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RESUMO

PINHEIRO, Valquiria Joana Medina, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, maio de 2024.
Via metabdlica dos flavonéis em gendétipos de soja resistentes ao ataque de insetos pragas.
Orientador: Humberto Josué de Oliveira Ramos. Coorientadora: Maria Goreti de Almeida
Oliveira.

O Brasil é o maior produtor mundial de soja e a cultura € uma das contribuintes mais
importantes para a economia. As plantagcdes de soja frequentemente sofrem danos causados por
pragas de insetos, como a Anticarsia gemmatalis, que também ataca outras culturas. Os
genotipos de soja tém sido usados para decifrar os mecanismos de resisténcia, avaliando a
atividade de compostos de defesa como inibidores de proteases (PIs) e flavondis. No entanto,
os determinantes genéticos da resisténcia ainda ndo foram investigados minuciosamente. Este
estudo utilizou a resposta de genétipos resistentes e suscetiveis de soja para avaliar genes e
proteinas responsivos ao ataque de lagartas e envolvidos na biossintese de flavonois metilados
e glicosilados. Rutina e isorramnetina rutinosideo foram produzidas constitutivamente nos
gendtipos resistentes IAC 17 e IAC 100. Ap6s o ataque de insetos, genes que codificam a sintase
de flavonois e metiltransferases foram altamente regulados em IAC 17. Algumas respostas de
defesa contra herbivoria parecem ser constitutivas, enquanto outras foram induzidas ou
independentes de JA, como verificado nos niveis de flavonoéis. Os niveis de acido salicilico
foram mais altos em [AC 17 e IAC 100. Proteinas ainda ndo caracterizadas por seu
envolvimento em interagdes planta-inseto, como receptores transmembrana e fatores de
transcri¢do, foram reguladas positivamente no genétipo resistente IAC 17. Parece que a
biossintese constitutiva de flavondis em ambos IAC 17 e IAC 100 foi herdada do genitor
P1229358, tornando os dois gendtipos boas fontes genéticas para estudar a biossintese de

flavondis e sua relagdo com a resisténcia a insetos.

Palavras-chave: Pragas de insetos. Resisténcia. Andlise protedmica. Anélise metabolomica.



ABSTRACT

PINHEIRO, Valquiria Joana Medina, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, May, 2024.
Metabolic pathway of flavonols in soybean genotypes resistant to insect pests attack.
Adviser: Humberto Josué de Oliveira Ramos. Co-adviser: Maria Goreti de Almeida Oliveira

Brazil is the world’s largest producer of soybeans, and the crop is one of the most important
contributors to the economy. Soybeans often sufer damage from insect pests, such as Anticarsia
gemmatalis, which also attacks other crops. Genotypes of soybeans have been used to decipher
the resistance mechanisms by evaluating the activity of defense compounds such as protease
inhibitors (PIs) and favonols. However, the genetic determinants of resistance have not been
thoroughly investigated. This study used the response of resistant and susceptible genotypes of
soybean to evaluate genes and proteins responsive to caterpillar attack and involved in the
biosynthesis of methylated and glycosylated favonols. Rutin and isorhamnetin rutinoside were
produced constitutively in the resistant genotypes IAC 17 and IAC 100. Following insect attack,
genes encoding favonol synthase and methyltransferases were highly upregulated in IAC 17.
Some herbivory defense responses appear constitutive, while others were induced or JA-
independent, as verifed for favonol levels. Salicylic acid levels were higher in IAC 17 and IAC
100. Proteins not yet characterized for their involvement in plant—insect interactions, such as
transmembrane receptors and transcription factors, were upregulated in the resistant genotype
IAC 17. It appears constitutive favonol biosynthesis in both IAC 17 and IAC 100 was inherited
from the PI229358 parent, making the two genotypes good genetic sources to study favonol

biosynthesis and their relationship with insect resistance.

Keywords: Insect pests. Resistance. Proteomic analysis. Metabolomic analysis.
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1 INTRODUCAO

A soja é um grido de grande importancia econdmica e social devido ao seu alto valor
nutricional com aproximadamente 20% de 6leo e 40% de proteina, tornando-a ideal para ser
utilizada como matéria prima para producao de 6leos e outros derivados (Agrawal et al., 2008).
A producdo de soja tem crescido nas dltimas décadas e, desde 2020 o Brasil ocupa a posi¢ao de
maior produtor e exportador mundial desse cultivo (EMBRAPA, 2020). No entanto, fatores
bidticos e abidticos ainda podem afetar as lavouras, causando prejuizos nas colheitas. Um
desses fatores € o ataque de insetos-praga, principalmente lagartas desfolhadoras, que podem
atacar as plantas de soja em qualquer etapa do ciclo vegetativo-reprodutivo (Sinclair; Kogan;
Mcglamery et al., 1997).

As pragas desfolhadoras t€ém o potencial de destruir uma grande parte da superficie
foliar, consequentemente reduzindo a produtividade das plantas (Singh, 2010). Entre essas
pragas, Anticarsia gemmatalis, conhecida como lagarta-da-soja, € a principal desfolhadora de
soja no Brasil e pode causar desfolhamento de até 100%, resultando em grandes perdas
econOmicas nas lavouras (Hoffmann-Campo et al., 2000). Apesar dos avancos tecnoldgicos nas
praticas de combate a essa praga, 0 meio mais comum de controle nas lavouras de soja ainda é
o uso de agrotdxicos, os quais podem causar danos ambientais e a saide humana (Moscardi et
al., 2012).

Além da melhoria das qualidades nutricionais das plantas, tem sido importante obter
genotipos resistentes a pragas, seja por meio do melhoramento genético convencional ou pelo
desenvolvimento de plantas transgénicas (Auclair, 1989). No Brasil, o Instituto Agrondmico de
Campinas destaca-se no melhoramento genético, trabalhando na obteng¢do de cultivares
resistentes a diversos herbivoros, como A. gemmatalis. No programa de melhoramento, sdo
utilizadas fontes de resisténcia multipla a insetos em cruzamentos, seguido pela selecdo de
linhagens em condi¢des de campo, em diversos ambientes, visando obter cultivares com boas
caracteristicas agrondmicas e resisténcia a insetos (Lourencdo et al., 1989; Miranda et al.,
2003). Por exemplo, os gendtipos "L 1-1-01", "IAC 23" e "IAC 74-2832" sdo resistentes a
Piezodorus guildinii (bicho verde); os gendtipos "IAC 19" e "Conquista" sdo resistentes a
Bemisia tabaci (mosca branca), e o gendtipo "IAC 17" € resistente a Euschistus heros
(percevejo marrom) e Bemisia tabaci (SOUZA et al., 2015). Um grau varidvel de resisténcia a
succdo e insetos desfolhadores também foi relatado por Lourengdo et al. (1989) nas cepas PI
274453, IAC73-2218, IAC78-2318, IAC80-596-2 e IAC80-4228. Resisténcia a A. gemmatalis
foi demonstrada em alguns gendétipos de soja, como "TAC 17" e "IAC 24" (Fugi et al., 2005;
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Gomez et al., 2018; Gémez et al., 2020). No entanto, estudos relacionando o perfil de expressao
génica da soja e mecanismos de defesa contra a herbivoria por A. gemmatalis ainda sao
insuficientes para determinar a resisténcia (Zavala et al., 2001; Matos, et al., 2002; Fugi et al.,
2005).

As plantas desenvolveram mecanismos de defesa contra o ataque de insetos como
resultado da necessidade de sobrevivéncia ao longo da evolugdo. Esses mecanismos envolvem
o reconhecimento de moléculas ativadas pelos invasores e a ativagao de vias de transdugao de
sinal que resultam na expressdo de genes de defesa (Rojo et al., 2003). Diversos mecanismos
de defesa foram descritos na literatura. Estudos indicam que, inicialmente, o reconhecimento
do invasor pela planta induz a resisténcia pela produ¢do de compostos volateis apds o ataque
herbivoro, que funcionam como sinalizadores celulares (Moraes et al., 2005) e também tém
efeito na interacdo planta-planta, preparando as plantas vizinhas para um possivel ataque futuro
(Ton et al., 2005). As vias de transdug¢do de sinal sdo reguladas pelos hormoénios &cido
jasmonico (JA), 4cido salicilico (SA), etileno (ET), 4cido abscisico (ABA), auxinas, giberelinas
e brassinosteroides (Gill et al., 2010; Shivaji et al., 2010). Esses fitohormonios podem agir
individualmente, sinergicamente ou de forma antagonista, dependendo do tipo de ataque,
proporcionando a planta regulacdo e rdpida adaptacao aos estimulos ambientais (Verhage et al.,
2010). As vias de defesa também resultam na producdo de metabdlitos secunddrios em resposta
a herbivoria, como flavondis e isoflavonas, que protegem a planta contra o estresse oxidativo
causado por patogenos, pragas e fatores abioticos (Dakora; Phillips, 1996).

A ativacdo de vias de defesa regula a expressao génica e a sintese de compostos toxicos
ou repelentes para os insetos (War et al., 2012). O resultado da modula¢do do metabolismo
pode ser classificado como defesa direta, que afeta o comportamento ou a morfologia do inseto,
ou defesa indireta, por meio da produ¢do de compostos que atraem os predadores do predador
(Arimura et al., 2009). A resisténcia das plantas a artropodes pode ser classificada em trés tipos:
antixenose (ndo-preferéncia), antibiose e tolerancia (Painter, 1951; Smith, 2005). A antixenose
¢ caracterizada pela presenca de fatores quimicos ou morfoldgicos que afetam negativamente o
comportamento do inseto que tenta colonizar a planta. Na antibiose, a planta afeta
negativamente a biologia do inseto que tenta utilizd-la como alimento. Tanto a antixenose
quanto a antibiose podem exercer pressao seletiva sobre o inseto-praga, potencialmente levando
ao desenvolvimento de bidtipos. A tolerancia € a habilidade da planta de se recuperar de uma
injuria causada pelo inseto sem afetar sua biologia e seu comportamento, enquanto recupera as

perdas na produtividade (Cannasa et al., 2017).
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Os principais fatores associados a defesa de soja contra A. gemmatalis incluem proteinas
e enzimas, fatores de transcri¢do, receptores celulares, flavonoides, compostos fendlicos e
hormdnios vegetais. Entre esses, destacam-se proteinas de defesa, inibidores de protease do tipo
Kunitz (SKTI) e do tipo Bowman—Birk (BBI) (Bode; Huber, 1992), que prejudicam a absorcao
de proteinas no intestino da lagarta causando perda de aminodcidos essenciais e defici€éncia
nutricional (Azzouz et al., 2005). Dentre os flavonoides identificados como prejudiciais a
herbivoros estdo rutina (quercetina-3-O-rutinosideo) (Piubelli et al., 2005; Hoffmann-Campo
et al., 2006), genisteina (PIUBELLI et al., 2005), metilquercetina, kaempferol e outros
compostos O-metilados e glicosilados (Gomez et al., 2018; Gomez et al., 2020). A ativagdo das
vias de defesa nas plantas pode ocorrer de forma induzida pelo ataque da praga ou estar
presentes de forma constitutiva em genotipos resistentes, ou seja, as vias podem permanecer
ativas durante todo o desenvolvimento da planta mesmo, na auséncia da herbivoria (Walters et
al., 2007).

Os avancos em biotecnologias como o sequenciamento de genomas trouxeram o
surgimento de novas ci€ncias Omicas como a transcriptomica, protedmica e metaboldémica, com
o objetivo de isolar e caracterizar o RNA, as proteinas e os metabolitos presentes nas plantas
em determinadas condicdes (Espindola, er al., 2010). A integracdo das vias de defesa
identificadas por meio das Omicas permite a caracterizacdo dos tipos de resisténcia e
mecanismos de defesa das plantas contra pragas.

Atualmente, os principais estudos sobre soja e sua resisténcia contra A. gemmatalis
envolvem experimentos de indu¢do de defesa e andlise de sobrevivéncia da lagarta alimentada
por extratos vegetais visando identificar genétipos resistentes a A. gemmatalis (Gomez, 2020;
Ongaratto et al, 2021). Neste trabalho foram avaliados os determinantes genéticos nas cascatas
de resisténcia, por meio da comparacdo de linhagens utilizadas em cruzamentos para
transferéncia de marcadores de resisténcia, com progenitores resistentes e suscetiveis a
herbivoria. Foram realizadas comparacdes dos perfis de proteinas, enzimas, metabodlitos
secundérios e expressdo gé€nica de enzimas e promotores especificos em gendtipos de soja
infestados e ndo infestados pela lagarta, para a avaliacio de determinantes genéticos
constitutivos. Esses determinantes genéticos podem ser aplicados no melhoramento genético
da soja e na busca por compostos naturais de plantas que possam funcionar como alternativa

aos agrotoxicos utilizados nas lavouras.
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1.1 Objetivos

e Comparagdo perfis genéticos de genétipos brasileiros de soja contrastantes para
resisténcia a A. gemmatalis,

e Identificagdo dos ions diferencialmente abundantes, por LC/MS, alinhamento de
cromatogramas e comparagdo com bibliotecas de metabdlitos secunddrios, em
folhas dos gendtipos IAC 17 (resistente) e UFV 105 AP (suscetivel), infestados e
ndo infestados pela lagarta de A. gemmatalis;

e Identificacdo e quantificagado relativa de proteinas, por eletroforese bidimensional e
espectrometria de massas, em folhas dos genétipos IAC 17 (resistente) e UFV 105
AP (suscetivel), infestados e ndo infestados pela lagarta de A. gemmatalis;

¢ Quantificacdo de expressao gé€nica de fatores de transcri¢do, proteinas de defesa e
enzimas da via de biossintese de flavonois, por qRT-PCR, em folhas dos gendtipos
IAC 17 (resistente) e UFV 105 AP (suscetivel), infestados e ndo infestados pela
lagarta de A. gemmatalis;

e Comparagdo da via biossintese de flavonois e isoflavonas, por LC/MS, em folhas
dos genétipos IAC 17, IAC 100, IAC 24 (resistentes), BR 16, EMBRAPA 48 e
UFV 105 AP (suscetiveis), infestados e ndo infestados pela lagarta de A.
gemmatalis;

¢ Quantificacdo de flavonoides e compostos fendlicos, por LC/MS, em raizes, folhas,
flores e vagens verdes dos genétipos de soja IAC 17, IAC 100, IAC 24 (resistentes),
BR 16, EMBRAPA 48 ¢ UFV 105 AP (suscetiveis) cultivadas na auséncia de
herbivoria;

e Quantificagdo relativa dos hormonios &4cido salicilico e acido jasmonico, por
LC/MS, em folhas dos gendtipos IAC 17, IAC 100, IAC 24 (resistentes), BR 16,
EMBRAPA 48 e UFV 105 AP (suscetiveis), infestados e ndo infestados pela lagarta

de A. gemmatalis.

