PAULO LUIZ DA SILVA

RESPOSTA FITOQUIMICA DE SOJA AO ATAQUE DE Anticarsia
gemmatalis E DESENVOLVIMENTO DO INSETO ALIMENTADADO COM
CULTIVARES RESISTENTES E SUSCEPTIVEIS

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pds-Graduagao em Bioquimica

Agricola, para obtencado do titulo de Doctor
Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2015



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vicosa - Campus Vicosa

T

Silva, Paulo Luiz da, 1978-
S586r Resposta fitoquimica de soja ao ataque de Anticarsia
2015 gemmatalis e desenvolvimento do inseto alimentadado com

cultivares resistentes e susceptiveis / Paulo Luiz da Silva. —
Vicosa, MG, 2015.
xiv, 68f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: Maria Goreti de Almeida Oliveira.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliograficas: f.54-68.

1. Soja - Melhoramento genético. 2. Soja - Doencgas e
pragas. 3. Flavondides. 4. Proteases - Inibidores. 1. Universidade
Federal de Vigosa. Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular. Programa de P6s-graduacao em Bioquimica
Agricola. II. Titulo.

CDD 22. ed. 633.34




PAULO LUIZ DA SILVA

RESPOSTA FITOQUIMICA DE SOJA AO ATAQUE DE Anticarsia
gemmatalis E DESENVOLVIMENTO DO INSETO ALIMENTADADO COM
CULTIVARES RESISTENTES E SUSCEPTIVEIS

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pds-Graduagdo em Bioquimica

Agricola para obteng&o do titulo de Doctor
Scientiae.

APROVADA: 27 de fevereiro de 2015.

Camila Rocha da Silva Glaucia Cordeiro

Maxmiller Dal-Bianco L. Costa Wellington Garcia Campo

Maria Goreti de Almeida Oliveira

Orientadora



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por ter concedido a experiéncia de realizar o
doutorado e terminar.

Aos meus amigos do laboratério de Enzimologia pela troca de
experiéncia, paciéncia, companheirismo na execug¢ao do trabalho.

A professora Camila Rocha, ao pds-doc Eduardo e Glaucia Cordeiro do
Laboratdrio de Enzimologia pela colaboragdo com trabalho.

Ao José Carlos, Luiz e Newton por ajudar na conducdo dos
experimentos de campo.

A Leticia Farias pela amizade e expressiva contribuicdo nas pesquisas
com flavondides.

Ao professor Jodao Paulo e equipe de laboratério pela orientagcéo e apoio.

Ao André Lourencdo do IAC - Campinas pela doagao das sementes de

soja.

A Ana Marques pela amizade, orientagdes e correcdes prestadas ao
trabalho.

Ao professor Zanuncio e Jenny pela contribuigdo no trabalho.

Aos funcionarios da UFV que contribuiram com a execucdo das
pesquisas.

Ao Eduardo secretario BQI por zelar exemplarmente da parte burocratica
dos alunos de pds - graduacao.

Aos estagiarios do laboratério de Enzimologia que trabalharam
sistematicamente na criacdo de Anticarsia gemmatalis e nos experimentos.

A professora Patricia Aparecida por ter mostrado a luz no fim do tunel
que me conduziu ao doutorado e pelos conselhos.

E agradeco a professora Maria Goreti por ter aberto as portas para
realizacao desse doutorado.

Ao povo brasileiro pelo pagamento dos impostos, a Capes, CNPq e

INCT — IPP pela contribuigdo com nosso trabalho.



BIOGRAFIA

Paulo Luiz da Silva nascido em 16-12-1978 em Campo Grande — MS,
filho de José Rodrigues da Silva e Horaci Luiz da Silva. Desta cidade, foi para
Mato Grosso onde fez faculdade de Ciéncias Bioldgicas no periodo de 2001-
2004, na Univsersidade do Estado de Mato Grosso - UNEMAT. Apos a
conclusao do curso, ingressou no mestrado em Entomologia em 2006, na
Universidade Federal de Vigosa — UFV. Tempo depois da conclusdo do
mestrado, foi selecionado em 2011 para cursar o doutorado em Bioquimica

Agricola na Universidade Federal de Vigosa — UFV.



SUMARIO

LISTADE FIGURAS ...ttt e vi
LISTADE TABELAS . ...ttt e e e X
RESUMO.......oooooveeieeeeeee e Xi
ABSTRACT ....oooeieeeeeeeeeeee e ee e ene e enennen. iii
1 - INTRODUGAO GERAL ..ottt 1
2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA........oooiieoeeeeeeet et 4
2.1 = CUIUE 08 SOJ.. vttt en e e, 4
2.2 - Anticarsia gemmataliS...................eiuiiiiiiiiiiiiie e 7
2.3 = FlAVONOIAES. ...ttt st 10
2.4 - ReSPOSta FItOQUIMICA. ......c.teveeeeeeteeeeeeeeeee ettt eer e 12
2.4.1 - Resposta fitoquimica por danos bioIOGICOS...........ceeveeeeeeeeeeeeesrrens 12
2.4.2 - Resposta fitoquimica por dano MecCanico..............oeevveeiiieeiiciiieieeeeeeeeee. 14
2.5 - Vias metabdlicas de biossintese de flavonoides.............cccoovevevvvieecnnn, 15
2.6 - INIDIAOIES A POLEASES ...ttt ettt et e e 18
2.7 - Efeito de metabdlitos secundarios na biologia de insetos........................ 22
3 — OBUETIVO GERAL........oieiiiieceeee ettt 24
4. MATERIAL E METODOS.........oooiiieeeicteteeeie e 25
4.1 - Criagéo da Lagarta-da-Soja Anticarsia gemmatalis................ccccecuuur..... 25
4.1.1 - Preparo da dieta @rtifiCial............coveeeeeeeeeeeeeee e 26
4.2 - Cultivares de soja e resposta fitoquimica a injuria mecéanica................... 27
4.2.1 - Cultivares de soja e resposta fitoquimica a injuria bioldgica.................. 28
4.2.2 - Obtencao do extrato foliar para analise de flavondides......................... 29

4.2.3 - ldentificacao e quantificacdo dos flavondides por cromatografia liquida
de alta eficiBNCIa (HPLC).........c.eoueeeeeeeeeeeeeeeeee et 30

4.3 - Obtencao do extrato foliar para determinacao de inibidores de proteases

€M fOINAS A€ SOJa.....cci i 31
4.3.1 - Determinacgao de inibidores de proteases.........c.ccooeeveeiviiiiiiiiiiiiie e, 31
4.3.2 - Determinagao da concentracao de proteina nos extratos...................... 33

4.4 - Desenvolvimento de Anticarsia gemmatalis alimentadas com foliolos de

sojas resistentes @ iNSEL0S. ..o 33
4.5 - Analises EstatistiCas...........ooii i, 33
5 —RESULTADOS ..ottt e 35



6 — DISCUSSAO.........cocooveeierererieenans
7 —CONCLUSOES.........cccoevveerere.

8 — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



LISTA DE FIGURAS

Figura 5 — Cromatogramas das cultivares de soja IAC-PL1, controle (a), com
injuria mecanica (b) e injuriada por Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) (c). Os compostos daidzina (1), (tempo de retengéo - TR 11,6 min),
rutina (2), (TR 13,7 min) e quercetina (3), (TR 25 min) foram

AU ICAAOS. oo e e, 36

Figura 6 — Cromatogramas das cultivares de soja IAC-17, controle (a), com
injuria mecanica (b) e injuriada por Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) (c). Os compostos daidzina (1), (tempo de retengéo - TR 11,6 min),
rutina (2), (TR 13,7 min) e quercetina (3), (TR 25 min) foram

[TaTe [=] 11 {[07=To [0 1= TUUruuN RO UP PP 37

Figura 7 — Cromatogramas das cultivares de soja IAC-24, controle (a), com
injuria  mecanica (b) e injuriada por Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) (c). Os compostos daidzina (1), (tempo de retencéo - TR 11,6 min),
rutina (2), (TR 13,7 min) e quercetina (3), (TR 25 min) foram

o L=) g} u1ilo7=1o [0 )1 JRNUUN TR TR RTPRPPRTRR 38

Figura 8 — Concentracado de rutina, daidzina e quercetina na cultivar IAC-17:
controle (C), injuriadas mecanicamente (M) e injuriadas por Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) (B). Entre os tratamentos (Rutina F 2,9 =
1,15 P > 0,05; Daidzina F 2,9 = 0,67 P > 0,05; Quercetina F 2,0 = 1,73 P > 0,05)

nao houve diferencas significativas pela ANOVA.............oorriiciiiiiee e 40

Vi



Figura 9 — Concentrag&o de flavonoides rutina, daidzina e quercetina na cultivar
de soja IAC-24: controle (C), injuriadas mecanicamente (M) e injuriadas por
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) (B). Entre os tratamentos
(Rutina F 2,0 = 2,35 P > 0,05; Daidzina F 2,9 = 0,81 P > 0,05; Quercetina F 2,9 =

0,47 P > 0,05) ndo houve diferengas significativas pela ANOVA..................... 40

Figura 10 — Concentracdo de flavonoides rutina, daidzina e quercetina em
plantas de soja IAC-PL1: controle (C), injuriadas mecanicamente (M) e
injuriadas por Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) (B). Entre os
tratamentos (Rutina F 2, 9 = 0,45 P > 0,05; Daidzina F 2, 9 = 3,54 P > 0,05;

Quercetina F 2, 9 = 0,52 P > 0,05) ndo houve diferengas significativas pela

Figura 11 - Concentracdo de flavonodides em foliolos de soja injuriadas por
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae). O circulo fechado indica
plantas atacadas pela lagarta e o circulo aberto, controle. Daidzina (F 1, 20 =
2,17 P > 0,05); Rutina (F 1,20 = 2, 43 P > 0,05); Quercetina (F 1,20=3, 63 P >

0,05) ndo apresentaram diferengas significativas pelo teste de Covariancia....42

Figura 12 - Concentracao de flavondides em foliolos de sojas injuriadas por
dano mecanico. O circulo fechado indica plantas injuriadas por dano mecanico
e o circulo aberto, controle. Daidzina (F 1,20 = 0,008 P > 0,05); Rutina (F 1,20 =
0,25 P > 0,05); Quercetina (F 1, 20 = 0,008 P > 0,05) ndo apresentaram

diferencas significativas pelo teste de Covariancia..............ccccoevvviiiiiicceeeenen... 43

Vi



Figura 13 - Concentracao de flavondides em extrato foliar de cultivares de sojas
resistentes a insetos IAC 17 (A) e IAC 24 (B) injuriadas mecanicamente. As
médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

TUKEY (P < 0,05). v veoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeesseesseseseseseseseseseesseesseeseeesseeesesseesseeeseeees 44

Figura 14 - Concentragdes de flavondides nas cultivares de soja (IAC-17, 24)
resistente e suscetivel a insetos (IAC-PL1), injuriadas mecanicamente. As
médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

TUKEY (P < 0,05)..v.veeeeevereeeeeeeeeeeeeeeeseeessseseseseseseseseseseesseesseeeseesseesseeseeeseeeseeees 45

