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RESUMO

FAUSTINO, Verbnica Aparecida, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, novembro de
2015.Impacto do estresse hidrico e bidtico (Anticarsia gemmatalis Hiubner, 1818)
sobre o mecanismo de defesa da sofarientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira.
Coorientadores: Ana Ermelinda Marques, Felipe Lopes da Silva e Joel Antonio de
Oliveira.

O déficit hidrico € um dos principais estresses abiético capaz de gerar dano para o
crescimento e desenvolvimento da planta de soja, principalmente no periodo de floracédo
e enchimento dos graos. Além disso, a lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis), uma das
principais pragas desfolhadora da cultura, causa perdas significativas na lavoura. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto do estresse hidrico no mecanismo de defesa
da soja e nos parametros bioquimicos da lagartgemmatalis. O experimento foi
realizado com a cultivar UFV-16, submetida ou ndo ao estresse hidrico e a injaria pela
lagarta; cultivar UFV-16 submetida ou ndo ao estresse hidrico sem a injuria pela lagarta,
e, cultivar UFV-16 irrigada e reirrigada, submetidas a injuria pela lagarta. Os
tratamentos foram compostos por 5 repeticdes. Avaliou-se a atividade de lipoxigenase e
sintese de inibidores de proteases nas folhas de soja. No intestino da lagarta avaliou-se a
atividade das proteases totais, da tripsina-like amidasica e esterasica e a concentracao de
proteina total. A atividade de lipoxigenasess folhas de soja sob estresse hidrico
crescente, com (CL) e sem (SL) a injuria pela lagarta, ndo apresentou diferenca
significativa entre os diferentes estresses hidi(jies8,05). Entretanto, os inibidores de
proteases nas plantas de soja em ambos os tratamentos CL e SL, aumentaram até o
estresse hidric??am= -1,0 MPae no Yam= -1,6 MPa os valores diminuiram. No
intestino da lagarta, a atividade de proteases totais foi significativamente menor nas
plantas doYam= -1,6 MPa. Mas, as atividades da tripsina-like amidasica e esterasica
foram decrescentes no intestino das lagartas que se alimentaram das folhas nos trés
potenciais hidricos¥am= -0,6 MPa¥am= -1,0 MPa Yam= -1,6 MPa. Para a soja
irrigada e reirrigada ndo houve diferenca significativa (P>0,05) na atividade da
lipoxigenase e na producédo de inibidores de proteases. A atividaelezidas e a
concentracdo da proteina total no intestino da lagarta ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa (P>0,05). Portanto, a cultivar UFV-16 € tolerante ao déficit
hidrico ao qual foi submetida, e ainda, responde com defesas as injurias causadas pel

lagarta A. gemmatalis.
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ABSTRACT

FAUSTINO, Veronica Aparecida, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, November,
2015 Impact of water and biotic stress (Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818) on

the soy defense mechanisnfdvisor: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Co-Advisor:
Ana Ermelinda Marques, Felipe Lopes da Silva and Joel Antonio de Oliveira.

Water deficit is a very important abiotic stress and it produces damage to the growth
and development of soybean plants, particularly in the flowering period and grain
filling. Furthermore, the soybean caterpillar (Anticarsia gemmatalis), the principal
defoliator pest crop, it causes significant crop losses. The objective of this study was to
evaluate the impact of water stress in soybean defense mechanism and biochemical
parameters of soybean caterpillar A. gemmatalis. The experiment was conducted with
the UFV-16 cultivar, submitted and did not submit to water stress and injury by the
caterpillar; UFV-16 cultivar submitted and did not submit to water stress without injury
by the caterpillar, and UFV-16 cultivar irrigated and reirrigated submitted to injury by
the caterpillar. The treatments consisted of 5 repetitions. We evaluated the lipoxygenase
activity and protease inhibitors synthesis in soybean leaves. In the caterpillar gut was
evaluated total proteases activity, amidolytic and esterolytic trypsin-like and total
protein concentration. The lipoxygenase activity in soybean leaves submitted crescent
water stress, with (CL) and without (SL) the injury caused by the caterpillar, did not
show significant difference between all water stress (P>0.05). However, protease
inhibitors in the soybean plants to both CL and SL treatments, increased until water
stress of¥am = -1.0 MPa and to plants witHam = -1.6 MPa, protease inhibitors
decreased. In the caterpillar gut, total protease activity was significantly lower in plants
with WYam = -1.6 MPa. But amidolytic and esterolytic trypsin-like decreased in
caterpillars gut fed on leaves in three water potentiiésn = -0.6 MPa¥Yam = -1.0

MPa andWam = -1.6. Between irrigated and reirrigated soybeans there were not
significant differences (P>0.05) in the lipoxygenase activity and protease inhibitors
synthesis. The enzymes activities and total protein concentration in the caterpillar gut
did not show statistically significant difference (P>0.05). Therefore, UFV-16 cultivar is
tolerant to water stress which has been submitted, and it responds with defenses to

injuries caused by the caterpillar A gemmatalis.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) da familia Fabaceae, é uma das principais
commodities cultivada no mundo. No Brasil, ela tem grande importancia no cenario
econdmico, por ser um dos principais produtos do agronegoécio, ocupando lugar de
destague na pauta das exportacdes do pais. A soja em grdo é o produto mais exportado
atualmente (Hirakuri e Lazzaroto, 2014; Conab, 2014; Boletim do Agronegdcio
Internacional, 2015; Conab 2015A).

No entanto, no Brasil a cultura de soja é acometida por diferentes estresses
abidticos e bidticos reduzindo sua produtividade. Dentre os estresses abidtico® a seca
um dos principais fenébmenos gerador de prejuizos e de riscos para a cultura (Farias et
al., 2001; Farias et al., 2007). Com o progresso das pesquisas na geracao de cultivares
com maior rendimento de graos, estresses causados pelo déficit hidrico, durante estadios
criticos, tém limitado estes rendimentos (Maehler et al., 2003). O impacto do estresse
hidrico na lavoura de soja ficou mais evidente na safra de 2012/2013 quando houve
reducao significativa na producdo do grdo em comparacdo com a safra de 2013/2014
(Conab, 2015A).

No que diz respeito aos estresses bidticos, o ataque de pragas podem causar
consideravel reducdo da produtividade de grdos. Dentre esses, a dagaijta-
(Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818) (Lepidoptera: Noctuiéagna das principais
pragas desfolhadora da cultura. Essa lagarta inicialmente se alimenta da epiderme
inferior e do mesofilo das folhas jovens, e a partir do segundo instar, se alimenta da
folha podendo causar completa desfolha nas plantas. Além do limbo, em situacao de
intensa infestacdo, ela consome também as nervuras para poder completar seu
desenvolvimento até a fase de pupa, consumindo o equivalente a 2,1 vezes a sua massa
corporal (Hoffmann-Campo et al., 2000; Andrade et al., 2004).

A planta ao ser injuriada pelo inseto ativa as suas vias de defesa e uma das
principais vias € a das lipoxigenases. Estas enzimas sdo da classe das oxidorredutases,
contém ferro e catalisam a dioxigenacao do acido linoleico, formando &cido jasménico
pela via octadecanoide das plantas (Guimaraes, 2008; Scott et al.,2010; Shivaji et al.,
2010). O acido jasmonico é responsavel pela ativacdo dos genes que expressam 0S
inibidores de proteases (Farmer e Ryan, 1992; Oliveira et al., 2005; Scott et al., 2010;
Shivaji et al.,, 2010). Os inibidores de proteases sao considerados agentes
antimetabdlicos, pois levam os insetos a deficiéncia proteica. Essa interferéncia na

digestado diminui a disponibilidade de aminoacidos, prejudicando a sintese de proteinas
1



necessarias ao crescimento e desenvolvimento do inseto (Silva-Filho e Falco, 2000;
Oliveira et al., 2005).

Sendo assim, € importante explorar a capacidade de defesa da planta de soja
submetida aos dois tipos de estresse, abidtico e bidtico. Para tal, foi proposto a avaliacao
do impacto do estresse hidrico no mecanismo de defesa da cultivar UFV-16, e o reflexo
nos parametros bioquimicos do intestino da lagarta-da-soja apo6s alimentagdo com estas
plantas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cultura da Soja

Atualmente a soja € uma das principais commodities cultivada no mundo. Suas
caracteristicas de crescimento e desenvolvimento sdo bastante diferentes dos ancestrais
que lhe deram origem, principalmente no que se refere a sua produtividade de gréaos por
planta. O seu progresso comec¢ou com 0 surgimento de plantas oriundas de sucessivos
cruzamentos naturais, entre duas espécies de soja selvagem, que foram domesticadas e
melhoradas por cientistas da antiga China (ClSoja, 2015A

A planta de soja é herbacea e de producdo anual, possui altura variando entre 80
e 150 cm, os frutos medem de 2 a 7 cm e alojam de 1 até 5 sementes Ha grande
diversidade de ciclo. Os cultivares brasileiros apresentam ciclos variando entre 100 e
160 dias e séo classificados em Grupos de Maturidade Relativa (GMR) e possuem
diferentes tipos de crescimento: indeterminado, semideterminado e determinado. A soja
é fortemente influenciada pelas interacbes ambientais versus os genotipos (Alliprandini
et al., 2009; CISoja, 2015B).

No Brasil, a producdo de gréaos foi estimada pela Companhia Nacional de
Abastecimento (Conab) em 209,5 milhdes de toneladas para safra 2014/2015. Esta
estimativa representa um aumento de 8,2%, ou seja, 0 equivalente a 15,9 milhdes de
toneladas em relacdo a safra anterior, que foi de 193,62 milh6es de toneladas. Em
termos percentuais, os destaques foram para a cultura da soja que apresentou um
incremento de 11,8% na producado, chegando a 96,2 milhdes de toneladas, seguido da
cultura do milho na segunda safra, que registrou 54,5 milhées de toneladas. (Ministério
da Agricultura, 2015A).