1.2 Justificativas

O uso de agrotoxicos ainda € a principal forma de combate a pragas em plantagdes.

Determinantes genéticos de resisténcia podem sugerir compostos naturais de defesa para serem

utilizados no melhoramento genético e/ou producgao de pesticidas naturais para lavouras de soja.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura de soja

A soja é classificada dentro do reino Plantae, divisdo Magnoliophyta, classe
Magnoliopsida, ordem Fabales, familia Fabaceae (Leguminosae), subfamilia Faboideae
(Papilionoideae), e pertence ao género Glycine. A espécie de soja cultivada é a Glycine max
(L.) Merrill (Costa, 1996; Sediyama, 2009). As variedades comerciais podem diferir na
ramificacdo do caule e no tamanho, influenciadas pela exposicao a luminosidade que varia de
acordo com a época do plantio (Borém, 2005). A raiz da soja possui um eixo principal com
varias ramificagdes, enquanto as folhas sdo geralmente trifoliadas (com exce¢do do primeiro
par de folhas, que € simples). As flores podem apresentar cores variadas, como branco, roxo ou
intermedidrio, e os grdos se desenvolvem em vagens (legumes) que passam por diferentes
tonalidades de verde para amarelo-pélido, marrom-claro, marrom ou cinza. As sementes sao
lisas, elipticas ou globosas, com tegumento amarelo-pélido e hilo preto, marrom ou amarelo-
palha (Sediyama, 2009). Fehr e Caviness (1977) dividiram o ciclo de vida da soja em vegetativo
(V) e reprodutivo (R), sendo que o primeiro € subdividido de acordo com a quantidade de nds

e o segundo de acordo com o desenvolvimento das flores e legumes.

Figura 1 - Ciclo de soja por Fehr e Caviness (1977)

Rt
VG Cotiddone R2 Florescimonto Plano
V2 Segundo NG R3 Inicio da Formag 3o do Legume
Ve CQuartoMNd R4 Legume Compiotamente Desenvohvido
VN Endsimo NG RS Enchimento de Grio RS0 RS RS2 Es) RSs  Rss
RS Ge3o Chelo cu Complato
R7 Inkdo da MaturagSo
RS Maturac3o Plena I

Fonte: Tejo e Fernandes (2019).

Algumas caracteristicas fenotipicas da soja, como altura da planta e floragdo, sdo
influenciadas pelo ambiente e pela variedade (cultivar). A estatura ideal das plantas de soja para
as lavouras geralmente varia entre 60 e 110 cm, o que facilita a colheita mecanica e reduz o

risco de acamamento. A floracdo da soja € influenciada pelo fotoperiodo, ou seja, pelo
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comprimento do periodo noturno. A soja € considerada uma planta de dias curtos, pois sob dias
longos, ela tende a atrasar sua floracdo e prolongar seu ciclo de crescimento. No Brasil, as
cultivares de soja sdo classificadas em precoce, semiprecoce, semitardia e tardia, dependendo
da regido de plantio (AGEITEC, 2020).

A soja é uma leguminosa amplamente utilizada na alimentacdo humana e animal devido
ao seu alto teor de proteinas e 6leo, com cerca de 20% de 6leo e 40% de proteina (Hartman et
al.,2011). Representando aproximadamente 6% da area cultivada globalmente (Hartman et al.,
2011), a soja € uma das plantas mais importantes em termos de fornecimento de alimentos para
humanos, proteina para alimentagdo animal, 6leo para uso culindrio (Ribeiro et al., 2009),
fitoestrogenos (Shahidi, 2009) e biodiesel. Nas dltimas décadas, o cultivo de soja tornou-se de
grande relevancia na agricultura mundial, com o Brasil destacando-se como um dos principais
produtores, especialmente nos estados do Mato Grosso e em outras regides do Centro-Oeste ao
Sul (CONAB, 2023). O Brasil ocupa a posi¢ao de maior produtor e exportador mundial de soja,
com a maior parte da producdo destinada a exportagdo para ser utilizada na fabricacdo de
alimentos e racdes (EMBRAPA, 2023; Agrawal et al., 2008).

Apesar das condicdes favordveis de solo e clima para o cultivo de soja, as lavouras
enfrentam diversos prejuizos causados por fatores bidticos e abidticos, que podem variar desde
a degradacao do solo até a reducdo da produtividade (Wang et al., 2003). Os fatores abidticos
incluem condig¢des climéticas, como temperatura e disponibilidade de dgua (Tang et al., 2021),
bem como praticas de adubacdo. Entre os fatores bidticos estdo fungos, bactérias virus e,
destacam-se os insetos-praga, como a Anticarsia gemmatalis (Hiibner, 1818) (Lepidoptera:
Noctuidae), que utilizam as plantas de soja ao longo de seu ciclo de vida para oviposi¢cao e
alimentagdo (Hoffmann-Campo et al., 2000).

A defesa natural de soja contra insetos praga como A. gemmatalis, mais conhecida como
lagarta-da-soja, pode ser direta ou indireta. As defesas diretas sdo mediadas pelas carateristicas
das plantas que prejudicam o ciclo de desenvolvimento da praga, como espinhas e folhas grosas
com pelos que atrapalham a oviposi¢do (Howe; Jander, et al. 2008; Dudareva et al., 2006;
Arimura et al., 2009), e/ou pela produgdo de compostos toxicos, como metabdlitos secundarios
e proteinas (peptideos, inibidores de proteases), terpendides, alcaldides, antocianinas, fendis e
quinonas (Smith; Clement, 2012). Esses compostos podem ter efeito toxico, repelente e causar
deficiéncia nutricional nos herbivoros (War et al., 2012), prejudicando o desenvolvimento e até
causando a morte (Usha; Jyothsna, 2010; War et al., 2011a; 2011b). As defesas indiretas
consistem na produ¢do de compostos volateis que podem atrair os predadores naturais dos

herbivoros (Arimura et al., 2009).
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2.2 Anticarsia gemmatalis

Anticarsia gemmatalis (Hiibner, 1818) (Lepidoptera: Noctuidae) € um inseto da ordem
Lepidoptera, sendo o adulto uma mariposa de coloracdo geralmente marrom e hédbito noturno.
Frequentemente encontradas durante o dia em locais sombreados, principalmente na base das
plantas (Pratissoli, 2002). No entanto, todo o processo reprodutivo ocorre durante o periodo
noturno, e os ovos sao depositados de forma agrupada ou isolada nos caules, ramos, peciolos e
na face axial das folhas (Schmidt et al., 2001). As lagartas apresentam coloragdo verde com
estrias brancas, que assumem a cor preta, mantendo as estrias. Podem apresentar cinco ou seis
instares larvais e medirem até 4-5 centimetros, alimentando-se das folhas em todos os instares

(Gazzoni et al., 1998).

Figura 2 - Ciclo de via da Anticarsia gemmatalis

Ovos
2-3dias

G.LM. Rosa

Pupa
11,3 dias

e

Fonte: Hoffmann-Campo et al. (2012).

A. gemmatalis, também conhecida como lagarta-da-soja, € a principal praga da soja, mas
também afeta lavouras de outros graos e leguminosas (Pratissoli, 2002). Esta praga representa
um grande risco a producgdo e qualidade dos cultivos de soja, pois acomete todas as dreas de
produgdo no Brasil e, sendo uma mastigadora, pode levar a 100% de desfolhamento da planta
(Hoffmann-Campo et al., 2000), diminuindo a taxa de fotossintese e a produtividade da lavoura

(Silva et al., 2002). O desfolhamento compromete o enchimento das vagens, devido a
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diminui¢do da drea foliar responsdvel pela fotossintese, com consequente reducdo da producao
de graos. Quando se alimentam, além de remover os tecidos vegetais que contém nutrientes, as
lagartas injetam toxinas nas plantas (Silva et al., 2002). A forma comum para controlar as
infestacdes por esta praga tem sido o uso de agrotéxicos (Vieira, 2003), sendo a lagarta-da-soja
responsavel pelo grande percentual de aplicacdes inseticidas aplicadas nas lavouras de soja

(Moscardi et al., 2012).

2.3 Melhoramento genético de soja e linhagens resistentes

Como mencionado anteriormente, vdrias caracteristicas da soja estdo sujeitas as
condi¢des ambientais do plantio, o que também influencia a produtividade das lavouras, tendo
impactos significativos no setor econdmico. Mesmo em solos e climas favordveis ao cultivo, as
plantagdes podem enfrentar estresses bidticos e abidticos, como periodos de seca ou chuva
intensa (Cera et al., 2016). Neste ano, por exemplo, as chuvas intensas no estado do Rio Grande
do Sul elevaram a umidade dos graos colhidos, demandando maior consumo de energia nos
processos de secagem, nos postos de recebimento, além de aumentar o nivel de impureza dos
graos e muitas lavouras apresentaram perdas por ficarem submersas (EMATER, 2024). Dentre
os fatores bidticos estdo infestacdes de fungos, virus, bactérias e, principalmente, ataques de
insetos-praga que se alimentam das plantas, resultando em perdas na produtividade. O controle
de pragas pode ser realizado por meio de diversas praticas que exigem monitoramento constante
das lavouras para evitar a disseminacdo dos insetos.

Uma das técnicas de controle é o controle bioldgico, que consiste na regulacio
populacional, seja de plantas ou animais, por inimigos naturais, que sao os agentes bidticos de
mortalidade. Envolve o mecanismo da densidade reciproca (ou densidade-dependente), o qual
atua de tal forma que uma populacio é regulada por outra populagdo (Parra et al., 2002). Outra
abordagem mais abrangente é o Manejo Integrado de Pragas, que se baseia na amostragem das
pragas e no monitoramento das lavouras, utilizando métodos de controle apenas quando a praga
atinge um nivel considerado prejudicial (Hoffmann-Campo et al., 2000).

No entanto, o método mais amplamente utilizado atualmente ainda € o uso de
inseticidas, que podem causar danos tanto ao meio ambiente quanto a satide humana. Portanto,
€ necessario obter novas substancias para o controle de pragas, especialmente em decorréncia
da capacidade adaptativa dos insetos, e que sejam condizentes com as exigéncias da sociedade.
Além disso precisam estar em conformidade uma sustentabilidade ambiental (Boica Junior e?

al., 2015).
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A produtividade de uma lavoura reflete a resisténcia (termo utilizado para pragas e
doencas) e/ou tolerancia (tipo de resisténcia para insetos praga e estresses abidticos) que a
planta apresenta, portanto, desde os anos 80 procura-se por genétipos que sejam resistentes ou
tolerantes para alcangar maior rendimento por meio de técnicas de melhoramento genético
(Carter et al., 2004). Para combater o ataque de insetos por meios alternativos aos pesticidas,
muitos pesquisadores t€m buscado compreender a defesa natural da soja e determinar os fatores
de resisténcia em diferentes gendtipos. Esses fatores podem ser aplicados no melhoramento
genético para obter espécies resistentes a determinadas pragas e, também, no desenvolvimento
de pesticidas de origem vegetal (Fugi et al., 2005; Hoffmann-Campo et al., 2006; Dillon et al.,
2018; Gémez et al., 2018)

A transformacgdo genética de plantas (transg€nicas) avanca chamando a atengdo de
programas de melhoramento da soja, levando a producdo de materiais vegetais novos e
geneticamente variados, com marcadores de resisténcias para estresses bidticos e abidticos. As
plantas transgénicas também representam uma ferramenta inestimdvel para fins estudos
moleculares, genéticos, bioquimicos e fisioldgicos por superexpressdo ou silenciamento de
genes, mutagénese baseada em transposon, localizacdo subcelular de proteina e / ou
caracterizacao de promotores (Homrich ez al., 2012). O método convencional bastante utilizado
para obtencdo de genétipos resistentes ou tolerante consiste em selecionar os cultivares com as
caracteristicas desejadas e realizar varios cruzamentos até se obter um genétipo que atende as
expectativas, principalmente com fase de maturacao rapida e alta produtividade (Ferreira Junior
et al., 2015).

No Brasil, dentre os programas de melhoramento genético destaca-se o Instituto
Agrondmico de Campinas que tem trabalhado na producao de cultivares resistentes a diferentes
tipos de insetos-praga que podem afetar a cultura da soja. O programa tem como principal
objetivo a obtencdo de cultivares resistentes a insetos, utilizando como fontes de resisténcia
germoplasma descendente das introdugdes PI 171451, P1 227687, PI 229358, e P1 274454
(Lourencao et al., 1989) (Tabela Suplementar 1). Esses gendtipos selvagens passam por varios
ciclos de selecdo para a obtencdo de cultivares resistentes comercializaveis (Miranda et al.,
2003). Por exemplo, os gendtipos "L 1-1-01", "IAC 23" e "IAC 74-2832" sdo resistentes a
Piezodorus guildinii (bicho verde); os genétipos "[AC 19" e "Conquista" sdo resistentes a
Bemisia tabaci (mosca branca), e o gendtipo "IAC 17" € resistente a Euschistus heros
(percevejo marrom) e Bemisia tabaci (Souza et al., 2015). Um grau varidvel de resisténcia a
succdo e insetos desfolhadores também foi relatado por Lourengdo et al. (1989) nas cepas PI

274453, IAC73-2218, TAC78-2318, IAC80-596-2 e IAC80-4228. Resisténcia a A. gemmatalis
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foi demonstrada em alguns genétipos de soja, como "[AC 17" e "IAC 24" (FUGI et al., 2005;
GOMEZ et al., 2018; GOMEZ et al., 2020). Dessa maneira tem sido desenvolvida uma grande
variedade de plantas de soja de diferentes ciclos que tém resisténcia a diferentes pragas ao longo

do tempo.

