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Introducéao

A soja (Glycine max (L.) Merril) € um dos produtos agricolas de maior
importancia econémica para o Brasil, considerando-se sua produtivida-
de e participacao nas exportacées no mercado internacional. Estima-se
que a safra brasileira 2015/2016, a qual esté praticamente finalizada,
atinja uma producao de 96 milhdes de toneladas, ocupando posicao de
destaque nas exportacdes do pais (CONAB, 2016).

Durante todo o ciclo, espécies vegetais de importancia econémica es-
tdo vulneraveis ao ataque de diversos insetos e patdégenos. Na cultura
da soja, estimativas de perda sdo da ordem de 37% da producdo, das
quais aproximadamente 13% sao causadas por insetos (SILVA-FILHO;
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FALCO, 2000). Dentre as principais pragas desfolhadoras da cultura,
podemos destacar Anticarsia gemmatalis (Hibner, 1818) (Lepidoptera:
Noctuidae) que pode consumir até cerca de 100 a 150 cm? de area
foliar, na sua fase larval (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000), causando
severos danos a planta, em regides cultivadas em todo o pais.

Dentro do melhoramento vegetal, a resisténcia das plantas visa o es-
tudo e a busca de novos materiais ou fontes de resisténcia (Pl “Plant
introduction”, gendtipos selvagens, etc) de interesse agronémico e
biolégico (SCHOONHOVEN et al., 2005) para o desenvolvimento de
cultivares tolerantes e/ou resistentes a pragas. Durante a interacao
inseto-planta varios metabdlitos secundarios sao relacionados aos
mecanismos de resisténcia das plantas, como antibiose e antixenose
(KIM et al., 2014; YAN et al., 2015). Na soja, os flavonoides, consti-
tuem um grupo de substancias derivados da rota dos fenilpropanoides,
conhecidos pela sua capacidade de afetar o desenvolvimento de pragas
(DU et al., 2010). Essas substancias quimicas podem ser téxicas ou
repelentes com efeitos deletérios sobre importantes pragas da soja
(HOFFMANN-CAMPO, 1995). Algumas dessas substancias sdo consti-
tutivas da planta, no entanto, podem ter suas rotas metabdlicas induzi-
das (STOUT, 2013).

Assim, este trabalho teve como objetivo determinar a capacidade de
IAC 24, Pl 227687 (resistentes a insetos) induzirem a ativacao da rota
de fenilpropanoides, em comparacado com as cultivares BRS 257 e BMX
Poténcia RR, avaliando a interferéncia dessa inducao na capacidade de
defesa das plantas ao ataque de A. gemmatalis.

Material e Métodos

Cultivo das plantas: Os genétipos IAC 24, Pl 227687 (resistentes a
insetos), BRS 257 e BMX Poténcia RR (suscetiveis) foram semeados
em vasos plasticos de 5 litros e cultivados em casa-de-vegetacao sob
temperatura (28 °C + 2 °C), umidade relativa (70%) e fotoperiodo

(14 h) controlados. No estagio V5 (FEHR; CAVINESS, 1977), os trif6-
lios foram coletados, lavados em dgua com 5% de hipoclorito de sédio,
enxaguados, secos, sendo o peciolo enrolado em algodao Umido para
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evitar o ressecamento da folha e oferecidas as lagartas.

Biologia dos insetos: As lagartas da espécie A. gemmatalis foram obti-
das da criacdo massal da Embrapa Soja. No 3° instar, as lagartas foram
pesadas e individualizadas em recipientes plasticos (200 mL). Duran-
te o desenvolvimento, os insetos foram mantidos em camara B.0O.D.
(“Biochemical Oxygen Demand”) em condi¢cdes controladas de tem-
peratura (25 °C = 2 °C), umidade relativa (60 = 10%) e fotoperiodo
(14 h). Foram realizadas avaliacoes didrias do inseto até atingir a fase
de pupa, observando-se a duracao dos estagios larvais e pupal (dias) e
mortalidade (%). Apd6s 48 h da transformacéao, as pupas foram pesa-
das. O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 50 repeticoes por tratamento (gendtipo).

