCA et al., 2008SERI et al.,
201Q CORDEIRQ 2011; FIALHO et al., 2012; PAIXAO et al., 201RAMIN et al.,
2014 CABRERA, 2015; FAUSTINQ 2015 SILVA, 2015; CHAVEZ, 2016; ROCHA,
2016; NASARI et al, 2016). Estudos sobre as enzimas digespk@sentes nas
glandulas salivares dos heteropteros também ja foraoritds (COLEBATCH et al.,
2001; ZENG & CHOEN2002; OLIVEIRA, 2004; OLIVEIRA et al., 2006; AZEVEDO
et al., 2007; BIGHAM & HOSSEININAVEH, 2010; FIALHO et al., 2010; SILW&
al., 2012; PEIFFER & FELTON, 2014).



Diante do exposto, até 0 momento, ndo ha relatos solereimsas digestivas do
intestino de E. heros ap6s alimentagdo com diferentigaces de soja. Em relacas a
enzimas contidas nas glandulas salivares, apenas Sika @012) quantificaram a
atividade de amilase no percevejo-marrom. Entretanto @esvariaram a cultivar e
nem estudaram outras enzimas digestivas. Conhecer o psddsdenzimas podem
contribuir para o desenvolvimento de estratégias de cerdimlE. heros, como, por
exemplo, a inibicdo. Desta forma, a presente pesgenggadomo objetivo analisar a
interagdo soja ersus percevejo-marrom a partir do perfil da atividade das erzima
digestivas do intestino e das glandulas salivares desga jpds serem alimentadas
com cultivares resistente e susceptivel. Esta interd@ca@leterminante para estudos

envolvendo defesa da planta a insetos-praga.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Glycine max

Glycine max € uma planta herbacea pertencente a familizdeasasubfamilia
Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Glycininae (JUDdD.,e2009), sendo uma das
oleaginosas mais cultivadas (LIU, 2006). O seu gréao éenc@roteinas (40%) e o6leo
(20%) (SEDIYAMA et al., 2009)

A cultura de soja € nativa da regido da Manchuria, Lestes@ga(HYMOWITZ,
1970), que no final do século XV e inicio do proximo chegou no Oad@RLAN,
1975). Em virtude do aumento de sua importancia econdmica, doeno
desenvolvimento do comércio, esta leguminosa foi intrdduzo Sul da China, Coréia,
Japdo e Sudeste da Asia (SEDIYAMA et al., 2015).

No século XIX, em 1882, a soja foi introduzida no Brasil p&stdos Unidos,
mais precisamente na Bahia (SEDIYAMA et al., 2009). Apenad %08 ela foi levada
para S&o Paulo por imigrantes japoneses (EMBRAPA, 1974; SEDIYANA, €t985).
O Rio Grande do Sul foi o local no qual obteve melhor addioiziie, em funcédo das
semelhancas climaticas da regido de origem (SANTOS, 1988 édeaclimatacéo
referente a esta regido, outros fatores influenciamaexpansao da sojicultura, tais
como, a topografia plana dos solos do cerrado, o regiropiatrico favoravel e o
estabelecimento de parque industrial (TECNOLOGIAS DE PRODUCAO DHAS



2005). A partir de 1950 houve a expanséo da soja para as regibesteS Norte e
Nordeste (SEDIYAMA et al., 2009).

No Brasil, a safra 2015/2016 foi responséavel por 59,6% de arezadalte em
fev/2017 houve um aumento de 1,6% (CONAB, 2017). Espera-se ura faramissor
para a producdo da soja, ja que esta apresenta uma grandtncipoeconémica,
devido a suas diversas utilidades, tais como, na alimentag&ana e animal, na
producéo de biodiesel, desinfetagritéorificante e adubo verde (SENDIYAMA et al.,
2015; SEDIYAMA et al., 200p

A grande extensdo de area da sojicultura intensificou @&mgasde diversas
pragas; dentre elas temos a lagarta-da-soja, Anticarsiaagehs(Hibner, 1818); os
percevejos, Eherose N. viridula; e os acaros, Mononychellus planki (McGregor, 1950)
e Tetranychus urticae (Koch, 1836) (SOSA-GOMEZ & OMOTO, 2013). Os insétws
considerados pragas quando reduzem a qualidade e o rendimemtlagio final de
uma determinada cultura (DEGRANDE & VIVAN, 2010).

Desde a época de sua introducédo, a soja foi se destacandm ésso as
instituicbes publicas implantaram programas de melhoramgenético, visando o
desenvolvimento de cultivares adaptadas para as regiddsitamgVAL et al., 2014).
De acordo com Rocha (2015), a tecnologia Bt ndo é a ésicaégia disponivel para o
desenvolvimento de cultivares com resisténcia a ins€aando existem fontes de
resisténcia adequadas torna-se possivel o desenvolviments clétiaares.

Entende-se por variedade resistente aquela que, devidoa constituicdo
genotipica, € menos danificada que outra (susceptivel),asolmesmas condicfes
(PAINTER, 1968 ROSSETO, 1973; GULLAN & CRANSTON, 2007Ap conceito de
resisténcia é aplicado a partir da comparacao de duasisylamtas, sendo, portanto
considerada relativa (LARA, 1979; GULLAN & CRANSTON, 2007).

O Instituto Agronémico de Campinas (IAC) possui cul@gmrde soja com
diferentes tipos de resisténcia (resistente ou susegmidiversas espécies de insetos-
praga que podem afetar a cultura da soja, entre estas &iA&8e24 e a IAC Foscarin
31. A variedade IAC 24 pertence ao grupo de maturacao semipreooteiclo médio
de 121 a 130 dias e o IAC Foscarin 31 é precoce, apresentaltdooen até 120 dias
(TECNOLOGIAS DE PRODUCAO DE SOJA, 2011).

Miranda et al. (2003) ao avaliarem a resisténcia de difsgecultivares aos
percevejos, verificaram que IAC 24 apresentou rendimentgraio superior as demais,

sendo assim considerada uma variedade resistente. Baatsatt (1986) estudaram a
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resisténcia de 35 variedades (resistentes e susceptiosipetevejos utilizando como
critérios a porcentagem de retencdo de area foliadiceipercentual de dano a vagem
e a produtividade dos grédos e concluiram que a cultivan®apresenta padréo de
susceptibilidade e foi estatisticamente igual ao IAC Fos&4r.

2.2. Euschistus heros

O percevejo-marrom, E. heros, nativo da Regido Neotrogicansiderado uma
das mais importantes pragas da soja (PANIZZI & SLANSKY, 1985RRBA-
FERREIRA, 1999), sendo a principal espécie do complexo deveg@sepraga do
Brasil. Ele apresenta preferéncia por climas quentesssup@ampla distribuicdo e
elevada densidade (CORREA-FERREIRA, 208@DOY et al., 2010).

Euschistus heros s&o hemimetabolos (ovo, ninfa e adultos), asenninfal
contendo cinco instares (N1, N2, N3, N4 e N5). As ninfas recéodidas tém habito
gregario, com coloracao alaranjada e permanecem solmnessaté o segundo instar.
As ninfas do terceiro ao quinto instar possuem cores variandongda a marrom
(PANIZZI et al, 2012). Os adultos sédo marrom-escuro, cors gmlongamentos
laterais do pronoto (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

As fémeas depositam ovos amarelos em massas contendeala oito unidades
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; PANIZZI et al., 2012). O periodo dso €
aproximadamente sete dias e o desenvolvimento de ovo a adutigirégoa 38 dias
(COSTA et al., 1998). Os adultos tém uma longevidade média de 11 AN ZI et
at., 2012).

A forma mais pratica para realizar a sexagem dos pgose¢ através da sua
morfologia genitalia. Os machos apresentam uma placa deisaminada pigéforo,
enquanto as fémeas possuem duas placas laterais (CORRIREFER& PANIZZI,
1999; BORGES et al., 2006).