2.4 Mecanismos de defesa de soja contra insetos

A resisténcia da planta contra os insetos ¢ definida pela sua capacidade de se recuperar
do ataque por emissdo de novos perfilhos, ou seja, novas vagens, compensando assim as perdas
de producdo, além da capacidade de prejudicar a atividade do herbivoro em seus tecidos
(Goodman et al., 1986). Para isto, as plantas contam com vdrias vias de defesa natural, que
funcionam orquestradamente. A prépria morfologia da planta constitui um tipo de defesa que é
direta pois, impede os insetos de se alocarem na planta, se alimentarem ou depositar seus ovos
(por exemplo, presenca de pelos, tricomas, espinhos e folhas espessas e cerosas) (Arimura et
al., 2009). A defesa direta conta ainda com a produ¢do de compostos téxicos que podem ter
efeito antinutritivos para o inseto ou agir como repelentes (War et al., 2012). A defesa indireta
constitui na liberacdo de compostos voldteis para atrair inimigos naturais dos herbivoros.
Assim, a planta oferece abrigo e alimento para o predador, enquanto ele a protege contra as
pragas (Arimura et al., 2009).

Quanto a resisténcia, as categorias de defesa podem ser classificadas como tolerancia,
antibiose ou antixenose. A tolerancia € o meio de resisténcia no qual a planta € capaz de suportar
e compensar as injurias causadas por um inseto, aumentando a fotossintese e a produgao de
mais folhas e flores, permitindo que seu indice de produtividade seja igual ao de outras plantas
ndo atacadas (Smith; Clement, 2012). A antixenose ou nao-preferéncia é uma defesa que afeta
o comportamento dos insetos, jd que as caracteristicas biofisicas e/ou bioquimicas da planta
hospedeira faz com que ela seja ndo preferida para alimentacdo, oviposi¢do ou abrigo. E a
antibiose € a defesa que afeta a biologia dos insetos, com efeitos de mortalidade na fase imatura,
menor crescimento e peso, deformagdes e aumento no ciclo de vida (Boiga-Junior et al., 2015).

Em estudos com soja, a defesa contra herbivoros tem sido associada a vdrios tipos de
moléculas como proteinas, metabdlitos secundarios, fatores de transcri¢io e outros. Dentre as
proteinas de defesa, os inibidores de protease (IP) sdo importantes contra os insetos porque
prejudicam sua absorcdo de proteinas no intestino ao inibir a atividade e causando deficiéncia
nutricional (Azzouz et al., 2005). O grupo de inibidores de proteinases serinicas estd entre os

genes de defesa mais expressos em resposta a herbivoria e inclui os inibidores do tipo Kunitz
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(SKTI) e do tipo Bowman—Birk (BBI) (BODE e HUBER, 1992). A producio dos genes de
defesa que codificam os inibidores de protease estd associada ao aumento de 4cido jasmoOnico
(AJ) produzido pela via das lipoxigenases (LOX). Porém, recentes experimentos ainda indicam
que para o cultivar IAC 17 (resistente a A. gemmatalis) a producdo dos inibidores de protease
nao depende da via do dcido jasmonico e LOX (Gomez et al., 2018; Pinheiro et al., 2024). Em
um estudo no qual lagartas de A. gemmatalis foram alimentadas com os inibidores SKTI e BBI,
o efeito da inibicdo proteolitica nas lagartas s6 foi observado em determinado momento do
ciclo, causando atraso no desenvolvimento e perda de peso. Mas apds continua exposi¢ao, as
lagartas mostraram aumento da producdo de tripsina e outras proteases, sem ter sua
sobrevivéncia afetada (Mendonga et al., 2019). Lagartas de Helicoverpa armigera também
alimentadas com SKTI ndo tiveram atraso no seu desenvolvimento, pois compensaram a
inibicao da tripsina com a indu¢do de producdo de quimiotripsina, que € insuscetivel ao inibidor
SKTI. Por outro lado, o efeito do inibidor afetou a expressdao de genes do metabolismo de
carboidratos e de defesa imune (Kuwar et al., 2015).

Os flavonoides sdo uma classe importante de produtos naturais; em particular,
pertencem a uma classe de metabolitos secundarios das plantas, com estrutura polifendlica,
pertencendo a familia dos Polifendis e sio amplamente encontrados em frutas, vegetais e certas
bebidas (Burak; Imen, 1999). Com base em sua estrutura, os flavonoides podem ser divididos
em seis grupos: flavonas, flavondis, flavan-3-6is, flavanondéis, flavanonas, isoflavonas e
antocianinas, que diferem no padrao de seu anel pirano heterociclico central da estrutura bésica
dos flavanoides (Panche et al., 2016).

Os flavondis e isoflavonas sdo alvos de estudos de resisténcia em soja devido a sua
capacidade de proteger as plantas contra pragas, influenciando o comportamento, crescimento
e desenvolvimento dos insetos, por atixenose e/ou antibiose (Simmonds, 2003). O mecanismo
de toxicidade de polifendis para insetos herbivoros foi elucidado no inicio da década de 2000,
definido por causar danos oxidativos no intestino médio por meio do mecanismo de ligagcao aos
tidis, reduzindo assim os tidis ndo proteicos e o adcido ascérbico tanto nas plantas quanto no
tecido epitelial do intestino médio dos herbivoros quando estes consomem polifendis durante a
alimentagdo, como observado durante a alimentacdo foliar em soja por H. zea. O efeito da
ligacdo dos polifendis com as enzimas digestivas dos insetos é refletido pelo atraso no
desenvolvimento, na muda e, consequentemente, pela reducdo na aptiddo dos herbivoros
insetos (Harborne, 2000).

Na natureza, os compostos flavonoides sdo produtos extraidos de plantas e sdo

encontrados em vdrias partes das plantas sendo usados para crescimento e defesa contra pragas.
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Pertencem a uma classe de compostos fendlicos de baixo peso molecular que estdo amplamente
distribuidos no reino vegetal. Muitos flavonoides sdo facilmente reconhecidos como pigmentos
de flores na maioria das familias de angiospermas (Havsteen, 2002). Esses compostos
apresentam uma grande variedade estrutural devido a modificacdes quimicas no grupo
hidroxila. Por exemplo, a O-metilacdo de flavonodis reduz sua reatividade e aumenta sua
atividade, enquanto a glicosilacdo aumenta sua solubilidade e estabilidade (Kim et al., 2006).
A O-metilacdo de flavondis é catalisada pelas enzimas O-metiltransferases (OMTs). Estudos
realizados por Piubelli ef al. (2005) com lagartas de A. gemmatalis alimentadas com extratos
de plantas resistentes mostraram maior taxa de mortalidade em extratos com alta concentracao
de rutina (quercetina-3-O-rutinosideo) e genisteina. Em outro experimento semelhante, a rutina
afetou negativamente o crescimento das lagartas, inibindo sua alimentacdo de forma
proporcional as concentragdes do flavonol na dieta e interagcdes pds-digestivas, resultando na
reducdo da conversdo de alimentos em biomassa (Hoffmann-Campo et al., 2006). Flavondis
como quercetina e kaempferol estdo associados a propriedades antioxidantes na soja (O'neill et
al., 2010). Recentemente, metilquercetina e kaempferol foram identificados em altas
concentracdes no gendtipo IAC 17 de forma constitutiva, e lagartas alimentadas com folhas
dessa linhagem apresentaram baixas taxas de sobrevivéncia, além de malformacdes intestinais
(Gomez et al., 2020). Em um estudo similar, a inser¢do de quercetina na dieta artificial de larvas
de Hyphantria cunea Drury (Lepidoptera: Arctiidae), prolongou significativamente a duracao
do desenvolvimento das larvas de H. cunea e inibiu seu crescimento. A andlise dos indices
nutricionais indicou que a quercetina afetou significativamente o uso dos nutrientes, incluindo
efeitos na digestibilidade aproximada, indice de consumo, taxa de crescimento relativa e
eficiéncia na conversao do alimento ingerido em substancia corporal. Além disso, os resultados
revelaram que a quercetina reduziu o conteudo de carboxilesterases e aumentou a atividade ou
o contetdo de glutationa S-transferases, UDP-glucuronosiltransferases e transportadores de
caixa de ATP nas larvas de H. cunea (Gao et al., 2022) Quercetina e Luteolina inseridos na
dieta de pulgdes do feijio preto (Aphis Fabae) levaram a inibicdo da alimentagdo,
principalmente em altas concentragdes, a luteolina levou a inibi¢do total da ingestdo de alimento
dos pulgdes (Golawska et al., 2024).

Muitos hormonios também tém sido associados a resposta de defesa a herbivoria, na
comunicacdo celular e/ou entre plantas (War et al., 2011). Fito-hormdnios como &acido
jasmonico (JA), 4cido salicilico (AS) e etileno (ET) atuam mediando vias de transdugdo de
sinais (Gill et al., 2010; Shivaji et al., 2010). Estes hormonios podem agir individualmente,

sinergicamente ou antagonicamente, de acordo com o tipo de ataque, proporcionando a planta



23

um alto potencial de regulacdo e pronta adaptacdo aos estimulos ambientais (Verhage et al.,
2010). Hormo6nios como 4cido abscisico (ABA), auxinas, giberelinas e brassinosterdides
também tém emergido como focos na luta contra as pragas, podendo agir sinergicamente com
AS-AJ-ET no sistema de sinalizac¢do de defesa das plantas (Howe; Jander, 2008; Vleesschauwer
et al.,2010; Wang et al., 2016).

O 4cido jasmonico € a molécula mais importante na regulacdo dos compostos voldteis
induzidos apds o ataque de herbivoros e estd conectado a preparacao das plantas a futuros
ataques (Ton et al., 2005), ativando as vias de defesa diretas e indiretas (Usha et al., 2010;
Shivaji et al., 2010; War et al., 2011).

Todas as plantas possuem um sistema natural de defesa contra pragas, que conta com
aspectos estruturais e bioquimicos. Estes aspectos podem ser pré-formados ou pds-formados na
tentativa de ataque do inseto, ou seja, podem ser caracteristicas de genes constitutivos ou
resultado de indugdo de defesa que se iniciam com o reconhecimento, da planta, de sinais
exdgenos provenientes do invasor, que leva a mecanismos de transducao desses sinais e resulta
em extensa reprogramacao do metabolismo celular vegetal, envolvendo mudancas na atividade
génica (Walters et al., 2007). Alguns estudos mostraram que o reconhecimento do herbivoro
pela planta leva a inducdo de resisténcia a partir da producdo de compostos volateis e formas
volateis de fitohormonios apds o ataque herbivoro, que funcionam como sinalizadores celulares
(Moraes et al., 2005). Por outro lado, experimentos com gendtipos conhecidos como resistentes
expostos a herbivoria mostraram que alguns compostos de defesa sdo produzidos mesmo na
auséncia da herbivoria, ou seja, constitutivamente, podendo representar marcas de resisténcia
provenientes da segregacdo de genes no cruzamento de gendtipos resistentes (Fugi et al., 2005;
Gomez et al., 2020)

Em experimentos prévios a realizacao deste, linhagens contrastantes de soja quanto a
resisténcia a A. gemmatalis serviram de alimento a lagarta e uma andlise do perfil proteico foi
realizada nas folhas coletadas com e sem alimentacdo da lagarta para comparagdo das respostas
induzidas e constitutivas (Gomez et al., 2020). Algumas dessas proteinas presentes no gendtipo
resistente foram selecionadas para a constru¢do de primers que foram utilizados neste estudo
para avaliacdo da expressdo de genes de defesa presentes constitutivamente na soja. Dentre
essas proteinas, destacam-se algumas proteinas de defesa, alguns receptores e transdutores de

sinal, fatores de transcricdo e enzimas envolvidas nas vias de biossintese de flavonoides.
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2.5 Analises o0micas

Os avancos no sequenciamento de genomas tém transformado significativamente os
estudos bioquimicos. A integracdo de vdérias dreas do conhecimento tem possibilitado
progressos significativos em gendmica, transcriptdmica e proteOmica. A compreensdo dos
processos de transcri¢do da informagao genética, bem como a andlise do conjunto de produtos
génicos por meio da protedmica, t€ém sido aprimoradas com a disponibilidade de dados
gendmicos.

O advento do sequenciamento do genoma humano, no inicio desta década, marcou o
inicio de uma nova era na biologia, conhecida como "era pds-gendmica". Nesse contexto, houve
um impulso no desenvolvimento e aprimoramento de técnicas que permitem avangos nessas
novas ciéncias Omicas, como a transcriptdmica, protedmica e metabolomica. O objetivo
principal dessas abordagens € isolar e caracterizar o RNA, proteinas e metabolitos presentes
nas plantas em condi¢Oes especificas (Espindola et al., 2010). A protedmica é uma abordagem
que visa caracterizar as proteinas presentes em um determinado contexto bioldgico, seja pela
sua abundancia, atividade, modificacdes pés-traducionais ou interacdes entre as proteinas
(Wright et al., 2012). Essa técnica tem se mostrado uma ferramenta valiosa para identificar
diferencas na abundancia proteica em plantas de soja sujeitas a diversos tipos de estresse, tanto
bidtico quanto abidtico (De Vos et al., 2007; Nakabayashi; Saito, 2013; Schauer; Fernie 2006).

As proteinas que apresentam diferencas de abundancia podem ser separadas por técnicas
como cromatografia liquida de alta pressio (HPLC) ou gel 2D-PAGE e, em seguida,
identificadas por espectrometria de massas. Além de fornecer informacdes sobre as massas
moleculares das proteinas analisadas, a espectrometria de massas permite determinar o padrao
de massas moleculares dos peptideos tripticos gerados a partir das proteinas de interesse (Barah;
Bones, 2015). Para identificar as proteinas, o conjunto de massas moleculares obtidas pode ser
comparado com bancos de dados de sequéncias de genes para proteinas traduzidas e clivadas
in silico, ou entdo comparado com bancos de dados peptidicos disponiveis mundialmente por
meio de métodos de similaridade, como o mass fingerprinting.