Para a safra 2015/2016, a Conab prevé que a producéo de graos atingira cerca de
212,9 milhdes de toneladas, representando um crescimento de 2,1% em relag&o ao ciclo
2014/2015. As projecdes para a area plantada de graos séo de 58,9 milhdes de hectares e
esse nuamero representa um crescimento de 1,6% em comparacdo a temporada
2014/2015. Esse aumento se deve a soja, com previsdo de um acréscimo entre 2,1%
(671,3 mil ha) e 3,8% (1,22 milhdo de ha), seguido da producdo de milho na primeira
safra que ficara entre 26,5 e 28,2 milhdes de toneladas. (Ministério da Agricultura,
20158B.

Diante deste cenario produtivo, para a situacdo da cultura da soja, a seca € um

dos principais fenbmenos gerador de prejuizos e de riscos para a cultura (Farias et al.,
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2001; Farias et al., 2007). Perante o progresso obtido nas pesquisas geradoras de
cultivares de maior capacidade de rendimento de graos, estresses causados pelo déficit
hidrico durante estadios criticos tém limitado estes rendimentos (Maehler et al., 2003).
A sensibilidade da soja ao déficit hidrico, considerando o rendimento de graos, tende a
aumentar a medida que a cultura avanca no seu ciclo, apresentando maxima
sensibilidade durante o periodo de reproducao (Ashley e Ethridge, K&T8 et al.,

1983; Farias et al., 2007; Farias et al., 2060dn et al., 2008; Silvante et al., 2012

2.2. Mudancas Climaticas

Diversas atividades antrépicas e industriais tém colaborado para aumento nas
concentracdes de gases de efeito estufa na atmosfera. Esta situagédo tem mudado o clima
global e elevou a temperatura da superficie da Terra em 0,74°C no século passado
(IPCC, 2007).A causa do aumento da concentracadC@e atmosféricode 280 para
398,83 ppm aconteceu principalmente no inicio da revolug¢do industrial (Conway e
Tans, 2013). As mudancas climaticas interferem nos impactos biologicos relacionados a
capacidade dos organismos terrestres, das populacdes, das comunidades e dos
ecossistemas em lidar com as alteracdes para que consigam ampliar suas respostas
desde o nivel molecular até o da biosfera (Pefiuelas et al., 2013).

Através de estudos de modelagem juntamente com as projecdes estatisticas,
previsdes para longo prazo dos cenarios acometidos pelos impactos das mudancas
climaticas indicam mudancas também nos redimentos das producdes das culturas. Elas
sdo mais vulneravéis as alteracdes climaticas e sofrerdo principalmente com a alta taxa
de evapotranspiracao devido ao aumento da temperatura atmosférica e a falta de agua
disponivel no solo. Essa combinacéo de fatores negativos dificultara o desenvolvimento
do ciclo biolégico das culturas diminuindo a produtividade como foi observado para o
trigo e a soja (Osborne et al., 2012).

Schimid et al (2013), verificaram que as mudancas climaticas estdo diretamente
relacionadas com as atividades humanas tais como: transporte, consumo de energia
elétrica e a criagdo de gado. A producés gises do efeito estufa por estas atividades
contribuem para o aumento médio da temperatura global acarretando impactos natural e
social. Dessa maneira, os produtores rurais enfrentardo alteracfes terrestres que nos
altimos tempos tem se agravado cada vez mais.

A avaliacdo do estado geral do planeta feita pelo IPCODNU
(Intergovernmental Panel on Climate Change - United N3ationstituido em 1988,

4



para averiguaras pesquisas da ciéncia do clima e prodlagorios a cada cinco ou sete
anos. No relatéride 2007, os cientistas relataram a responsabilidade dos humanos pelo
aquecimento global. O mais recente relatério do IPCC alerta para os riscos de fome,
inundacdes e conflitos, devido as alteracbes climéaticas do planeta (Brancp, 2015
Nacdes Unidas no Brasil, 2015

Segundo Lobell (2012), de fato as mudancas climéticas estdo muito presentes
nestas Ultimas décadas, sendo constatadas através da tendéncia do aumento do CO
atmosférico, dos niveis de;@los problemas com a precipitacdo e com a temperatura.
Estas situacdes prejudicam a agricultura, pois provoca desequilibrio no agro-
ecossistema, principalmente na producdo de gréos e na seguranca alimentara Quanto
seguranca alimentar, o problema se relaciona a producdo de alimentos de baixa
qualidade nutricional, principalmente em regides onde a seca € mais severa. Periodos
prolongados de baixa ocorréncia de precipitacdo ou exposicdo a temperaturas elevadas
produzem desequilibrio nos sistemas ecoldgico e hidrolégico e tém impactos severos na
producédo agricola (Kogan et al., 2003; Karnieli et al., 2010; Board e Kahlon, 2011).

Assim, as mudancas climaticas podem interferir na distribuicdo da producao
agricola e também nas técnicas de manejo do solo, das plantas daninhas e das pragas.
Além disso, observou-se a presenca de impactos indiretos nas culturas através das
alteracdes das populacdes de fitéfagos, dos inimigos naturais e dos patdégenos, sendo
que estas modificacbes aumentaram suas incidéncias e severidades, e dentre estas
populacdes, as pragas estao entre 0s primeiros organismos ensofner estes fatores
climaticos no que se refere a quantidade de individuos (Gornall et al., 2010; Embrapa
Meio Ambiente, 201p

No Brasil podem ser observados os efeitos das mudancas climaticas
relacionados principalmente a falta de chuva. Esta situacdo ocorreu na lavoura de soja
na safra 2012/2013 quando se teve reducdo significativa na producdo do grdo em
comparacao com a safra de 2013/2014. De acordo com a Conab (2014), o estado do
Parana foi o estado mais atingido pelas alteracbes climaticas e a lavoura de soja foi
atingida praticamente em todos os estadios do cultivo. No estado do Mato &rosso
situacao foi diferente, pois a forte chuva no periodo da colheita prejudicou a qualidade
do produto (Figura 1). No estado de Goias ocorreram periodos de estiagem nos meses

de janeiro e fevereiro, prejudicando o enchimento dos graos (Andrea Parise, 2015).
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Figura 1: Precipitagdo no Estado do Mato Grosso em fevereiro de 2013. Fonte: INMET, 2015A.

A situacdo de déficit hidrico na cultura da soja foi também observada na safra de
2014/2015. A regidao Centro-Oeste, maior produtora do pais, e as Regides Sul e Sudeste
sofreram com os transtornos da estiagem, tempo seco, chuvas localizadas e
temperaturas elevadas no inicio do plantio. Desta forma, os produtores destas regibes,
principalmente dos estados de Goias, Distrito Federal, Parand e Minas Gerais tiveram
que atrasar o plantio. Esta situacdo trouxe como consequéncia, prejuizos na
produtividade, que ocorreu devido a reducao da “janela climatica”, ou seja, colheu-se
antes do periodo previsto, evitando o periodo chuvoso, sem comprometer a lavoura que

seria plantada na sequéncia (Conab, 2015B) (Figura 2).
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Figura 2: Precipitacdo nas Regifes Centro-Oeste, Sul e Sudeste em outubro de 2014. Fonte
INMET, 2015B.

As plantas de soja submetidas ao déficit hidrico na floragdo e enchimento dos
gréos nao atingem maturacao fisioldgica dos graos e tém queda na produtividade (Arias
et al., 2011; Pimentel, 2011; Silvente et al., 2012). A seca € um dos mais importantes
estresses abiodticos que limita a producao da soja (Specht et al., 1999; Purcel e Specht,
2004). Ela é altamente suscetivel a seca, particularmente no que se refere ao estadio de
crescimento e reproducdao (Silvente et al., 2012).

A cultura da soja submetida ao déficit hidrico apresenta duas fases criticas bem
definidas: 1) fase da semeadura a emergéncia das plantulas e 2) fase de enchimento dos
grdos. Na germinacdo, tanto o excesso como a falta de agua séo prejudiciais ao
estabelecimento da cultura. Neste periodo, os exageros hidricos sdo mais limitantes que
o déficit hidrico (Salinas et al., 1989). No entanto, no periodo de enchimento dos gréaos
o déficit hidrico é mais prejudicial do que na floragdo (Doss et al., 1974; Sionit e
Kramer, 1977).



2.3. Lagarta-da-Soja (Anticarsia gemmatalisliibner, 1818)

Além dos problemas supracitados causados pelo o déficit hidrico, a cultura da
soja também esta sujeita aos fatores bidticos simultaneamente, como por exemplo, a
infestacdo da lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis Hibner,1818). Esta lagarta é
considerada uma das principais pragas desfolhadora de plantas de soja (Hoffmann-
Campo et al., 2000). Na fase larval, este inseto causa danos severos a soja em areas
cultivadas por todo o pais (Moscardi e Souza, 2002; Vianna et al., 2011). Cada lagarta
pode consumir em torno de 100 a 150 cm? de area foliar, e aproximadamente 96% desse
consumo ocorre do 4° ao 6° instares larvais (Hoffmann-Campo et al., 2000),
contribuindo para reducao na producao de grdos (Mendonca et al., 2009; Vianna et al.,
2011).