Esta praga tem como hospedeiro primario a soja e eaesmtpresente em
diferentes estagios fenolégicos da mesma. Entretantop @stagio de inicio de
formacdo das vagens até a maturacdo dos grdos que a@sta @bresenta maior
sensibilidade. A partir do terceiro instar estes pejos\&fio capazes de causarem danos
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

Este inseto pode reduzir a producéo e qualidade da sementssato seu habito
alimentar, succdo direta dos grdos da soja, e com @ssarc danos irreversiveis a
cultura (CORREA-FERREIRA & AZEVEDO, 2002; EMBRAPA SOJA003;
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DEPIERI & PANIZZI 2011; SILVA et al., 2012). O controle poputatal desta praga

tem sido realizado a partir de inseticidas sintéticos (BOEt al., 2013), porém o seu
uso indiscriminado pode resultar em uma selecao de perseesjstentes, na reducéo
dos inimigos naturais, na contaminacdo do meio ambientaugarc danos a saude
humana (SOSA-GOMEZ & SILVA, 2010; BUENO et al., 2011; BELO et2412).

2.3. Interacao inseto-planta: relagéo sojas percevejo

As plantas e os insetos coexistem h& cerca de 350 miledasos, datadas do
Carbonifero, associacdo comprovada em registros fo&sgi®tanto, € no periodo do
Cretaceo, cerca de 65 milhdes de anos, com a dissemidasaangiospermas que
houve a principal diversificagdo dos inset@&UJ[LLAN & CRANSTON, 2007). As
interacbes entre eles podem ser benéficas para ambo® no caso de insetos
polinizadores e dispersores de sementes. Porém exigtetos que causam injurias a
plantas, resultando em uma interacdo negativa, como @so da herbivoria
(MACHADO, 2009).

A alimentacdo dos percevejos fitofagos prejudica direttanaa vagens e as
sementes, causando danos na qualidade e no rendimesgerdentes (CORREA-
FERREIRA & PANIZZI, 1999). Conforme Corréa-Ferreira & Aeelo (2002), a injua
do percevejo prejudica o enchimento da vagem, reduz o vigor eidadeil das
sementes e serve de porta de entrada para patdégenos. De§rafidan (2010
destacam que a injuria de vagens em desenvolvimento leva ac@wnde vagens
chocas, secas e/ou sem formacédo de grdo e com issEg@ssvsecam e se tornam
marrons.

A ocorréncia dos percevejos na soja geralmente estdiorelda com a presenca
dasvagens, ou seja, do comeco da frutificacdo (R3) aténto ple acimulo maximo de
matéria seca no grao (R7). Porém, o periodo de maior #idasie compreende do
final do desenvolvimento da vagem (R4) até o enchimento do gradRRB)ZZI et
al., 1979; EREJOMOVICH, 1980; CORREA-FERREIRA, 1999; GAZZONI, 1998
CORREA-FERREIRA et al., 2009). De acordo com Brier & Rog2891), o estagio
R5 é considerado a fase mais critica.

As plantas apresentam diferentes tipos de defesa. A défdsaida pela
herbivoria pode ser direta, de modo a atuar repelindo a pragadireta, atraindo os
inimigos naturais (DICKE & SABELIS, 198®E MORAES et al., 2001; KESSLER &
BALDWIN, 2001; DUDAREVA et al., 2006).
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Atuando no mecanismo de defesa das plantas contra aasmjas insetos, tém-
se os inibidores de proteases, que sdo um grupo de proteinas em@lastudado
devido a fungéo inibitéria das enzimas digestivas (JONGSMBQLTER, 1997
MOSOLOV & PILON, 2004; VALUEVA, 2005; PAIXAO et al., 2013; CHAVEZ,
2016; PAIXAO et al., 201,6ASHOURI et al., 2017). Ashouri et al. (2017) realizaram
extracdo e purificacdo de inibidores de cisteino protedsesementes de girassol e
verificaram potencial deg inibidor para atuar em protease do intestino do besouro-da-
batata, Leptinotarsa decemlineata (Say,1824) (Chrysomelidae). Raixdo (2016)
verificaram que a concentracdo de inibidores de proteasesuttivares de soja
susceptivel (IAC PL1) e resistentes (IAC 17, IAC 18, IACeIRC 24) injuriadas por
Anticarsia gemmatalis (HUbber, 1818) (Noctuidade) aumentou ao lomgienapo.
Além destes estudos em relacdo aos inibidores dasaplastimulados pelos insetos,
existem ainda aqueles onde ha uma aplicacdo de inibidiotédces para avaliar o
perfil das enzimas digestivas de diversas pragas (PILON, 208R|NWHO et al., 2010;
PAIXAO et al., 2013; CHAVEZ, 2016).

2.4. Enzimas digestivas

Segundo Terra & Ferreira (2012) no processo de digest@atinosntos passam
por um conjunto de transformacdes fisico-quimicas pararserterem em compostos
menores, hidrossoliveis e absorviveis pelas células égtind. Este processo é
controlado por enzimas digestivas.

No século passado tiveram inicio os estudos sobre a bi@gudai digestdo de
insetos, contudo foram reduzidos na década de 40, com o aparecidos inseticidas
guimicos. O estimulo para novos estudos referentes aibliijigstie de insetos se da
pelo fato do intestino médio ter uma interface granddagivamente desprotegida entre
0 inseto e o ambiente. Assim sendo, conhecer as furg@emtestino torna-se
importante para o desenvolvimento de novos métodos de codratesetos (TERRA
& FERREIRA, 2005).

O conhecimento da distribuicdo de enzimas salivares e go ttmtrato digestivo
nos insetos permite deduzir a acessibilidade do inibidorfasetes enzimas. Com
isso, podesea realizar uma selecdo de variedades de plantas ecamoente
desejaveise com capacidade de produzir inibidores de enzimas mais acessivei

eficazes, promovendo maior resistéras@ragas (DEPIERI, 2010).



Nos insetos as principais enzimas digestivas sao as ggsfeearboidrases e
lipases, sendo as proteases o0 grupo mais caracterizado (MOREI&RA. As proteases
sdo responsaveis pela degradacdo de proteinas a aminod&E&RHPA( & FERREIRA,
1994). Elas séo as principais enzimas hidroliticas presentegastino dos insetos
séo classificadas conforme o mecanismo de catdlise. Quasses sdo reconhecidas
pelo International Union of Bioclhaistry and Molecular Biology: as proteinases de
serina (EC 3.4.21), as proteinases de cisteina (EC 3.4.@8®inpses de aspartico (EC
3.4.23) e metaloproteinases (EC 3.4.24) (FAN & WU, 2005; TERRAERREIRA
2005).

As peptidases ou proteases podem ser divididas em endopep(lE@sast.21-
24) e exopeptidases (EC 3.2.4.11-19) (BARRETT & MCDONALD, 198RRA &
FERREIRA, 1994). As endopeptidases atuam na clivagem de dgagternas de
proteinas, enquanto que as exopeptidases catalisam asidgadiesraminoterminais ou
carboxiterminais das proteinas (SALVADORI, 2006).

2.4.1. Cisteino proteases

As cisteino proteases (EC 3.4.22) apresentam cisteina,nasisédaspartatmo
sitio ativo (TERRA & FERREIRA, 1994/ REMACOLDI, 2009) e sao encontradas em
eucariotos e procariotos (RAO et al.,1998). De uma maneir@ getas enzimas
participam do processo digestivosinsetos (TERRA & FERREIRA, 1994), podendo
ainda ser encontradas em varios tecidos, 0 que sugere gngpdefam outros papeis
(MATSUMOTO et al., 1998).

Segundo Rao et al. (1998) cisteino proteases possuem atividadet@azim
maxima em pH neutro, entretanto, as proteases lissosoémisydior atividade em pH
acido. Para ativacao da enzima, utiliza-se o DTT (Ditioteitrol) @Cisteina, e para
inativacdo o inibidor trans-epoxysuccinyl-l-leucylamid@i@uanidino)butane(E-64)
(TERRA & FERREIRA, 2012).