A metabolomica é definida como o estudo de todos 0os compostos quimicos de baixa
massa molecular presentes em um organismo, os quais representam os produtos finais das
funcdes celulares (Fiehn, 2002). Esses niveis metabdlicos podem ser influenciados por
respostas dos sistemas bioldgicos a alteragdes ambientais ou genéticas. Apesar dos desafios

experimentais e interpretativos envolvidos na andlise da integracdo metabodlica, a combinacao
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de técnicas de espectrometria de massas oferece uma alternativa robusta e viavel para examinar
as complexas respostas metabdlicas as pressdes ambientais (Scherling, 2010).

A integracdo da metaboldmica com outras tecnologias dmicas permite a aplica¢do de
ferramentas que facilitam a identificacdo de relagdes de causa e efeito, fornecendo assim
valiosas informagdes sobre as respostas bioldgicas a diferentes tipos de estresse em plantas
(Jorge et al., 2015). Essa abordagem integrada contribui significativamente para uma
compreensdo mais abrangente dos processos metabdlicos e dos mecanismos subjacentes as
respostas adaptativas das plantas a condi¢des adversas.

A transcriptomica refere-se ao conjunto completo de transcritos, que incluem RNAs
mensageiros, ribossomais, transportadores € microRNAs, de um organismo, 6rgao, tecido ou
linhagem celular. Essa drea de estudo permite a quantificacdo do nivel de expressdao dos genes
utilizando técnicas capazes de analisar milhares de moléculas de RNA mensageiro (mRNA)
simultaneamente (Morozova; Hirst; Marra, 2009). Atualmente, as pesquisas em transcriptomica
visam investigar perfis génicos que possam elucidar os mecanismos celulares envolvidos na
defesa e desenvolvimento.

Uma das técnicas amplamente utilizadas para andlise do transcriptoma é o PCR
quantitativo em tempo real (PCR qRT-PCR - Polymerase Chain Reaction quantitative real
time). Essa técnica emprega a deteccao de fluorescéncia para monitorar a amplificagdo de uma
sequéncia de 4cido nucleico durante o processo de PCR. Aumentos na intensidade do sinal
fluorescente, gerados por corantes intercalantes ou pela quebra de sondas marcadas com
fluoréforos, sdo utilizados para detectar a presenga, auséncia ou quantidade de dcidos nucleicos.
O ndmero de ciclos de PCR necessdrios para que o sinal fluorescente atinja um limiar
discernivel acima do ruido de fundo € chamado de valor de CT. Em comparacdo entre duas
amostras, uma diminui¢@o no valor de CT (ACT) de um ciclo representa uma duplicagcdo na
quantidade do transcrito de interesse (Stephenson, 2016).

As técnicas de cromatografia acoplada a espectrometria de massas também permitem
identificar os produtos de reacdes enziméticas especificas em amostras vegetais. Ensaios de
reacOes enzimdticas sdo frequentemente realizados quando se deseja avaliar a presenca da
enzima na amostra, pela conversao de produto em substrato em determinado tempo (Eisenthal;
Danson, 2002). A andlise das atividades enzimadticas especificas € uma abordagem importante
para compreender os mecanismos envolvidos na produ¢do de compostos em plantas. No
entanto, € crucial garantir que os métodos de andlise sejam adequados para evitar interferéncias
e obter resultados precisos e confidveis. O uso de material vegetal bruto pode introduzir

varidveis que comprometem a validade dos resultados. Para realizacdo de ensaios de atividades
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enzimaticas especificas de forma eficaz, geralmente s@o utilizadas enzimas purificadas e/ou ha
necessidade de uma prévia quantificacdo dos substratos presentes naturalmente nas amostras
de extratos vegetais pois, isso ajuda a minimizar potenciais interferéncias que podem afetar a
interpretacao dos resultados. Por isso, neste estudo, foram realizadas andlises de atividades de
enzimas que atuam na conversao de compostos especificos da via de biossintese de flavonoides,

mas, os resultados nao foram considerados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultivo da soja e tratamentos

Os cultivares de soja foram disponibilizados pela Universidade Federal de Vicosa e pelo
Instituto Agrondmico de Campinas, Sdo Paulo, Brasil. Sao eles: IAC 24, IAC 100, IAC 17
(resistentes), Embrapa 48, BR 16 e UFV 105 AP (suscetiveis). As sementes foram colocadas
em sementeiras com substrato até a germinacdo. Em seguida foram transferidas para vasos de
2L com o solo previamente misturado com areia e substrato na propor¢ao 3:1:3. As plantas
foram mantidas em casa de vegetacdo em condi¢des de temperatura de 25+ 5°C e umidade 70+
10%, sem uso de defensivos agricolas e regadas diariamente até atingirem o V4 para andlises
de folhas e R4 para andlises de flores e vagens (Fehr; Caveness, 1977). Foram utilizadas 4
repeticdes de cada planta para o controle e 4 para o tratamento. Para andlises de respostas
induzidas pela praga, foram depositadas duas lagartas no terceiro instar de desenvolvimento na
quarta e quinta folha de cada planta e o conjunto foi envolto por sacos de tecido de organza e
mantido por 90 horas para anélises protedmicas, e, 48 horas para andlises de metabolomica. As
folhas, raizes, flores e vagens foram coletadas e colocadas diretamente em nitrogénio liquido e
entdo armazenadas a -80°C até o momento dos experimentos. Como controle foram usadas
replicatas das plantas sem as lagartas. Assim, os tratamentos foram I (infestado) e NI (ndo

infestado).

3.2 Extracao e fracionamento de proteinas com PEG 15%

As proteinas das folhas de soja foram extraidas seguindo o método descrito por Aryal
et al., (2012), com algumas modifica¢des (LIMA et al., 2019). As folhas foram trituradas em
nitrogénio liquido até a obtencdo do p6. Foram pesados 3 g de po para cada aliquota e
adicionados 10 ml de tampao de extragcao [Tris-HCI1 0,5M (pH 8,0), MgCI2 20mM, 2% Triton
X-100 e 2% de B-mercaptoetanol, coquetel de inibidor de protease 0,2% (P-9599, Sigma
Aldrich), coquetel de inibidor de fosfatase (P-0044, Sigma Aldrich) 1%)]. As amostras foram
agitadas em vortex por 30s, em seguida a solucdo foi filtrada e o filtrado coletado.
Posteriormente, 10 ml de polietilenoglicol a 30% contendo tampao de extracio PEG 4000 foi
adicionado ao filtrado. Esta solu¢ao foi agitada em vortex por 30s, mantida em gelo por 30 min
e centrifugada 3200 x g por 20 min a 4°C. O sobrenadante obtido contendo as proteinas de

baixa densidade foi coletado e precipitado com um volume de acido tricloroacético a 20% em
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acetona durante 16 horas a -20°C. A solucio foi centrifugada novamente a 6.000 x g por 30 min
a4°C e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspenso e lavado duas vezes com acetona
80% em gelo e centrifugado a 6000 x g durante 10 min a 4°C. Por fim, o pellet foi lavado com
etanol 70% e deixado em repouso para secar a temperatura ambiente. O extrato proteico obtido
foi solubilizado em tampao de solubilizacdo composto por ureia 7M, tioureia 2M e CHAPS a
2%. A solugao foi solubilizada usando o Processador UltraSonic (Modelo GE 50) por ciclos de
5a 10 s até completar a solubilizagao e as amostras foram armazenadas a -80°C. A concentragcao
de proteina nas amostras foi determinada utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrao

e as analises foram realizadas em 595 nm (Bradford, 1976).

3.3 Separacao de proteinas por eletroforese bidimensional (2DE)

A focalizagdo isoelétrica (IEF) foi realizada em uma fita IPG de 24 cm com pH 3-10
(GE Healthcare). As fitas foram previamente reidratadas por 14-20 horas com 450 ul de tampao
de reidratacdo (7M ureia, 2M tiourea, 2% CHAPS, azul de bromofenol 0,002%, 2% tampao
IPG, 0,2% DTT) com a adicdo de reagente DeStreak 50% (GE Healthcare). A quantidade de
proteina em cada amostra foi de 1,3 mg. As proteinas foram separadas na primeira dimensao
usando o sistema de focalizacao IPGphor3 (GE Healthcare).

Ap6s a focalizagdo, o tampao de equilibrio (6M ureia, 5S0mM Tris — HCI (pH 8,8), 30%
glicerol e 4% SDS) foi adicionado as fitas, inicialmente contendo 1% (p/v) de DTT por 15
minutos, seguido por 2,5% (p/v) de iodoacetamida por 15 minutos a temperatura ambiente. As
fitas IPG foram colocadas em gel de poliacrilamida a 12% e seladas com agarose a 0,5%. A
eletroforese foi realizada no sistema EthanDalt Six (GE Healthcare) a 20 mA / gel por 10 horas.
Ao final da eletroforese, os géis foram fixados por 16 horas em solucao de 40% de etanol e 10%
de 4cido acético.

Para visualizar os pontos de proteina, os géis foram submersos em solug¢do de azul
brilhante de Coomassie por 24-48 horas e foram lavados com dgua ultrapura para eliminar o
excesso de solugdo colorante. Os géis foram armazenados em solucdo de dcido acético a 5% e
foram digitalizados com ImageScanner III (GE Healthcare), com calibracdo de imagem pelo
software Labscan (GE Healthcare). O perfil proteico de genétipos de soja infestados e nao
infestados foram comparados pelo software ImageMaster2D Platinum 7 (GE Healthcare) para
determinar a abundéncia de proteinas nos pontos. Pontos que tiveram valores de razdo acima
de 1,0 e ANOVA com valores de p abaixo de 0,05 foram considerados como diferencialmente

abundantes. Trés replicatas bioldgicas foram usadas para cada tratamento. A abundancia
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diferencial de proteinas nos pontos usando os critérios acima foi convertida em fold-change e

classificada como regulada positiva ou negativamente.

3.4 Digestao de proteinas em gel e espectrometria de massa

Os pontos de proteina dos géis 2DE foram excisados e descoloridos em solug¢do de
bicarbonato de amdnia 50 mM/50% de metanol. A digestdo proteolitica foi realizada conforme
descrito por Coutinho et al. (2019) com solugdo de tripsina a 20 ng/ulL por 20 h a 37 °C,
utilizando o tampao de extragdo (50% acetonitrila, 5% 4acido férmico). Os peptideos foram
dissolvidos em 4cido férmico 0,1% (v/v) e analisados por LC-MS (cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa) usando um sistema nano-UHPLC (nanoACQUITY-
Waters) contendo uma coluna capilar C18 BEH130 1,7 uM -100 nm x 100 mm, operando a
uma vazao de 0,5 pL/min. Os peptideos eluidos do UHPLC foram automaticamente injetados
em um espectrometro de massa ION TRAP (Amazon-Bruker), usando uma agulha de ionizacdo
nanoESI. A espectrometria de massa foi realizada conforme descrito por Lima et al. (2019) e
Coutinho et al. (2019).

Os espectros foram analisados usando o programa PEAKS 7.0 com um banco de dados
de proteinas de soja do Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html), contendo
todas as proteinas anotadas. As buscas no banco de dados incluiram oxida¢do de metionina
como modificac¢do varidvel e carbamidacgdo de cisteina como modificacdo fixa, uma clivagem
perdida, estados de carga de 2+, 3+, 4+, enzima de clivagem semelhante a tripsina e erro de
massa de 0,15 Da. Apenas os resultados das identificacdes de proteinas foram considerados,
com uma taxa de descoberta falsa (FDR) inferior a 1,0% e pelo menos trés peptideos tinicos.

Ap0s a identificacdo, as proteinas foram agrupadas de acordo com o processo biolégico
usando o ClueGo 2.5.4 com os seguintes parametros: organismo Arabidopsis thaliana;
GO_BiologicalProcess-Custom6 GOA_27.03.2019; nivel de especificidade 3-8 com um
minimo de trés genes/termo; pontuacdo kappa de 0,4; opgdes estatisticas foram teste
hipergeométrico bidirecional; e agrupamento de termos GO com termo de grupo lider com base
na maior significancia. Finalmente, esses resultados foram confirmados usando a plataforma
STRING 11.0 (https://string-db.org/) com configuragdes para Arabidopsis thaliana como

padrao.
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3.5 Extracao de RNA, sintese de cDNA e analise de expressao por qRT-PCR

As folhas dos gendtipos IAC 17 e UFV 105 AP foram trituradas com nitrogénio liquido
e maceradas. O RNA total foi extraido de tecidos foliares de plantas controle e infestadas
usando o reagente Trizol (Invitrogen), conforme as instrugdes do fabricante. A qualidade do
RNA foi avaliada em gel de agarose corado com brometo de etidio (EtBr) a 0,1 pg/mL e
quantificado usando NanoDrop 2000c da Thermo Scientific. Um total de 4 ug de RNA foi usado
para a sintese de cDNA com o kit SuperScript III (Invitrogen), seguindo as instru¢des do
fabricante. A expressdo génica foi avaliada usando um termociclador rdpido ABI 7500 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) e Fast Master SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher
Scientific). As reagdes de amplificacdo foram realizadas com as seguintes condicdes de
ciclagem: 15 s a 95 °C, 40 ciclos a 95 °C por 3 s; 30 s a 60 °C e desnaturacdo final a 95 °C por
20 s, seguida por uma curva de fusdo. Os primers especificos para RT-qPCR foram projetados
usando o software Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), com
temperatura de fusdo (T) de 59 a 61 °C, comprimento de 18 a 23 pb, tamanho do produto de
amplificacdo de 120 a 150 pb e contetido de GC de 40 a 60%. Trés repeticdes bioldgicas e trés
técnicas foram realizadas para cada gene. A expressao génica foi quantificada usando o método
ACT e os niveis de expressdo foram calculados como 2*(-ACT), (indicativo dos niveis de

RNAm). O gene de referéncia usado para normalizacdo foi UNK-2 (MELO et al., 2018).