O ciclo biolégico de A. gemmatalis é de aproximadamente 30 dias, dependendo
das condi¢cbes ambientais. A fase adulta dura em torno de 15 dias e a mariposa mede de
30 a 38 mm, apresentando coloragédo de cinza a marrom avermelhado ou amarelado,
sem dimorfismo sexual (Figura 3). Estas mariposas encosgaturante o dia em
locais sombreados, principalmente na base das plantas, e seu processo reprodutivo

ocorre durante o periodo noturno (Praga et al., 2006).

Figura 3 Anticarsia gemmatalisHibner,1818 (Lepidoptera: Noctuidaéjhseto adulto
(Fonte: Sosa-GOmez et al.,2014).

As fémeas oviposiim na face superior e inferior das folhas, nos peciolos e nos

caules das plantas. Os ovos possuem formato arredondado, porém achatados na
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superficie inferior, medem de 1 a 2 mm de didametro e a coloracgao inicialmente é branca.
Em seguida, adquirem coloragdo marrom-avermelhada e a incubacdo dura de trés a
cinco dias (Barbara, 2000).

A lagarta-da-soja pode ter de cinco a seis instares larvais e medir de 40 a 50 mm
de comprimento. Em alta populacdglas apresentam coloracdo negra com listras
brancas (Figura 4). As pupas podem apresentar cor verde ou marrom, sao lisas e medem
de 18 a 20 mm de comprimento, 4 a 6 mm de largura e s&o encontradas abaixo da
superficie do solo a uma profundidade de 2 cm. A fase de pupa dura em média 7 dias,
culminando com a emergéncia do adulto (Barbara, 2000; Praca et al., 2006; Embrapa
Soja, 2014)

Figura 4: Fase larval de Anticarsia gemmathliifoner,181&Lepidoptera: Noctuidae)

No Brasil a lagarta-da-soja ocorre em todos os locais de cultivo, sendo o
desfolhador mais comum da cultura (Hoffmann-Campo et al., 2000). Por ser um inseto
desfolhador, esta lagarta se alimenta tanto da epiderme inferior quanto do mesofilo das
folhas jovens, e a partir do segundo instar, se alimenta vorazmente da folha inteira.
Além do limbo, consome também as nervuras para completar seu desenvolvimento até a

fase de pupa (Andrade et al., 2004).

2.4. Lipoxigenases (LOX)

As lipoxigenases (linoleato: oxigénio oxidoredutases; EC 1.13.11.12) constituem
uma familia heterogénea de enzimas de peroxidacao lipidica amplamente distribuida em
plantas e no reino animal (Baysal e Demirdoven, 2007; Holkova et al., 2009). Estas
enzimas formam derivados hidroperéxidos, catalisam a dioxigenacdo de acidos graxos
poliénicos contendo o sistema cis, cis-1,4-pentadieno, como por exemplo, o acido



linoleico (LA), a-linolénico ou araquidénico. Os acidos linolénico, linoleico e seus
derivados séo considerados os principais substratos das lipoxigenases da célula da
planta, e, o &cido araquiddnico e seus ésteres sdo 0s principais substratos para as
lipoxigenases encontrados em células animais (Acosta et al., 2009).

Em plantas, o produto da dioxigenacdo dos acidos graxos insaturados pelas
lipoxigenases sao os hidroperéxidos, que sdo transformados em diferentes compostos de
atividade bioldgica, tais como &cido jasménico, acido traumatico, alquenos, aldeidos e
alcoois (Axelrod et al.,1981; Mack et al., 1987; Vick e Zimmerman, 1987; Browse,
2009; Wasternack e Kombrink, 2010; Yan et al., 2013). As lipoxigenases séo cruciais
na estratégia de defesa das plantas. Muitas plantas respondem tanto as injurias causadas
por insetos como as mecanicas por meio da producdo de acido jasmodnico e da ativacédo
de genes de inibidores de protease nas folhas (Guimardes, 2008; Scott et al.;2010;
Shivaji et al.; 2010).

Farmer e Ryan (1992) propuseram que, para a expressédo dos inibidores de
proteases em tomateiro, um sinal sistémico é necessario para inducdo dos genes de
defesa.Eles postularam que o acido jasmoénico é parte integral de um sistema de
transducado de sinal intracelular que regula estes genes. Assim, ao ser ferida por insetos
herbivoros, a planta produz sistemina, um peptideo de dezoito residuos de aminoacidos,
ou, se a planta for injuriada por patégen@rde produzidos oligouronideos,
polissacarideos da parede celular das plantas (Fiura 5

Dentro deste arsenal, a defesa mediada pela Via das Lipoxigenases induz a
producdo de &cido jasménico e culminard com a expresséo dos inibidores de proteases
contra as injurias de herbivoros. A ingestdo destes inibidores de proteases interfere no
processo de degradacéo das proteinas no intestino médio dos insetos, pois possuem acac
antimetabdlica levando-os a deficiéncia de proteinas. Assim, havera diminuicdo da
disponibilidade dos aminoécidos, prejudicando a sintese de proteinas necessarias ao
crescimento, desenvolvimento e reproducdo do inseto (Silva-Filho e Falco, 2000;

Farmer e Ryan, 2002).
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Figura 5- Modelo proposto para a sinalizagdo que regula a expressdo de genes inibidores de
proteases induzidas por ferimento em folhas de tomateiro (Solanum lycopeiSatanaceae)
PK = Proteina Quinase (Adaptado de Farmer e Ryan, 1992).

2.5. Inibidores de Proteases (IPS)

Os inibidores de proteases sdo proteinas multifuncionais importantes por
constituir um mecanismo de regulacdo da atividade proteolitica. Eles podem ser
classificados de acordo com 0 mecanismo de reacdo (competitivos e ndo competitivos),
ou, de acordo com a especificidade para aqueles que inibem diferentes classes de
proteases, uma classe de protease, uma familia de protease ou uma Unica protease.
Conforme as classes de proteases que eles inibem, temos como exemplo, os inibidores
de serino-protease (Salvesen e Nagase, 1989; Rawlings et al., 2004; Christeller, 2005;
Rawlings, 2010).

Os inibidores também afetam o desenvolvimento dos insetos de forma indireta,
via mecanismo de feedback, aumentando a producdo de proteases digestivas para
compensar 0s baixos niveis de aminoacidos disponiveis, e, esses aminoacidos seriam
deslocados para sinteses de mais proteases em detrimentos de outras proteinas
essenciais (Jongsma e Bolter, 1997). Os estudos sobre os inibidores de proteases em

plantas tém aumentado as evidéncias de que estes n&o estdo exclusivamente envolvidos
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somente na protecdo contra patégenos e herbivoros, mas também, no controle da
atividade de protedlise da planta em condi¢Bes de estresse abiotico ([Fig@nzante
Kidric, 1995; Martinez e Diaz, 2008; Benchabane et al., 2010; Vaseva et a)., 2012

Devido aco-evolugao dos insetos com as planesdes se defendem dos efeitos
deletérios dos inibidores de proteases produzidos pelas plantas, aumentando a sintese de
enzimas da classe inibida, e de outras classes, burlando a inibicdo (Jongsma e Bolter,
1997, Srinivasan et al., 2006; Pilon et al., 2006; Pilon et al., 2009; Jamal et al., 2012).
Se 0 inseto tiver sucesso na adaptacdo aos inibidores de proteases, seu crescimento e
desenvolvimento ocorrerdo normalmente. Mas, pesquisas tém mostrado que alguns
insetos herbivoros tiveram a digestdo proteica prejudicada, devido a alteracdo das
enzimas proteoliticas, tanto na presenca de inibidores sintéticos quanto nos naturais
obtidos das plantas, quando os mesmos foram inseridos em dietas alimentares (Macedo
et al., 2010A e 2010B; Moreira et al., 2011; Mendonca 2012; Paixao et al., 2013).
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Figura 6 - Resposta ao déficit hidrico e cross-talk entre dehydrins, chaperonas fdszgep
e inibidores de protease na manutencdo da conformacao e fungéo da proteina celptadg¢A
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2.6. Enzimas Proteoliticas do Intestino de Lagartas

A maioria das espécies na Terra sdo insetos e, assim, entender as suas relagdes
evolutivas é a chave para a compreensdo da evolucédo da vida. Os insetos sdo um dos
grupos evolutivamente mais bem adaptados de organismos em todo o mundo, e grande
parte da sua adaptacdo € devido a sua capacidade de explorar diversos habitats e fontes
de energia. Uma das carateristicas responséveis por esta capacidade se deve
principalmente por suas enzimas digestivas que sao capazes de degradar varios tipos de
alimentos, desde materiais organicos até substancias toxicas (Terra et al., 1996;
Trautwein et al., 2012

As enzimas digestivas conhecidas também como proteases sdo subdivididas em
dois grandes grupos, que séo: as exopeptidases e as endopeptidases. As exopeptidase:
clivam a ligacao peptidica proxina@ grupo amino ou carboxi da proteina, enquanto as
endopeptidases clivam ligagBes peptidicas no interior da proteina. A degradacao é
iniciada por endopeptidases seguida por exopeptidases. As proteases sao subdivididas
em quatro subclasses, de acordo com o0 aminoacido alvo para a acéo. Elas sao proteases
de serina, proteases de cisteina, proteases de aspartato e metalo-proteases (Terra e
al.,1996; Rao et al., 1998; Kumar et al., 2014)

As proteases ou enzimas proteoliticas realizam modificacdes altamente
especificas e seletivas de proteinas, tais como a ativacdo de enzimas por protedlise, e
ainda, colaboram com o transporte de proteinas secretoras através das membranas
(Kumar et al., 2014). Nos insetegas proteases digestivas sdo importantes para o seu
crescimento e desenvolvimento, pois degradam as proteinas e peptideos em
aminoacidos, 0s quais sdo essenciais para a biossintese das proteinas estruturais e
funcionais (Dunse et al., 2010A e 2010B). As serino-proteases, em particular, sdo a
principal classe de proteases digestivas, representando 95% da atividade digestiva na
ordem Lepidoptera (Terra e Ferreira, 1994; Srinivasan et al., 2006).