Bigham & Hosseininaveh (2010) estudaram enzimas protesliticaintestin
médio do percevejo Brachynema germari Kolenati (Pentatenidéa atividade de
cisteino proteases eles utilizarem os substraRRENA (benzyloxycarbonyl-Arg-Arg-
p-nitroanilide) e Z#R-pNA (benzyloxycarbonyl-Phe-Arg-p-nitroanilide), verificando a
existéncia das catepsina L e B, determinadas em pH 6 eBctigamente. Com isso,

concluiram gue estas enzimas sao importantes para tadiglespercevejo.



Fialho et al. (2012) observaram que atividade de catepsioarais expressiva
nas porcdes média e posterior do intestino, quando araliaratividade desta enzima
nas trés regides do intestino médio de P. nigrispinus.

Bigham & Hosseininaveh (2010) ao analisarem enzimas nas Glarshlivares
do percevejdB. germarj ndo observaram atividade de cisteino proteases (cat&sina
L) usando os ativadores L cisteina e ditioteitrol, @dssma estas enzimas apresentam
um menor papel na digestdo deste inseto. Por outro ladiho Fe al. (2012)
observaram a atividade de catepsina L em homogenato dasilgisalivares de P.

nigrispinus

2.4.2. Amilase

As glicosidases (EC 3.2) séao classificadas conforme dratdsespecifico e
podem ser separadas em dois grupos, as que clivam ligagyaeasrde polissacarideos
e as que atuam na clivagem de oligossacarideos e dideasarAs do primeiro grupo
sdo nomeadas conforme o substrato em que atuam, dentenalas amilase, celulase,
pectinase e quitinase. JA as do segundo grupo sao designadabasemos
monossacarideos, que doam o seu grupo redutor para a ligaodidgia (TERRA &
FERREIRA, 1994; 2012). No metabolismo de carboidratosy-asiilases atuam na
digestédo inicial e intermediaria, ja a digestdo finad dadeias de glicogénio ocorre
pelasa-glicosidases (TERRA & FERREIRA, 2005).

As o-amilases (EC 3.2.1.1) sdo catalisadoras de regidesdsieou seja,
endoenzimasde liga¢des de a-1,4 glucano, tais como, amido e glicogénio. O pH de
melhor atividade varia conforme o taxon do inseténepesos moleculares entre 48-60
kDa (TERRA & FERREIRA, 1994; TERRA & FERREIRA, 2005).

Mendonca et al. (2009) verificaram, através de teste gtndit a producédo de
amilase no intestino de A. gemmatalis alimentadas cora driéficial e com folhas de
soja. Em analises quantitativas verificaram que amilasedtferenca significativa nos
trés primeiros instares deste inseto, mostrando suagitepela dieta. As lagartas que
consumiram dieta artificial apresentaram maior atoédaAssim, observaram que a
dieta alimentar alterou o perfil desta enzima.

Naseri et al. (2010) constataram que a atividade de amilase la®veipa
armigera (Hubner, 1805) (Noctuidae) foi maior na cultivar M4, gas autras
avaliadas. Entretanto, no geral, esta atividade foi $&mi em todas as cultivares.

Sendo assim prd@s que o conteudo de carboidratos das cultivares sdo osomesm
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Estudos como este s&o importantes para o controle de poagdase na inibicdo das
enzimas presentes no sistema digestivo de insetos.

No predador P. nigrispinus, Fialho (2010) observou expressao da atiddade
amilase no intestino médio, tendo o seu pico na prirheira de alimentacéo. Este autor
e Oliveira et al. (2006) registraram atividade desta enzimgl@ndulas salivares deste
percevejo.

Silva et al. (2012) encontraram maior atividade de amilasg.dmros do que no
percevejo Edessa meditabunda (Fabr., 1974) (Pentatomidae), quatd@saem de
soja. Este resultado foi explicado pela diferenca da grefexr alimentar destas
espécies, uma sugadora de semente e a outra de haste.

2.4.3. Lipase

Os lipideos desempenham diversas fungbes tanto em ins®tas em outros
organismos. Eles podem constituir as estruturas cedylarear como hormoénios e ser
fonte de reserva energética. Além disso, sdo fundamemesituacdes de alta demanda
metabolica, como durante o v6o e na producao de ovos (ARBRESE 2001). Todavia
0 conhecimento sobre absorcdo e digestdo nos insetosnsderado escasso
(ZIBAEE& FAZELI-DINAN , 2012).

Os triglicerideos séo lipideos de armazenamento, 0os dimisreontrados nos
vegetais na forma de Oleos e nos animais como gordurd®RAE:. FERREIRA,
2005). Estes sdo considerados a maior parte da gordura que tos cmesomem
(NATION, 2008). As lipases secretadas do intestino méderdim acidos graxos e
glicerol, sua atividade é aumentada com a atuacdo dactamies (TERRA &
FERREIRA, 2005 GRILLO, 2007; TERRA & FERREIRA, 2012). Desta forma a
atuacOes detriacilglicerol lipases (EC 3.1.1.3) agem mmrdealmente na hidrolise de
ligacdes externas de triacilglicerol e somente na irserdgua/lipideo (GRILLO, 2007,
TERRA & FERREIRA, 2012).

A caracterizacao das lipases é indispensavel parateaconbidores de lipases.
Os inibidores sé@o responsaveis pela reducdo no cresoimdesenvolvimentoe
mortalidade em insetos, pois 0s acidos graxos insatidelcadeia longa sdo de suma
importancia como componentes dietéticos essenciais (DEHKROUDSARI, 2014).
Desta forma, este autor caracterizou a atividade deelipas intestino médio de
Bacterocera oleae Gmelin (Diptera: Tephritidae), encontrando guecéo ligada a

membrana foi a que apresentou maior atividade e o melhor gH foi
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Lagartas de A gemmatalis, que consumiram folhas de esojeta artificial,
mostraram um pico de atividade de lipase, no inteséinoe os 4e 2 instares e uma
reducdo no ®instar. Aquelas alimentadas com folhas apresentaram ratidctade,
indicando que a dieta alimentar altera o perfil desta en@BANDONCA et al., 2009).

Filietaz & Lopes (2010) estudaram caracterizacdo e buscowuneiddeliferencas
de especificidade das lipases em diferentes espécies@medes. Sendo mostrado que
a maioria dos artrépodes apresentaram lipases ativasi@andé& pH alcalino (7,0-
9,0), massa molecular cerca de 50 kDa, tém pl 5,7 e 6,0nRdofipossivel evidenciar
gue estas enzimas mostraram especificidades distintas.

Lipases foram registradas nas glandulas salivares devppisgue se alimentam
de sementes, tais como, Oncopeltus fasciatus (Dallas) (LygpeeaDysdercus
fasciatus Signoret (Pyrrhocoridae) (FEIR & BECK, 1961; KH&RORD, 1967).

Sorkhabi-Abdolmaleki & Zibaee (2013) na pesquisa de enzimastige no
intestino médio de Andrallus spinidens (Fabricius, 1787) (HemipRgatatomidae)
buscaram encontrar secretagogue de enzima digestivae ddsndra lipase. Verificou
gue a atividade de lipase aumentou na primeira hora de tdigAencom um pico
maximo em 12 horas. A morfologia observada apés a alig@niadica que ha acéo do
mecanismo de secretagogue, sendo regulada pela alimentagéstaai

No predador Brontocoris tabidus (Signoret, )8@&3teroptera: Pentatomidae)
I6bulo posterior de suas glandulas salivares apresentiou at&idade de lipase que o
anterior (AZEVEDO et al.; 2007). Em P. nigrispinus foi quantificaska atividade em
suas glandulas salivares de forma geral (OLIVEIRA et2806). No entanto, no
percevejo fitofago E. integricepsi, alimentado com gréos de in@o,foi encontrada
esta atividade em suas glandulas salivares sugerindo gquedesgauma enzima de
ocorréncia na digestdo pré-oral desta praga. Além disdentificacdo de enzimas nas
glandulas salivares permite obter uma compreensdo damciws inseto-planta
(MEHRABADI, 2014).