3.6 Determinacao da atividade de lipoxigenases e inibidores de protease totais

Para os ensaios de atividade da lipoxigenase, 1,0 g de folhas trituradas foi homogenizado
com 5 mL de solucio contendo tampao fosfato de sédio 50 mM (pH 6.,5), 1%
polivinilpolipirrolidona (PVPP) e fuoreto de fenilmetilsulfonil 1 mM (PMSF). Os extratos
foram centrifugados a 17.200 G por 30 min a 4 °C e o sobrenadante foi coletado. A analise das
atividades de lipoxigenases foi realizada utilizando 4cido linoleico como substrato, segundo Da
Silva et al., (2007), utilizando o coeficiente de absortividade molar de 25.000 M™' cm™'
(Axelrod et al.1981). A atividade da lipoxigenase sobre o acido linoleico foi medida pela
formacdo do sistema de ligacdo dupla conjugada de hidroperdxido, detectado a 234 nm. A
mistura para as reacdes consistia de 10 pL do sobrenadante (extrato vegetal), 4 uL de 10 mM
de linoleato de sodio e 1000 puL de tampao de fosfato de sddio 50 mM, pH 6,5. A atividade foi

medida apdés 2 minutos de reagdo a 234 nm.
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Para os ensaios de inibi¢do de protease, 1,0 g de folhas trituradas foi homogeneizado
com 5 mL de solu¢do contendo tampao de extragdo 0,1 M Tris-HCI (pH 8,2) e 20 mM de CaCl,,
seguido de centrifugacdo a 17.200 G para 30 min, a 4 °C. As atividades de inibi¢do de protease
foram determinadas medindo a inibi¢ao da atividade da tripsina purificada quando misturada
com o sobrenadante (extrato vegetal) e usando 1,2 mM de L-BApNA como substrato, conforme
descrito por Gomez et al., 2020. Foram utilizados dois controles para determinar a atividade
inibidora total: (1). controle de tripsina com de 50 uL de tripsina 4,7 x 10 M, 300 pL de
substrato e 500 uL. de tampao de extracao; (2). o controle de substrato com de 50 uL de extrato
vegetal, 300 uL. de substrato e 500 pL de tampao de extracdo. A absorbancia (410 nm) foi
medida apos 2,5 minutos. Os tubos de ensaio teste com 50 puL. de tripsina, 50 pL de extrato
vegetal e 450 pL de tampao de extracdo foram incubados em temperatura ambiente por 5
minutos, em seguida, 300 pL de substrato foram adicionados e a absorbancia (410 nm) foi
medida apds 30 segundos. A atividade inibidora foi calculada adicionando os controles de
tripsina e substrato e subtraindo a absorbancia do tubo de ensaio teste desse valor. Os resultados
foram convertidos para mg de tripsina inibida por grama de proteina, de acordo com a equacao
A x B/(C x 1000 x P), onde: A é a absorbancia a 410 nm do teste calculada como descrito; B é
a diluicdo da amostra; P € a concentracdo de proteina dos extratos vegetais (g.mL-1); e C € o
fator de tripsina, ou seja, o produto da agdo de 1 pg de tripsina ativa usando L-BApNA como
substrato resultard em absorbancia de 0,019 a 410 nm (Kakade et al., 1974). A concentracao de
proteina das folhas foi determinada utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrdo e as
andlises foram realizadas a 595 nm (Bradford, 1976). Quatro replicatas bioldgicas e trés
repeticoes técnicas foram utilizadas para cada andlise. Os dados de atividade de lipoxigenases
e inibidores de protease foram submetidos ao teste t de Student com significancia de 5%

(p<0,05). O software GraphPad Prism 6.0 foi usado para a analise estatistica.

3.7 Extracdo de fitohormonios e metabdélitos secundarios por cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massas (LC/MS)

Para identificacdo de fons totais presentes em IAC 17 e UFV 105 AP, foram utilizados
150 mg de tecido fresco triturado em grau de p6 e adicionou-se 600 puL do solvente de extragao
(metanol: dlcool isopropilico: dcido acético 20:79:1). As amostras foram submetidas ao vortex
e centrifugadas a 14.000 G por 30 min a 4°C e entdo foram mantidas em gelo por 30 min. O
sobrenadante foi coletado, e o procedimento repetido duas vezes. Os extratos metandlicos foram

armazenados a -80°C até a analise. Aliquotas de 5,0 uL foram injetadas no sistema LC/MS no
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NuBioMol (Centro de Analise de Biomoléculas-UFV, Brasil). As andlises foram realizadas
utilizando um sistema UHPLC acoplado a um espectrometro de massas de triplo quadrupolo
(QqQ, Agilent), operado no modo positivo e a amostra foi escaneada pelo Monitoramento de
Reagdes Muiltiplas (MRM), conforme descrito por Gomez et al. (2020). Os espectros de massa
gerados foram processados usando o software Skyline para obter cromatogramas de cada
transicdo fons extraidos (XIC) e apés o alinhamento dos cromatogramas por XCMS foram
identificados os valores de m/z dos fons e tempo de retencdo. A identificacao de moléculas nao
alvo pela similaridade de fragmentos foi realizada utilizando as bibliotecas NIST e MassBank.

Para quantificagdo dos fitohormonios acido jasmoénico e acido salicilico 5,0 puL dos
extratos foram injetados no sistema LC/MS pertencente ao NuBioMol. Utilizou-se uma coluna
cromatogréfica (Agilent Eclipse Plus, RRHD, 1.8 um, 2.1x50 mm) com fluxo de 0,3 mL/min
acoplada online a um espectrometro de massa do tipo triplo quadrupolo QqQ (Agilent). O
espectrometro de massa operou alternando o modo positivo e negativo de acordo com tempo
de retencdo para cada hormonio e monitorou a amostra no modo MRM (multiple reaction
monitoring) para permitir a detec¢do dos hormoénios. Uma curva padrao de cada hormonio,
variando concentragdes de 0,1 a 300 ng/mL, foi utilizada para converter os valores de drea dos
metabolitos identificados em valores de concentracdo expressados em ng de hormonio/g de
tecido vegetal.

Os metabolitos secundarios foram extraidos das folhas dos genétipos de soja resistentes
(IAC 17, IAC 100 e IAC 24) e dos genotipos suscetiveis UFV 105, BR 16 e Embrapa 48. Para
a andlise por LC/MS, curvas padrdao dos flavonoides (quercetina, apigenina, genisteina,
naringenina e kaempferol), gliconjugados (isoquercetina, rutina, isorhamnetina, isorhamnetina
3-glucosideo e isorhamnetina 3-rutinosideo) e compostos fendlicos foram usadas para converter
os valores de area de pico em ug/g de tecido vegetal. Todas as analises por LC/MS foram
realizadas em quatro replicatas bioldgicas.

Para visualizar os compostos com abundancias diferenciais, andlises de variancia
(ANOVA, valor de p < 0,05) e agrupamento por box plot e Heatmaps foram realizadas usando

a plataforma MetaboAnalyst.
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4 RESULTADOS

4.1 Analises de perfis metabélitos secundarios em genétipos de IAC17 e UFV105,

infestadas e nao infestadas por A. gemmatalis.

Foi observado por Gomez et al., 2018 e 2020 que na auséncia de ataque de insetos pragas
o gendtipo de soja IAC17 produzia compostos presentes em extratos foliares suplementados na
dieta artificial, que reduziam a sobrevivéncia das lagartas de A. gemmatalis. Para verificar quais
compostos estavam sendo produzidos no gendtipo resistente IAC 17 e no suscetivel UFV 105
na presenca (I) e na auséncia (NI) da herbivoria por A. gemmatalis, os extratos metabdlicos das
folhas de soja foram analisados por LC/MS e os perfis foram alinhados na plataforma XCMS
(Figura 3).

Figura 3 - Alinhamentos dos cromatogramas dos perfis de LC/MS pelo pacote computacional
XCMS
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).
Legenda: Em (A) os alinhamentos dos perfis com os tempos de reten¢des (min) ndo-corrigidos e em (B) apds a
correcao pelo XCMS.

Esses alinhamentos permitiram a verificacdo de fons aumentados ou reduzidos apds
infestacdo que poderiam explicar a diferenca da resisténcia nos gendtipos. Utilizando os
métodos PCA e PLS-DA (Minimos Quadrados Parciais - Andlise Discriminante), os perfis dos
metabodlitos das amostras foram comparados segundo as varidveis mais significantes para

agrupamento diferencial dos genétipos e tratamentos (Figura 4).
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Figura 4 - Agrupamento por PLS-DA dos perfis metabolicos de UFV 105 e IAC 17 infestadas
(I) e ndo infestadas (NI) por A. gemmatalis
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Como esperado, a andlise de componentes principais indicou perfis metabdlicos
distintos entre os genotipos, bem como sua resposta a infestacdo (48% da variabilidade
observada). Portanto, a herbivoria pela lagarta ativou resposta metabdlica diferente nos
gendtipos contrastantes para a resisténcia. Porém, o agrupamento dos metabdlitos mostrou-se
distinto mesmo nas amostras controle, isto €, sem infestacdo (28% da variabilidade observada).
Os ions mais responsivos estdo indicados na andlise de Vip Score de acordo com os maiores
niveis de alteracdo da abundancia relativa em resposta aos tratamentos (Figura Suplementar 1).

Uma andlise por agrupamento por HeatMap foi utilizada para identificar os fons
diferencialmente regulados em resposta aos tratamentos (Figura 5) Os fons foram nomeados de
acordo com sua massa molecular (M) e tempo de retengao (T). O agrupamento indicou fons que
apresentaram abundancias relativas elevadas no genotipo resistente IAC17 em relagdo ao
genotipo suscetivel UFV105, sendo que estes compostos ndo alteraram suas abundéncias na
auséncia da infestacdo pela lagarta (Figura 5, caixa tracejada em destaque). Estes resultados
indicam que estes compostos sdo produzidos de modo constitutivo pelas folhas do genétipo
IACI17, ou seja, mesmo na auséncia da infestacdo pela lagarta da soja. Portanto, poderiam estar
relacionados com a reducdo da sobrevivéncia observado por Goméz et al., 2020. O mapa
também apresenta ions comuns aos dois genétipos nao infestados em diferentes intensidades e
ions reduzidos no UFV 105, apresentando apenas cinco ions significantemente aumentados

pelo ataque da lagarta neste gendtipo.
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Figura 5 - Anadlise de agrupamento pelo método de HeatMap dos ions diferencialmente
desregulados (ANOVA , one-way, p<0.05)
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Legenda: Os cdédigos foram nomeados pela letra M (massa molecular) seguidos do valor da massa molecular e T
(tempo de retengdo) seguido do valor do tempo de retengdo encontrado para o ion. Cores mais “quentes” em
vermelho intenso indicam aumento relativo da abundéncia dos ions e cores mais “frias” em azul escuro indicam
reduc¢do da abundancia relativa.
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Além disso, alguns fons presentes nas amostras apresentaram a mesma massa molecular
com tempos de retencdo diferentes, sendo considerados isomeros. Dentre eles, M479T31 e
M479T33 ndo mostraram aumento com infestacdo, mas estavam presentes com alta intensidade
apenas no gend6tipo IAC 17 (Figura 5).

Os fons diferencialmente abundantes para o genétipo IAC 17 foram comparados por
similaridade de fragmentos para identificacao de moléculas pelas bibliotecas NIST e MassBank
(Figuras 6, 7 e 8). Assim, os fons M317T30, M317T33, M479T31, M479T33 e M625T33 foram
identificados como metilquercetina e seus derivados: m/z= 317 como 3-O metilquercetina
(isorhamnetina); m/z= 479 como Isorhamnetina-3-O-glicosideo e m/z= 625 como
Isorhamnetina-3-O-rutinosideo (Figura 9, XIC 625). Também foram identificados os ions
M205T16: triptofano; M303T38  3.,4-Dimetoxifenil-7-hidroxicumarina;  MS595T32:
Kaempferol-3-O-glicosideo-7-O-ramnosideo. Outros fons presentes ndo foram identificados
por apresentarem baixa intensidade no espectro ou por falta de similaridade dos espectros com

os compostos das bibliotecas utilizadas.

Figura 6 - Pesquisa do espectro de fragmentagdo do fon m/z: 137 contra a biblioteca de
espectros NIST e a identificacdo da quercetina 3-metilester
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Figura 7 - Pesquisa do espectro de fragmentagdo do fon m/z: 479 contra a biblioteca de
espectros NIST e a identificagdao da isorhamnetina 3-O-glucosideo
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Figura 8 - Pesquisa do espectro de fragmentacdo do ion m/z: 625 contra a biblioteca de espectros
NIST e a identificacdo da isorhamnetina 3-O-rutinosideo
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Figura 9 - Alinhamento dos cromatogramas extraidos para o fon m/z=625 identificado como
Isorhamnetina-3-O-rutinosideo presentes em altas abundancias somente no genétipo resistente
IAC17
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Metabdlitos com maior abundancia em IAC 17 que supostamente estdo envolvidos na
defesa de soja contra pragas estdo indicados na figura (Fig.10).

Os ions identificados como metilquercetina (m/z= 317 e seus derivados glucosilados)
como 3-O metilquercetina (isorhamnetina); m/z= 479 como Isorhamnetina-3-O-glicosideo e
m/z= 625 como Isorhamnetina-3-O-rutinosideo sdo componentes da via de flavondis metilados
(Figura 11). A analise desta via indicou que o genétipo de soja IAC17 apresenta esta via com
sintese constitutiva flavonols metilados (Figura 10). Esses resultados complementaram as
observacdes de Gomez et al., 2018 sobre a sintese constitutiva de flavondis derivados da
quercetina glucosilados (isoquercetrina e rutina), que sdo as formas equivalentes observadas
para as quercetinas metiladas, Isorhamnetina-3-O-glicosideo e Isorhamnetina-3-O-rutinosideo

(Figura 11).
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Figura 10 - Box-plot dos ions diferencialmente abundantes (ANOVA one-way, p>0,05) em
respostas aos tratamentos infestados (I) e ndo infestados (NI) nos genotipos de soja IAC17 e
UFV105. Os cédigos foram nomeados pela letra M (massa molecular) seguidos do valor da
massa molecular e T (tempo de reten¢do) seguido do valor do tempo de retencdo encontrado

para o ion.
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Figura 11 - Via de biossintese de flavondis derivados da quercetina proposta para o gendtipo
de soja resistente o ataque de insetos pragas, IAC 17 destacando as enzimas propostas
envolvidas na sintese: 1) F3’H, EC 1.14.11.9, Glyma 02G048400; 2.a) EC 1.14.14.81 + 2.b)
EC 1.14.14.82; 3) FLS1, EC 1.14.20.6, Glyma 13G082300; 4.a) SOMT-9, EC 2.1.1.104, Glyma
17G171100.1 + 4.b) Flavonol-3-O-metil transferase, EC 2.1.1.76, Glyma 06G137300.1; 5) EC
2.4.1.91;6) EC 2.4.1.159; 7.a) FNSI, EC 1.14.20.5 + 7.b) ENSIL EC 1.14.19.76; 8.a) IFSI, EC
1.14.14.87 + 8.b) EC 4.2.1.105
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4.2 Analise da expressao génica em folhas de soja contrastantes para a resisténcia ao

ataque de insetos pragas

A expressdo génica foi analisada por 2DE-LC/MS e qRT-PCR para verificar a ativacio
de genes relacionadas aos mecanismos de resisténcia ao ataque de insetos pragas no gendtipo
IAC17.