Dentro da subclasse das serino-proteases, as tripsinas sdo as mais abundantes no
intestino das lepidopteras e participam de diversos processos fisiolégicos, incluindo a
digestao, ativacao de proteinas especificas, no desenvolvimento e producéo de peptideos
biologicamente ativos, na transducao de sinais e ativacdo de hormonios (Page e Di Cera,
2008; Zhan et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o impacto do estresse hidrico no mecanismo de defesa da soja e nos

parametros bioquimicos da lagarta Anticarsia gemmatalis Hiibner,1818.

3.2. Objetivos Especificos

Determinar a atividade de lipoxigenases e inibidores de proteases em plantas de soja
submetidas ou ndo ao estresse hidrico, injuriadas ou nao por lagartas;

Determinar a atividade de enzimas do intestino das lagartas alimentadas com plantas de
soja submetidas ou ndo ao estresse hidrico;

Determinar a atividade de lipoxigenases e inibidores de proteases em plantas de soja
irrigadas e reirrigadas;

Determinar a atividade de enzimas do intestino das lagartas alimentadas com plantas de

soja irrigadas e reirrigadas.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na casa de vegetacao do Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), na Universidade Federal de Vicosa (UFV),
Minas Gerais, em temperatura de 35+ 5°C e umidade relativa_de 60 + 20%. As analises
foram realizadas no laboratério de Enzimologia, Bioquimica de Proteinas e Peptideos
(BIOAGRO).

4.1. Material Vegetal e Conducao do Estresse Hidrico

As sementes da cultivar de soja UFV-16 foram disponibilizadas pelo Banco de
Germoplasma do Departamento de FitotecnidJJ Esta cultivar foi escolhida devido
ao melhor desempenho, mediante teste de germinacdo e teor de umidade, em
comparacdo com outras quatros cultivares, nos potenciais hidricos de 0,0 MPa, -0,5
MPa, -1,0 MPa, -1,5 MPa e -2,0 MPa (Dados ndo apresentados).

O plantio da cultivar UFV-16 foi realizado em vasos de 10 litros. O substrato
utilizado foi solo e substrato comercial Plant®ama proporcao (1:1). A calagem e a
adubacéo foram feitas de acordo com os resultados de analise do solo e conforme a
recomendacdo técnica para a cultura. Utiliged2,5 g de calcério, 7,2 g de cloreto de
potassio e 63,5 g de fésforo por vaso. Para obtencdo do nitrogénio, as sementes foram
inoculadas com Bradyrhizobium japonicum. A seguir, foram semeadas seis sementes
em cada vaso e ap0s a germinacéao foi feito o desbaste, masgedr@&plantulas por
vaso.

O primeiro grupo de plantas, ao atingir o estadio de desenvolvimento V4,
conforme a escala de desenvolvimento de Fehr e Caviness (1977), foram submetidas ao
déficit hidrico suspendendo-se a irrigacdo. Os potenciais hidtiéas)( para cada
tratamento foram: -0,18 + 0,002 MPa (controle), -0,6 + 0,1MPa, -1,0 £ 0,08 MPa e -1,6
+ 0,2MPa. O segundo grupo de plantas, que estava no estadio vegetativo V6 (Fehr e
Caviness, 1977), também recebeu imposicdo do estresse hidrico até atingir o potencial
hidrico de -1,6 = 0,2 MPa. Em seguida, estas plantas foram reirrigadas até voltarem ao
estado de turgescéncia. Este grupo de plantas foi comparado com plantas controle que
receberam irrigacdo diariamente. Os potenciais hidricos, para cada grupo, foram
monitorados a partir do terceiro dia de suspensao da irrigacdo, com a bomba de
Scholander (Scholander, 1965), no horario entre 4h e 5h da manh& nas folhas

completamente expandidas.
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4.2. Criacao e Preparo da Dieta Atrtificial da Lagartada-Soja

4.2.1. Criagao da Lagartada-Soja

As pupas deA. gemmatalis foram obtidas do Departamento de Entomologia
(UFV). Em seguida, foram levadas para o Laboratério de Criacdo de Insetos do
Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular (UFV), mantidas em temperatura de
26 * 2°C e umidade relativa de 70 £ 10% até a emergéncia das mariposas. Os casais,
mantidos em gaiolas (50 x 50 cm) fechadas lateralmente com tecido de organza, foram
alimentados com solugdo nutritiva composta de mel (10,5 g), cerveja (350 mL),
sacarose (60 g), acido ascorbico (1,05 g), nipagin (1,05 g) e agua destilada (1000 mL),
embebida no pedaco de algodéo colocado sobre a placa de Petri, no fundo da gaiola.

A postura das mariposas ocorreu apés o terceiro dia, na superficie de folhas de
papel A4 gque revestia internamente a gaiola. Estas folhas foram retiradas, recortadas em
tiras de 2,5 cm de largura x 10 cm de comprimento e colocadas em potes plasticos de
500 mL. Estes potes foram cobertos com tampas que continham um orificio circular de
2 cm de diametro, coberto com organza. Os potes foram mantidos em estufas do tipo
BOD, a 25°C de temperatura, umidade relativa de 70 + 10% e fotoperiodo de 14h.

No segundo ou terceiro dia apds a eclosdo dos ovos, iniciou-se a alimentagcao das
lagartas com dieta artificial (Greene et al., Z9HM6ffman-Campo et al.,1985) com

modifica¢des, colocando-se um pedaco da dieta em cada pote plastico.

4.2.2. Preparo da Dieta para a Lagartada-Soja

A dieta artificial foi preparada utilizando-se os diversos ingredientes conforme a

composicao apresentada na Tabela 1:
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Tabela 1- Composicao da dieta artificial

INGREDIENTES QUANTIDADE
Feijao Branco(Q) 75,00 250,00
Germe de Trigo (g) 60,00 200,00
Proteina da Soja (g) 30,00 100,00
Caseina (g) 30,00 100,00
Levedura de Cerveja (Q) 37,50 125,00
Agar (9) 22,50 75,00
Acido Ascorbico (g) 3,96 13,20
Acido Sérbico (g) 1,98 6,60
Nipagim (g) 3,30 11,00
Tetraciclina (mg) 124,00 413,40
Formol 40% (mL) 15,90 14,00
Complexo Vitaminico (mL) 9,90 33,00
Agua (mL) 1200,00 4000,00

Todos os ingredientes, exceto acido ascoérbico, acido sorbico, nipagin,
tetraciclina, formol e o complexo vitaminico, foram triturados, na ordem apresentada na
Tabela 1, utilizando-se liquidificador industrial. A mistura foi autoclavada poral h
pressdo de 1,5 kgf/@dnem seguida foi transferida novamente para o liquidificador,
misturada e adicionada de &cido ascorbico, acido soérbico, nipagin (metilparabeno),
tetraciclina, formol, agua destilada e o complexo vitaminico composto por niacinamida
(1 mg), pantoenato de calcio (1 mg), tiamina (0,25 mg), riboflavina (0,50 mg),
piridoxina (0,25 mg), acido félico (0,25 mg), biotina (0,02 mg), inositol (20 mg), até
formar uma pasta homogénea. Essa pasta foi transferida ainda quente para recipientes
plasticos com tampa, em seguida, resfriada em camara germicida acondicionada com

luz ultravioleta, e armazenada a 4°C.
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4.3. Tratamentos com a Lagartada-Soja

As lagartas foram mantidas em jejum por 24 h, e em seguida, colocadas na
terceira e quarta folha trifolioladas, no mesmo dia da medicdo do potencial hidrico
antemanhd, mantendo-as nas plantas por 24 h. Em cada folha colocou-se uma lagarta do
59 instar, totalizando-se duas lagartas por planta, sendo quatro lagartas por vaso. As
folhas foram envolvidas com bolsa de organza, evitando-se a fuga das lagartas (Figura 7
A e B). ApoGs 24 h, as lagartas e as folhas injuriadas foram coletadas. A seguir, 0s
intestinos das lagartas foram retirados, acondicionados em microtubos de 2 mL e
congelados em nitrogénio liquido. As folhas injuriadas foram acondicionadas em
pacotes de aluminio e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. As amostras de

folhas e intestinos foram armazenadas em ultrafreezer (-80 °C) para analises posteriores.

Figura 7 - Bolsa de organza envolvendo a folha da soja (A). Lagarta-da-soja dentro da bolsa de
organza (B).

4.4. Determinacdo da Atividade de Lipoxigenases (LOX) em Folhas da Cultivar
UFV-16

4.4.1. Obtencédo do Extrato Foliar

O extrato vegetal foi obtido ap6s a pulverizacéo das folhas da cultivar UFV-16
com nitrogénio liquido, em almofariz e pistilo previamente resfriados, até obtencéo do
po vegetal (Ohta et al., 198@mediatamente, adicionou-se ao po vegetal, o tampéo
fosfato de sédio 50 mM; pH 6,5, na propor¢cdo de 1:3 (p/v) (1 g de folha:3 mL de

tampéo). Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 17.200 g, por 30 min, a 4°C. O
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sobrenadante foi utilizado para a atividade de lipoxigenases e determinacdo da

concentracao de proteinas.