3.0BJETIVO

Avaliar o perfil da atividade das enzimas digestivas do intesnédio e das
glandulas salivares de E. heros apés alimentacdo comacedtide soja resistente e

susceptivel, visando contribuir com estudos de defesa mtapka insetos-praga.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Criacao de Euschistus heros

A criacdo de E. heros foi conduzida em uma sala com @ieslicontroladas
(Temperatura: 18,3 a 27, Umidade Relativa do Ar: 61 a 75% e 14:10 h (L/E}), d
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Unigdate Federal de Vigosa,
VicosaMG, semelhante a metodologia descrita por Borges e2Q06]. Os percevejos
foram criados a partir de ovos fornecidos pelo Laboratfientomologia do Centro de
Pesquisa, Estudos e Desenvolvimento Agro-ambientais (CPEDAnwarsidade do
Estado do Mato Grosso (UNEMAT).

Os ovos foram mantidos em placas de Petri até as ratifagrem o segundo
instar Em seguida elas foram transferidas para potes plasticosn50@ontendo trés
graos de amendoins (Arachis hypogaea (L.)), trés sementgsadsol (Heleanthus
annuus (L.)), trés sementes de soja (Glicyne max @ Una vagem verde de feijao
(Phaseolus vulgaris (L.)), para sua alimentacéo. Na tampa eléopteita uma abertura
e colocado um pedaco de tecido organza, com o intuito ¢ ar@ambiente. Além
disso, foi colocado um chumaco de algoddo embebido com agiladdesendo este,
trocado e umedecido sempre que necessario. Os insetos dol@tosmantidos como

as ninfas. A alimentacéo da criacao foi trocada duas \E@esemana.

4.2. Cultivo da soja

As sementes da cultivar IAC 24 (resistente) e da IAC&as 31 (susceptivel)
foram plantadas diretamente em vasos (2,5 L), 12 vaa@s cada cultivar. Os vasos
continham solo, areia e esterco, na propor¢cao de 3:ldectemmente. As sementes
foram plantadas no final de agosto de 2016 e mantidas eas dasvegetacda
temperatura variando de 22,1 a 35,1°C

Antes da semeadura, as sementes foram tratadas conaldenos fungicida
sistémico. Em cada vaso foi feilma perfuracdo de aproximadamente trés centimetros
de profundidade e colocadas duas sementes. Apds 20 diadefingada a planta mais
vigorosa, deixando assim somente uma por .vAsoplantas foram conduzidas até
chegarem no estagio fenoldégico R5 (FEHER & CAVINESS, 19mé)nento no qual,

foram instalados os experimentos
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A irrigacdo manual foi realizada conforme a necessidadglat@a. Visando
garantir plantas sem presenca de pragas e/ou fuiogosalizado controle fitossanitario
do local e somente apoés ter passado o periodo de carénirisetos foram colocados

para interagirem com as plantas.

4.3. Delineamento experimental

Para conhecer as possiveis alteracées nas atividadesmziams digestivas do
intestino médio e das glandulas salivares do percevajoem, foram instalados dois
experimentos simultaneos com delineamento inteiramenteialzagio (DIC).
Utilizamos na forma fatorial 2x5, onde o primeiro fakwra cultivar de sojdresistente
e susceptivel) e o segundoo tempo de alimentacéo dos ins2ds48, 72 e 96 horas).
O tempo de interac&o soja versus percevejo-marrom faiidefile acordo com TIMBO
et al. (2014).

Antes da instalacdo dos experimentos, adultos machas fiatirados da criacao
e permaneceram 24 horas sem alimentacéo (TIMBO et al., 2Q01#mpo zero horas
foi composto por parte destes insetos, ou seja, alimenadesormente pela dieta
artificial e que foram privados de alimentac&¥s demais insetos, que ficaram em
jejum, foram distribuidos, em quantidades iguais, nast@é resistentes e susceptiveis,
onde permaneceram por até 96 horas.

Para cada tempo de interacao inseto/planta (24, 48, 72, % havéa trés vasos,
gue correspondiam as repeticdes. Em cada planta focdedds duas vagens®(d 2
nés) com sacos de tecido organza e nove percevejos snaatatizando 18 percevejos
por planta. No periodo de interacédo, as plantas estavacoadizdes de temperatura
variando de 24,1 a 31,1°C e umidade relativa do ar de 67 a B2%cada tempo
analisado eram recolhidos seis sacos, um total de 54 ineetasseguida estes insetos
foram levados para o Laboratorio de Ultraestrutura Celular dearf@emento de
Biologia Geral/UFV.

Dos percevejos recolhidos em cada tempo analisado, 12ntiveza intestino
coletado e cerca de 36 individuos foram usados para retieedglandulas salivares.
Entretanto, nos tempos 72 e 96 horas com a planta susteydtdvfoi possivel utilizar
estra quantidade de insetos. Nestes tratamentos usaranmas 3pe 29 pares para 533
puL e 483 uL de agua deionizada, respectivamente, em decard@neiorte dos demais.

As amostras foram armazenadas em ultrafreezer (-80°&€ ppéalises posteriores.
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As seguintes atividades de enzimas digestivas no intaséaio e nas glandulas
salivares foram analisadas: proteases totais, cisteino sgsteamilase e lipase, de
acordo com a cultivar (resistente e susceptiveljeanpo de alimentacéo (0, 24, 48, 72
e 96 horas).

4.4. Analises bioquimicas em Euschistus heros

As analises bioquimicas foram realizadas no Laboratério azEmBlogia,
Bioquimica de Proteinas e Peptideos, do Instituto de Bumltepa Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) da UFV, bem como, no Laboratério de Biowgai e
Biologia Molecular de Agentes Infecciosos e Paras#arino Departamento de

Bioquimica da UFV.

4.4.1. Extracdo do intestino médio e preparo do extrato bruto

Conforme Fialho et al. (2012) adaptado, os insetos foram izedols e
dissecados em solucéo fisiolégica (NaCl 0,1 M,,R&; 0,1 M, NaHPQ; 0,1 M, pH
7,6). O intestino médio foi removido e transferido parbBottipo eppendorf 2 mL
contendo 600 pL de acido cloridrico®LBl, macerados com o auxilio de um bastdo de
vidro e nitrogénio liquido. Em seguida foram centrifugados @006g durante 30
minutos a 4°C. O sobrenadante, denominado extrato bruto, faadtlipara analises
enzimaticas e armazenado a -20°C até a utilizacao.

Para realizar os ensaios de atividades enzimaticastiiaado um pool de 12
intestinosem600 pL de HCI 18 M.

4.4.2. Extracdo das glandulas salivares e preparo do extrato bruto

Os pares de glandulas salivares foram dissecados na predensalucao
fisioldgica conforme citado acima. Em seguida, trargdsrpara tubos tipo eppendorf 2
mL contendo 600 puL de agua deionizadaaceradas com o auxilio de um bastdo de
vidro. Posteriormente foram centrifugados a 16.000 g duranteni@btos a 4°C
(OLIVEIRA et al, 2006). O sobrenadante, denominado extrato bruto, foi utilizado pa
analises enzimaticas e armazenado a -20°C até a utilizacao

Para realizar os ensaios de atividades enzimaticaengés as glandulas salivares

foi utilizado um pool de aproximadamente 36 pares de glandulas.
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4.4.3. Determinacgdo da concentracdo de proteina
A concentracdo de proteinas foi determinada pelo métoddratdord (1976)
utilizando-se albumina de soro bovino (BSA) como padréoomgentracdo de 0,2

mg/mL.

4.4.4. Proteases totais

A atividade proteésica foi determinada segundo o método tdepori Tomarelli
et al. (1949), utilizando azocaseina 2% (p/v) como substrat@mpéb Tris-HCI 0,1
M, pH 8,0; 37°C. O enso enzimatico consistiu em 30 pL de subsgato ¢ 60 uL de
extrato enzimatico, sendo incubada por 30 minutos a 37%@aééo foi interrompida
pela adi¢do de 144 uL de acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v). Apds a parada de
reagdo as amostras foram homogeneizadas em vortexaslaeiem repouso no gelo
por 15 minutos. Posteriormente, os microtubos do tipo eppectmittendo as amostras
foram centrifugados a 8000 g (9.350 rpm) por cinco minutos a 2&%@. aliquota de
144 uL do sobrenadante foi transferida para tubos contendoull6® NaOH 1M.
Posteriormete 300 uL foram transferidos para placa de Elisa e a absorbaferida a
440 nm. A fim de obter os valores de atividade especificdialido os valores da
absorbéancia pela concentracdo de proteina (mg/mL). O expésifieénmealizado em

triplicatas.