Figura 15 — Inibicdo da tripsina pelo extrato de folhas da cultivar |IAC-24
injuriada por Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) (barras escuras) e
controle (barras claras). Os tratamentos sinalizados com asteriscos apresentam
diferenga estatistica pelo teste de ANOVA (Tempo 0 h, F 1,4 = 0,0008 P < 0,05;
Tempo 12 h, F 1,4=23,97 P <0,05; Tempo 24 h, F 1,4=11,19 P < 0,05; Tempo

36 N, F 1,4 =341,33 P <0,05). it 46

Figura 16 — Mortalidade de Anticarsia gemmatalis alimentadas (Lepidoptera:
Noctuidae) com dieta, foliolos de soja susceptivel (IAC-PL1) e resistente a
insetos (IAC-17 e IAC-24). As médias com letras iguais nao diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).......ccuviiiiiiiiiiiiinnnnnnn.. 47

Figura 17 — Duragédo da fase larval de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:

Noctuidae) alimenta com dieta, foliolos de soja susceptivel (IAC-PL1) e

viii



resistente a insetos (IAC-17 e |IAC-24). As meédias com letras iguais nao

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05)...................... 47



LISTA DE TABELAS

Tabela 2- Concentragdo (mg/g) de rutina, daidzina e quercetina nos cultivares
de soja injuriadas por Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) e

injuriadas mecanicamente Por 24 hOras..........ccccoecuviieeeiiiiciiiee e 39



RESUMO

SILVA, Paulo Luiz da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2015. Resposta fitoquimica de soja ao ataque de Anticarsia gemmatalis e
desenvolvimento do inseto alimentadado com cultivares resistentes e
susceptiveis. Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira.

A resposta de plantas a herbivoria inclui a producdo de compostos quimicos de
defesa como os inibidores de protease e metabdlitos secundarios, incluindo
flavondides, os quais tornam a folha menos aceitavel, reduzindo a alimentagao
e com efeito negativo na fisiologia de insetos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a resposta fitoquimica de cultivares de soja resistentes a insetos apos
injurias mecanicas e por Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818) (Lepidoptera:
Noctuidae); além de avaliar o desenvolvimento da lagartas-da-soja alimentadas
com sojas resistentes a insetos. Esses cultivares foram injuriados
mecanicamente e biologicamente, e amostras dessas plantas foram analisadas
em cromatégrafo para identificacdo e quantificacdo dos flavondides. O
desenvolvimento da lagarta, incluindo mortalidade e duragdo da fase imatura
foram determinados e os inibidores de proteases foram analisados em
espectrofotbmetro. Os flavondides daidzina, rutina e quercetina foram
identificados nos foliolos das cultivares de soja IAC-17, IAC-24, resistentes a
insetos, e na IAC-PL1 injuriadas mecanicamente e por A. gemmataliis. As
cultivares IAC-PL1, IAC-17 e IAC-24 nao apresentaram resposta fitoquimica
dos flavondides, apds injuria mecanica e por A. gemmatalis (P > 0,05).
Também nao houve resposta fitoquimica dos flavondides rutina, daidzina,
quercetina, apos injurias bioldgicas ou mecanicas avaliados ao longo do tempo
(P > 0,05). Entre os trés flavondides identificados na soja, a daidzina foi o
composto majoritario nas plantas resistentes a insetos IAC-17 e 24 (P > 0,05).
Comparando esses compostos entre os trés cultivares de soja, a concentracao
de rutina foi maior na soja resistente a inseto IAC-24 em relagao a susceptivel
IAC-PL1 e a IAC- 17 resistente (P > 0,05). A concentragdo de daidzina foi
maior nas cultivares de soja resistentes em relagcdo a susceptivel. A
concentracao de rutina foi igual entre as trés cultivares de soja. A mortalidade
de A. gemmatalis foi maior em cultivares de soja resistentes a insetos IAC-17 e
24. A maior duragéo da fase larval de ocorreu em sojas resistentes. Conclui-se

que as cultivares de soja, independentemente de injurias mecanicas, produzem

Xi



flavondides como uma defesa constitutiva. O desenvolvimento de A.
gemmatalis é afetada por cultivares de soja resistentes a insetos como IAC —
17 e 24.
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ABSTRACT

SILVA, Paulo Luiz da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2015.
Phytochemical response of soy plant to the Anticarsia gemmatalis attack
and development of fed insects with resistant and susceptible cultivars.
Adviser: Maria Goreti de Almeida Oliveira.

The plant herbivory response includes the production of defensives chemical
compounds such as protease inhibitors and secondary metabolites including
flavonoids, which makes it less acceptable sheet feeding and reducing the
negative effect on insect physiology. The objective of this study was to evaluate
the phytochemical response of resistant soybean cultivars insect after
mechanical injuries and caused by Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818)
(Lepidoptera: Noctuidae); in addition to evaluate the development of soybean
caterpillar fed with soybeans resistant to insects. These cultivars were injured
mechanically and biologically, and samples of these plants were analyzed in
chromatography in order to identifying and quantifying flavonoids. The
development of the caterpillar its mortality and length of the immature stage
were determined, and the protease inhibitors were analyzed in a
spectrophotometer. The flavonoids daidzin, rutin and quercetin were identified
in the leaflets of the IAC-17 and IAC-24 soybean cultivars, insect resistant, and
in IAC-PL1 injured mechanically and by A. gemmatalis. The |IAC-PL1, IAC-17
and IAC-24 didn’t show phytochemical response of flavonoids, after injury
caused mechanically and by A. gemmatalis (P > 0.05). Also there was not
phytochemical response of flavonoids rutin, daidzin, querceitna after biological
or mechanical injuries assessed over time (P > 0.05). Among the three
flavonoids identified in soybean, daidzin was the major compound in the
resistant plants to insects, IAC-17 and 24 (P <0.05). And comparing these
compounds between the three soybean cultivars, the concentration of rutin was
higher in insect resistant soybeans, IAC-24, compared to susceptible IAC-PL1
and the resistant IAC- 17 (P > 0.05). The concentration of daidzin was higher in
soybean cultivars resistant against susceptible. The concentration of rutin was
equal between the three soybean cultivars. The mortality of A. gemmatalis, was
higher in soybean cultivars resistant to IAC-17 and 24. The longest duration of
larval phase occurred in resistant soybeans. It is concluded that the soybean

cultivars, regardless of mechanical injuries, produce flavonoids as a constitutive
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defense. The development of A. gemmatalis is affected by soybean cultivars

resistant to insects, such as IAC — 17 and 24.
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1 - INTRODUGAO GERAL

A cultura da soja esta sujeita, durante todo o seu ciclo, ao ataque de
diferentes espécies de insetos como Anticarsia gemmatalis Hubner (1816)
(Lepidoptera: Noctuidae). As plantas de soja apresentam defesas contra o
ataque de insetos, como os flavondides, e podem apresentar resposta
fitoquimica ao dano biolégico. A resposta fitoquimica caracteriza-se como o
aumento de compostos quimicos na planta diante do ataque de insetos, sendo,
portanto, uma resposta induzida. Esses compostos quimicos, ao serem
ingeridos pelos insetos, causam danos a sua biologia (Mello & Silva-Filho,
2002; Fugi et al., 2005; Mohanta et al., 2012).

As plantas se defendem do ataque dos insetos pragas de forma direta e
indireta. A defesa da planta de forma direta consiste na produgdo de
metabdlitos secundarios, dentre os quais estdo os alcaldides, flavondides,
terpendides, esterois, e outros (Kubo & Hanke, 1986). A importancia quimica
dessas substancias é reconhecida desde o inicio dos anos 50 (Kogan, 1986).

Nas folhas de soja existem uma série de metabdlitos secundarios e,
dentre estes, a rutina tem sido utilizada como modelo nos experimentos para
estudar a interacao inseto-planta (Stamp & Skrobola, 1993; Hoffmann-Campo
et al., 2001; Piubelli et al., 2005; Hoffmann-Campo et al., 2006; Salvador et al.,
2010). Acidos fendlicos presentes nas folhas de sojas (Porter et al., 1986;
Piubelli et al., 2003) também podem apresentar efeitos nocivos sobre a biologia
dos insetos (Shwetha et al., 2011; Samuel et al., 2014). A presenca de apenas
rutina ou ela combinada com caseina diminuiu a massa de larvas e pupas de
A. gemmatalis (Hoffmann-Campo et al., 2001; Hoffmann-Campo et al., 2006;

Salvador et al., 2010). Esses compostos quimicos também afetaram a duragéo

1



larval (Salvador et al., 2010) e causaram mortalidade dessa lagarta (Gazzoni et
al., 1997).

Os cultivares de soja resistentes a insetos s&o utilizados na tentativa de
minimizar os danos a planta. Nesse sentido, o cultivar Pl 229358, IAC - 17 e
IAC - 24 influenciam negativamente a alimentacao de A. gemmatalis sobre as
folhas, alterando o seu desenvolvimento. A soja apresenta antibiose por causar
esse efeito nas lagartas (Fugi et al., 2005). Outros cultivares de soja BR 82 —
12547, |1AC 74 — 28 32, Pl 274454, IAC - 100 também causam efeitos negativos
na biologia de A. gemmatalis (Oliveira et al., 1993; Hoffmann-Campo et al.,
1994). Esse fator de resisténcia da planta aos insetos pode estar relacionado
aos metabdlitos secundarios presentes nas folhas da soja (Salvador et al.,
2010). A concentracéo desses flavondides pode aumentar na planta em fungéo
da injuria provocada pelo inseto (Piubelli et al., 2003).

A injuria provocada pelo inseto na planta faz com que a mesma
responda com seu arsenal quimico. Em sementes dos cultivares resistente de
soja atacadas por Nezara viridula (Linnaeus, 1758) (Hemiptera: Pentatomidae),
houve um expressivo aumento dos niveis de metabdlitos secundarios, sendo o
cultivar Pl 227687 o que apresentou o maior teor de isoflavonas (Piubelli et al.,
2003). Além da producdo de flavondides em sementes de soja, esses
compostos sao produzidos em folhas de Ginkgo biloba (Ginkgoaceae) (ginkgo)
atacadas por Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833) (Lepidoptera: Noctuidae)
(Mohanta et al., 2012).

Os trabalhos realizados por Piubelli et al. (2003) e Mohanta et al. (2012)
diagnosticaram a resposta fitoquimica de flavondéides em folhas de Ginkgo

bilobae e em sementes de soja, mas ndo avaliaram essa resposta em foliolos



de soja atacadas por A. gemmatalis. Diante disso, este trabalho teve como
objetivo avaliar a resposta fitoquimica de cultivares de soja injuriadas e seus
efeitos em alguns aspectos da biologia de A. gemmatalis.