4.4.2.Andlise de Lipoxigenases (LOX)

A atividade de lipoxigenases sobre o &cido linoleico foi determinada de acordo
com o método de Axelrod et al. (1981), pela formacdo do sistema de duplas ligacdes
conjugadas no hidroperéxido formado, através do aumento da absorvancia a 234 nm. O
substrato foi utilizado a partir de uma solucao-estoque de linoleato de sodio 10 mM,
preparada com &cido linoleico (SIGMN-DRICH®). Para este preparo, o béquer foi
envolvido com papel-aluminio contendo aproximadamente 10 mL de &4gua deionizada
previamente fervida, a qual foram adicionad8suL de acido linoleico ¢ 90 pL de
Tween 20 (SIGMAALDRICH®). Em seguida, a solucdo foi homogeneizada
gentilmente com pipeta automatica para evitar a formacao de bolhas. O clareamento da
solucao foi feito adicionando-se gotas de NaOH 0,5 M. Apés o clareamento, a solucao
foi transferida para um baldo volumétrico de 25 mL, envolvido por papel-aluminio, e o
volume foi completado com agua deionizada fervida. A solucdo-estoque de linoleato de
sodio foi armazenada a -20°C em microtubos de 1 mL envolvidos elkaghaminio.

A atividade da lipoxigenase foi determinada em temperatura ambiente. A
mistura de reagdo foi constituida de 1000 uL. de tampéao fosfato de sédio 50 mM; pH
6,5, 10 pL do extrato vegetal e 20 pL de linoleato de sédio 10 mM. O branco foi
constituido das mesmas quantidades de substrato e tampao.

A absorvancia foi obtida a cada 30 s, a 234 nm, pelo periodo de 2,5min. Para
célculo da velocidade foi utilizado o coeficiente de extincdo molar de 25.0efM
para o produto formad@s analises foram realizadas em triplicata nas cinco repeticdes

de cada tratamento.

4.5. Determinacao de Inibidores de Proteasesn Folhas da Cultivar UFV-16

4.5.1. Obtencéo do Extrato Foliar

O preparo do extrato vegetal foi realizado mediante pulverizagdo das folhas da
cultivar UFV-16 com nitrogénio liquido, em almofariz e pistilo previamente resfriados,
obtendo-se o po vegetal. A seguir, 0 po obtido foi homogeneizado com o tampéao Tris-

HCI 0,1 M; pH 8,2 contendo CaLC20 mM, na proporcao de 1:3 (p/v) (1 g de folha:3
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mL de tampao). O homogenato foi centrifugado a 17.200 g por 30 min, a 4°C. O
sobrenadante foi coletado para a determinacdo dos inibidores de proteases e da
concentracao de proteinas.

4.5.2. Andlise de Inibidores de Proteases

A presenca de inibidores de proteases no extrato vegetal foliar foi determinada
utilizando-se tripsina bovina. A atividade triptica, na presenca de inibidores, foi
realizada da seguinte forma: i) para o teste de inibicdo foram adicionados em um
microtubo de 2 mL100 puL do extrato vegetal,500 uL de tampao Tris-HCI 0,1 M; pH
8,2, contendo 20 mM de Caf¢ 100 pL da solugao de tripsina 4,7 x 10° M; i) para o
controle da enzima, foram adicionados em outro microtubo de, 200luL de tampéao
Tris-HCI 0,1 M; pH 8,2, contendo 20 mM de Ca€ll00 pL da solugdo de tripsina 4,7
x 10° M; iii) para o branco, utilizoge 1000 uL de tamp&o Tris-HCI 0,1 M; pH 8,2,
contendo 20 mM Cagt 500 pL de L-BApNA.

Edes meios de reacdo, em ambos microtubos (teste e controle da enzima,
respectivamente), foram incubados por cinco min a temperatura ambiente. Em seguida,
retirouse 500 pL do tubo do teste de inibicdo e adicionou-se a outro Iicoo
contendas00 pL de Tris-HCI 0,1 M; pH 8,2 e 20 mM de Cafal 500 uL da solugdo de
L-BApNA 1,2 mM. O mesmo procedimento foi realizado para o controle da enzima. A
absorvancia das solucdes foi determinada a 410 nm durante 2,5 min de reacdo. As
andlises foram realizadas em triplicata nas cinco repeticdes de cada tratamento.

Os resultados obtidos foram convertidos em mg de tripsina inibida por grama de

proteina, de acordo com a seguinte equacao:

mg de tripsina inibida/g de proteina = AxB ,
(C x1.000 x P)

Em que:

A = absorvancia a 410 nm do contrelabsorvancia a 410 nm da amostra (diferenca
entre absorvancia do controle e a absorvancia da amostra)

B = diluicdo da amostra;

P = concentracdo de proteina dos extratos vegetais (g/mL);

C = fator de tripsina, ou seja, o produto da atuacdo de 1 pg de tripsina ativa sobre o
substratoL-BApNA dara a leitura de absorvancia de 0,019 a 410 nm (Kakade et al.,

1974).
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4.6. Obtencéo do Extrato Enzimatico do Intestino da Lagartala-Soja

O extrato enzimatico foi obtido através da pulverizacdo dos intestinos com
nitrogénio liquido, utilizando-se bastdo de vidro estéril dentro do microtubo de 2 mL.
Em seguida, adicionosel mL de HCI 10M (4°C) e o homogenato foi centrifugado a
10.000 g por 10 min, a 4°C. O sobrenadante, denominado extrato enzimético bruto, foi
mantido em gelo e utilizado para atividade enzimatica e determinacdo da concentracdo

de proteinas, conforme Paixao et al. (2013) com modificacdes.
4.7. Determinacao da Atividade de Proteases do Intestino da Lagartia-Soja

As atividades proteasicas foram determinadas segundo o método descrito por
Tomarelli et al. (1949) utilizando-se azocaseina 2% (p/v) como substrato, em tampao
Tris-HCI 0,1 M; pH 8,2 contendo Ca2D mM, 37°C. A mistura reacional continha 50
uL de substrato e 60 uL de extrato enzimatico. Para o branco, utilizou-se agua destilada
em substituicdo ao extrato enzimatico e as reacfes foram incubadas a 37 °C por 30 min
A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 240 pL de acido tricloroacético (TCA) 10%

(p/v). Apb6s a parada de reacdo, as amostras foram homogeneizadas em vortex e
mantidas em repouso no gelo, por 15 min. Em seguida, foram centrifugadas ag10.000
por cincomin a 25°C para remogdo da proteina precipitada. Uma aliquota de 240 uL do
sobrenadante foi transferida para migbos contendo 280 pL de NaOH, 1 M, e a

seguir, a absorvancia foi obtida no comprimento de onda 440 nm. Os valores da
absorvancia foram divididos pela concentracdo de proteinas totais para a obtencdo da
atividade especifica. As analises foram realizadas em triplicata nas cinco repeticdes de

cada tratamento.

4.8. Determinagdo da Atividade Amidasicade Tripsina-like do Intestino da

Lagarta-da-Soja

A atividade amidéasica foi realizada pelo método descrito por Erlanger et al.
(1961), utilizando-se o substrato cromogénico N-benzaitginil-p-nitroanilida (-
BApNA) para enzimas tripsina-like. O substratcBApNA foi preparado na
concentracdo de 1,2 mM em tampéo Tris-HCI 0,1 M; pH 8,2 contendg 2&GiIM, a
25°C. A mistura de reacdo continha 0,5 mL do substrato, 0,5 mL do tampao e 10 puL do

extrato enzimatico. O branco foi composto de 0,5 mL do substrato e 0,5 mL do tampé&o.
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As velocidades iniciais foram determinadas pela formacdo do produto p-
nitroanilida no comprimento de onda de 410 nm em fun¢éao do tempo (2,5 min). Para os
célculos, utilizou-se o coeficiente de extingdo molar de 8800 xMcmi') para o
produto. As analises foram realizadas em triplicata nas cinco repeticbes de cada

tratamento.

4.9. Determinacdo da Atividade Esterdsica de Tripsina-like do Intestino da

Lagarta-da-Soja

A atividade esterasica foi realizada pelo método descrito por Hummel (1959),
utilizando-se o substrato &p-tosil-L-arginina metil ésterLltTAME) na concentragéo
de 0,1 mM em tampao Tris-HCI 0,1 M; pH 8,2 contendo &0l mM, a 25°CA
mistura de reacdo continha de 0,5 mL do substrato, 0,5 mL do tampdo e 10 puL do
extrato enzimatico. O branco foi composto de 0,5 mL do substrato e 0,5 mL do tampéo.
As velocidades foram determinadas através da medida da absorvancia a 247 nm
em funcdo do tempo (2,5 min). Para os célculos utilizou-se o coeficiente de extincédo
molar de 540 (Mx cm™) do produto. As andlises foram realizadas em triplicata nas

cinco repeti¢cdes de cada tratamento.
4.10. Determinacdo da Concentracdo das Proteinas

A concentracdo das proteinas totais nos extratos brutos das folhas e dos
intestinos da lagarta-da-soja foi determinada conforme metodologia de Bradford
(Bradford, 1976), utilizando-se albumina soro bovina (BSA) como proteina padrdo. As
analises foram realizadas no comprimento de onda de 598miriplicata nas cinco

repeticbes de cada tratamento.
4.11. Andlise Estatistica

O delineamento experimental foi em blocos casualizados (DBC), e o
experimento foi montado num esquema de parcela subdividida. A parcela foi composta
pelos tratamentos com e sem lagarta, e a subparcela, pelos potenciais hidricos, com
cinco repeticdes. Para o segundo grupo, foram mantidas plantas como controle irrigado
e plantas reirrigadas. Em ambos os tratamentos colocou-se duas lagartas por plantas nas

cinco repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e
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posteriormente foi aplicado o teste Tukenivel de 5% de significancia, utilizande-