4.4.5. Cisteino proteases

A atividade amidasica de cisteino proteases foi realizadaromnfo método de
Erlanger et al. (1961) e modificacdes sugeridas por Mendeingh (2011). O ensaio
consistiu de 120 pL do substratBapNAL,2 mM, a 25°C, 120 uL de tampéao Tris-HCI
0,1 M, pH 8,2 contendo 20 mM Ca@|5 mM de DTT, 50 puL de benzamidina 12 mM e
10 pL de extrato enzimatico. A leitura de absorbancia ftérdenada de 30 em 30
segundos por 2,5 minutos, a 410 nm. O experimento foi realizatlipboata. A partir
dos valores de absorbancia foram calculadas as atividadesmac&o dos produtos em

M/s, utilizando a férmula abaixo:

A410
A=
el.t
Onde:

A410= Absorbancia a 410 nm

g= 8800 M!.cn? (coeficiente de extingdo molar)
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t= 150 s (tempo de incubacgao)
[= 1,0 cm (caminho 6tico).
A atividade especifica foi obtida dividindo os valores dasdades (M/s) pela

concentragéo de proteina (mg/ynL

4.4.6. Amilase

A atividade de amilase foi realizada de acordo com Kit Bioé&lssim sendo, o
ensaio consistiu de 100 pL reagente 1, amido 0,4 g/L, tamgéatdopH 7,0) 100
pmol/L, estabilizante e conservante. Em seguida, peceanpor dois minutos em
banho maria a 37°C. Adicionaram-se, entdqil2de amostra e colocado por sete
minutos e 30 segundos a 37°C em banho-maria. Posteriormesibnadim-se 10QL
do regente de trabalho (solucdo estoque de iodo 50 pmolbdizstée) e 80QuUL de
agua. Apo6s homogeneizar, a leitura da absorbancia fazadalia 660 nm. O controle
foi realizado igualmente ao teste, porém sem adicéo ddramOgeste foi realizado em
triplicata.

A atividade de amilase foi calculada de acordo com a férrpuésente nas
instrucdes de uso do Kit:

Amilase (U/dL)=(Ac — Aa)/(Acx800)

Onde:

Ac= absorbancia do controle

Aa= absorbancia da amostra

A atividade é dada como sendo a quantidade de hidrélise total dg d® amido

em 30 minutos a 37°C.

4.4.7. Lipase

A atividade de lipase foi realizada de acordo com Kit Bio© ensaio consistiu
de 180 uL do reagente 1 (100 mmol/L de tampé&o Tris (hidroXametio metano), pH
8,5, 10 puL de amostra, 10 pL do reagente 2 (inibidor enzion& mmol/L de
fenilmetilsulfonil fluoreto e solubilizante), 20 uL do reager® (reagente de cor 3
mmol/L de &cido ditionitrobenzdéico, 100 mmol/L de acetatosdidio estabilizador),
deixou-se por dois minutos em banho maria a 37°C. Posternbe adicionararase 10
pL do reagente 4 (substrato 20 mmol/L de tributiratoditioprop@nalurfactante),
homogeneizou e incubae por 30 minutos a 37°C. Adicionaram-se 400 pL do

reagente 5 (acetona), homogeneizmbem e deixolse em repouso por trés minutos.
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Transferiu-se para tubo tipo eppendorf e centrifugou&8&G0 rpm por cinconinutos.
A leitura foi realizada a 410 nm. O controle foi realizaglealmente, porém sem adicao
do regente 2 e 4. O teste foi realizado em triplicata.

A atividade de lipase foi calculada de acordo com a formudsente nas
instrucdes de uso do Kit:

Lipase (U/L)=(Absorbdncia da amostra — Absorbancia do controle)/(7 X
1.000)

Todas as absorbancias foram quantificadas em Spect@&Max

4.5. Andlise estatistica

Antes de proceder a analise de variancia foram avaliagahipéteses de
normalidade dos erros (teste de Qui-quadrado, a 5% de sigoidic@&na hipétese de
homogeneidade de variancia (teste de Bartllet, a 5%gaéicincia). Quando essas
pressuposicoes foram atendidas, as variaveis (atividadeaticapforam submetidas a
analise de variancia fatorial simples, teste de sigmé@ (teste F, a 5% de
significancia), utilizando o software GENES 2017.1.29 (CRUZ, 2013)nddelo
estatistico utilizado foi:

Yijk =m+C, +Tj +CTU + &
Em que:

Yik= observacdo no k-ésimo bloco, avaliado no i-ésimo genGt j-eésimo

ambiente;

m= média geral do ensaio;

Ci= efeito do cultivar i;

T;= efeito do tempo j;

CT;= efeito da interacdo entre o cultivar i € o tempo j;

&y, = €Iro aleatdrio associado a observacao ijk.

Quando a interacdo cultivar x tempo foi significativa forafeitos os
desdobramentos (CRUZ, 2006). A comparacdo entre as medetsafees do teste de
Tukey (= 5%), quando houve significancia para as fontes de variagdo: cultivar, tempo

e para os desdobramentos da interacao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2. Andlises no intestino

5.2.1. Proteases totais
A atividade de proteases totais no intestino médio de E. hdgamscordo com a
ANOVA fatorial, apresentou diferenca significativa para tempdtivar e interacéo

cultivar x tempo (Tabela 1).

Tabela 1: Andlise de variancia da atividade enzimaticatdstino de Euschistus heros
(Fabricius, 1798) (Pentatomidae) apds interagcdo com agacedt IAC 24 e
IAC Foscarin 31. Vigosa, MG. 2016.

.~ Graus de Proteases totais Amilase Lipase
Fonte de variagao ;o jade (ABS/mg de proteina)  (U/dL. mg) (U/Lp. mg?)
Tempo 4 0,0266800** 46629**  3019,87**
Cultivar 1 0,0020833** 21862 118,37¢
Cultivar x Tempo 4 0,0257667** 4698 1115,42**
Residuo 20 0,0002900 6453 0044,37
CV (%) 7,44 24 17,86

**: p< 0,05; " p> 0,05 pelo teste F; CV: Coeficiente de variacao.

Ao realizar o desdobramento da cultivar dentro de cada niveerdpo foi
verificado diferenca estatistica a partir de 24 horadimertacdo do percevejo-marrom
(Tabela 2 e Figura 1). A atividade de proteases totais fiormaando os percevejos se
alimentaram do IAC 24 por 24 e 48 horas, enquanto que os tdimosncom IAC
Foscarin 31 apresentaram maior atividade em 72 e 96 horasa(FyurDando
continuidade a analise, foi avaliado o tempo dentro de ca@ ddvcultivar, onde
houve diferenca significativa (Tabela 3 e Figura 2). Esgdise, mostrou uma maior
expressao de atividade no intestino dos percevejos adidenpor 24 horas com o IAC

24 (Figura 2A) e em 96 horas para os que consumiram o |18€aFfo 31 (Figura 2B
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Tabela 2: Atividade enzimatica do intestino de Euschistus heros
(Fabricius, 1798) (Pentatomidae) apds interagdo com as
cultivares IAC 24 e IAC Foscarin 3JAndlise de cultivar
dentro de cada nivel de tempo. Vigosa, MG. 2016.