Esse estudo de prospeccéao fitoquimica é importante para desvendar as
defesas quimicas envolvidas na relagcdo planta e insetos pragas. O
conhecimento dessas defesas quimicas da planta pode ser aplicado no
melhoramento da soja contra o ataque de insetos, resultando em um impacto

positivo para o agricultor e ao meio ambiente.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Cultura da soja

A soja Glicine max (L) (Leguminosae) foi cultivada pela primeira vez no
leste da Asia, ao longo do Rio Amarelo, na China. A evolugdo da soja comecou
com o aparecimento de plantas originadas de cruzamentos naturais, entre duas
espécies de soja selvagem, que foram aprimoradas geneticamente (Embrapa
soja, 2012).

Ha mais de cinco mil anos a soja tem sido explorada no oriente, sendo
conhecida como uma das plantas mais antigas em relagdo ao seu cultivo. O
ocidente ignorou seu plantio até a segunda década do século XX, quando os
Estados Unidos (EUA) iniciou sua exploragdo comercial (Embrapa soja, 2012).
A introdugao da soja no Brasil foi realizada em 1882, inicialmente na regido Sul
(Embrapa soja, 2012). Em 2003 o Brasil tornou-se o segundo produtor mundial
da cultura, responsavel por 52, das 194 milhdes de toneladas produzidas em
nivel global ou 26,8% da safra mundial (Embrapa soja, 2012). Atualmente o
estado do Mato Grosso tem liderado a produg¢do do grédo, com
aproximadamente 60% da area plantada (Embrapa soja, 2012).

A soja € uma planta herbacea, incluida na classe Dicotyledoneae, ordem
Rosales, familia Leguminosae, subfamilia das Papilionoideae, género Glycine.
De modo geral, os cultivares brasileiros apresentam ciclos entre 100 e 120
dias. A soja tem sido classificada em grupos de maturagdo precoce,
semiprecoce, médio, semitardio e tardio, dependendo da regido (Centro de
Inteligéncia da Soja, 2012). Morfologicamente as folhas de soja foram descritas

como cotiledonares, folhas primarias ou simples, folhas trifolioladas ou



compostas e profilos simples. Sua coloracdo, na maioria dos cultivares, varia
de verde palida a verde escura. O caule é ramoso, hispido, com comprimento
que varia entre 80 e 150 cm, dependendo da variedade e do tempo de
exposicao diario a luz (Centro de Inteligéncia da Soja, 2012). A soja é
caracterizada como uma espécie autdgama, ou seja, uma planta polinizada por
ela mesma e nao por outras plantas, mesmo que vizinhas a ela, com flores
perfeitas e 6rgdos masculinos e femininos protegidos dentro da corola. Suas
flores podem ser brancas, purpuras diluidas ou roxas, com didmetro variando
de trés a oito milimetros. A floracao é de dez até 12 folhas trifolioladas, onde os
botdes axilares mostram racemos com dois até 35 flores cada (Centro de
Inteligéncia da Soja, 2012).

O sistema radicular € composto por um eixo principal com grande
numero de raizes secundarias. Suas raizes podem alcancar até 1,80 m de
profundidade, entretanto a maioria esta a 15 cm. O legume da soja é arqueado,
peludo, formado por duas valvas de um carpelo simples, medindo de dois até
sete centimetros, contendo uma ou até cinco sementes. A coloragdo da vagem
varia entre amarela-palha, cinza e preta. As sementes sdo lisas, ovais,
globosas ou elipticas (Centro de Inteligéncia da Soja, 2012).

Os graos dessa planta tém sido utilizados como fonte de proteina em
racoes, tanto no Brasil como no mundo, na forma de farelo. O dleo resultante
do processamento do farelo € usado também na alimentacdo animal para
elevar o teor energético, melhorar a palatabilidade e para reduzir a presenca de
pod nas racdes, mas este uso é pequeno quando comparado ao volume de
farelo. O dleo é utilizado na alimentagdo humana, no preparo de frituras ou em

margarinas. Também se usa, em escala menor, o extrato soluvel e a proteina,



0 primeiro no preparo de queijo de soja ou como bebida em substituicdo ao
leite animal e, a segunda em dietas ricas em aminoacidos (Brasil, 2009).

Uma das limitagbes na produgdo de soja esta relacionada com os
insetos-praga, que podem causar injurias durante todo o seu desenvolvimento
(Hoffmann-Campoet al., 2000). Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera:
Noctuidae), Scaptocoris castadnea (Perty) (Hemiptera: Cydnidae), Atarsocoris
brachiariae (Becker) (Hemiptera: Cydnidae) e Elasmopalpus lignosellus (Zeller)
(Lepidoptera: Pyralidae) podem atacar as plantas logo apds a sua emergéncia.
Durante a fase vegetativa, podendo chegar até a floragdo, Chrysodeixis
(Pseudoplusia) includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) e Epinotia
aporema (Walsinhgan) (Lepidoptera: Tortricidae) podem causar injurias a soja.
Na fase reprodutiva, desde a formacao das vagens até o desenvolvimento final
das sementes, é relatada a presenca de Nezara viridula (Linnaeus) (Hemiptera:
Pentatomidae), Piezodorus guildini (Westwood) (Hemiptera: Pentatomidae) e
Euschistus heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae) (Hoffmann-Campo et
al., 2000). A principal praga desfolhadora é a A. gemmatalis que atacam as

folhas da planta (Hoffmann-Campo et al., 2000).



2.2 - Anticarsia gemmatalis

Anticarsia gemmatalis Hubner (1816) (Lepidoptera: Noctuidae) € uma
importante praga da soja Glycine max (L.) no hemisfério ocidental (Fig 1). A
lagarta-da-soja, como € conhecida no Brasil, foi considerada como praga pela
primeira vez nos Estados da Flérida e Carolina do Sul (USA) (Ford et al., 1975).
Esta lagarta possui preferéncia por plantas da familia Fabaceae.

As mariposas possuem coloragao cinza, marrom ou bege. Na maioria
das vezes apresentam uma listra transversal escura ao longo das asas. O
processo reprodutivo, incluindo o acasalamento e as posturas dos ovos,
ocorrem a noite (Hoffmann-Campo et al., 2000). Os ovos sdo depositados na
parte inferior das folhas, no caule, nos ramos e peciolo. Em maior
concentracdo nos tercos médios e inferior das plantas. Os ovos possuem
coloragao verde-clara ou acinzentada, dependendo do tempo, e posteriormente
podem se tornarem marrom-escuro proximo a eclosao das larvas. A incubagao
dos ovos € de aproximadamente trés dias. Cada fémea tem a capacidade de
colocar até 1000 ovos e cerca de 80% sao depositados nos primeiros oito a
dez dias apdés a sua emergéncia. A longevidade das fémeas € de,
aproximadamente 20 dias (Hoffmann-Campo et al., 2000). A lagarta apresenta
coloragao verde, com estrias longitudinais brancas sobre o dorso. Na falta de
alimento ou em alta densidade populacional a lagarta assume a coloragéo
escura, mantendo as estrias brancas (Hoffmann-Campo et al., 2000).

A lagarta-da-soja geralmente apresenta seis instares, onde o primeiro
instar apresenta duracdo média de 2,6 dias; o segundo 2,35; o terceiro 2,3; 0
quarto 2,15; o quinto 2,25 e o sexto 1,95 dias. A fase larval varia de 12 a 15

dias (Hoffmann-Campo et al., 2000). O tempo médio dos instares que a lagarta
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passa pode variar de acordo com a dieta (Bortoli et al., 2005). Nos dois
primeiros instares as lagartas raspam o parénquima foliar e no terceiro elas
conseguem perfurar as folhas. O consumo diario de folhas de soja por lagartas
de quarto e quinto instares €, em média 2,66 a 2,76 g de folhas (Bortoli et al.,
2005). As lagartas podem chegar a consumir de 100 a 150 cm? de area foliar e
aproximadamente 96% desse consumo ocorre do quarto ao sexto instares
larvais (Embrapa, 2006). E algumas plantas estdo entre os principais
hospedeiros lagarta-da-soja. Quando a lagarta para de se alimentar no ultimo
instar larval, entra na fase pré-pupa (Hoffmann-Campo et al., 2000). A lagarta
empupa no solo, numa profundidade de até dois centimetros. A pupa recém-
formada tem coloragdo verde-clara, tornando-se, posteriormente, marrom-
escura e brilhante. A fase de pupa dura nove a dez dias, quando emergem as
mariposas (Bortoli et al., 2005; Hoffmann-Campo et al., 2000).

No Brasil, a lagarta-da-soja ocorre em todos os locais de cultivo da soja,
sendo o desfolhador mais comum da planta. As lagartas atacam as lavouras de
soja em novembro e/ou janeiro, dependendo da regido do pais, podendo
causar o completo desfolhamento da planta (Hoffmann-Campo et al., 2000). A
lagarta-da-soja tem um espectro amplo de plantas hospedeiras, incluindo
plantas cultivadas e silvestres. Essa espécie tem preferéncia por leguminosas,
mas também foi encontrada em algodoeiro, quiabo, trigo, girassol, begbnia e
arroz (Armstrong et al., 1990; Buschman et al., 1977; Gregory Junior et al.,
1991; Panizzi et al., 2004). Foi encontrada alimentando de alfafa, caupi,
amendoim, guandu, tremocgo-branco, anil-bravo, trevo-branco, erva-de-bicho,

magerioba (Ellisor, 1942, Panizzi et al., 2004). Mas dentre as plantas a lagarta-



da-soja causa maior dano em plantas leguminosas como soja, guandu,

tremoco-branco (Panizzi et al., 2004)

#
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Figura 1. Estagios de desenvolvimento da A. gemmatalis. A) Ovos esféricos; B)
Lagartas de segundo instar; C) Lagartas de quinto instar; D) Pupas (Fonte:
Praca et al., 2006).



2.3 - Flavonoéides

Flavonoides inclusos nos grupos dos metabdlitos secundarios séao
polifendis compostos por um nucleo de fenilcromona (C6 — C3 — C6) podendo
ter alteracbes nas hidroxilas, incluindo derivados ligados a agucares (Birt,
2001). As atividades bioquimicas dos flavondides e de seus metabdlitos
dependem da estrutura quimica, que pode variar com substituigdes como
hidrogenagdo, hidroxilagcbes, metilagdes, malonilacbes, sulfatagcbes e
glicosilagbes (Machado, 2006). Os flavondides ocorrem com ésteres, éteres ou
derivados glicosidicos (Middleton et al., 1998). Exceto o grupo das
leucoantocianinas, os flavondides ocorrem em plantas acompanhadas por
glicidios, sendo denominado glico-flavondide ou flavondide glicosilado, e os
isentos de glicidios recebem o nome de aglicona (Machado, 2006). Os
flavéides estdo divididos em subgrupos, dentres os quais, estdo as flavonas,
flavanonas, catequinas e antocianinas (Crozier et al., 2006). Além disso, os
metabdlitos secundarios podem ser divididos em trés grupos principais: a)
flavondides, compostos fendlicos e polifendlicos; b) terpendides/ isoprendides e
c) compostos contendo nitrogénio e enxofre, como alcaldides e glucosinolatos,
respectivamente (Crozier et al., 2006).