0 programa Sistema para Andlises Estatisticas e Genéticas (SAEG).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Atividade de Lipoxigenases (LOX)

5.1.1. Determinacédo da Atividade de Lipoxigenases em Folhas da Cultivar UFV-16
Submetidas ou ndo ao Estresse Hidrico, Injuriadas ou ndo pela LagartA

gemmatalis

A atividade de lipoxigenases na cultivar UFV-16 submetida ao estresse hidrico e
injuriada pelas lagartas A. gemmatalis ndo apresentou diferenca estatistica significativa
entre os tratamentos CL -0,18; CL -0,6; CL -1,0 e CL -1,6 (P>0,05). Entretanto, nas
plantas sob estresse hidrico e sem injuria da lagarta, a LOX apresentou diferenca
estatistica significativa entre o SL -0,18 (controle) e os demais tratamentos: SL -0,6; SL
-1,0 e SL -1,6 (P<0,05). Mas, entre os tratamentos SL -0,6; SL -1,0 e SL -1,6 n&o houve
diferenca estatistica significativa (Figuna 8

De forma geral, a atividade de lipoxigenases na cultivar UFV-16 subnaetida
estresse hidrico e sem a injuria da lagarta A gemmatalis (SL -0,6; SL -1, & Sbi
mais alta em relacdo ao controle (SL -0,18). A atividade da LOX nas plantas submetidas
ao estresse hidrico e a injuria pelas lagartas (CL) apresentou semelhanca a das plantas
submetidas ao estresse hidrico e sem injuria das lagartas (SL). Porém, nas plantas
irrigadas (controle), CL -0,18 e SL -0,18, foi verificado um aumento de
aproximadamente 45% no tratamento CL -0,18, devido a presenca da lagarta, em
relacdo ao SL -0,18, que néo recebeu injuria da lagarta (Figura 8

Desta forma, em relacdo ao estresse hidrico, este foi responsavel pela ativacéo
da defesa da cultivar UFV-16 pela Via das Lipoxigenases, conforme verificado nos
tratamentos SL -0,6; SL -1,0 e SL -1,6, os quais foram submetidos ao estresse hidrico
sem a injuria pelas lagartas. Assim, neste trabalho foi demonstrado que a cultivar UFV-
16 foi capaz de induzir a expressdo da lipoxigenase apds ser submetida ao estresse
abidtico, no caso, o estresse hidrico. Portanto, no que diz respeito as plantas quando
foram submetidas ao estresse hidrico seguido da injuria pelas lagartas (CL -0,6; CL -1,0
e CL -1,6), a lipoxigenase ja havia sido induzida e a cultivar UFV-16 contava com o

arsenal de defesa mediante a Via das Lipoxigenases, contra a lagarta A gemmatalis.
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Figura 8 - Atividade de Lipoxigenases em extrato de folhas de soja. CL: CUlRv&al6 com
lagartas A. gemmatalisSL: Cultivar UFV-16 sem lagartas A. gemmatalis. Plantas com
irrigacao: Yam= -0,18 MPa (controle). Plantas submetidas aos estresses hi¢kites -0,6
MPa;¥am= -1,0 MPa &am = -1,6 MPa. As médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Twegivel de 5% de significancid®As médias néo
diferem estatisticamente entre si. As barras representam o desvio padrao da média.

Copolovici et al. (2014) constataram que a atividade de lipoxigenase aumentou
mediante o estresse hidrico imposto em Anus glutinosa, planta da familia Betulaceae.
estresse hidrico mais severo imposto a planta de arroz aumentou sua defesa, devido a
producdo do fitorménio &cido jasmodnico em detrimento do &cido indol acético, sendo
este, um produto da rota octadecanoide ou Via das Lipoxigenases (Farmer e Ryan,
1992; Du et al., 2013). Por esta via, o acido linoleico é convertido em &cido jasmonico,

desencadeando a defesa das plantas (Browse, 2009; Wasternack e Kombrink, 2010; Yan

et al. 2013).
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5.1.2. Determinacao da Atividade de Lipoxigenases em Folhas da Cultivar UFV;16

Irrigada e Reirrigada, Injuriadas pela Lagarta A gemmatalis

A atividade de lipoxigenases na cultivar UFV-16 irrigada (controle) e reirfigada
ambas injuriadas pela lagarta A gemmatalis, ndo apresentou diferenca estatistica
significativa (P>0,05) (Figura)9

A cultivar UFV-16, submetida ao estresse hidrico e apos ter retonistitus
hidrico, teve a Via das Lipoxigenases acionada mediante a injuria pela lagarta A
gemmatalis. Tal fato pdde ser observado devido a expressdo das lipoxigenases,
comparando-se ao controle irrigado. Ainda, foi verificado que as plantas resrigada
exibiram 28% a mais de atividade da lipoxigenase em relacdo ao controle irrigado.
Desta forma, este resultado demonstrou que ao passar pelo estresse abiotico de restricao
hidrica, a cultivar UFV-16 ap06s reidratada, ndo apresentou problema em ativar seu
arsenal de defesa pela Via das Lipoxigenases contra a lagarta A. gemmatalis.

Fillipou et al. (2011) relataram que a planta Medicago truncatula, da familia
Fabaceae, mesma familia da soja, ao ser submetida ao déficit hidrico, teve o
metabolismo bioquimico, fisiolégico, molecular e celular diminuido a niveis basais.
Entretanto, quando se interrompeu o processo de déficit hidrico com a reidratacao, a

planta retornou ao seu metabolismo normal.
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Figura 9 - Atividade de Lipoxigenases em extrato de folhas de soja. Tratanragadotr
Cultivar UFV-16 irrigada diariamente e submetida a injdria pela lagartgemmatalis
(controle). Tratamento Reirrigado: Cultivar UFV-16 submetida ao estresse latiriatingir o
Yam= -1,6 MPa, reirrigada e submetida a injaria pela lagarta A. gemmeéisdisnédias ndo

diferem estatisticamente entre si. As barras representam o desvio padrao da média.
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5.2. Inibidores de Proteases (IPs)

5.2.1. Determinagédo de Inibidores de Proteases em Folhas da Cultivar UFV-16
Submetidas ou ndo ao Estresse Hidrico, Injuriadas ou ndo pela LagartA

gemmatalis

Ocorreram alteracdes nos inibidores de proteases nos extratos foliares da cultivar
UFV-16 em funcdo do estresse hidrico e das injurias pela A gemmatalis. Nos
tratamentos com lagarta e sob estresse hidrico, ndo se verificou diferenca estatistica
significativa entre CL -0,6 e CL -1,0 (P>0,05), porém, houve diferenca estatistica entre
estes tratamentos e o CL -1,6 (P<0,05). Também n&o houve diferenca significativa para
CL -0,18 (controle) e CL -1,6 (P>0,05), mas, houve diferenca estatistica significativa
entre CL -0,18 (controle), CL -0,6 e CL -1,0 (P<0,05) (Figura 10).

Este comportamento também foi verificado para os tratamentos sem lagarta e
sob estresse hidrico. Ndo houve diferenca estatistica entre SL -0,6 e SL -1,0 (P>0,05)
entretanto, houve diferenca estatistica significativa entre eles e SL -1,6 (P<0,05). O
controle (SL -0,18) também nao diferiu significativamente de SL -1,6, mas diferiu
estatisticamente de SL -0,6 e SL -1,0 (P<0,05) (Figura 10).

Os inibidores de proteases produzidos pelas plantas injuriadas (CL) e nao
injuriadas (SL) pela lagarta, ambas submetidas ao estresse hidrico, aumentaram até
Yam= -1,0 MPa, seguido do decréscimo¥am= -1,6 MPa, tanto para o tratamento
CL quanto para o SL. Entretanto, nos tratamentos CL -0,6 e CL -1,0 observou-se maior
producdo dos inibidores de proteases em relacdo aos tratamentos SL -0,6 e SL -1,0,
correspondendo amréscimo de aproximadamente 57% (Figura 10

A cultivar UFV-16 foi induzida a produzir IPs pelo esteeb&drico tanto na
presenca quanto na auséncia da lagarta A. gemmatalis. Embora a inducao tenha ocorrido
até o potencial hidrico -1,0 MPa nas duas situacdes, ela foi mais intensa na pesenca d
lagarta. Contudo, independente da sua presen¢gams -1,6 MPa, a producéao dé*s
foi muito baixa, indicando que neste estresse hidrico a cultivar UFV-16 possivelmente
acionou outra via de defesa. Além disto, o maior estresse hidrico imposto a esta cultivar
pode ter sido responsavel por via de defesa relacionada a protecdo do seu proprio

metabolismo.
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Figura 10 - Inibidores de proteases em extrato de folhas de soja. CL: Cultivat8JgdMm
lagartas A. gemmatalis. SL: Cultivar UFV-16 sem lagartas A gemsaRddintas com irrigacéo
Yam= -0,18 (controle). Plantas submetidas ao estresse hidfiaco= -0,6 MPa¥am= -1,0

MPa eam= -1,6 MPa. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre siepelo test

de Tukeyaonivel de 5% de significancia. As barras representam o desvio padrao da média.