.~ Graus de Proteases totais Lipase

Fonte de variagdo liberdade (ABS/mg de proteina) (U/L? mg?)
Tempo 4 0,02668** 3019,86822**
Tempo 0: Cultivar 1 0,00000° 0,00000°
Tempo 24: Cultivar 1 0,03527** 1693,10402**
Tempo 48: Cultivar 1 0,00482** 2337,61082**
Tempo 72: Cultivar 1 0,02667** 0435,88327**
Tempo 96: Cultivar 1 0,03840** 0113,44802Z
Residuo 18 0,00029 0044,36901
Total 29 0,00751 605,06549

**: p< 0,05; " p> 0,05 pelo teste F.

0,50 -
mIAC 24 IAC Foscarin 31

0.40

d
0,30 -

d
d
a 4 b b
|

020 - b
0.10 - b I
0,00 - I

24 48 72 o

0

Atividade de Proteases totais
(ABS/ mg de proteina)

6
Tempo (horas)
Figura 1: Atividade de Proteases totais do intestino de Euscl
heros (Fabricius, 1798) (Pentatomidae) apés interacao

as cultivares IAC 24 e IAC Foscarin 31: Analise «

cultivares dentro de cada nivel de tempo. Vicosa, MG. 2
Médias com mesmas letras, em cada coluna (tempo), ndoetlifesesi,
pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Tabela 3: Atividade enzimatica do intestino de Euschistus héfalsri¢ius, 1798)
(Pentatomidae) apoés interacdo com as cultivares IAC I2L€ é~oscarin 31
Analise de tempo dentro de cada nivel de cultivar. Vigosa,2065.

Fonte de variacio (_3raus de Proteases totai,s Lipase_
liberdade (ABS/mg de proteina) (U/L.mg?)
Cultivar 1 0,00208** 118,36560°
Cultivar IAC 24: Tempo 4 0,04582** 1620,55964**
Cultivar IAC Foscarin 31: Temp 4 0,00662** 2514,72871**
Residuo 20 0,00029 0044,36901
Total 29 0,00751 0605,06549

**: p< 0,05; " p> 0,05 pelo teste F.

=]
n
=]
=]
i

=]

mIA 24

a
: : b
€
1 d
i 3 e
24 48 72 926

(0]

® IAC Foscarin 31

o
£
=)
=
I
=)

k=]
)
=]
=
[
=]

be I bc

=]

[

=]
=
(%]
=]

Atividade de Proteases totais
(ABS/mg de proteina)

Atividade de Proteases totais
(ABS/mg de proteina)

=}
(i
=}
=)
i
=)

0,00 ———f o
0 24 48 72 96
Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 2: Atividade de Proteases totais do intestino de Euschistos (fabricius,
1798) (Pentatomidae) apOs interacdo com a cultivar IAC 24e(ANC
Foscarin 31 B): Andlise de tempo dentro de cada nivel de cultivar. Vj¢

MG. 2016.Médias com mesmas letras, em cada coluna (tempo), reiie diftre si, pelc
teste de Tukey (p>0,05).

De acordo com o tipo de resisténcia de plantas a #)setbe-se que estas
apresentam diferentes formas de se defenderem e ds@aasar diversos efeitos sobre
0s insetos, ou seja, alteracbes em sua biolefpia comportamento. Em relacdo a
biologia, alteracdes nas atividades das enzimas digeptidasn causar sua morte e/ou
afetar o seu ciclo de vida (PILON, 2004 e 2008; PILON et al., 2606/A, 2015;
CHAVEZ, 2016). Podemos relatar, ainda, que diferentes djmdem alterar esta
atividade, como observado por Rocha (2016), onde a atividageot#&ases totais de
Spodoptera eridania (Cramer, 1782) (Noctuidae) aumentou quando aorslinas de
algodéo, sugerido que a superexpressdao € uma maneira de cowo®refeitos
deletérios dos inibidores presentes nas plantas.

Desta forma, acredita-se que o aumento da atividade de psoteésis nos
tempos 24 e 48 horas, quando alimentados com o IAC 24 eraaelagontrole (tempo

zero) (Figura 2A), seja uma maneira de contornar a®efde inibicdo. Possivelmente
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0s insetos conseguem superar os efeitos de inibidoresipef@roducdo de proteases
(BROADWAY, 1995) ou pela producdo de proteases insensiveis addoinib
(JONGSMA&BOLTER, 1997). Por outro lado, nos tempos 72 e 96 hobsgrvou-se
uma reducdo desta atividade, sugerindo a presenca de inibidergwzoteases.
Lourencao et al. (1997) sugeriram que um inibidor de proteasealtaronstante de
inibicdo na planta reduz a atividade de enzimas proteoliticas netimtede A
gemmatalis. Ja os insetos que se alimentaram do IAC Fo&darapresentaram uma
maior producdo de proteases no tempo 96 horas (Figura 2Bgandd que somente
neste ponto foi necessario burlar os possiveis sfdganibidores.

No presente estudo, verificou-se diferenca da atividade deapestéotais entre a
cultivar resistente e susceptivel (Tabela 1), com mleoatividades em tempos distintos
(Figura 1). Estes resultados demonstraram que existem déasidie proteases distintas
no intestino médio do percevejo-marrom que poderdo tetaekas para conhecer qual
sua expressao, bem como sua possivel utilizagdo no mategrado dessa praga.
Salvadori (2006) relatou que a presenca abundante de inkidergroteases nos
tecidos vegetais esteja relacionada com a diversidadeziasas proteoliticas descritas
em insetos fitdfagos.

No caso da soja temos dois tipos de inibidores de protpesgsminantes: KTI
(Inibidor de Tripsina Kunitz) e BBI (Inibidor de Tripsina e deifQotripsina Bowman-
Birk) (MONTEIRO et al., 2004). A presenca destes inibidoeslieta do inseto pode

diminuir a atividade das proteases do inseto.

5.2.2. Cisteino proteases

Este estudo ndo apresentou atividade detectavel de cisteintestino médio dos
percevejos-marrons alimentados com os dois cultivaees gjum. Entretanto, estudos
realizados por Bigham & Hosseininaveh (2010), com o pedmchynema germari
Kolenati (Pentatomidae), alimentados com pistache,tragasn a atividade maxima de
cisteino proteases do tipo catepsina B e L no intestine aestto, em pH 5 e 6. Fialho
et al. (2012) mostraram a atividade da cisteino proteasepsite L, em P. nigrispinus
no pH 6. Mendonca et al. (2011), observaram diferentes geatividade de cisteino
proteases em intestino médio da A gemmatalis e sugeriramactiéerentes isoformas
de cisteino no extrato. De acordo com Terra & Fer(@®84), entre serino e cisteino
proteases, a cisteino é a mais comum no intestinohetesopteros, visto que essa

predominéncia esta relacionada coma natureza &cida dessénb. Desta forma a
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auséncia de cisteino, neste trabalho, pode ser devigex#&sténcia de isoformas

alcalinas nas condicdes de ensaio.

5.2.3. Amilase

A atividade de amilase foi estatisticamente diferenteese para o tempo, ou
seja, para as cultivares esta atividade foi igual (Tabel&oi verificado que o pico de
atividade, independentemente da cultivar, ocorreu no terepm horas, sendo este
estatisticamente igual a 24 horas de alimentacdo do pgreceaerom (Figura B No
presente estudo obsersadiminuicdo da atividade de amilase a partir de 24 horas de
alimentacdo. Possivelmente seja deval@resenca de inibidores inespecificos de
amilase na dieta. Sabe-se também que a soja ndo camtiéim (EMBRAPA, 2004) e
portanto, pode ter sido a causa da perda da atividade de amilasestioo do inseto.

mMédia do TAC 24
450 - e IAC Foscarin 31

400
350 4
300
250 4
200
150 -
100
50 4

0 -

'['empc (horas)

Atividade de Amilase (U/dL mg?)

Figura 3: Atividade de Amilase média do intestino de Eusch
heros (Fabricius, 1798) (Pentatomidae) apds interacéo
as cultivares IAC 24 e IACFoscarin :34nalise de tempc

dentro de cada nivel de cultivar. Vicosa, MG. 20M&dias
com mesmas letras, em cada coluna (tempo), nao eifgre si, pelo
teste de Tukey (p>0,05).