Setenta e quatro proteinas diferencialmente abundantes foram identificadas no genétipo
resistente IAC 17. Sete dessas proteinas foram classificadas como pertencentes a familia de
proteinas responsivas a resisténcia a doengas (proteina semelhante a dirigente), proteinas
relacionadas a defesa contra patégenos da familia PFO0407 - proteina relacionada a patogénese
da familia Bet vI (Glyma.17G030300.1.p), proteina da super familia de Rossmann-fold ligada
a NAD(P) (Glyma.11G164700.2.p), fatores de transcricio SCARECROW-like 14
(Glyma.11G138600.1.p) e AP2/B3-like (Glyma.16G017100.1.p) (Figura 12). Os niveis de duas
proteinas responsivas a estimulos, como a quinase transmembrana 1 (Glyma.14G212100.1.p)
e a proteina ligada a RNA do cloroplasto 29 (Glyma.10G058500.1.p), também estavam
elevados. Em contraste, as proteinas de choque térmico (HSP) 70 (Glyma.11G140500.1.p) e
HSP 70 mitocondrial (Glyma.13G254900.1.p) apresentaram niveis elevados em IAC 17 ap6s a
infestacdo por lagartas. As HSPs protegem as plantas contra estresses bidticos e abidticos
restabelecendo a homeostase celular e interagindo com chaperonas e proteases (SUN et al.,
2002). A regulacdo positiva de proteinas envolvidas em cascadas de percepcdo de sinais e
regulacdo da expressdo génica, como a RLK (quinase de proteina semelhante a receptor) rica
em cisteina 3 (Glyma.11G205400.1.p), foi observada apenas para o genotipo resistente IAC 17.
Quinases semelhantes a receptores (RLKs) sdo moléculas de sinalizagdo upstream que regulam
varios processos bioldgicos, incluindo a defesa de plantas (OSAKABE et al., 2013). Outra
proteina com isoformas reguladas positiva e negativamente foi a UDP-glicose pirofosforilase,
que estd envolvida na sintese primdria de UDP-acucares. Os agucares nucleotidicos sdao os
precursores chave para todas as reacdes de glicosilagdo e estdo envolvidos em vias de defesa

de plantas (Decker; Kleczkowski, 2019).
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Figura 12 - Perfil de proteinas das folhas de soja responsivas no gendtipo resistente IAC 17
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Legenda: Em (A) a comparacéio com o gendtipo suscetivel UFV105 e em (B) as proteinas reguladas em resposta
a infestacdo com as lagartas. Os valores de mudanca de fold change foram calculados a partir das medi¢des de %
de volume de cada ponto de proteina identificado pela relacdo entre os tratamentos infestados em relacao aos nao
infectados. Quando os spots de proteina estavam presentes apenas nos tratamentos infestados (I), os valores de
mudanga de dobragem eram mostrados como “10,00”, e aqueles presentes apenas nos tratamentos nao infectados
(NI) eram mostrados como “-10,00”, indicando regulagdo positiva e negativa, respectivamente.
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A expressdo de alguns genes envolvidos na defesa de plantas foi analisada por qRT-
PCR. As cascatas que controlam a expressao de genes envolvidos nas respostas das plantas ao
ataque de insetos, como os genes IP, sdo desencadeados por vias fitohormonais e fatores de
transcricdo (TFs), justificando nossa avaliagdo da expressdo dos genes dos TFs AP2/B3 e
SCARECROW-like 14. Ambos os TFs foram induzidos em resposta ao ataque de insetos, mas
indugdes mais altas foram observadas para o TF AP2/B3 (Fig. 13). Curiosamente, as proteinas
codificadas por esses genes foram reguladas positivamente apenas para o gendtipo resistente
IAC 17, indicando possivel controle pds-transcricional. Assim como a proteina, o gene que
codifica o Bet v1 foi induzido em IAC 17 apés o ataque da lagarta. Proteinas homdlogas a
PR10/Bet v 1 participam da biossintese de compostos fendlicos, incluindo flavonoides
(MORRIS et al., 2020). Portanto, a expressdo de trés genes envolvidos na biossintese de
flavonois também foi avaliada, incluindo o gene FLS. A flavonol sintase (FLS) € a enzima
chave responsdvel pela biossintese de flavondis, catalisando a conversao de diidroflavondis em
flavonéis, como os derivados de caempferol e quercetina. A expressdao do gene FLS
(Glyma.13G082300) aumentou no gendtipo IAC 17 e diminuiu no UFV105 suscetivel (Fig.
13).

Figura 13 - Andlise da expressio génica dos genes AP2/B3 (fator de transcrigdo),
SCARECROW-like 14 (fator de transcri¢do), Bet vl (PR-10 like), FLS 1 (sintase de flavonol)
e O-metiltransferase e SOM-9 (metiltransferase) por qRT-PCR a partir de folhas de soja dos
genotipos IAC 17 e UFV 105 infestadas (I) e ndo infestadas (NI) por 4. gemmatalis. Os niveis
de expressao foram calculados como o valor 2-AACT para comparar a expressao relativa entre
0s genotipos e tratamentos. Barras (média = erro padrdo; n =4) com as mesmas letras maitsculas
indicam que nao ha diferenca significativa entre os tratamentos controle e infestados, e aquelas
seguidas pelas mesmas letras mintusculas indicam que ndo ha diferenga significativa entre os
genotipos dentro do mesmo tratamento (teste t de Student, valor p < 0,05).
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Os genes que codificam a O-metiltransferase SOM-9 (Glyma.17G171100.1) e a
Flavonol-3-O metiltransferase (Glyma.06G137300.1) foram altamente induzidos no genétipo
resistente IAC 17, justificando os niveis relativamente altos de derivados metilados de

quercetina detectados nas folhas das plantas IAC 17.

4.3 Via de biossintese de flavonéis em genotipos de soja resistente ao ataque de insetos
pragas

A ativagdo constitutiva da via dos flavondis foi avaliada em outros gendtipos de soja
caracterizados como resistentes ao ataque de insetos pragas IAC 17, IAC 24, IAC 100
(resistentes) e suscetiveis UFV 105, Embrapa 48 e BR 16.

Metabolitos alvos da via dos flavonoides foram monitorados por LC/MS e suas
abundancias foram obtidas pelo software Skyline. Ap6s normalizagdo pela mediana, os dados
de abundancias dos metabdlitos foram analisados teste da ANOVA one-way (p-value < 0,05)
utilizando a plataforma Metaboanalyst e foi construido um mapa de calor representando as
intensidades dos metabolitos secundarios presentes nas folhas infestadas (I) e ndo infestadas
(NI) (Figura 14).

O mapa de calor indicou um agrupamento dos genoétipos resistentes e, dentre eles, ha
ainda agrupamento das amostras controle (NI) e infestadas (I), sendo que os resistentes IAC 17
e IAC 100 apresentaram altas quantidades dos derivados de quercetina no controle e tratamento
(Figura 14). Destaca-se ainda que ndo houve alteracao nas intensidades de quercetina em [IAC
17 I e NI, como ja visto no experimento anterior (Figura 5). Por outro lado, o genotipo IAC 24
apresentou um perfil um pouco diferente dos outros resistentes, com presenca de naringenina.
Os gendtipos suscetiveis apresentaram perfil metabolico com tendéncia a formacao de

1soflavonas (genisteina e apigenina).
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Figura 14 - Andlise de agrupamento pelo método de mapa de calor dos flavonoides
caracterizados por LC/MS em folhas de soja dos gendtipos IAC 100, IAC 17, IAC 24 resistentes
a insetos e dos gendtipos UFV105, BR16, Embrapa 48 suscetiveis a insetos, infestados (1) ou
ndo infestados (NI) por lagartas de A. gematallis. Diferencas nas abundancias de flavonoides
sdo mostradas com cores diferentes para cada tratamento. O azul representa uma diminuicao e
o vermelho indica um aumento nas concentra¢des de metabolitos.
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Destaca-se que a biossintese de flavondis aumentou significativamente no outro
genotipo resistente IAC 100, mas foi pouco ativada em TAC 24, que também ¢ um genotipo
resistente. O mapa de calor na Figura 15 indica um agrupamento distinto dos gendtipos
resistentes TAC 100, IAC 17 e IAC 24 separados dos gendtipos suscetiveis UFV105, BR16 e
Embrapa 48. Os gendtipos suscetiveis UFV105, BR16 e Embrapa 48 apresentaram abundancias
relativas mais baixas de glicoconjugados flavanois de quercetina e isorhamnetina, indicando
que a via de flavonol ndo foi ativada. No entanto, os niveis de genisteina e apigenina foram
mais altos nesses genodtipos suscetiveis a insetos. Assim, o metabolismo dos flavonoides parecia
estar direcionado para a via de isoflavonas (Figuras 14 e 15). Esse comportamento correlaciona-
se com os niveis de expressao verificados para o gene FLS no gendtipo resistente IAC 17

(Figura 13).
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Figura 15 - Visdo esquematica da via de biossintese de flavonois reconstruida usando os
compostos caracterizados das folhas de soja. Cada quadrante colorido indica os niveis de
abundancia dos metabdlitos. Os niveis de expressao por qRT-PCR sao indicados para o genotipo
IAC 17 infestado (I) ou nao infestado (NI) por lagartas de 4. gematallis.
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4.4 Perfis de flavonoéis em raizes, folhas, flores e vagens de genétipos contrastantes para
resisténcia a A. gemmatalis: IAC 17, IAC 24, IAC 100 (resistentes), UFV 105, Embrapa
48 e BR 16 (suscetiveis).

A via de biossintese de flavonois foi avaliada em diferentes tecidos e 6rgdos de
genotipos contrastantes para resisténcia a 4. gemmatalis: 1AC 17, TAC 24, TAC 100
(resistentes), UFV 105, Embrapa 48 ¢ BR 16 (suscetiveis) para verificar diferencas de regulacao
em plantas de soja.

Como observado anteriormente, o gendtipo de soja resistente IAC 24 continua
apresentando perfil diferente dos outros dois genoétipos resistentes IAC17 e IAC100, indicando
um desvio para vias de flavonoides e isoflavonas. E possivel observar novamente o
agrupamento de genétipos IAC 100 e IAC 17, com presenca dos flavonoides derivados da
quercetina: Rutina, Isorhamnetina-3-O-rutinosideo e Isoquercetrina, com maior quantidade em
IAC 17. Nos perfis de flavonoides em raizes do genotipo IAC 24 observamos a ativagdo da via
biossintética de isoflavonoide (genisteina) a partir do precursor naringenina.

Ao contrario do observado nas folhas, nas raizes das plantas de soja alguns flavonois
derivados da quercetina foram mais abundantes nos genotipos suscetiveis ao ataque de insetos
pragas (Figura 16.B). Destaca-se que a biossintese de flavondis derivados da quercetina ndo foi
induzida nas raizes dos genotipos resistentes IAC17 e IAC100, indicando um mecanismo de
regulagdo nas raizes distinto daquele observado nas folhas.

Os perfis de flavonoides monitorados e encontrados em flores (plantas no estagio
reprodutivo 1, com inicio do florescimento) apresentam algumas semelhangas com aqueles
encontrados nas folhas, porém com algumas diferencas significativas. Isorhamnetina
rutinosideo continua sendo sintetizada em IAC 17 e apresentou ainda maior quantidade em IAC
100, sendo os dois genotipos mais uma vez agrupados como semelhantes pelo software (Figura
16.C). A rutina também esteve presente nestes dois gendtipos, porém, diferente do que foi
constatado nas raizes e folhas em estagio vegetativo (V4), IAC 24 apresentou alta concentragao
de rutina.

A andlises de flavondis por LC/MS em flores de soja também indicou uma ativagao
constitutiva desta via nos genotipos resistentes ao ataque de insetos pragas [AC17 e IAC24
(Figura 16.C). Podemos observar também uma predominincia da Rutina e da [sorhamnetin-3-
O-rutinosideo, indicando um desvio para esses produtos em comparagdo com os perfis foliares.
Nos gendtipos suscetiveis UFV105, BR16 e Embrapa48, naringenina foi desviada para

biossintese de isoflavandides, como indicado na figura 15.
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Por fim, os ultimos tecidos analisados foram as vagens verdes (R4: formagdo completa
do legume; R5: iniciando a formagdo do grdao). Os flavonodis presentes nos trés genotipos
resistentes sao precursores e derivados da quercetina. O IAC 24 apresentou tanto a quercetina
metilada quanto o precursor da rutina (Isoquercetrin), tendo este em maior quantidade. Ja o IAC
100 teve altas quantidades da rutina e de quercetina-rutinosideo e quercetina glicosilada, assim
como o IAC 17, este com menores intensidades. As vagens dos gendtipos suscetiveis nao
tiveram quantidades significativas dos flavondis monitorados, mas o resultado indicou que nao
ha direcionamento para sintese de flavondis, enquanto ha pequeno favorecimento da formagao
da isoflavona genisteina (Figura 16D).