Metabdlitos constitutivos e induzidos por A. gemmatalis: Para obser-
vacao do comportamento dos flavonoides constitutivos e induzidos,
plantas de soja foram crescidas nas condicdes descritas anteriormente
até o estagio V5, e seus trifélios individualizados em gaiolas de tecido
de voil (sem remové-los da planta). Para ocasionar a inducao, foram
utilizadas lagartas de 5° instar de A. gemmatalis para herbivoria. Apds
48 h, os trifélios lesionados e controle foram coletados, imediatamen-
te mergulhados em nitrogénio liquido e armazenados em ultrafreezer
(-80 °C). Para extracao dos compostos fendlicos, as amostras foram
maceradas em nitrogénio liquido em almofariz, transferidas para tubo
“Falcon” (15 mL) e pesadas, seguido da adicdo de 5 mL de MeOH
90%. As amostras foram entdo submetidas ao banho de ultrassom por
20 minutos e centrifugadas a 5650 rpm a 2 °C durante 10 minutos. O
sobrenadante das amostras foi coletado com auxilio de pipetas Pas-
teur, transferido para tubos, e secos sob corrente de vacuo. Depois de
completamente secas, as amostras foram ressolubilizadas em 1,5 mL
de MeOH 80% e filtradas em filtros-seringa (“Acrodiscos”) com mem-
brana Millipore® 0,45 uym e transferidas para os vials do auto-injetor. A
identificacdo e quantificacao dos isoflavonoides foi realizado em HPLC-
-Shimadzu (modelo Prominence 20A®) com deteccédo (SPD-M20A),
coluna C18, 5u, 4,6x250mm (Thermo Scientific®); fase movel (A)
MeOH/CH,COOH/H,0 - 90:5:5 v/v e (B) H,0/CH,COOH - 98:2 v/v,
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em gradiente 75 até 25% da fase B em 40 minutos, seguido de regime
isocratico por 5 minutos e mais 5 minutos nas condicdes iniciais.

Andlise estatistica: O delineamento estatistico para este experimen-

to foi o inteiramente casualizado com quatro genétipos e dois tra-
tamentos: Induzido (com dano) e Constitutivo (sem dano), com 10
repeticoes.A mortalidade das lagartas foi comparada pelo teste de
qui-quadrado (y?2), conforme Banzatto & Kronka (1992), ao nivel de

5% de probabilidade. As demais varidveis foram submetidas a analise
exploratdria para a verificacdo dos pressupostos exigidos para a andlise
de variancia (ANOVA). Em seguida, foram realizadas comparacoes mul-
tiplas das médias pelo teste de Tukey e Duncan a 5% de probabilidade,
utilizando o pacote Statistical Analysis System, versdo 9.2 (2009).

Resultados e Discussao

Biologia de A. gemmatalis

De modo geral, os aspectos bioldgicos avaliados em A. gemmatalis fo-
ram afetados pelos gendtipos de soja. O maior peso inicial (p<0,05) de
lagartas foi observado nas lagartas alimentadas na cultivar suscetivel
BMX Poténcia RR e uma reducéao importante do peso das pupas foi ob-
servado quando as lagartas se alimentaram da Pl 227687. Com relacao
a duracdo do estéagio larval, o maior periodo foi observado no grupo de
lagarta alimentada com folhas de IAC 24 e, o menor, naquelas alimen-
tadas com a cultivar suscetivel BMX Poténcia RR (Tabela 1).

A mortalidade das lagartas ocorreu em funcao do gendtipo que elas

se alimentaram (3; ¢2>0,05). A maior porcentagem de mortalidade foi
observada para A. gemmatalis alimentada na cultivar IAC 24 (22%).
Enquanto, as menores porcentagens de mortalidade, ocorreram nas
lagartas alimentadas de folhas das cultivares suscetiveis, BRS 257(4%)
e BMX Poténcia RR (2%). Esse efeito sobre os insetos herbivoros pode
estar relacionado com os componentes quimicos dos gendtipos que
apresentam caracteristicas de resisténcia aos insetos praga (PIUBELLI
et al., 2005).



226

X1 Jornada Académica da Embrapa Soja | Resumos expandidos

Metabdlitos secundarios em gendtipos de soja

Os resultados obtidos indicaram que a herbivoria causada pela lagarta
desencadeou a ativacao da rota dos fenilpropanoides. De forma geral,
foi possivel observar o aumento da concentracédo dos isoflavonoides
analisados, como daidzina, genistina, malonil daidzina, malonil glicitina,
acetil daidzina, daidzeina e genisteina. Dentre os isoflavonoides analisa-
dos nas amostras quantificadas, destacou-se o glicosideo genistina que

apresentou aumento na concentracdao em todas as cultivares analisadas
apos injuria. Outros isoflavonoides como glicitina, malonil genistina e
acetil daidzina nao haviam sido detectados nas plantas intactas (sem
danos), sugerindo a sua inducao apds a herbivoria. Além dessas subs-
téncias, a fitoalexina coumestrol também foi induzida em todas as
cultivares, enquanto o flavonol rutina apresentou aumento de sua con-
centracdo apenas na cultivar Pl 227687, e induzida apenas no gendtipo
IAC 24 em resposta ao dano (Tabela 2). No caso do coumestrol estu-
dos relacionados a adicdo deste composto a dieta artificial provocaram
reducdo no peso de Chrysodeixis includens (Walker, 1857) (Lepidopte-
ra: Noctuidae) (ROSE et al., 1988). Nesse trabalho, este composto foi
induzido em todas as cultivares apés dano ocasionado por A. gemma-
talis, mostrando-se um composto constitutivo da planta, estando a sua
producdo relacionada possivelmente como um mecanismo de defesa a
injuria ocasionada pela lagarta.