Corroborando com os resultados do presente trabalhtiho Hia010), para P.
nigrispinus, também observou maior atividade de amilase na minm@ira de
avaliacao, logo apos o periodo de jejum, e a menor atividadeqapéro horas (Ultima

avaliacao).
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Em folhas de algumas cultivares de beterraba, foi obsandgiterenca
significativa sobre conteudo de amido, e ao analisaratividade amidolitica de larvas
de Autographa gamma (L.) (Noctuidae) alimentadas com taivarels, verificaram
maior atividade naquelas com maior teor de amido (NASARI.eR016). A atividade
de amilase em lagartas de. Armigea (Noctuidae) alimentadas com diferentes
cultivares de soja foi semelhante, sendo sugerido que didfcken de carboidratos
nestes cultivares eram os mesmos e por isso naerificada diferenca desta enzima
(NASER!I et al., 2010).

Mendonga et al. (2009) relataram que o aumento da atividadeatica no trato
intestinal seja devido a necessidade de um maior consuwtilizacdo do alimento em
guestdo. Assim, podemos inferir que a queda, apds 24 horas dmtatiéo, da
atividade de amilase de E. heros seja devida a reducédo do amgleeatimentacéao.
Possivelmente uma dieta contendo amido tem importanca @adesenvolvimento

deste inseto.

5.2.4. Lipase

A analise da atividade de lipase apresentou diferencdststaino tempo e na
interacdo cultivar x tempo (Tabela 1). Ao analisacuivares dentro de cada nivel de
tempo verificou-se significancia do tempo 24 até 72 horase{d@dbe Figura ¥ A
atividade de lipase foi maior quando os percevejos se aana@mtdo IAC 24 por 48
horas, enquanto que os alimentados com IAC Foscarin 31seapgeam maior
atividade em 24 e 72 horas (Figura 4). Para a analise de tenpo de cada nivel de
cultivar observou-se diferenca estatistica (TaBedaFigura 5). De modo que, a maior
expressao de atividade foi constatada quando os percevegstdram, por 48 horas
0 IAC 24, sendo a atividade estatisticamente igual ao tempor24 (Figura 5A). Para
0s que se alimentaram com o IAC Foscarin 31, o pico deladi®ifoi no tempo 24

horas diferindo-se dos demais (Figura)bB
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Figura 4: Atividade de Lipase do intestino de Euschistus h
(Fabricius, 1798) (Pentatomidae) apos interacdo cor
cultivares IAC 24 e IAC Foscarin 31: Analise das cultive

dentro de cada nivel de tempo. Vigcosa, MG. 20dlias
com mesmas letras, em cada coluna (tempo), ndo difere snpelo
teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 5: Atividade de Lipase do intestino de Euschistus herosidicabrl798)
(Pentatomidae) ap0s interacdo com a cultivar IAC 24 ANC Foscarin

31(B): Analise de tempo dentro de cada nivel de cultivar. Vigd&a, 2016.
Médias com mesmas letras, em cada coluna (tempo), nae elifiee si, pelo teste de Tuk
(p>0,05).
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Sabe-se que os &cidos graxos, essenciais para muitggodes, sdo obtidos
exclusivamente da digestdo dos lipideos presentes aa(Gi&NAVOSO et al., 2001).
Apesar do conhecimento em relacdo a digestdo de Ipideo insetos ainda ser
considerado escasso, existem trabalhos com registriivitia@de de lipase no intestino
médio de algumas espécies (MENDONCA et al., 2009; ZIBAEE &BANI, 2010,
FILIETAZ & LOPES, 2010; SORKHABI-ABDOLMALEKI & ZIBAEE, 2013;
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DELKASH-ROUDSARI et al., 2014; MEHRABADI, 2014). Sorkhabi-Abdolmaleki &
Zibaee (2013) ao analisarem a atividade de lipase no imtestédio do predador
Andrallus spinidens (Fabricius, 1787) (Pentatomidae) verificaramawmento desta
atividade na primeira hora de alimentagdo, com maxima e minimidgvitiade em 12 e
48 horas, respectivamente. No presente estudo tambénsérvallo um aumento desta
atividade apdés o periodo de jejum do percevejo-manasnduas cultivares.

A soja contém cerca de 20% de lipideos no grédo (EMBRAPA, ZBB]YAMA
et al., 2009SILVA et al., 2010). A lipase € uma enzima que libera os agdaxos dos
glicerideos e, portanto, é importante anadlsém uma leguminosa que apresenta alto
teor de lipideos. Assim, existe a possibilidadeda dietaeatan estar influenciando a
atividade desta enzima. Além do mais, a maior atividadgadsedliquando os percevejos
se alimentaram do IAC Foscarin 31 (Figura 4) pode ser dewidaagor teor de Oleo
desta cultivar em relacéo ao IAC 24. Gavioli et al. (2012jie@ram que o teor de Oleo
presente no IAC Foscarin 31 & maior que no IAC 24.

5.3. Andlises nas glandulas salivares

5.3.1. Proteases totais
A atividade de proteases totais do percevejo-marrom appreseatou diferenca
estatistica em relacdo as cultivares analisadas l@Tdpe_ogo, existe diferenca entre a

cultivar resistente e a susceptivel independentemenamtde sua alimentacao.

Tabela 4: Andlise de variancia da atividade enzimatica daduld@nsalivares de
Euschistus heros (Fabricius, 1798) (Pentatomidae) apods intaragéias
cultivares IAC 24 e IAC Foscarin 31. Vicosa, MG. 2016.

Fonte de variacio Qraus de Proteases totai,s Amilase_ Lipase_
liberdade (ABS/mgde proteing (U/dL.mg?) (U/L.mg?)
Tempo 4 0,0006800 627416** 31,411 **
Cultivar 1 0,0061633** 18848°  77,699**
Cultivar x Tempo 4 0,0011467 248344**  20,634**
Residuo 20 0,0004400 25845 0,573
CV (%) 13,03% 11,15%  19,62%

**: p< 0,05;"s p> 0,05 pelo teste de F; CV: Coeficiente de variacéo.

A atividade de proteases totais nas glandulas salivares desadelCreontiades

dilutus (Stal) (Miridae) em jejum e alimentados ndo apresediferenca significativa
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(COLEBATCH et al.,, 2001). Para E. heros ndao houve diferelesta atividade ao
longo do tempo, ou seja, insetos em jejum também néceddiaram dos alimentados.

Foi relatado que a composicdo salivar de hemipterosdiéfpode variar em
resposta da composi¢cdo da dieta da planta hospedeira (MLOB%;, HABIBI et al.,
2001). Gavioli et al. (2012) observaram que o teor de proteinad@a®4 e IAC
Foscarin 31 s&o iguais estatisticamente. Contudo acrgdéaa diferenca entre as
cultivares em relacaa atividade proteases totais pode estar relacionada com o teor de
proteinas contidas nestes cultivares nestas condicGestul#o. Bonato et al. (2000),
relataram diferenca estatistica em 26 genétipos deesojelacédo ao teor proteico em
trés regibes do Rio Grande do Sul, mostrando que os gendagupenm diferentemente

conforme as condigbes ambientais em que sao conduzidas.

5.3.2. Cisteino proteases
A presente pesquisa ndo detecatividade de cisteino proteases no extrato das

glandulas salivares de E. heros nas duas cultivares analiBaglemm & Hosseininaveh
(2010) observaram restrita atividade de cisteino proteasegléindulas salivares de B.
germari, quando usaram L-cisteina, e concluiram que est@mas tém um papel
menor na sua digestdo. Entretanto, estes autores n#icavem atividade destas
enzimas ao utilizarem DTT (ditiotreitol), assim comopmesente trabalho. Fialho et al.
(2012) quantificaram a atividade de cisteino proteases, coimadla@t L-cisteina, do
percevejo P. nigrispinus. Logo, L-cisteina pode ser um ativadtmomde cisteino

proteases para alguns hemipteros.