Os estresses abibdticos como seca, salinizacdo e congelamento acarretam
alteracfes na quantidade de proteinas inativas na planta. Assim, o estresse hidrico tem
impacto negativo na manutencdo das progeéma sua conformacao nativa. Devido a
isto, a planta sob déficit hidrico responde de duas maneiras: sintese de proteinas
protetoras (dehydrinas e chaperonas) e degradacdo de proteinas irreversivelmente
danificadas por proteases (Vierstra, 1996; Feller, 2004

Hieng et al. (2004 Vaseva et al. (2012) demostraram que a atividade de
proteases nos extratos foliares de Phaseolus vulgaris cv. Zorin, planta da familia
Fabaceae, aumentou a medida que o déficit hidrico foi mais severo conforme a seguinte
escala: pouco¥{w= -1,0 MPa), levementeMwv= -1,5 MPa) e severament®\= -2,0
MPa) estressado. Kidri¢ et al. (2013) relataram que a planta Ramonda serbica, da
familia Gesneriaceae, submetida a prolongado periodo de déficit hidrico, produziu
grande quantidade de proteases das classes endopeptidases e aminopeptidases, en
comparacdo ao controle. Simova-Stoilova et al. (2040jassileva et al. (2012),

trabalhando com extratos foliares de plantas de trigo cultivadas sob condicdo de seca
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prolongada, observaram que o aumento na atividade de proteases era de acordo com a
tolerancia dos cultivares ao déficit hidrico.

Em contrapartida, o excesso na producao de proteases endémgeniastas sob
estresse hidrico, induz a sintese de inibidores de proteases para regular sua atividade
proteolitica, que estando descontrolada rompe membranas celulares, degrada a maioria
das proteinas celulares e, por ultimo, desencadeia a senescéncia prematura da planta
(Vaseva et al., 2012). As pesquisas relacionando a resposta da planta & seca em niveis
moleculares demonstraram que os inibidores de proteases sdo proteinas multifuncionais
envolvidas ndo s6 na protecao das plantas contra patégenos e herbivoros, mas também,
no controle da protedlise endogena sob condigdes de estresses abiodticos (Brzin e Kidric,

1995; Martinez e Diaz, 2008; Benchabane et al., 2010).

Ryan (1990) verificou que os inibidores de proteases foram ativados quando a
planta foi injuriada por insetos herbivoros, e estes inibidores foram responséaveis pela
inibicdo das enzimas proteoliticas dos insetos dificultando seu crescimento e
desenvolvimento. Fortunato et al. (2007) e Paixao et al. (2013) demostraram que, 0
periodo de 24h de permanéncia da lagarta A gemmatalis nas folhas de soja, foi
suficiente para aumentar a producdo de inibidores de proteases em relacdo as plantas
nao injuriadas pela lagarta.

Os inibidores de proteases produzidos pela cultivar UFV-16, submetida ao
estresse hidrico, atuaram na sua defesa contra as injurias da lagarta e, além disto,
possivelmente foram utilizados pela planta para ajuste do seu metabolismo celular. No
entanto, no maior estresse hidrico, ndo houve quantidade significante de inibidores de
proteases, e estes podem ter sido produzidos e utilizados primeiramente para inibir o
excesso das proteases enddgenas, esitagidponiveis para a defesa contra a lag&ta.
também, a cultivar UFV-16 possivelmente pode ter acionado outra via de defesa, a dos
metabolitos secundarios, como forma de defesa contra a lagarta.

Os metabdlitos secundarios sao compostos de defesa, antinutritivos e
antidigestivos para uma grande maioria de insetos herbivoros. As plantas produzem
uma série de metabdlitos secundarios defensivos em resposta aos insetos fitéfagos,
infeccdes patogénicas e outros tipos de estresse. Os metabdlitos secundarios nao afetam
0 crescimento e o desenvolvimento normal da planta, maseradupalatabilidade dos

seus tecidos para os herbivoros (Boerjan et al., 2003).
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5.2.2. Determinacdo de Inibidores de Proteases em Folhas da Cultivar UFV-16

Irrigada e Reirrigada, Injuriadas pela Lagarta A gemmatalis

A cultivar UFV-16, irrigada (controle) e reirrigada, ambas injuriadas pela lagarta
A. gemmatalis ndo apresentou diferenca estatistica significativa na producdo dos
inibidores de proteases (P>0,05) (Figura 11).

Estes resultados demostraram que a cultivar UFV-16, apds ter passado por
restricdo hidricafam= -1,6 MP3 manteve sua capacidade de defesa ao produzir os
inibidores de proteases contra a lagarta-da-soja. Isto foi devido a recuperacdo do seu
estado normal de hidratacdo apds este estresse hidrico. Situacdo semelhante ocorreu
com Medicago truncatula, planta da familia Fabaceae, que estando sob estresse hidrico

retomou seu metabolismo normal apés a reidratacao (Fillipou et al., 2011).
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Figura 11 - Inibidores de proteases em extrato de folhas de soja. Tratamento Irrigtidar. C
UFV-16 irrigada diariamente e submetida a injaria pela lagarta A gensnétahtrole).
Tratamento Reirrigado: Cultivar UFV-16 submetida ao estresse hidrico até atirgino-1,6
MPa, reirrigada e submetida a injlria pela lagarta A gemmafta#is.médias ndo diferem

estatisticamente ents2 As barras representam o desvio padrdo da média.
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5.3. Atividade de Enzimas e Proteina Total do Intestino de Lagartas gemmatalis

5.3.1. Atividade de Protease Total do Intestino d& gemmatalisAlimentadas com

Plantas da Cultivar UFV-16 Submetidas ou nao ao Estresse Hidrico

Houve alteracdo na atividade especifica da protease total no intestino das
lagartas A. gemmatalis em fung¢do dos potenciais hidricos impostos a cultivar UFV-16.
N&o foram verificadas diferencas significativas entre os tratamentos CL -0,18; CL -0,6 e
CL -1,0 (P>0,05). Entretanto, houve diferenca estatistica entre estes tratamentos e o CL
-1,6 (P<0,05) (Figura 12).

Foi observado que a menor atividade de protease total ocorreu no menor
potencial hidrico (CL -1,6). Neste tratamento houve decréscimo de 85,298 dest
atividade em relacéo ao controle (CL -0,18). Estes resultados demonstraram a influéncia
do estresse hidrico sobre a cultivar UFV-16 que, por conseguinte, reagiu produzindo
defesas capazes de alterarem a atividade das proteases totais do intestino das lagartas.
reducao de atividade proteésica ocorre mediante producédo de inibidores de proteases, e
também, de metabdlitos secundarios.

O decréscimo da atividade proteolitica no intestino de lagarta tem sido
verificado mediante a utilizagdo de inibidores em dieta (Moreira et al., 2011; Paix&o et
al., 2013). A ingestdo de inibidores de proteases por insetos herbivoros provoca
insuficiéncia no aproveitamento dos aminodcidos essenciais, interferindo no
crescimento e desenvolvimento dos insetos, levando-os & morte (Jongsma e Bolter,
1997; Pompermayer et al., 2001). Porém, neste trabalho, ndo foi verificado o
decréscimo na atividade proteasica no intestino das lagartas até o tratamenta CL -1,0
Entretanto, o decréscimo ocorreu no estresse hidrico mais severo (CL -1,6) e tal fato
indica que a via de metabdlitos secundarios foi acionada pela cultivar UFV-16, e estes
reduziram a atividade da protease total.

Joshi et al. (2014) utilizaram o acido cafeico na concentracdo de 200 ppm em
dieta para a lagarta Helicoverpa armigera, e foi verificado que este metabdlito
secundario reduziu a atividade de protease total do intestino desta lagarta em
aproximadamente 35%.
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Figura 12 - Atividade de protease total do intestino das lagartas A gempaimksmtadas com
folhas da cultivar UFV-16, em fungdo do estresse hidrico. CL: Plantas de sojagestad A
gemmatalis. Plantas com irrigac&tam= -0,18 MPa (controle). Plantas submetidas ao estresse
hidrico: Wam= -0,6 MPaYam= -1,0 MPa &am= -1,6 MPa. As médias seguidas pelas mesmas
letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukeyivel de 5% de significancia. As barras
representam o desvio padréo da média.

5.3.2. Atividade de Tripsina-like do Intestino deA. gemmatalisAlimentadas com

Plantas de Soja Submetidas ou ndo ao Estresse Hidrico

A atividade da tripsina-like amidasica decresceu conforme foi aumentando o
estresse hidrico nas plantas da cultivar UFV-16. A atividade amidasica de tripsina-like
em extratos dos intestinos da lagarta A gemnsathfleriu estatisticamente entre os
tratamentos CL -0,18 e CL -1,6 (P<0,05). Os tratamentos CL -0,18 e CL -1,6 também
diferiram significativamente de CL -0,6 e CL -1,0 (P<0,05). Nos tratamentos
intermediérios, CL -0,6 e CL -1,0, ndo foi verificada diferenca estatistica significativa
para a atividade da enzima (P>0,05) (Figura L3 A

A atividade esterasica da tripsina-like, a semelhanca da atividade amidasica,
também decresceu conforme aumergen-estresse hidrico na cultivar UFV-16. Houve
diferenca estatistica significativa entre CL -0,18 e CL -0,6, e entre estes tratamentos e
CL -1,0 e CL -1,6 P<0,05). Porém, para os tratamentos CL -1,0 e CL -1,6 ndo houve

diferenca estatistica significativa para esta enzima (P>0,05) (Figuna 13 B
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Tanto a atividade amidasica quanto a esterasica da tripsina-like do intestino da
lagarta diminuiu em fung&o do estresse hidrico imposto a cultivar UFV-16. A atividade
amidasica apresentou maior reducdo para o tratamento com menor potencial hidrico
(Wam= -1,6 MPa) e esta reducéao foi de 87,10% em relacdo ao conteote=(-0,18
MPa) (Figura 13 A). No entanto, para a atividade esterasicajtisar UFV-16
submetida aos potenciais hidricos de -1,0 MPa e -1,6 MPa, promoveu reducao de
78,00% da atividade desta enzima, nestes tratamentos, em relacdo as plantas controle
(Figura 13 B.