Esses resultados sdo interessantes, pois indicaram um mecanismo regulatorio nas flore
e vagens similar aos observadas nas folhas e, portanto, poderdo ser uteis na identifica¢do dos
fatores genéticos envolvidos na biossintese constitutiva de flavonodis em genotipos de soja

tolerantes ao ataque de insetos pragas.
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Figura 16 - Andlise de agrupamento pelo método de mapa de calor dos flavonoides
caracterizados por LC/MS em vargens nos diferentes tecidos dos genétipos IAC 100, IAC 17,
IAC 24 resistentes a insetos e dos genétipos UFV105, BR16, Embrapa 48 suscetiveis a insetos,
infestados (I) ou ndo infestados (NI) por lagartas de A. gematallis. Em (A) folhas do estigio
V4, em (B) raizes do estdgio V4, em (C) flores do estdgio R1 e em (D) vagens do estagio R4/RS5.
Diferencas nas abundancias de flavonoides sdo mostradas com cores diferentes para cada
tratamento. O azul representa uma diminuicdo e o vermelho indica um aumento nas
concentracdes de metabolitos
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4.5 Perfil de compostos fenolicos em raizes, folhas, flores e vagens de genétipos
contrastantes para resisténcia a A. gemmatalis: IAC 17, IAC 24, IAC 100 (resistentes),
UFV 105, Embrapa 48 e BR 16 (suscetiveis)

Como a via dos flavonois pertence a via dos fenilpropanoides, a abundancia de alguns

compostos fenolicos foi também avaliada por LC/MS. Alguns desses compostos apresentaram
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altas abundancias relativas principalmente em raizes de genotipos suscetiveis, tais como BR 16
e Embrapa 48: caffeic acid, benzoic acid, 4-hydroxybenzoic acid, coniferyl alcohol, vanilin,
ferulic acid, p-coumaric acid (Figura 17). Estes compostos sdo precursores da biossintese de
ligninas (Figura 11) Destaca-se ainda no genotipo suscetivel BR 16, uma maior quantidade de
4-hydrohybenzoic acid, que ¢ um isdmero do acido salicilico.

O agrupamento pelo mapa de calor indicou que nao ha um padrio de sintese de
compostos fendlicos nos gendtipos resistentes, exceto por daidzeina e genisteina que estdo
presentes nos gendtipos IAC 100 em alta quantidade € em IAC 17 em menor quantidade, sendo
um resultado inesperado pois, pelas analises de folhas (Figura 18), a via das isoflavonas foi
identificada somente nos genotipos suscetiveis. Além disso, daidzeina € precursor do
coumestrol, um dos ultimos derivados da via de biossintese de isoflavonas, mas este composto
nao foi identificado em nenhum dos tecidos das plantas analisadas.

De forma geral, a analise de compostos fendlicos nas flores ndo apresentou destaque
que diferencie os genétipos suscetiveis dos resistentes, nem apresentou quantidades
significativas de compostos em relacdo aos outros (Figura 19). Estdo presentes em todos os
genotipos fenilpropandides que sdo direcionados para sintese de ligninas, estirilpironas e
isoflavonas (Figura 11). Do mesmo modo, os compostos fenolicos nas vagens também nao
determinaram padrdo para os genoétipos resistentes e teve bastante semelhanga com os outros
tecidos, destacando que nos genotipos suscetiveis ha novamente o favorecimento da biossintese

de isoflavonas (Figura 20).
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Figura 17 - Analise de agrupamento pelo método de mapa de calor de compostos fendlicos
caracterizados por LC/MS em raizes de soja dos gen6tipos IAC 100, IAC 17, IAC 24 resistentes
a insetos e dos genotipos UFV105, BR16, Embrapa 48 suscetiveis a insetos, infestados (I) ou
ndo infestados (NI) por lagartas de A. gematallis.
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Figura 18 - Analise de agrupamento pelo método de mapa de calor de compostos fendlicos
caracterizados por LC/MS em folhas de soja dos genotipos IAC 100, IAC 17, IAC 24 resistentes
a insetos e dos genotipos UFV105, BR16, Embrapa 48 suscetiveis a insetos, infestados (I) ou
ndo infestados (NI) por lagartas de A. gematallis.
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Figura 19 - Andlise de agrupamento pelo método de mapa de calor de compostos fendlicos
caracterizados por LC/MS em flores de soja dos gendtipos IAC 100, IAC 17, IAC 24 resistentes
a insetos e dos gendtipos UFV105, BR16, Embrapa 48 suscetiveis a insetos, nfestados (I) ou

nio infestados (NI) por lagartas de A. gematallis.
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Figura 20. Analise de agrupamento pelo método de mapa de calor de compostos fendlicos
caracterizados por LC/MS em vagens de soja dos genétipos IAC 100, IAC 17, IAC 24
resistentes a insetos e dos genotipos UFV105, BR16, Embrapa 48 suscetiveis a insetos,

infestados (I) ou ndo infestados (NI) por lagartas de 4. gematallis.
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4.6 Analises de fito-hormonios em genétipos de soja

Alteragdes nos perfis fitohormonais tém sido caracterizadas como determinantes das
cascatas de resposta das plantas ao ataque de insetos pragas. Portanto, os perfis fitohormonios
foram comparados entre gen6tipos resistente e suscetiveis.

Como esperado, os niveis de acido jasmonico (JA) aumentou em todos os gendtipos
avaliados em resposta a infestacao pelas lagartas (Figura 21). Entretanto, as concentragdes de
JA foram significativamente mais elevados durante a infestacao nos genotipos resistentes IAC
17 e principalmente IAC 100. Por outro lado, ndo foram observadas diferencas significativas
entre 0s genotipos para os nao-infestados. Os niveis de abundancia de acido salicilico (SA)
foram evidenciados para os gendtipos resistentes [AC100 e [AC 17, tanto infestados quanto ndo
infestados pela lagarta, mostrando que a sintese deste hormonio pode estar presente de forma
constitutiva nesses genotipos. Portanto, o SA pode ser importante para a defesa da soja contra
insetos-praga nestes genotipos. O acido salicilico ¢ uma importante molécula sinalizadora
endogena na imunidade vegetal (AN e MOU, 2011; SHIGENAGA e ARGUESO, 2016). E
fundamental na mediacdo da resisténcia por meio de genes da familia PR e das respostas imunes
basais (PTI e ETI) (ALAZEM e LIN, 2015). Portanto, os genétipos IAC 100 e IAC 17
apresentaram altos niveis de SA, tanto no tratamento infestado quanto nao infestado, sugerindo

que SA pode ser um importante fito-hormonio de defesa da soja.

Figura 21 - Gréficos da identificagdo de fitohormonios (AJ, AS) mostrando a relagdo entre a
area e tratamentos infestados e ndo infestados em gendtipos resistentes, IAC100, [AC17, [AC24

e em genotipos suscetiveis UFV 105, BR 16 e Embrapa 48. Tratamentos: I (infestado) IN (ndo
infestado).
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5 DISCUSSAO

Dentre os estresses bidticos de soja destaca-se a Anticarsia gemmatalis, inseto-praga
que possui fase larval do tipo desfolhadora e pode destruir até 100% da éarea foliar da planta
(Da Silva et al. 2012). O método mais eficaz e comum de controle de pragas ainda € o uso de
inseticidas e, por isso, hd grande interesse cientifico no desenvolvimento de genétipos de soja
resistentes a pragas no Brasil, como realizado no Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) a
selecdo de gendtipos com melhores caracteristicas de produtividade e resisténcia para
retrocruzamentos originando alguns genétipos resistentes, como IAC 17, IAC 24 e IAC 100
(Lourencao et al. 1989; Bacalhau et al. 2014). Os mecanismos moleculares de resisténcia no
gendtipo IAC 17 de resisténcia a A. gemmatalis t€m sido avaliados comparando os perfis
metabolicos, bem como alteracdes nos niveis de fitohormonios e inibidores de protease (Da
Silva et al. 2007; Gémez et al. 2018; Gémez et al. 2020).

A andlise da abundancia diferencial de proteinas dos gendtipos IAC 17 (resistente) e
UFV 105 (suscetivel) sob ataque da lagarta de A. gemmatalis indicou que alguns processos
moleculares e fisioldgicos sdo comuns em ambos, porém outros foram especificos para IAC 17
(Gomez et al. 2018; Gémez et al. 2020). Chang e Hartman (2017) identificaram marcadores
polimérficos de nucleotideo simples (SNP) importantes para tolerancia de soja a insetos-praga,
incluindo A. gemmatalis e mostraram que o mecanismo de tolerdncia pode envolver genes
especificos, além de poder apresentar mecanismos distintos. Entretanto, a resposta de soja pode
ser especifica para diferentes insetos e lagartas. Este estudo identificou proteinas cujos genes
contém repeti¢des ricas em leucina, que foram relacionados com a resposta de transducao de
sinal (Tang et al. 2017). Curiosamente, a abundancia de uma proteina RLK 3, quinase
transmembrana rica em cisteina e, que também codifica a proteina quinase semelhante ao
receptor, foi encontrada no genétipo resistente IAC 17 com infestagdo da lagarta. Assim,
alteracdes nas cascatas de reconhecimento do elicitor e transducdo de sinal poderiam ser os
determinantes genéticos mais importantes para a resisténcia a insetos-praga. RLKs sdo
moléculas de sinalizacdo conservadas a montante que regulam uma série de processos
bioldgicos, incluindo o desenvolvimento das plantas e a adaptacdo ao estresse (Osakabe et al.
2013; Quezada et al. 2019).

A proteina SCARECROW-like 14, membro da familia de genes GRAS (Cenci; Rouard,
2017), também foi aumentada em IAC 17 (I) e pode atuar como fator de transcri¢do. Os genes
GRAS também participam de vias de sinalizagdo de fitohormoénios, como acido giberelina

(GA), 4cido jasmonico (JA) e brassinosteréide (BR). AtRGL3 (RGA-like 3) regula a
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sinalizacdo do 4cido jasmonico (JA) (Cenci; Rouard, 2017), portanto, SCARECROW- LIKE 3
também pode ser importante para o equilibrio fitohormonal no resistente IAC 17. Outro fator
transcricional (TF) AP2 / B3 aumentou em IAC 17 apds infestacdo por lagarta. De acordo com
abundancia proteica, estes genes foram regulados positivamente apenas para o genétipo IAC
17, mas, a nivel de expressdo génica, houve aumento de ambos fatores de transcri¢io em ambos
genodtipos, o que se justifica pela presenca de isomeros que ndo foram identificados na anélise
das proteinas. Apesar disso, niveis mais altos de expressio génica foram observados
significativamente diferente no resistente em relacdo ao suscetivel, indicando assim que estes
TFs também podem ser regulados a nivel translacional.

Da mesma forma, algumas isoformas das proteinas MPL foram diferentemente
abundantes sob infestacdo da lagarta. As proteinas MLP pertencem a familia Bet v 1 e também
estdo envolvidas nas cascatas fitohormonais, funcionando como ligantes de ligacdo, como
citocininas, brassinolideos e metabdlitos secunddrios, e, desencadeiam a transdugdo de sinal a
jusante (Wang et al. 2016). Anélises fisioldgicas e bioquimicas realizadas por Wang et al. 2016
indicaram que MLP - 43 estd envolvida nas respostas ao estresse por acido abscisico, e, a seca
em Arabidopsis thaliana, pela modulacao do perfil metabdlico primario e da expressdo génica.
Experimentos com a inducdo de MLP em A. thaliana ainda mostraram que o contetido total de
flavondéis nas plantas foi maior em comparaciao ao controle, sugerindo que a super expressiao
de MLP estd envolvida na mudanga nas concentracdes de flavondis nas plantas (Chen; Dai,
2010). Recentemente, foi sugerido que a abundancia de proteinas semelhante a MLP pode
aumentar o acumulo de isoflavonas coumestrol (CMS) em resposta a condi¢des de estresse (HA
et al. 2019). Niveis de flavonois e isoflavonas especificos foram detectados em maior
concentracao nos gendtipos resistentes IAC 17 e IAC 100, dentre eles, daidzeina, isoflanonol
precursor do coumestrol foi identificado em altas quantidades nas raizes e em IAC 100 nas
folhas, sendo que em ambos os tecidos a biossintese foi constitutiva, sem exposi¢do a lagarta.
Portanto, a proteina MPL poderia estar envolvida na regulacdo da producdo de metabdlitos
secunddrios contra a infestacao de lagartas.

A regulacdo metabdlica em resposta ao ataque de pragas herbivoras foi proposta como
responsavel por induzir a sintese de metabdlitos secundérios, como fitohormonios, compostos
fendlicos e ROS (espécies reativas de oxigénio). A herbivoria por insetos impacta processos
relacionados a fotossintese, tanto por mecanismos fisiolégicos quanto por mudangas no perfil
transcricional de genes associados as reacOes fotossintéticas (Kerchev et al. 2011). Porém, na
maioria dos casos, essas respostas de defesa estdo associadas a uma reducao na fotossintese,

afetando assim o metabolismo do cloroplasto. No presente estudo, foi observado que a
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abundancia de algumas proteinas de ligacdo ao RNA (RBPs) no genétipo resistente IAC 17 foi
aumentada, enquanto uma proteina isdmera foi diminuida no suscetivel UFV 105 sob infestagao
de A. gemmatalis e pode ser importante para a regulacdo pds-transcricional dos genes do
cloroplasto (Lee; Kang 2016).

Devido a importancia ja conhecida das lipoxigenases na defesa contra pragas, ja que sao
enzimas regulatdrias na via de sintese do 4dcido jasmonico (JA) (Vick; Zimmerman 1987),
esperava-se observar uma grande expressdo génica nos tratamentos. De fato, os resultados
mostraram o aumento de lipoxigenases ao nivel de transcri¢cao por qRT-PCR apds a infestagao
em gendtipos resistentes e suscetiveis, mas, esse aumento foi mais pronunciado no gendtipo
suscetivel UFV 105. Apesar disso, a atividade da LOX 1 foi ligeiramente maior no IAC 17
(Fig.S2). Por outro lado, os niveis de acido jasmonico avaliados por LC/MS aumentaram sob
infestacio, de forma semelhante para ambos os genétipos (GOMEZ et al. 2020). Assim, o
mecanismo de resisténcia a insetos relacionados a biossintese constitutiva de flavondis nos
gendtipos IAC 17 e IAC 100 s@o independente de JA.