Mais de 4.000 flavondides ja foram identificados em vegetais (Middleton
et al., 1998). Os flavondides estdo entre os mais importantes grupos do reino
vegetal (Middleton et al., 1998). Esses compostos s&o encontrados em frutos,
legumes, nozes, sementes, ervas, especiarias, caules e folhas (Acker et al.,
1996).

O metabolismo dos flavondéides na planta pode ser alterado pela

radiagcao solar, raios UV, periodos de seca ou chuva, nutrientes, estacdo do
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ano, poluentes. Esses compostos nos periodos de chuva, os mais polares séo
eliminados da planta por lixiviagdo (Machado, 2006).

A atividade biolégica dos flavondides foi investigada pela primeira vez
em 1936 por Rusznyak e pelo bioquimico hungaro Albert Szent-Gyorgyi, onde
diagnosticaram a diminuicdo e a fragilidade capilar em humanos (Pedriali,
2005). Desempenham uma variedade de fungdes importantes nas plantas. Séo
atuantes como fitoalexinas (Fawe et al., 1998, McNally et al., 2003), agentes
desintoxicantes, (Yamasaki et al., 1997; Michalak et al., 2006), estimulantes
para a germinacao de esporos (Morandi et al., 1992; Bagga & Straney, 2000),
desempenham atividades significativas na germinacdo das sementes (Shirley,
1998), resisténcia a seca (Hernandez et al., 2004), atraem polinizadores
(lwashina, 2003), sdo agentes aleloquimicos (Duke, 2007), responsaveis pela
cor, e protegem as plantas de microbios e insetos (Griesbach, 2005; Nenaah et
al., 2012). Esses compostos agem como agentes de defesa contra herbivoria
de A. gemmatalis (Hoffmann-Campo et al., 2001; Piubelli et al., 2005;

Hoffmann-Campo et al.,2006; Salvador et al., 2010).
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2.4 - Resposta fitoquimica

As plantas podem apresentar uma resposta fitoquimica induzida por
dano mecanico ou bioldgico. A resposta fitoquimica por dano mecanico
consiste em a planta produzir metabolitos secundarios diante de um ferimento
provocado na folha (Zabaras, 2001; Mello & Silva — Filho, 2002; Banchio et al.,
2005; Piesik et al., 2006). Ja a resposta bioldgica inicia-se com uma injuria
provocada pelo inseto na folha da planta, fazendo com que a mesma responda
com a produgdo de metabolitos secundarios diante do estresse (Piubelli et al.,

2003; Mohanta et al., 2012).

2.4.1 - Resposta fitoquimica por danos biolégicos

A resposta da planta ao ataque de insetos pode ser constitutiva, onde a
planta produz metabdlitos secundarios em nivel basal. Nesse tipo de defesa a
planta independe de ataque de insetos para produzir metabdltos secundarios.
Outra forma de defesa é induzida, onde a planta produz metabdltos
secundarios mediante o ataque de insetos (Mello & Silva — Filho, 2002). A
resposta fitoquimica induzida por dano biolégico da soja é ocasionada por
injurias provocadas por insetos e resulta na produgdo de metabolitos
secundarios (Piubelli et al., 2003). Essa resposta é direta, onde metabdlitos
secundarios sao produzidos para defesa contra herbivoros (Fig 2). Um outro
tipo de defesa é a indireta que consiste em a planta defender-se da herbivoria
através de parasitoides e predadores, os quais sao atraidos para planta
atacada por meio de seus compostos quimicos volateis (Arimura et al., 2005).

Os flavondides podem ser encontrados em determinadas plantas da

familia Asteraceae, Myrtaceae, Passifloraceae, Polygonaceae, Solanaceae,
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(Simmonds, 2001; Souza et al., 2012). Eles desempenham um papel
importante na defesa contra microrganismos e insetos (Dixon & Steele, 1999),
pois sdo toxicos (Harborne & Grayer, 1993). Esses metabdlitos secundarios
estdo presentes na soja. A rutina € um flavondide mais citado (Stamp
&Skrobola, 1993; Hoffmann-Campo et al., 2001; Piubelliet al., 2005; Hoffmann-
Campo et al.,2006; Salvador et al., 2010). Outros flavondides também podem
ser encontrados na soja como daidizina, genistina, (Piubelli et al., 2003),
genisteina, naringenina, quercetina e daidzeina (Porter et al., 1986).

O flavondide rutina é encontrado em gendtipos de soja Pl 227687
(Hoffmann-Campo et al., 2001; Piubelliet al., 2005) e tem sido amplamente
utilizado nos programas de melhoramento de plantas como fonte de resisténcia
a insetos desfolhadores. Esse composto causa efeitos antibidtico e/ou
antinutricionais em muitos insetos mastigadores (Stamp &Skrobola, 1993),
incluindo a lagarta-da-soja (Hoffmann-Campo et al.,2006).

A resposta fitoquimica induzida foi evidenciada em sementes de soja
atacadas por N. viridula Linnaeus (Hemiptera: Pentatomidae), onde houve um
expressivo aumento dos niveis dos metabdlitos secundarios isoflavonas.
Nessas condigdes a cultivar de soja que apresentou maior teor de isoflavonas
nas sementes foi a cultivar Pl 227687 (Piubelli et al., 2003). Além da producao
de flavondides em sementes de soja, esses compostos sdo produzidos em
folnas de Ginkgo biloba atacadas por Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833)

(Lepidoptera: Noctuidae) (Mohanta et al., 2012).
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Figura 2 — Modelo adaptado de sistema de interacdo inseto — planta
exemplificando a resposta direta e indireta das plantas ao ataque de insetos. O
sistema é dinamico, sujeito a variagdo continua. A fim de reduzir o ataque de
insetos, as plantas apresentam diferentes mecanismos de defesas, incluindo
defesas quimicas, como a produgcdo de proteinas, compostos volateis que
atraem insetos predadores de herbivoros, metabdlitos secundarios e barreiras
fisicas, como os tricomas (Mello & Silva — Filho, 2002).

2.4.2 - Resposta fitoquimica por dano mecanico

A resposta fitoquimica induzida também ocorre em plantas injuriadas
mecanicamente, por ferimentos ocasionados nas folhas que estimulam a
producao de metabdlitos secundarios. Esse tipo de comportamento da planta a
injuria € conhecida como resposta induzida, onde a planta produz compostos
quimicos em resposta a um ferimento (Zabaras, 2001; Mello & Silva — Filho,

2002; Banchio et al., 2005; Piesik et al., 2006).
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Algumas plantas quando injuriadas mecanicamente produzem os
volateis linalol e 6xido de linalol, e 0 aumento da concentracédo € evidenciado
nos diferentes tempos (Piesik et al., 2006). Injurias mecanicas realizadas em
folnas de Ocimum minimum Lamiaceae (manjericao) produz 15 compostos,
dentre os compostos produzidos em maior concentragao esta o linalol, eugenol
e sesquiterpenos (Zabaras, 2001). Em folhas de Minthostachys mollis
Lamiaceae (mufa) com esse mesmo tipo de injuria houve produgdo dos
volateis mentona e pulegona, e apdés 48 horas de dano nas folhas, esses

compostos diminuiram de forma expressiva (Banchio et al., 2005).

2.5 - Vias metabolicas de biossintese de flavonoides

Existem duas vias de biossintese de flavondides: a rota do chiquimato e
do acetil-coenzima A. Envolvida nessa rota, o aminoacido fenilalanina € um
percursor importante da biossintese dos flavondides (Fig 3) (Winkel-Shirley,
2001; Mohanta et al., 2012). Esse sistema é proporcionado pela saliva do
inseto que contém elicitores que irdo desencadear uma resposta quimica da
planta frente ao ataque. Os elicitores desencadeiam na planta um aumento do
fluxo de calcio na membrana celular na area injuriada, além disso, proteinas
serao fosforiladas e ocorrera a formagao de espécies reativas de oxigénio (de
Bruxelles e Roberts, 2001), fazendo com que a célula produza sinais que
ativaram genes de defesa. O acido jasménico também sera produzido com
esse processo (Ryan, 2000). A partir desse ponto rotas importantes séo

ativadas como a rota do chiquimato e da coenzima A.
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A rota do chiquimato e do acetil-coenzima A estdo envolvidas na
formacdo do aminoacido fenilalanina, que € um percursor importante da
bossintese dos flavondides. A partir da fenilalanina inicia-se a biossintese de
inumeros flavondides, dentre os quais destacam as isoflavonas, flavonolol,
antocianinas, flavonas, auronas, taninos condensados, flavonas, isoflavonas,
chalconas (Winkel-Shirley, 2001; Mohanta et al., 2012). Para isso ocorrer um
processo de catalise € necessario.

O primeiro passo da biossintese dos inumeros metabdlitos segue com o
processo de catdlise da chalcona sintase (CHS), que utiliza malonil-CoA e 4-
coumaroil-CoA como substratos. E a partir desse ponto outras enzimas
entraram em acéao para ocorrer a formacao dos flavonoides. Dentre as enzimas
envolvidas nesse processo estdo: cinamato-4-hidroxilase (C4H), chalcona
isomerase (CHI), chalcona redutase (CHR), chalcona sintase (CHS), 4-
coumaroil: CoA-ligase (4CL), di-hidroflavonol-4-redutase (DFR), 7,29-di-hidroxi,
49-methoxyisoflavanol desidratase (CMSD), flavanona 3-hidroxilase (F3H),
sintase flavona (FSI e FSII), flavondide hidroxilase 39 (F39H) ou hidroxilase
flavondide 3959 (F3959H), a isoflavona O-metiltransferase (IOMT), a isoflavona
redutase (IFR), a isoflavona 29 - hidroxilase (129H), a isoflavona sintase (IFS),
leucoanthocyanidin dioxigenase (LDOX), redutase leucoanthocyanidin (LCR),
O-metiltransferase (OMT), Phe ambnia-liase (PAL), rhamnosyl transferase
(RT), estilbeno sintase (STS), UDPGflavonoideglucosil transferase redutase
(UFGT), e vestitone (VR), (Winkel-Shirley, 2001). Essas enzimas sao
responsaveis por montar os esqueletos de carbonos durante a formacédo dos

flavonoides (Winkel-Shirley, 2001).
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Figura 3 - Biossintese dos flavondides. A biossintese desses compostos inicia
com o metabolismo da fenilpropandide. O primeiro passo da biossintese dos
inumeros metabdlitos segue com o processo de catalise da chalcona sintase
(CHS), que utiliza malonil-CoA e 4-coumaroil-CoA como substratos. (Winkel-
Shirley, 2001).
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2.6 - Inibidores de proteases

A fungdo dos inibidores de protease (IPs) foi investigado em 1947,
quando Mickel e Standish diagnosticaram que as larvas de insetos n&do eram
capazes de se desenvolverem sobre produtos a base de soja (Haq et al., 2004;
Migliolo et al., 2010). Esses compostos sao utililizados para aumentar a
resisténcia das plantas a insetos pragas devido a sua robustez (abundancia,
especificidade, atingir enzimas especificas de insetos, sdo resistentes a
protedlise) (Jongsma & Boulter, 1997; Abdeen et al., 2005). Os IPs sé&o
proteinas relativamente pequenas de 29 a 190 residuos de aminoacidos e
podem ser agrupadas em familias diferentes, tendo por base a similaridade da
sequéncia, similaridade topoldégica e mecanismo de ligagdo a enzima
(Richardson, 1991). Os IPs sdo moléculas pequenas, estaveis e faceis de
purificar; sendo encontrados nos 6rgaos reprodutivos, de reserva e vegetativos
das plantas (Whitaker, 1994).