5.3.3. Amilase

Conforme os dados estatisticos a atividade de amilaseahalulgls salivares do
percevejo-marrom nao teve diferenca entre as culiygir@ém mostrou significancia
tanto para o tempo quanto para a interacao cultivar x téhgiela 4). A decomposicao
da analise de cultivar dentro de cada nivel de tempo perotiservar diferenca
significativa no extrato das glandulas nos tempos 24, 72he@6 (Tabela 5 e Figura
6). A atividade de amilase nos tempos 24 e 96 horas foi maior quengercevejos
foram alimentados e¢o a cultivar IAC 24, enquanto que no tempo 72 horas esta
atividade foi maior na cultivar IAC Foscarin 31 (Figuja 6

Ao analisar o tempo dentro de cada nivel de cultivareraba-se diferenca

estatistica (Tabela 6 e Figura. Qs insetos alimentados com a cultivar IAC 24
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apresentaram maior atividade no tempo 24 horas, sendestatisticamente igual aos
tempos zero e 48 horas (Figura 7A). A maxima atividade daqgeéesonsumiram a
cultivar IAC Foscarin 31 ocorreu em zero horas, vakie idéntico aos tempos 24 e 48
horas, estatisticamente (Figura)7B

A atividade de amilase ja foi verificada em glandulasvasds de algumas
espécies de percevejos (OLIVEIRA, et al., 2006; AZEVEDO e2@07; SOYELU et
al., 2007; FIALHO, 2010; SILVA et al., 2012; MEHRABADI, 2014). Em Egmgter
integriceps (Puton, 1881) (Scutelleridae) a presenca desta atividiaglestificada
devido a sua alimentacdo com sementes de trigo, que saoentasarboidratos
(MEHRABADI, 2014). Silva et al. (2012) ao compararem a atividade dasenentre
E. herose Edessa meditabunda (Fabricius, 1974) (Pentatomidae) constateriam
atividade na primeira espécie, inferindo que essa diferposaa ser devida a sua

preferéncia alimentar (sementes).

Tabela 5: Atividade enzimatica das glandulas salivares de
Euschistus heros (Fabricius, 1798) (Pentatomidae) apos
interacdo com as cultivares IAC 24 e IAC Foscarin 31
Andlise de cultivar dentro de cada nivel de tempo.
Vigosa, MG. 2016.

Fonte de variagdo Qraus de Amilase_ Lipase_
liberdade (U/dL.mg?)  (U/L.mg?)
Tempo 4 627415,83** 31,41089**
Tempo 0: Cultivar 1 0,000000¢®  0,00000°
Tempo 24: Cultivar 1 339178,91* 1,58107°
Tempo 48: Cultivar 1 10581,48° 68,68167**
Tempo 72: Cultivar 1 429423,10** 89,47482**
Tempo 96: Cultivar 1 233035,28** 0,49882°
Residuo 18 25844,56 0,57297
Total 29 139268,04  10,25308

**: p< 0,05;" p> 0,05 pelo teste.F
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Figura 6: Atividade de Amilase das glandulas salivares de Euscl
heros (Fabricius, 1798) (Pentatomidae) apds interacao cc
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mesmas letras, em cada coluna (tempo), ndo difere enpelsiteste de
Tukey (p>0,05).
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Tabela 6: Atividade enzimatica das glandulas salivares udehistus heros
(Fabricius, 1798) (Pentatomidae) apOs interacdo com &saces$
IAC 24 e IAC Foscarin 31Anélise de tempo dentro de cada nivel de
cultivar. Vigcosa, MG. 2016.

Fonte de variacéo Qraus de Amilase_ Lipase_
liberdade (U/dL.mg?) (U/L.mg?)
Cultivar 1 18844,62° 77,69861**
Cultivar IAC 24: Tempo 4 568110,30** 37,69126**
Cultivar IAC Foscarin 31: Tempc 4 307649,06** 14,35408**
Residuo 20 25844,56 0,57297
Total 29 139268,04  10,25308

**: p< 0,05; " p> 0,05 pelo teste F.
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Figura 7: Atividade de Amilase das glandulas salivares de Euschestos (Fabricius
1798) (Pentatomidae) apOs interacdo com a cultivar IAC 24 ¢ AAC
Foscarin 31 (B)Analise de tempo dentro de cada nivel de cultivar. Vijc
MG. 2016.Médias com mesmas letras, em cada coluna (tempo), néde difee si, pelc
teste de Tukey (p>0,05).

Portanto, o presente estudo corrobora com Silva et al. (28h2)elacdo a
presenca da atividade de amilase em E. heros alimentados c@nte® de soj&
acrescenta que tal atividade néo foi influenciada pelod#pcesisténcia das cultivares
(resistente ou susceptivel), havendo alteracdes endioetas; tempo de alimentac&o
cultivar x tempo. De acordo com Mehrabadi (2012) a atividdelsta enzima foi
reduzida em extrato das glandulas salivares de E. integriceps mesultaatuacdo de
proteinas inibidores de Triticale (TAIl). Desta forma feréinca em relacdo aos tempos

avaliados pode estar relacionada com possiveis inibidores.

5.3.4. Lipase

A andlise estatistica dos dados refereatesividade de lipase nas glandulas
salivares foi significativa para as trés fontes deagéies avaliadas (Tabela 4.
extensdo da andlise cultivar dentro de cada nivel de tempnsigau que nos tempos
48 e 72 horas de alimentacdo do percevejo-marrom houvengdegestatistica (Tabela 5
e Figura 8). Nestes tempos 0s insetos alimentados com @4Adpresentaram maior

atividade (Figura 8).
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(p>0,05).
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Ao analisar o tempo dentro de cada nivel de cultivar obsesesignificancia
(Tabela 6 e Figura 9). Para os percevejos que consumicativaar IAC 24 o pico de
atividade ocorreu em 72 horas, sendo este estatisticadistittéo das demais (Figura
9A). Este pico pode indicar que o inseto esta aumentapidoducéo de lipase devido a
atuacdo de um inibidor desta enzima, de maneira compens&togaanto que no
tempo 96 horas mostra a possivel atuacdo de um inibidgrades, agindo de modo a
reduzir a atividade, em relacdo ao controle (zero hoPash os alimentados com o
IAC Foscarin 31 a maior atividade foi verificada em zevahque é estatisticamente
igual aquela verificada no tempo 24 horas (Figura @Bque indica que a alimentacao
nas primeiras 24 horas com a soja ndo altera a atividestaa enzima. Porém nos

tempos subsequentes ha uma reducéo da atividade, sugerindala edaiolor.
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A presenca de lipase foi demonstrada nas glandulas salidce percevejos
predadores (OLIVEIRA et al., 2008ZEVEDO et al., 2007). Mehrabadi (2014) nao
encontrou atividade desta enzima no percevejo fitéfagatégriceps alimentado com
graos de trigo. No presente estudo a atividade de lipasddervada, podendo estar
relacionada com a sua preferéncia alimentar ou sua rebeiv@a (PANIZZI &
VIVAN, 1997). Sabe-se que lipases nas glandulas salivaresitsd® tanto para
zoofagia quanto para fitofagia (TORRES & BOYD, 2009).

6. CONCLUSOES

Neste estudo, apenas foram possiveis descrever proteasgsaivilase e lipase
do intestino médio e das glandulas salivares dehétos, pois foram as que
apresentaram atividades apds a interacdo com cultjarssa.

Este é o primeiro trabalho sobre as enzimas digestieasmies no intestino e nas
glandulas salivares de Beros alimenatados com o IAC 24 e com o IAC Foscarin 31.

No intestino médio e nas glandulas salivares existemegses que agem
diferentemente dependendo do cultivar ingerido, resisténteseisceptivel. Sugere-se
gue outros trabalhos futuros visem a identificacdo de goaishas estdo atuando.

A maior atividade de amilase e lipase nas glandulas saivareo intestino,
respectivamente, sugere que pesquisas futuras deverdo seridasmgara validar a

utilizacdo destas enzimas no manejo integrado. therss.
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A maioria das enzimas digestivas descritas apresentardifeao longo do tempo
de alimentacao do percevejo-marrom para cada cultivar.

Por fim, h& necessidade de novas pesquisas para conhecespastas
bioquimicas destes cultivares, nas mesmas condicbesadaslivisando entender
melhor as oscilacbes das atividades enziméaticas de ds. her
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