Os flavonoides sdo descritos como os principais metabdlitos secunda-
rios da soja (HOFFMANN-CAMPO et al., 2001), sendo o seu efeito,
variavel conforme a sua concentracao, atuando como atraente, deter-
rente, repelente, ou até mesmo téxico para determinadas pragas da
cultura. Alguns compostos em suas formas glicosidicas como, daidzina
e genistina, por exemplo, sdo compostos constitutivos da planta, no
entanto, podem aumentar suas concentracdes apdés serem danificadas
por percevejos, incrementando a sua acao deletéria sobre esse inseto
(PIUBELLI et al., 2003), ou, apds hidrolise podem produzir as aglico-
nas, que em geral sao ainda mais téxicas para os insetos. Neste traba-
Iho, resultado similar foi verificado com genistina, que apresentou um
aumento na sua concentracdo em todas as cultivares analisadas apoés
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dano ocasionado por A. gemmatalis. Outros autores como Piubelli et
al. (2003) também avaliaram gendétipos de soja resistentes (Pl 227687,
IAC 100 e PI 274454) e verificaram que estes, apresentaram um
aumento na concentracao de genistina apés serem danificados. Este
glicosideo junto com o flavonol rutina, possuem acao sinérgica, e sao
conhecidos por afetarem negativamente o desenvolvimento de lagartas
como Trichoplusia ni (HOFFMANN-CAMPO et al., 2001) e A. gemmata-
lis (HOFFMANN-CAMPO et al., 2006). Tal fato pode estar relacionado
a maior mortalidade observada nos gendtipos IAC 24 e Pl 227687 ja
que estes foram as Unicas cultivares a apresentarem rutina associada a
genistina em sua composicao fisiolégica.

Conclusdes

Os resultados obtidos indicam que os gendétipos IAC 24 e PI
227687 causam maior mortalidade da lagarta em relacdo as demais
cultivares. ‘IAC 24’ também afeta o tempo de desenvolvimento de A.
gemmatalis aumentando a duracao do periodo larval. Com relacdo a
injuria as folhas causadas por A. gemmatalis, é possivel sugerir que
em resposta ao ataque, as cultivares de soja utilizam a via dos fenil-
propanoides, aumentando e/ou induzindo compostos fendlicos, como
o coumestrol, composto este detectado apenas apds herbivoria. Ja
genistina, presente constitutivamente nas plantas controle, aumenta
a sua concentracao apds o dano. Esse composto, provavelmente em
acao conjunta com a rutina, causa efeito negativo na lagarta. Assim,
o conhecimento do comportamento de defesa e protecdo das plantas
é um fator importante para obtencao, por melhoramento genético, de
cultivares mais resistentes a estresses. As informacdes relacionadas a
ativacao do metabolismo secundario de plantas pode ser um aliado na
ativacao ou silenciamento de rotas metabdlicas, acelerando o processo
de obtencao de gendtipos resistentes, através do melhoramento tradi-
cional ou pelas modernas técnicas biotecnoldgicas.
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Tabela 1. Peso inicial de lagartas (mg), peso de pupa (mg) e tempo de desen-
volvimento (dias) de Anticarsia gemmatalis alimentadas em diferentes cultiva-
res de soja. (Média = EP) n=50.

: Peso de Pupa Tempo. g

Genotipo Desenvolvimento
(mg) :
(dias)
‘POTENCIA’ 2.46 £ 0.06 a 241.88 £ 5.99 a 9.71 £ 0.13 ¢
‘IAC 24’ 2.17 £ 0.07 b 249.47 + 5.81 a 12.44 + 0.16 a
‘BRS 257’ 1.83 + 0.05 ¢ 262.36 £ 4.79 a 11.03 £ 0.07 b
‘Pl 227687 1.71 £ 0.05 ¢ 218.23 £ 6.12b 11.30 £ 0.18 b
cv 14.61 12.79 6.91
F 39.77*** 10.05*** 64.64***

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, nédo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (P<0,05)
** P< 0,01; ***P<0,001

Tabela 2. Flavonoides identificados nas andlises foliares das cultivares de soja
que tiveram sua concentracdo aumentada (+/+) e induzida (+/-).

Genotipos
Flavonoide Potencia IAC 24 BRS 257 Pl 227687
Rutina - (-/+) - (++)
Glicitina (+/-) - (+/-) (+/-)
Daidzina (+/-) (+/-) (+/-) (++)
Genistina (++) (++) (++) (++)
Malonil glicitina (+/-) (+/-) (++) (++)
Malonil genistina (+/-) (+7/-) (+/-) -
Malonil daidzina (+/-) (+/-) (++) (+/-)
Acetil glicitina (+1/-) (+7/-) (+/-) -
Acetil daidzina - - - (+/-)
Geniste na (++) - (+/-) -
Daidze na (+7/-) - (+/-) (++)

Coumestrol (+/-) (+/-) (+1/-) (+/-)