Os niveis mais altos de IPs podem ser encontrados em folhas de plantas
jovens ou maduras (Broadway & Missurelli, 1990; Haq et al., 2004; Ferreira et
al., 2005), demonstrando maior investimento em defesa contra inseto da planta
em folhas mais nutritivas. Essas proteinas acumulam distante ou no local da
injuria em resposta a estresse sofrido pela planta. Os niveis de mRNA dos IPs
elevam nas folhas de 3 a 4 horas apds a injuria. Os IPs assim que séo
produzidos s&o acumulados no vacuolo central das células vegetais,
persistindo por até uma semana (Karban e Baldwin, 1997). Os IPs séo

produzidos por genes ativados pela via do jasmonato.
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A ativagdo dos genes de defesa que codificam inibidores de proteases
mostra que um sinal sistémico € necessario para ativacédo (Fig 4). O acido
jasmoénico é parte integral de um sistema de transducdo de sinal intracelular
que regula genes de defesa para inibidores de proteases. A planta ao ser ferida
por um inseto produz um sinal sistémico, a sistemina (peptideo), ou quando a
planta € injuriada por patdgenos produz uma molécula-sinal, o oligouronideo
(polissacarideo) (Farmer & Ryan 1992). A sistemina € um homénio-peptideo e
age na via sinalizadora octadecandide que gera acido jasménico, um
sinalizador que desencadeia o processo genético de defesa (Bari & Jones,
2009). A sistemina é expressa por genes na planta através de ferimentos por
herbivoros ou mecanicamente e transportada para areas da planta ainda
intactas. A sistemina atua sobre a mitogen activated protein — MAP — cinase
que ativa a fosfolipase e libera acido linoleico das membranas celulares e aleno
oxido-ciclase que gera o intermediario do acido jasmoénico, o acido 12 — oxo —
fitodiendico — OPDA. Esses eventos culminam no aumento da producao de
acido jasmonico o qual ira ativar as vias de defesa da planta contra herbivoria
(Picchi et al., 2009; Shivaiji et al., 2010).

Os inibidores de proteases sao frequentes em sementes de plantas,
podendo ter seus niveis elevados em tecidos das plantas por herbivoria (Koiwa
et al., 1997; Ryan, 2000; Bruinsma et al., 2007). Os inibidores de serino
proteases sdo 0s mais comuns em animais, microrganismos e plantas (Gomes
et al., 2005). Os IPs aumentam a resisténcia das plantas a insentos pragas,
pois € abudante, estavel a protedlise, resistente a variagcdo de pH intestinal, e

especifico a determinadas enzimas digestivas de insetos (Jongsma & Boulter,
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1997; Abdeen et al., 2005). Os IPs encontrados em plantas s&o classificados
em diferentes familias.

Nessas pode ser encontrado os inibidores Kunitz que inclui SBTI,
inibidor de tripsina da soja mais comum em plantas. Esse inibidor pode ser
encontrado em Leguminoseae, Mimosoideae, Papilonidae, Ceaesalpiniodae
(Chougule et al., 2008). Outra familia de inibidor € a Bowman-Birk (BBI)
encontrado em Leguminoseae, Fabaceae, Phaseolaceae, Glycinaceae e Viciae
(Xavier-Filho & Campos, 1989). E tais compostos quimicos podem atuar contra
insetos pragas.

Os IPs apresentam efeitos adversos na fisiologia dos insetos. O berenil
causa inibicdo das proteases do intestino da lagarta-da-soja, causando baixa
atividade proteolitica (Paixao et al., 2013). Os inibidores sintéticos do tipo
benzamidina e bis-benzamidina também afetam essa lagarta, causando morte
e comprometendo o desenvolvimento (Pilon et al., 2006; Moreira, 2007; Pilon et
al., 2009; Moreira et al., 2011). IPs com toxinas Cry1Ac causaram mortalidade
de Helicoverpa armigera (Hubner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae) (Lomate et
al., 2013). Inibidores de protease Xbpi-1 mataram Acyrthosiphon pisum
(Hemiptera: Aphididae) (Jin et al., 2014). Os inibidores do tipo scN (inibidor de
cisteino proteases de soja), pepistatina A (inibidor de aspartil proteases) e Kl
(inibidor de tripsina de soja do tipo Kunitz) ingeridos por Callosobruchus
maculatus (Fabricius, 1775) (Coleoptera: Chrysomelidae), apresentaram
inibicao de cisteino e aspartil proteases, afetando a fisiologia (Amirhusin et al.,

2007).
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2.7 - Efeitos de metabdlitos secundarios na biologia de insetos

A biologia dos insetos é afetada negativamente ao consumirem plantas
com flavonoides resistentes a insetos (Anshul et al., 2013; Samuel et al., 2014).
Isso afeta diretamente na duracdo dos estagios de desenvolvimento dos
insetos e sua massa, além de causar mortalidade em condi¢des extremas.

A duragéo dos estagios das ninfas de Nezara viridula (Linnaeus, 1778)
(Hemiptera: Pentatomidae) aumentou ao serem alimentadas com genétipos de
sojas IAC-17, 19 e 24 resistentes a insetos (Souza et al 2012). A longevidade
de adultos de Piezodorus quildinii  (Westwood, 1837) (Hemiptera:
Pentatomidae) foi menor que o controle ao ser alimentados com as sojas
resistentes a insetos IAC-17, 18, 19 e 24 (Silva et al., 2013). A duracéo larval
de A. gemmatalis e de Trichoplusia ni (Hubner, 1800) (Lepidoptera: Noctuidae)
aumentou por consumir sojas resistentes a insetos (Hoffmann-Campo et al
2001; Piubelli et al., 2005).

A massa corporal de insetos também pode ser afetada por plantas
resistentes. A massa de adultos de P. guildinii diminuiu ao serem alimentados
com sojas resistentes (Silva et al., 2013). A massa das ninfas diminuiu apos
alimentagdo com soja IAC-17 (Souza et al., 2012). A massa de pupas de T. ni
alterou ao serem submetidas a alimentagdo com soja resistente Pl 227687
(Hoffmann-Campo et al., 2001). A massa de A. gemmatalis diminui apoés o
consumo de sojas resistentes (Piubelli et al., 2005).

A soja resistente também pode causar mortalidade nos insetos. A
mortalidade ocorre por se aliementarem de plantas contendo compostos
quimicos téxicos (Jayanthi et al., 2012; Gautam et al., 2013). A mortalidade de

N. viridula foi acetuada apds ter consumido IAC-19 e 24 (Souza et al., 2012). A
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mortalidade de ninfas de P. guildinii foi maior que o controle quando
alimentados com cultivares de soja IAC-19 (Silva et al., 2013). A mortalidade de
pupas de T. ni foi aumentada ao alimentar de soja Pl 227687, resistente a
insetos (Hoffmann-Campo et al., 2001). A mortalidade de larvas de A.
gemmatalis foi maior que o controle quando consumiram o cultivar de soja IAC-
100, resistente a insetos (Piubelli et al., 2005).

Metabdlitos secundarios presentes em plantas resistentes sédo as
causas diretas de danos na vida dos insetos. Os metabdlitos secundarios em
dieta apresentam efeitos adversos na biologia dos insetos (Shwetha et al.,
2011; Samuel et al., 2014). Rutina isolada ou combinada com caseina diminui a
massa de larvas e pupas de A. gemmatalis e de T. ni (Hoffmann-Campo et al.,
2001; Hoffmann-Campo et al., 2006; Salvador et al., 2010). Esses compostos
quimicos também afetaram a duracao larval de de A. gemmatalis (Salvador et
al., 2010). A rutina alongou a duracédo do tempo de pupas T. ni (Hoffmann-
Campo et al.,, 2001). Rutina e quercetina aumentou a duracdo larval de A.
gemmatalis (Gazzoni et al., 1997). Esses flavondides causaram mortalidade de
A. gemmatalis (Gazzoni et al., 1997). Os flavondides sao responsaveis pela
mortalidade de coledpteras pragas de graos armazenados (Nenaah et al.,
2012). A azadiractina é responsavel por matar lagartas Spodoptera litura

(Fabricius, 1775) (Lepidoptera: Noctuidae) (Kaur et al., 2014).
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3 -OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta fitoquimica induzida em cultivares de soja resistentes
e suscetivel injuriadas por A. gemmatalis e as influéncias dessas plantas na

biologia do inseto.

3.1 - Objetivos Especificos

1) Identificar os flavondides em folhas de soja atacadas por A. gemmatalis
utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

2) Quantificar os flavondides em folhas de soja atacadas por A. gemmatalis
utilizando a técnica de CLAE;

3) Identificar os flavondides em folhas de soja injuriadas mecanicamente
utilizando a técnica de CLAE;

4) Quantificar os flavondides em folhas de soja injuriadas mecanicamente
utilizando a técnica de CLAE;

5) Determinar inibidores de proteases em folhas de soja injuriadas por
Anticarsia gemmatalis;

6) Determinar a mortalidade das lagartas-da-soja alimentadas com cultivares
de soja;

7) Determinar o desenvolvimento de lagartas-da-soja alimentadas com

cultivares de soja.
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4 - MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Enzimologia,
Bioquimica de Proteinas e Peptideos do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) e no Laboratério de Biodiversidade do Departamento
de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa,

Minas Gerais, Brasil.

4.1 - Criagao da Lagarta-da-Soja Anticarsia gemmatalis

Ovos de A. gemmatalis foram obtidos do Centro Nacional de Pesquisa
da Soja (CNPSo), Londrina, Parana, e mantidos no Laboratério de Criagao de
Insetos do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade
Federal de Vigosa, a 26 + 2 °C de temperatura, 70 £ 5 % de umidade relativa
do ar. A lagarta-da-soja apresenta ciclo biolégico com duragcédo entre trés e
quatro semanas (Hoffman-Campo et al., 1985) e suas formas adultas foram
obtidas de pupas e colocadas em placas de Petri no interior de gaiola telada de
dimensdes 50 x 50 cm, revestida internamente com folhas de papel sulfite, A4.
Apoés o quarto dia, as mariposas emergiram e foram alimentadas com solugéo
nutritiva composta de mel (10,5 g), cerveja (350 mL), sacarose (60 g), acido
ascorbico (1,05 g), nipagin (1,05 g) e agua (1000 mL), embebida em um
chumaco de algodao colocado no fundo da gaiola, sobre uma placa de Petri.