Como resposta de defesa ao dano fisico causado no momento do ataque e a medida que
€ elicitada pela herbivoria, a planta produz moléculas e toxinas que afetam diretamente os
insetos, causando prejuizos ao seu desenvolvimento com a resposta denominada antibiose
(Maffei et al. 2007). Algumas dessas moléculas mais relevantes s@o os inibidores de protease
da familia Kunitz (SKTI) e o inibidor de serina protease Bowman-Birk (BBI), que sdo
inibidores de tripsina que impedem a absor¢do de proteinas no intestino da praga. Ao nivel
transcricional, os dois inibidores tiveram aumento observado em ambos os gendétipos sob
infestacdo, com niveis de mRNA mais elevados em IAC 17, enquanto a quantificacdo da
atividade inibitéria ndo foi significativamente diferente entre os gendtipos (Fig.S3). Esta
regulacdo pods-transcricional pode ser justificada pela expressdo ou presenca nas folhas de
demais isoformas de inibidores de protease. Estes resultados sdo consistentes com o estudo de
ensaios de sobrevivéncia e atividades proteoliticas intestinais realizado por Gémez et al, (2019),
que mostrou que lagartas de A. gemmatalis alimentadas com extratos de folhas de TAC 17
eliciados tiveram maiores reducdes da capacidade proteolitica do sistema intestinal. Assim, os
inibidores de protease poderiam estar contribuindo para a resisténcia no genoétipo IAC 17.

Proteinas da classe “dirigentes” também foram aumentadas no genétipo IAC 17. A
regulagdo positiva de genes do tipo dirigente em resposta a ataques de fungos (Zhu et al. 2007;
Reboledo ez al. 2015) e insetos (Ralph et al. 2007) foi descrita com papéis predominantes da
familia de genes dirigentes relacionados as respostas de defesa, biossintese de fibras (Davin;

Lewis, 2003; Ralph et al. 2006; Berim et al. 2008) e metabolismo secunddrio, que contribuem
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para a formacdo de lignana e lignina. Essa participacdo ¢ muito importante para a defesa das
plantas, uma vez que as lignanas podem ter fun¢des defensivas contra insetos ou patdgenos
(Ralph et al. 2007).

A participag@o dos flavondis nas respostas de defesa de soja pode ser importante para
os gendtipos TAC 17 e TAC 100. O agrupamento ions dos metabdlitos totais mostrou-se
diferencial para ao gendtipos mesmo nas amostras controle, isto é, sem infestacdo. Ha
evidéncias de que flavondis incluidos na dieta de lagartas pode causar prejuizo ao inseto por
antixenose e/ou antibiose (Macedo et al., 2014; Freitas et al., 2014; Thanigaivel et al., 2017).
Tanninas e compostos fendlicos como os flavondis sdo compostos com fatores anti nutricionais
para lagartas (Freitas et al., 2014). Gomez et. al. 2018 mostrou que as concentracdes de
flavonois como kaempferol, rutina, naringenina, luteolina, genisteina, apigenina e flavondis
glicoconjugados sdo especificas nas folhas desses dois genétipos. Até entdo os flavondis
isorhamnetina-3-O-glicosideo e isorhamnetina-3-O-rutinosideo ndo tinham sido descritos em
folhas de soja, sendo identificado pela primeira vez nas folhas do genétipo resistente IAC 17.
Metilquercetina, isorhamnetina, isorhamnetina-3-O-glicosideo, isorhamnetina-3-O-rutinosideo
e rutina sdo os principais derivados da quercetina e foram identificados presentes
constitutivamente em IAC 17, mesmo na auséncia da herbivoria.

Plantas do gendtipo IAC 17 também apresentaram maiores inducdes de genes
envolvidos na biossintese de flavonol glucoconjugado, como as enzimas Flavonol Sintase
(GmFLST) e metiltransferases (SOMT-9 e Flavonol 3-O-metiltransferase). Analogicamente,
andlises metabdlicas de folhas de Nicotiamida, superexpressando NtFLS2, mostraram a
inducdo de grandes aumentos nos niveis de rutina, como também detectado para plantas IAC
17 e IAC 100 tanto no controle quanto sob infestacdo por A. gemmatalis, indicando que a
atividade de FLS pode regular intensamente a fluxo metabdlico em direcdo a flavondis ou
biossintese de antocianinas (LIU et al. 2019; SHI et al. 2017). Altos niveis de rutina podem ser
justificados pela maior inducdo do gene GmFLSI, enquanto os niveis mais altos de
isoharmentina rutinosideo (metilquercetina 3-rutinosideo) também detectados para IAC 17 e
IAC 100 também podem ser justificados pelas atividades de metiltransferases nestes genotipos
resistentes ao ataque de insetos.

Os perfis de proteinas 2DE-MS revelaram que isoformas para UDP-pirofosforilase
foram responsivas a infestagcao por lagartas no genétipo resistente IAC 17. Portanto, a ativacao
dessas enzimas pode agir fornecendo UDP-agticares, mantendo os altos niveis de biossintese
de glicoconjugados de flavonol observados em IAC 17. Em conformidade, Zhang et al., 2022

observaram que a UDP-glicosiltransferase (UGT) era um determinante de resisténcia contra
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insetos mastigadores na soja, alterando o contetddo de flavonoides e os padrdes de expressao de
genes relacionados a biossintese de flavonoides. De acordo com os padrdes de expressiao
génica, foram observadas maiores inducdes de genes envolvidos na biossintese de
glicoconjugados de flavonol, como Sintase de Flavonol (GmFLS1) e Metiltransferase (SOMT-
9 e Flavonol 3-O-metiltransferase), para o gendtipo IAC 17. A andlise metabdlica de folhas de
tabaco superexpressando NtFLS?2 indicou aumentos significativos nos niveis de quercetina-3-
O-rutinosideo e rutina (LIU et al. 2019; SHI et al. 2017), indicando que a atividade de FLS
pode regular intensamente o fluxo metabdlico em dire¢@o a biossintese de flavonol no genétipo
IAC 17. Assim, grandes quantidades de flavondis nas folhas dos genétipos resistentes a insetos
podem ser devidas a uma maior indu¢do do gene GmFLS1, culminando em quantidades mais
elevadas de derivados de quercetina glicoconjugados.

A sintese constitutiva de flavonol pode ser devida ao aumento das atividades de FLS e
flavonol metiltransferase nas plantas IAC 17 e TAC 100. Em contraste, o mecanismo de
resisténcia do gendtipo IAC 24 parece ndo estar relacionado aos niveis de rutina ou
isoharmnetina-rutinosideo. De acordo, os genoétipos IAC 100, IAC 17 e IAC 24 apresentaram
diferentes niveis de resisténcia em termos de antixenose, antibiose e insetos pragas. Assim, essa
caracteristica genética pode ser um determinante critico da resisténcia ao ataque de insetos na
soja. A sintase de flavonol (FLS) € uma enzima essencial no metabolismo de flavonéis. FLLS
regula a sintese bioquimica de quercetina, miricetina e quempferol catalisando reacdes
metabodlicas relacionadas. A quercetina produzida por FLS pode ser glicosilada por enzimas
UDP-glicose flavonoide 3-O glicosiltransferase e raminosiltransferase, como indicado na
Figura 11. Como observado por HOU et al. (2020), altos niveis de expressao de FLS aumentam
o contetdo de rutina, aumentando a tolerdncia ao estresse da planta.

Os perfis metabdlicos de diferentes tecidos de soja foram analisados sem infestacdo de
A. gemmatalis visando avaliar os mecanismos de regulacdo constitutivas ou induzidas de defesa
em diferentes estdgios de desenvolvimento e tecidos da planta. De forma geral, os metabdlitos
secunddrios identificados corroboram as afirmacdes anteriores de que nos gendtipos suscetiveis
a via das isoflavonas é favorecida em contraste com as dos flavondis nos gendtipos resistentes.
Os principais flavonoides encontrados em raizes de soja s@o a daidzeina e genisteina que, entre
outras fun¢des, modulam o transporte de auxina, um importante hormonio vegetal que regula o
desenvolvimento de raizes e dos nédulos, estimulando a divisao celular (Mathesius, 2018). Em
plantas cultivadas em campo, a expressdo de UGT4, uma 7-O-glicosiltransferase especifica de
isoflavonas, e de ICHG (conjugados de isoflavonas que hidrolisam beta-glicosidase),

diminuiram durante os estdgios reprodutivos, sugerindo que a secrecao de isoflavonas na
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rizosfera € maior durante os estdgios vegetativos do que durante os estdgios reprodutivos em

cultivos em campo (Sugiyama, 2017).
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6 CONCLUSOES

A biossintese de flavonol € uma caracteristica genética constitutiva nas folhas dos
gendtipos brasileiros de soja IAC 17 e IAC 100. No entanto, essa caracteristica explica apenas
parcialmente a resisténcia aos insetos, pois o genétipo IAC 24, também resistente, ndo produz
grandes quantidades de glicoconjugados de flavonol. Além disso, as atividades bioldgicas dos
derivados metilados do flavonol quercetina (glicoconjugados de isoramnetina) precisam ser
verificadas para obter novos gendtipos com resisténcia a insetos aprimorada. A expressao
génica e os perfis de metabdlitos indicaram que alguns dos genes estudados podem ser
candidatos para caracterizacdo genética dessa biossintese constitutiva de flavonol, incluindo
receptores de quinase e fatores de transcri¢ao. Curiosamente, as caracteristicas de resisténcia a
insetos dos gendtipos IAC 17, IAC 24 e IAC 100 podem ter sido herdadas do genétipo de soja
P1229358 (Tabela Suplementar 1). No entanto, apenas os gendtipos TAC 17 e IACI10
apresentaram grandes quantidades de glicoconjugados de flavonol, indicando que esses
gendtipos sdo fontes genéticas apropriadas para estudar a biossintese de flavonol e sua relacdo
com a resisténcia a insetos. Além disso, genes envolvidos diretamente na biossintese de
flavonol glicoconjugado, como FLS e O-metiltransferase, e aqueles que atuam indiretamente
como promotores de catalisadores enzimaticos, como proteinas PR10/Bet v1-like, também

poderiam ser alvos para caracterizagio genética.
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APENDICE A - TABELAS SUPLEMENTARES

Tabela suplementar 1. Caracteristicas e genealogia dos genétipos de soja que mostram
resisténcia ao ataque de insetos.

Genotype Characteristics (genealogy or source)

Pl 229358 Japan

D72-9601 D66-8666 x (Bragg x Pl 220358)

IAC78-2318 D72-9601 x IAC 73-227

AC 17 D 72-9601 x IAC 8

IAC 24’ [D72-9601 x Fy (Davis x Pl 227687)] x (D72-9601-1 x IAC 73-515)
IAC 100’ IAC 12’ x IAC 78-2318

Tabela suplementar 2. Cédigos e sequéncias de primers desenhados para andlises de expressao

o€nica por qRT-PCR.
NOME CODIGO GLYMA FOWARD PRIMER REVERSE PRIMER

0-metlltransferase SOMT-9 Glyma.17G171100.1 GAACATCATGGCAACACCAG  |ATCTTTCCATCAGGGGGAAG
Flavonol sintase FLS1 Glyma.13G082300 GCTTCCAAATCCAAAGATGC  |TTTCCCTTCATCTGGGTCAC
Flavonol 3-O-metiltransferase Glyma.06G137300.1 TCTAGCTTGGCCACAAAAGG  [TTGAAAGCACAGCACAGGAC
AP2/B3-like FATOR DE TRANSCRICAO Glyma.16G017100.1.p  |JAGTTGCTCACCACCTCCATC CATGTTCACCCCAAATAGCC
SCARECROW-like 14 FATOR DE TRANSCRICAO [Glyma.11G138600.1 GGGAGAAGCAACAAGCAGTC [GTCTGCGTGACCAATACACG
(Bet_v_1)(MLP-like protein 423) Glyma.07G243500.2 CTCCAAATTGGTTGCTGGTC GGCCTTGAAGAGAGCATCAG
Lipoxigenase LOX 1 Glyma.07G007000.1 ATGGGGGCTTAATCCTGAAC GGGTCTCAAACTTGGGTGTG
Inibidor Bowman BIRK- BBI Glyma.18G231700.1 AGAAGGTGGCATTGGTGAAG  |TAATTGTTGGGGAGCACCTG
Inibidor Kunitz- SKTI Glyma.08G341500.1 TCTCGTCCCCATATCGAATC GCAGGTCCTTCTGGTAGATCC
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APENDICE B — FIGURAS SUPLEMENTARES

Figura Suplementar 1. Principais compostos de LC/MS responsdveis pela discriminacdo entre
grupos de soja infestados (I) ou ndo infestados (NI) identificados pela pontuagao PLS-DA VIP.
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Figura Suplementar 2. (A) Andlise da atividade de lipoxigenases totais, NI (control) e I
(infested) e (B) andlise da expressdo génica por qRT-PCR da lipoxigenase LOX 1 em folhas de
IAC 17 e UFV 105 AP, NI (controle) e I (infestadas) por A. gemmatalis. Os niveis de expressao
génica foram calculados por 2 24T para comparar a expressdo relativa entre gendtipos e
tratamentos. Barras (significancia £ SE; n = 4) com mesmas letras maidsculas indicam
diferengcas ndo significantes entre controle e tratamento e barras com as mesmas letras
mindsculas indicam diferengas ndo significantes entre os genétipos dentro do mesmo
tratamento.
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Figura Suplementar 3. Andlise da atividade total de inibi¢c@o de tripsina (A), NI (control) e I
(infested) e andlise da expressdo génica do inibidor de proteases (B) BBI (Bowman-Birk
inhibitor) e (C) SKTI (Kunitz Trypsin Inhibitor de soja) por qRT-PCR em folhas de IAC 17 e
UFV 105 AP, NI (controle) e I (infestadas) por A. gemmatalis. Os niveis de expressdo génica
foram calculados por 2 22T para comparar a expressdo relativa entre genétipos e tratamentos.
Barras (significancia £ SE; n = 4) com mesmas letras maidsculas indicam diferencas nao
significantes entre controle e tratamento e barras com as mesmas letras mindsculas indicam
diferengas nao significantes entre os genotipos dentro do mesmo tratamento.
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