A atividade amidasica e esterasica da tripsina-like presente no intestino das
lagartas foi reduzida por acdo dos inibidores de proteases, produzidos pelas plantas de
soja sob estresse hidrico, possivelmente até o potencial hidrico de -1,0 MPa, conforme
verificado nos inibidores de proteases (Figura 10). As plantas submetidas ao estresse
hidrico e injuriadas pelas lagartas, tiveram a expressao dos inibidores aumentada até o
potencial hidrico -1,0 MPa, denotando assim, que os IPs foram responsaveis pela

inibicdo das enzimas supracitadas até este ponto do estresse hidrico.
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Figura 13 - Atividade amidasica (A) e esterasica (B) de tripsinaitiketestino das lagartds
gemmatalis, alimentadas com folhas da cultivar UFV-16, em funcdo do estresse hidrico. C
Plantas de soja com lagartas A. gemmatalis. Plantas com irrigéas: -0,18 MPa (controle).
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significancia. As barras representam o desvio padrdo da média.
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A introducdo de inibidores sintéticos na dieta da lagisseja reduziu
drasticamente a atividade amidasica e esterasica da tripsina-like no intestino das lagartas
a medida que aument@@-a concentracdo dos inibidores (Pereira et al., 2005; Moreira
et al., 2011; Paixao et al., 2013). A atividade da tripsina-like no intestino das lagartas
Anagasta kuehniella (Zeller, 187%orcyra cephalonica (Stainton, 1865), Diatreae
saccharalis (Fabricus 1794) /A gemmatalis foi inibida quando se usou o inibidor
natural Sapindus saponaria trypsin inhibitor (SSTI) e de Talisia esculenta (Talisin) na
presenca de BapNa como substrato (Macedo et al., 2010AB). Pandey e Jamal (2014)
verificaram que a atividade enzimatica no intestino de Helicoverpa armigera (Htbner)
diminuiu devido a inibicdo promovida por Tamarindus trypsin inhibitor (TTI) da
semente de Tamarindus indica.

A menor atividade da tripsina-like, amidasica e esterasica, ocorreu quando as
lagartas foram alimentadas com a cultivar UFV-16 submetida ao menor potencial
hidrico Wam= -1,6 MPa). Esta menor atividade provavelmente esta correlacionada a
outro tipo de defesa que nao aquela promovida pelos IPs, uma vez que eles foram pouco
expressos no maior estresse hidrico (Figura 10). E possivel que a cultivar UFV-16 tenha
acionado outra via defesa, como a da producdo de metabdlitos secundarios, e estes
foram responsaveis pela menor atividade das enzimas tripsina-like, excepcionalmente
nas plantas sob maior estresse hidrico.

War et al. (2012), verificaram que, ao incorporarem na dieta da lagarta
armigera, os metabdlitos secundarios: acidos clorogénicos, cafeico, ferulico, gentisico,
protocatecuico, cinamico e o composto trihydroxyflavone, ambos na concentracdo de

1.000 ppm, houve reducédo na atividade da tripsina em relacéo ao controle.

5.3.3. Concentracdo de Proteina Total do Intestino d& gemmatalis Alimentadas

com Plantas da Cultivar UFV-16 Submetidas ou ndo ao Estresse Hidrico

A concentracdo de proteina total no extrato do intestino das lagartas A
gemmatalis, alimentadas com a cultivar UFV-16, foi crescente nos respectivos
tratamentos CL -0,18; CL -0,6; CL -1,0 e CL -1,6, em funcdo do estresse hidrico. A
concentracdo de proteinas apresentou diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos extremos, CL -0,18 e CL -1,6, (P<0,5). Porém, entre os tratamentos
intermediarios, CL -0,6 e CL -1,0, a concentracéo de proteinas ndo apresentou diferenca
estatistica significativa (P>0,05). Também, ndo houve diferenca estatistica significativa

entre CL -0,18 e CL -0,6 (Figurajl4
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A concentracdo de proteinas presente no intestino das lagartas foi
aproximadamente cinco vezes maior do que o controle, quando estas se alimentaram das
folhas da cultivar UFV-16 sob maior estresse hidrico (CL -1,6). As proteinas nos
intestinos dos insetos nessas condi¢cdes ndo foram degradadas. Isto tem implicacdo na
fisiologia do inseto, uma vez que, as lagartas precisam mudar para o0 estagio de pupa, o
que ndo ocorreria com sucesso, pois faltariam aminoacidos necessarios para dar
continuidade ao seu desenvolvimento (Oliveira et al., 2005; Pilon et al., 2009).

Estes resultados refletiram a interferéncia ocorrida na atividade das enzimas
proteoliticas do intestino da lagarta, devido a acdo na defesa produzida pela cultivar
UFV-16. A diminuicdo da atividade das enzimas proteoliticas, ocorridas pela acdo dos
inibidores de proteases ou por outras moléculas, como as do metabolismo secundario,
foi responsavel pela baixa degradacéo das proteinas, mantendo-as em alta concentracao
no intestino das lagartas. Desta forma, pode haver atraso no crescimento acompanhado
de defeitos na mudanca de fases da lagarta, e também para o estagio pupa, com
consequente interferéncia no seu ciclo de vida.

Macedo et al. (2010) observaram que as lagartas A. gemmatalis alimentadas com
dieta suplementada com inibidor Talisin se tornaram pupas com crescimento e
desenvolvimento prejudicados, apresentando deformacBes abdominal e toracica.
Guimaraes et al. (2014) verificaram que larvaéd\.desehniella alimentadas com 1% de
PpyTl, inibidor de tripsina presente em sementes de Poincianella pyramidalis, da
familia da Fabaceae, apresentaram reducéo acentuada na sobrevivéncia (70%) e no peso
médio (80%). Moreira et al. (2011) trabalharam com o inibidor sintético bis-
benzamidina e verificaram que o desenvolvimento das larvas foi prolongado e o peso

das pupas foi drasticamente reduzido.
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Figura 14 - Concentragéo de proteina total do intestino das lagartas A gesyrafitadintadas
com folhas da cultivar UFV-16, em funcédo do estresse hidrico. CL: Plantas de soja cams lagart
A gemmatalis. Plantas com irrigac&¥am= -0,18 MPa (controle). Plantas submetidas ao
estresse hidricoPam= -0,6 MPa¥am= -1,0 MPa &am= -1,6 MPa. As médias seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Takkeyvel de 5% de significancia. As
barras representam o desvio padréo da média.

5.3.4. Atividade de Enzimas e Concentracdo de Proteina Total do Intestino de
Lagartas A. gemmatalis Alimentadas com Folhas da Cultivar UFV-16 Irrigada e

Reirrigada

A atividade da protease total ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos irrigado e reirrigado (P>0,05) (Figura 15A), bem como néo houve diferenca
estatistica significativa para as enzimas tripsina-like amidasica e esterasica (P>0,05),
respectivamente (Figuras 15B e C). De igual modo, também ndo houve diferenca
estatistica significativa (P>0,05) para a concentracdo de proteinas entre os tratamentos
irrigado e reirrigado (Figura 15D).

As enzimas proteoliticas e a concentracdo de proteina total do intestino das
lagartas A. gemmatalis ndo foram alteradas, quando as mesmas se alimentaram da
cultivar UFV-16 reirrigada em relagédo ao controle irrigado. Ao se alimentarem destas
plantas, as lagartas podem ter sido prejudicadas quanto ao aproveitamento das. proteinas

Estes resultados revelaram que a cultivar UFV-16 suportou o potencial hidrico de -1,6
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MPa, e ao ser reirrigada, foi capaz de ativar defesas para interferir no processo digestivo

das lagartas, diminuindo o aproveitamento das proteinas para seu desenvolvimento.
Assim, a via de defesa induzida pela LOX culminou com a ativagdo para

expressao de IPs, contribuindo com o arsenal de defesa da cultivar UFV-16, apds a

recuperacao do séistatus” hidrico.
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Figura 15 - Atividade de enzimas e concentragdo de proteina total do intestincadasAag
gemmatalis A- Protease TotalB- Tripsina-like amidasicaC- Tripsina-like esterasical-
Proteina Total. Tratamento Irrigado: Cultivar UFV-16 irrigada diariamente e submetidaa inj
pela lagarta A. gemmatalis (controle). Tratamento Reirrigado: Culti#af-16 submetida ao
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gemmatalist’As médias ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de dakéyel de

5% de significAncia. As barras representam o desvio padrdo da média.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho possibilitam a verificacdo da capacidade da
cultivar de soja UFV-16 em acionar as defesas. Mediante o estresse hidrico grescente
foi acionada a Via das Lipoxigenases e a expressao dos inibidores de proteases. O
estresse hidrico extremo indica o acionamento de outra via de defesa, independente dos
inibidores de proteases, possivelmente a dos metabdlitos secundarios. No maior estresse
hidrico, sendo reidratada, a cultivar UFV-16 retoma o metabolismo de defesa tanto para
a lipoxigenase quanto para os inibidores de proteases.

A lagartadasoja tem a atividade das enzimas proteoliticas do seu intestino
alterada, em resposta a defesa da cultivar UFV-16 submetida ao estresse hidrico
crescenteA reducdo nas enzimas proteoliticas implica em baixa digestibilidade da fonte
de proteinas. Com baixa disponibilidade de aminoacidos, as lagartas tém o ciclo de vida
alterado, ocasionando a morte.

A cultivar UFV-16 tolera o estresse hidrico imposto e aciona mecanismos de

defesa capazes de atuar no intestino da lagarta A gemmatalis.
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