A postura de A. gemmatalis ocorreu apoés o terceiro dia, na superficie do
papel que reveste internamente a gaiola. Estas folhas de papel foram retiradas

e cortadas em tiras de 2,5 cm de largura x 10 cm de comprimento e colocadas
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em copos plasticos de 500 mL com um orificio circular na tampa de

aproximadamente 2 cm, onde foi acoplada uma tela de filé. Estes copos foram

entdo transferidos para uma camara climatizada a 25 °C, com umidade relativa

do ar de 60 + 10% e fotoperiodo de 14 horas mantido por “timers” acoplados a

ldampadas tipo luz-do-dia. No segundo ou terceiro dia apds observar a eclosao

dos ovos, iniciou-se a alimentacdo das larvas de A. gemmatalis baseada na

metodologia de Hoffman-Campo et al. (1985), colocando-se um cilindro de

dieta artificial em cada copo plastico.

4.1.1 - Preparo da dieta artificial

A dieta artificial foi preparada utilizando diversos ingredientes e sua

composicao esta de acordo a apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 — Composigéo da dieta artificial utilizada no experimento com lagarta-

da-soja.
Composicao
Ingredientes (g/100 g de mistura)
Feijdo mulatinho cozido 4.8
Levedo de cerveja 24
Germe de trigo 3,8
Proteina de soja 3,8
Caseina 1,9
Agar-agar 1,34
Acido ascorbico 0,23
Acido sérbico 0,11
Solugéo vitaminica 0,38
Nipagin 0,19
Formol 40% 0,23
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Todos os ingredientes, exceto acido ascoérbico, acido sérbico, nipagin,
formol e solucdo vitaminica, foram processados e misturados, nesta ordem,
com o auxilio de um liquidificador industrial. A mistura foi autoclavada por 1
hora a pressdo de 1,5 kgf/lcm2, em seguida foi transferida novamente para o
liquidificador, misturada e adicionada de acido ascorbico (6 g), acido sérbico (3
g), nipagin (metilparabeno) (5 g), formol 40% (6 mL) e 10 mL de solugéo
vitaminica composta por niacinamida (1 mg), pantotenato de calcio (1 mg),
tiamina (0,25 mg), riboflavina (0,50 mg), piridoxina (0,25 mg), acido folico (0,25
mgq), biotina (0,02 mg), inositol (20 mg) e agua (1L), até formar uma pasta
homogénea, que foi transferida ainda quente para recipientes plasticos com
tampa. A pasta obtida foi resfriada em camara germicida acondicionada com

luz ultravioleta e conservada a 4 °C.

4.2 - Cultivares de soja e resposta fitoquimica a injuria mecanica

Sementes das cultivares de soja IAC-PL1 (suscetivel a insetos), IAC-17
e IAC-24 (resistente a insetos) foram obtidas do Instituto Agrondémico de
Campinas (IAC) de S&o Paulo, Brasil e cultivadas até o estadio V3, conforme
caracterizagao feita por Fehr & Caviness (1977). As plantas foram cultivadas
em vasos de 4 Kg de substrato e mantidos em casa de vegetagdo sob as
condicbes de temperatura de 25 °C + 5 e umidade 70% + 10.

Os trés cultivares de soja foram submetidos a injuria mecanica utilizando
perfurador de papel, onde as plantas permaneceram em casa de vegetagao por
24 horas. Para cada cultivar foi mantido um controle. Este tratamento foi

realizado com trés repeti¢cdes (vasos), e em cada vaso (trés) havia trés plantas
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de soja. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado. Apds a planta ter atingido o estadio de desenvolvimento V3 (Fehr
& Caviness, 1977), foi feita a coleta dos foliolos injuriados e nado injuriados
(controle) para analise dos flavonoides.

Em seguida, foi preparado novo experimento utilizando-se o cultivar de
soja IAC-24, avaliado-o em quatro tempos distintos (0, 6, 12 e 24 horas), para
verificagdo de resposta fitoquimica por dano mecanico (Zabaras & Wyllie 2001).
Para cada tempo descrito acima foi feito o controle com plantas néo injuriadas.
Este experimento foi realizado em esquema fatorial e o delineamento foi
inteiramente casualizado, com trés repeticdes e cada repeticdo consistiu de um
vaso contendo trés plantas. Apds os tempos estabelecidos, a terceira folha
trifoliolada da soja foi retirada de cada planta para analise de flavondides.

As amostras coletadas foram acondicionadas em pacotes de papel
aluminio, congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C para

analise de compostos quimicos.

4.2.1 - Cultivares de soja e resposta fitoquimica a injuria biolégica

Para este experimento, os cultivares de sojas IAC-PL1, IAC-17 e IAC-24
foram mantidos em casa de vegetagao sob as condigbes de temperatura de 25
°C + 5 e umidade 70% + 10. As plantas foram cultivadas em vaso contendo 4
Kg de substrato até o estadio de desenvolvimento V3, conforme caracterizagéo
feita por Fehr & Caviness (1977).

Estes trés cultivares foram submetidos a injuria por lagartas de A.

gemmatalis durante 24 horas. Para cada cultivar foi mantido um controle. Este
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tratamento foi realizado em trés repeticbes e em cada vaso havia trés plantas.
Para cada vaso foram colocadas trés lagartas, sendo uma por planta. A lagarta
foi mantida na folha da planta com auxilio de um saco de organza. Esse
trabalho foi executado em delineamento inteiramente casualizado. Apds a
planta ter atingido o estadio de desenvolvimento V3 (Fehr & Caviness, 1977),
foi feita a coleta dos foliolos injuriados e nao injuriados (controle) para analise
dos flavonoides.

Em seguida, foi preparado um outro experimento utilizando-se o cultivar
de soja IAC-24, avaliando-o em 4 tempos distintos (0, 12, 24, 36, 48 horas)
(Piubelli et al., 2003; Mohanta et al., 2012), para verificacdo de resposta
fitoquimica por dano bioldgico causado por A. gemmatalis. Para cada tempo
descrito acima foi feito o controle com plantas nao injuriadas. Este experimento
foi realizado em esquema fatorial e o delineamento foi inteiramente
casualizado, com trés repeticdes e cada repeticdo consistiu de um vaso
contendo trés plantas. Apds os tempos estabelecidos, a terceira folha
trifoliolada da soja foi coletada, acondicionadas em pacotes de papel alumimio,
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80 °C para

analise de flavondides e inibidores de proteases.

4.2.2 - Obtengao do extrato foliar para analise de flavonéides

O extrato foliar dos cultivares de soja foi preparado a 4 °C. As folhas
foram pesadas (500 mg), e maceradas em almofariz com pistilo utilizando-se
nitrogénio liquido. O pd obtido foi transferido o para tubos plasticos de 15 mL

com 5,0 mL de metanol 80% e mantidos em banho de ultrassom por 20 min, e
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em seguida, centrifugados a 3.000 g por 5 min a 4°C. Os sobrenadantes
obtidos foram evaporados em concentrador speed vacuum e os extratos secos
ressuspendidos com 2 mL de metanol absoluto, filtrados com filtro PTFE 0,45

pMm e acondicionados em vials.

4.2.3 - Identificacao e quantificagdo dos flavonéides por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Das amostras obtidas anteriormente, retirou-se uma aliquota de 30 pl e
injetou-se no cromatografo (Shimadzu Prominence - bomba LC - 20 AD,
detector SPD - M 20 A, forno CTO - 20 A, programa LabSolutions) com uma
coluna de fase reversa para detecgdo dos metabdlitos secundarios (C-18, 4,6 x
mm didmetro interno, 150 mm de comprimento, 4,8 um diametro das
particulas). Os extratos foram eluidos com gradiente segmentado constituido
de solugao de acido acético 2% (A) e acetonitrila (B). A forca cromatografica da
fase maovel variou na proporgao 0 -4 min 5 % B; 4 - 15 min 20% B; 15 - 20 min
35% B; 20 - 30 min 90% B; 30 - 40 5% B; sendo utilizada uma temperatura de
40 °C (CTO — 20 A). O fluxo do solvente foi de 0.6 mL/ min e absor¢ao
mensurada em 254 nm (DAD).

Os flavonoides foram avaliados quantitativamente por comparacédo com
padrdes (Sigma®) desses compostos através de injegdes de canferol,
daidzeina, daidzina, genisteina, genistina, quercetina e rutina no cromatégrafo.
Em caso de diagnéstico positivo para um desses compostos uma curva de
calibragéo foi construida. Curvas de calibragdo foram realizadas com injecao

de concentragdes de daidzina (1,2; 2,4; 3,6; 4,8 ug), quercetina (0,8; 1,6; 2,4;
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3,2 ug) e rutina (0,8; 1,6; 2,4; 3,2 pg). As curvas de regressao linear foram
obtidas, a partir da concentragdo da area do pico desses compostos, para

realizagao dos calculos de concentracio de flavondides nas amostras.

4.3 - Obtencdao do extrato foliar para determinagcao de inibidores de

proteases em folhas de soja

O preparo do extrato bruto foi realizado a 4 °C, de acordo com o método
descrito por Ohta et al. (1986), modificado por Batista et al. (2002). As folhas de
soja, apods terem sido pesadas, foram imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido e trituradas em almofariz. O pé obtido foi macerado em tampéo fosfato
de sodio 50 mM, pH 6,5, na propor¢ao de 1:3 (p/v) e em seguida centrifugado a
17.200 g por 60 minutos a 4 °C. O sobrenadante, denominado extrato bruto, foi
utilizado para as determinacdes da concentracao de proteina total e avaliagao

da concentragao de inibidor de proteases.

4.3.1 - Determinagao de inibidores de proteases

A presenga de inibidores de proteases no extrato bruto foliar foi
determinada utilizando-se tripsina bovina. A atividade triptica, na presenca de
inibidores, consistiu no seguinte procedimento analitico: a) para a analise do
teste: 50 uL do extrato; 500 uL de Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo 20 mM de
cloreto de calcio, e 50 yL da solucao de tripsina 4,7 x 10-5 M foram adicionados
em um tubo de ensaio; b) para o controle da enzima foram adicionados, em

outro tubo de ensaio, 550 uL de Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo 20 mM de
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cloreto de calcio e 50 pL da solugdo de tripsina 4,7 x 10-5 M. c) para o Branco:
1000 uL de Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo 20 mM de cloreto de calcio e 500
ML de L-BApNA 1,2 mM. Essa mistura contida em ambos os tubos (teste e
controle da enzima, respectivamente) foi incubada por cinco minutos, a
temperatura ambiente. Apds transcorrido o tempo de incubacgao, 500 pL da
mistura de incubacgédo, do teste e do controle, foram retirados e adicionados a
outro tubo com 500 uL de Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo 20mM de cloreto de
calcio e 500 uL da solugado de L-BApNA 1,2 mM. Todas as amostras foram
analisadas em espectrofotometro em comprimento de onda de 410 nm por 2,5
min.

Os resultados obtidos foram convertidos em mg de tripsina inibida por
grama de proteina, de acordo com a seguinte equagéo:

mg de tripsina inibida/ grama de proteina =  (AxB)/(Cx1.000xP).

A = Absorvéancia a 410 nm do controle — absorvanica a 410 nm da
amostra;

B = Diluigdo da amostra;

P = Concentracdo em mg/mL de proteinas dos extratos;

C = Fator de tripsina, ou seja, o produto de atuagdo de 1 pg de tripsina
ativa sobre o substrato D, L-BApNA da uma leitura de absorvancia de 0,019 em

410 nm (Kakade et al., 1974).
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4.3.2 - Determinagao da concentragao de proteina nos extratos

A concentragcdo de proteina dos extratos enzimaticos de A. gemmatalis
foi obtida segundo o método descrito por Bradford (1976), utilizando como

padrédo uma solucéo 0,2 mg/mL de (BSA).

4.4 - Desenvolvimento de Anticarsia gemmatalis alimentadas com foliolos

de sojas resistentes a insetos

As mariposas utilizadas neste experimento foram obtidas da criacao
descrita no item 3.1. Estas mariposas ovopositaram em folhas de papel A4 e
apos a eclosao dos ovos as larvas foram alimentadas com foliolos de soja sem
resisténcia a insetos durante o primeiro instar. A seguir, essas larvas foram
alimentadas com dieta artificial, soja suscetivel a insetos, IAC- PL1, e dois
cultivares de soja resistentes a insetos, IAC — 17 e IAC — 24. Para cada
tratamento utilizou-se 20 lagartas, e estas foram distribuidas em cinco
recipientes plasticos de 100 mL, colocaram-se quatro lagartas por recipiente,
totalizando cinco repetigcdes. O delineamento utilizado para esses tratamentos
foi inteiramente casualizado. E ao longo do tempo foi avaliada a mortalidade e

a duracao da fase larval das lagartas-da-soja.

4.5 - Analises Estatisticas

Os experimentos foram analisados no programa estatistico R,

considerando 5% de erro. Os dados foram analisados quanto a normalidade
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com o teste de Shapiro test, e homogeneidade das variancias no programa
Sigmaplot 12.5. Apds essas verificagdes foi aplicada a ANOVA, seguida de
teste de Tukey. Os dados que ndo seguiram a normalidade ou tiveram
heterodasticidade nas variancias foram ajustados com gim utilizando-se

quasipoisson.
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5 - RESULTADOS

5.1 - Identificagao de flavonéides em cultivares de soja.

As cultivares de soja suscetivel (IAC-PL1) e resistente (IAC-17 e 24) a

insetos injuriadas mecanicamente (Figura 1) e por A. gemmatalis (Figura 2 e 3)

apresentaram trés picos, sendo identificados os compostos daidzina,

quercetina e rutina.
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Figura 5 — Cromatogramas das cultivares de soja IAC-PL1, controle (a), com
injuria  mecanica (b) e injuriada por Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) (c). Os compostos daidzina (1), (tempo de retengéo - TR 11,6 min),
rutina (2), (TR 13,7 min) e quercetina (3), (TR 25 min) foram indetificados.
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Figura 6 — Cromatogramas das cultivares de soja IAC-17, controle (a), com
injuria mecanica (b) e injuriada por Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) (c). Os compostos daidzina (1), (tempo de retencédo - TR 11,6 min),
rutina (2), (TR 13,7 min) e quercetina (3), (TR 25 min) foram indetificados.
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Figura 7 — Cromatogramas das cultivares de soja IAC-24, controle (a), com
injuria  mecanica (b) e injuriada por Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) (c). Os compostos daidzina (1), (tempo de retencdo - TR 11,6 min),
rutina (2), (TR 13,7 min) e quercetina (3), (TR 25 min) foram identificados.
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5.1.1 - Resposta fitoquimica dos cultivares de soja por dano mecanico e

biolégico

As concentracbes dos flavonodides daidzina, quecertina e rutina nao
diferiram estatisticamente entre as cultivares IAC-PL1, IAC-17 e IAC-24 com e
sem injuria mecanica e injuriadas por A. gemmatalis (P >0,05) ap6s 24 horas

(Tabela 2) (Figura 4, 5 e 6).

Tabela 2- Concentragdo(mg/g) de rutina, daidzina e quercetina nos cultivares de
soja injuriadas por Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) e injuriadas
mecanicamente por 24 horas.

Rutina (mg/g) Daidzina (mg/g) Quercetina (mg/g)

Tratamentos Média Dp Média Dp Média Dp
IAC-17 Controle 0,036 + 0,034 0,216 +0,113 0,014 + 0,006
IAC-17 Mecéanico 0,016 + 0,011 0,207 + 0,089 0,014 + 0,007
IAC-17 Bioldgico 0,013 + 0,012 0,287 + 0,049 0,009 + 0,002
IAC-24 Controle 0,042 + 0,010 0,253 + 0,057 0,011 + 0,003
IAC-24 Mecénico 0,033 + 0,001 0,242 + 0,017 0,011 + 0,003
IAC-24 Bioldgico 0,033 + 0,001 0,213 + 0,017 0,010 + 0,001
IAC-PI1 Controle 0,019 + 0,009 0,051 + 0,009 0,009 + 0,003
IAC-PI1 Mecanico 0,020 + 0,004 0,042 + 0,013 0,009 + 0,003
IAC-PI1 Biolégico 0,013 + 0,012 0,086 + 0,035 0,007 + 0,001

Entre os tratamentos nao houve diferencas significativas pela Anova, P > 0,05.
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Figura 8 — Concentracado de rutina, daidzina e quercetina na cultivar IAC-17:
controle (C), injuriadas mecanicamente (M) e injuriadas por Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) (B) por 24 horas. Entre os tratamentos
(Rutina F 2,0 = 1,15 P > 0,05; Daidzina F 2,9 = 0,67 P > 0,05; Quercetina F 2,9 =
1,73 P > 0,05) nao houve diferencgas significativas pela ANOVA.
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Figura 9 — Concentragao de flavondides rutina, daidzina e quercetina na cultivar
de soja IAC-24: controle (C), injuriadas mecanicamente (M) e injuriadas por
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) (B) por 24 horas. Entre os
tratamentos (Rutina F 2, 9 = 2,35 P > 0,05; Daidzina F 2, 9 = 0,81 P > 0,05;
Quercetina F 2,9 = 0,47 P > 0,05) ndo houve diferengas significativas pela
ANOVA.
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Figura 10 — Concentracdo de flavonoides rutina, daidzina e quercetina em
plantas de soja IAC-PL1: controle (C), injuriadas mecanicamente (M) e
injuriadas por Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) (B) por 24 horas.
Entre os tratamentos (Rutina F 2,9 = 0,45 P > 0,05; Daidzina F 2,9 = 3,54 P >
0,05; Quercetina F 2,9 = 0,52 P > 0,05) ndo houve diferencgas significativas pela
Anova.

5.1.2 - Concentragao de flavondides no cultivar de soja IAC-24 injuriadas

mecanicamente e por A. gemmatalis em fung¢ao do tempo

A concentracao de flavondides daidzina, rutina e quercetina em plantas
do cultivar de soja IAC-24 atacadas por A. gemmatalis ou injuriadas
mecanicamente foi semelhante as do controle nos diferentes periodos de

avaliacao (P > 0,05), (Fig. 7 e 8).

41



0,6 1

(@)] a) _ ,
S @ Y=-13X+1422 R?=0,19
05 % o
EY O Y=16X+87,0 R2=0,18
2
'~ 0,4 1 o
O
3 . o
O
g 03] . . :
) o o
S 0,2 - o
© (e] L4 o
b —4 o
| o=
®
8 01 4e .
=
(@)
(@)
0,0 o pe
0,6 -
G b) ® Y=-00006X+005 R?=010
E’ 0,5 1 O vy=0,0007X+003 R?®=0,11
(]
c 04 -
2
S 03 -
o
S
© 0,2 -
5
[ ] o]
e 01 1 8
S 0
(@) (o]
0 ; i 8
0,0 °
—~ 0,6 1
(@)]
k) c) ® Y=-002X+55 R?=0,08
E 05 - O Y=011X+21 R’=030
©
£
g 04
(0]
o |
S 0,3 -
(0]
©
(@)
% 0,2 -
©
@ 01 -
(&)
[ o=
(@]
© 0,00 8 ¢ : 8
0 12 24 48
Tempo

Figura 11 - Concentracdo de flavonodides em foliolos de soja injuriadas por
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae). O circulo fechado indica
plantas atacadas pela lagarta e o circulo aberto, controle. (a) Daidzina (F 1, 20 =
2,17 P > 0,05); (b) Rutina (F 1,20 = 2, 43 P > 0,05); (c) Quercetina (F 1,20 = 3, 63
P > 0,05) ndo apresentaram diferengas significativas pelo teste de Covariancia.
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Figura 12 - Concentracdo de flavondides em foliolos de sojas injuriadas por
dano mecanico. O circulo fechado indica plantas injuriadas por dano mecanico
e o circulo aberto, controle. (a) Daidzina (F 1,20 = 0,008 P > 0,05); (b) Rutina (F
1,20 = 0,25 P > 0,05); (c) Quercetina (F 1,20 = 0,008 P > 0,05) n&o apresentaram
diferencgas significativas pelo teste de Covariancia.
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5.1.3 - Concentragao de flavondéides em sojas resistentes a insetos

Na cultivar IAC-17 a concentracido dos flavondides, daidzina, quercetina
e rutina apresentaram diferengas estatisticas (P< 0,05), com valores de 0,207;
0,014 e 0,016 mg/g (p/p), respectivamente. O extrato foliar da IAC-24 mostrou
maior concentragcado de daidzina (P < 0,05) em relagdo a quercetina e rutina,

0,242; 0,011 e 0,033 mg/g (p/p), respectivamente (Figura 9).
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Figura 13 - Concentracao de flavondides em extrato foliar de cultivares de sojas
resistentes a insetos IAC 17 (A) e IAC 24 (B) injuriadas mecanicamente. As
médias com letras iguais n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (P < 0,05).

A concentracdo dos flavondides entre as cultivares resistente e
suscetivel a insetos mostrou diferenga significativa, para o composto rutina e

daidzina (P < 0,05), enquanto que a quercetina teve valores iguais nas

cultivares IAC-17, IAC-24 e PL1 (Figura 10).
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Figura 14 - Concentragdes de flavondides nas cultivares de soja (IAC-17, 24)
resistente e suscetivel a insetos (IAC-PL1), injuriadas mecanicamente. As
médias com letras iguais nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (P < 0,05).

5.2 - Defesa por inibidores de proteases da soja

O extrato bruto das cultivares IAC-24 atacada por A. gemmatalis
apresentou diferenga estatistica (P < 0,05) para inibicdo da tripsina nos tempos
de 12 h, 24 h, e 36 h. Para o tempo zero nao houve diferenca significativa para

inibicao da tripsina (Figura 11).
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Figura 15 — Inibicdo da tripsina pelo extrato de folhas da cultivar IAC-24
injuriada por Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) (barras escuras) e
controle (barras claras). Os tratamentos sinalizados com asteriscos apresentam
diferenga estatistica pelo teste de ANOVA (Tempo O h, F 1,4 = 0,0008 P < 0,05;
Tempo 12 h, F 1,4 =23,97 P <0,05; Tempo 24 h, F 1,4=11,19 P < 0,05; Tempo
36 h, F 1,4=2341,33 P <0,05).

5.3 - Resposta bioldgica de lagarta-da-soja A. gemmatalis apés consumo

de soja resistente

A mortalidade das lagartas de A. gemmatalis alimentadas com dieta,
soja suscetivel (IAC-PL1) e resistentes (IAC-17, IAC-24) apresentou diferencas
estatisticas (P < 0,05) (Figura 12). A duragéo da fase larval de A. gemmatalis
alimentadas com dieta (controle), soja suscetivel (IAC-PL1) e resistente (IAC-

17 e IAC-24) também apresentou diferengas estatisticas (P < 0,05) (Figura 13).
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Figura 16 — Mortalidade de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae)
alimentadas com dieta, foliolos de soja susceptivel (IAC-PL1) e resistente a
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estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 17 — Duragédo da fase larval de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) alimenta com dieta, foliolos de soja susceptivel (IAC-PL1) e
resistente a insetos (IAC-17 e |IAC-24). As médias com letras iguais nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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6 - DISCUSSAO

As cultivares de soja IAC-17, IAC-24, resistentes a insetos, e IAC-PLA1,
suscetivel apresentaram os flavondides daidzina, rutina e quercetina, tanto
quando atacados pelas lagartas de A. gemmatalis quanto de soja injuriadas
mecanicamente (Figuras 1, 2 e 3). Plantas de soja produzem esses metabdlitos
secundarios como parte do arsenal quimico contra insetos pragas (Stamp &
Skrobola, 1993; Hoffmann-Campo et al., 2006; Salvador et al., 2010; Anshul et
al., 2013; Nenaah, 2013; Céspedes et al., 2014). Os flavondides rutina e
genistina foram relatados em folhas de soja (Piubelli et al., 2005; Silva et al.,
2013) e daidzeina, genisteina e naringenina em sementes de soja (Maria John
et al.,, 2013; Kim et al., 2014; Kim et al., 2014).

A concentragcdo de flavondides ndo aumentou nas cultivares 1AC-17,
IAC-24 e IAC-PL1, atacadas por lagartas de A. gemmatalis e injuriadas
mecanicamente (Tabela 2), ndo havendo resposta das plantas ao estresse
bidtico e abidtico. Além disso, a concentragdo de flavondides em plantas de
soja atacadas por A. gemmatalis ou injuriadas mecanicamente ao longo do
tempo, mostraram novamente auséncia de resposta induzida da planta ao
estresse bidtico (Figuras 7 e 8). Os flavonodides de plantas sao produzidos por
rotas metabdlicas da via do chiquimato e da acetilcoenzima A, produzindo
fenilalanina que dara origem aos esqueletos de carbono pela agdo de enzimas
especificas (Winkel-Shirley, 2001; Mohanta et al., 2012). Plantas de soja que
nao respondem ao estresse bidtico sdo insensiveis ao ataque da lagarta-da-
soja, o que pode ser devido a elicitores especificos para a rota metabdlica dos

flavonoides (Alborn 1997; Piubelli et al., 2003; O’Neil et al., 2010). A auséncia
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de resposta da planta apos ao estresse abidtico (dano mecéanico), pode ser
devido a falta de elicitores R-glicosidase e volicitin encontrados na saliva do
inseto (Alborn 1997; Piubelli et al., 2003; Maria John et al., 2013). No entanto,
plantas podem produzir compostos quimicos apos injurias mecanicas e danos
por insetos, como isoflavondides em sementes de cultivares de soja
danificadas por percevejos N. viridula (Piubelli et al., 2003) e flavondides em
plantas elicitadas por Manduca sexta lepidéptera (Woldemariam, 2013).
Flavondides também foram produzidos por plantas atacadas por Spodoptera
littoralis (Boisduval, 1833) (Lepidoptera: Noctuidae) (Mohanta et al., 2012). Por
outro lado, plantas injuriadas mecanicamente, produziram compostos quimicos
como o linalol e oxido de linalol (Piesik et al., 2006); Ocimum minimum
(Lamiales: Lamiaceae) produziu 15 compostos sendo o linalol, eugenol e
sesquiterpenos em maior concentragao (Zabaras, 2001) e Minthostachys mollis
o mentona e pulegona (Banchio et al., 2005). As cultivares de soja envolvidas
nesse estudo caracterizam-se por apresentarem defesa constitutiva, onde a
planta produz compostos quimicos independente de um estresse do meio
externo (Mello & Silva — Filho, 2002).

A quercetina e rutina, presentes na soja resistente a inseto (Figura 9),
sao citadas com ac¢des adversas sobre pragas agricolas. Extrato de Hybanthus
parviflorus contendo rutina apresentou efeito inseticida sobre moscas Ceratitis
capitata (Broussalis et al., 2010). A rutina, encontrada em genétipos de soja
(Hoffmann-Campo et al., 2001; Piubelli et al., 2005), tem sido alvo em
programas de melhoramento de plantas como fonte de resisténcia contra
insetos desfolhadores. Esse composto causou efeitos antibidticos e/ou

antinutricionais em insetos mastigadores (Stamp & Skrobola, 1993), incluindo
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A. gemmatalis Hibner (Hoffmann-Campo et al., 2006). A quercetina também
afeta a fisiologia do inseto. Extratos da planta Ficus sarmentosa var. henryi
contendo quercetina apresentaram efeito inseticida em Musca domestica e
Aedes albopictus (Xue-gui et al., 2011). Em cultivares de sojas resistentes a
insetos, a rutina teve variagao na concentragao de 0,212 — 3,682 mg/g (Piubelli
et al., 2005). A presenca dos tres compostos, rutina, daidzina e quercetina
pode atuar sinergisticamente contra a herbiboria (Malarvannan et al., 2008),
pois a inclusdo de quercetina e rutina na dieta causou mortalidade de lagartas
Helicoverpa armigera (Hubner), Spodoptera litura e A. gemmatalis (Gazzoni et
al., 1997; Jadhav et al., 2012).

A concentragdo dos flavonodides nas cultivares de soja resistentes a
insetos IAC-17, 24 e PL1 diferiu estatisticamente para a rutina e daidzina (P <
0,05), sendo a rutina 2,5 vezes maior na cultivar IAC 24 comparado a IAC 17
que apresentou menor concentragao (Figura 10). Concentragédo de daidzina foi
em torno de 5,7 vezes maior em relacdo a cultivar IAC-PL1, suscetivel a
insetos. Essas concentracdes de flavondides podem conferir a essas cultivares
maior resisténcia a insetos, pois esses compostos afetam a fisiologia desses
organismos (Boué & Raina, 2003; Jadhav et al., 2012). Além disso, foi
demonstrado que em planta de tabaco geneticamente modificada ocorre uma
maior sintese de rutina, com efeito inseticida em lagartas S. litura e H.
Armigera, importantes pragas agricolas (Pandey et al., 2012). Outro fator é que
a daidzina é produzida principalmente nas sojas resistentes a insetos em maior
quantidade independente de estresse bidtico ou abidtico. Portando, essa
questéo trata-se de uma defesa natural da soja em relagéo a insetos (Zavala et

al., 2015).
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Além disso, o sistema de defesa de plantas conta com acdo de
inibidores de proteases, e estes podem ser ativados nas plantas submetidas a
ataques de lagartas A. gemmatalis (Paixao et al., 2013). A maior producéo
desse composto foi na cultivar IAC-24 injuriadas por A. gemmatalis em 36
horas de exposigao (Figura 11). Isso pode estar relacionado a elicitores na
saliva das lagartas que ativam genes responsaveis pela produgdo de
horménios de defesa da planta como o acido jasmdnico, os quais ativam as
vias de defesa (Alborn et al., 1997; Mello & Silva-Filho, 2002). Os inibidores de
proteases s&o produzidos de forma induzida (Mello & Silva — Filho, 2002) como
outra forma de defesa contra insetos pragas, apresentando efeito de inibigao as
proteases intestinais (Amirhusin et al., 2007; Paixao et al., 2013), e causando
mortalidade (Pilon et al., 2006; Marinho-Prado et al., 2011; Oliveira et al.,
2014).

A mortalidade de A. gemmatalis foi maior quando consumiu foliolos de
soja IAC-17 e IAC-24, resistentes a insetos (Figura 12). Hoffmann-Campo et al
(2001) verificaram maior mortalidade em pupas de T. ni alimentadas com soja
Pl 227687. O mesmo ocorreu com larvas de A. gemmatalis quando
consumiram o cultivar de soja IAC-100, resistente a insetos (Piubelli et al
2005). Os flavondides rutina e quercetina foram responsaveis pela mortalidade
de lagartas de A. gemmatalis (Gazzoni et al 1997) e também coledpteros
(Nenaah et al., 2012), assim estes flavondides podem ter ligacdo com a
mortalidade de lagartas-da-soja que se alimentaram da cultivar IAC-17 e 24.

A duragcdo da fase larval da lagarta-da-soja foi maior quando
consumiram foliolos de soja IAC-17 e 24 (Figura 13). A duracdo da fase de

ninfa de N. viridula (Hemiptera: Pentatomidae) aumentou em relagédo ao
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controle ao serem alimentadas com cultivares de sojas resistentes a insetos,
IAC-17, IAC-19 e IAC-24 (Souza et al., 2012). Mas a longevidade de adultos de
Piezodorus guildinii (Hemiptera: Pentatomidae) foi menor, em comparagao ao
controle, quando alimentados com as cultivares resistentes a insetos IAC-17,
IAC-18, IAC-19 e IAC-24, sendo que a IAC-19 se destacou ao diminuir esta
longevidade (Silva et al., 2013). A duracgao larval de Trichoplusia ni aumentou
apo6s alimentagdo com soja resistente a insetos Pl 227687 (Hoffmann-Campo
et al.,2001). A duracgao larval Anticarsia gemmatalis apresentou o mesmo efeito
ao consumir soja resistente a insetos (Piubelli et al.,2005; Salvador et al.,
2010). Esta situagdo também foi observada neste experimento com as

cultivares de soja IAC-17 e IAC-24.
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7 — CONCLUSOES

A concentragcdo de flavondides nas plantas de soja ndo variou apos
injurias mecanicas e danos por lagartas de A. gemmatalis, possivelmente por
falta de ativagao das vias de biossintese, mostrando que essa planta produz
esses compostos em nivel basal de forma constitutiva. Os compostos quimicos
rutina, quercetina, daidzina e inibidores de proteases s&o indicios que dois
mecanismos de defesa, nas cultivares aqui estudadas, possam atuar juntos
contra a herbivoria de lagartas de A. gemmatalis. Esses mecanismos de
defesa, principalmente flavonodides, podem ser responsaveis por causar
mortalidade e a aumentar a duragao larval de A. gemmatalis.

Entre os trés flavondides analisados na soja, a daidzina foi o composto
majoriatario nas trés cultivares estudadas. Esse composto obteve maior
concentragdo nas cultivares de sojas resistentes a insetos IAC-17 e IAC-24
comparado a cultivar susceptivel IAC-PL1. A daidzina é produzida nesses
cultivares de soja de forma constitutiva, ou seja, independe de estresse bidtico

ou abidtico para ser produzida.
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