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Amigo é coisa para se guardar

Debaixo de sete chaves

Dentro do coracéo

Assim falava a cancdo que na América ouvi
Mas quem cantava chorou

Ao ver o seu amigo partir

Mas quem ficou, no pensamento voou
Com seu canto que o outro lembrou
E quem voou, no pensamento ficou
Com a lembranca que o outro cantou

Amigo é coisa para se guardar

No lado esquerdo do peito

Mesmo que o tempo e a distancia digam "ndo"
Mesmo esquecendo a cangao

O que importa é ouvir

A voz que vem do coracao

Pois seja o que vier, venha o que vier
Qualquer dia, amigo, eu volto

A te encontrar

Qualguer dia, amigo, a gente vai se encontrar.

Cancdo da América, Milton Nascimento.
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cis-JASMONE E TWEEN 20 NA INDUGCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS EM
SOJA E SEUS EFEITOS EM INSETOS-PRAGA

RESUMO. A pulverizacdo com os tratamentos agua; agua + Tween 20; e agua +
Tween 20 + cis-Jasmone nos gendtipos BRS 134, IAC 100 e Dowling afetaram
negativamente o peso de insetos-praga da soja. Plantas de soja pulverizadas no
estadio R6 com os tratamentos foram utilizadas para avaliar o efeito do cis-Jasmone
sobre ganho de peso do percevejo-marrom, Euschistus heros. Plantas da cultivar
Dowling tratadas com cis-Jasmone reduziram significativamente o peso do percevejo. A
aplicacdo do cis-Jasmone também provocou a producédo de isoflavonoides nas vagens
e nos graos. Nas vagens foi observado o aumento das formas glicosidicas (daidzina e
genistina) e das malonis (daidzina e genistina), assim como das agliconas (daidzeina,
gliciteina e genisteina). No gréo, observou-se o aumento das concentragbes de
daidzeina e malonil genistina. Plantas dos mesmos gendtipos no estadio V3, foram
pulverizadas com os mesmos tratamentos. As folhas de plantas tratadas com Tween 20
e cis-Jasmone reduziram o peso de Anticarsia gemmatalis tanto na cultivar IAC 100
como Dowling. A producéo de isoflavonéides nas folhas foi afetada pela aplicacdo do
Tween 20 e cis-Jasmone, aumentando a concentracdo da malonil (daidzina, glicitina e
genistina) e da aglicona daidzeina. Pelas analises foi observado aumento da
concentracdo da fitoalexina coumestrol nas plantas tradadas com Tween 20 e cis-
Jasmone. A influéncia negativa no peso dos insetos e aumento da concentragdo dos
isoflavondides sugere que o Tween 20 e o cis-Jasmone tem papel importante na
inducéo da rota dos fenilpropanoides e que estes compostos afetam o desenvolvimento

de insetos-praga.

Palavras-chave: Glycine max, jasmonatos, lagarta-da-soja, metabdlitos secundarios,

percevejo-marrom.
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cis-JASMONE AND TWEEN 20 IN THE INDUCTION OF SECONDARY
METABOLITES IN SOYBEAN AND ITS EFFECTS IN INSECT-PESTS

SUMMARY. The spray treatments water; water + Tween 20; and water + Tween
20 + cis-Jasmone in the genotypes BRS 134, IAC 100 and Dowling had negative effects
on the weight of insect-pests of soybean. Soybean plants sprayed with treatments at R6
stage were used to evaluate the effect of cis-Jasmone on the weight gain of brown stink-
bug, Euschistus heros. Plants of Dowling treated with cis-Jasmone significantly reduced
the weight of the stink-bug. The application of cis-Jasmone also triggered the production
of isoflavonoids in soybean pods and grains. In the pods, it was observed increasing in
the glycosidic (daidzin and genistina), and the malonyl (daidzin and genistin), as well as
the aglycone (daidzein, glycitein and genistein) forms. In the grain isoflavonoids daidzein
and malonyl genistein concentrations increased. Plants of the same genotypes at V3
stage were sprayed with the same treatments. Leaf plants treated with Tween 20 and
cis-Jasmone reduced the weight of Anticarsia gemmatalis in the cultivar IAC 100 and
Dowling. The production of isoflavonoids in leaves was affected by Tween 20 and cis-
Jasmone sprayings, increasing the concentration of malonyl (daidzin, genistin and
glycitin) and aglycone daidzein. By these analyzes, it was observed increasing in
phytoalexin coumestrol concentration in plants treated with Tween 20 and cis-Jasmone.
The negative influence on the weight of insects and on the increase of isoflavonoid
concentrations suggests that the Tween 20 and cis-Jasmone plays an important role in
inducing pathway of phenylpropanoids and that these compounds affect development of

insect-pests.

Keywords: Glycine max, jasmonates, velvetbean, secondary metabolites, brown stink-

bug.



CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS

1.1. INTRODUGAO GERAL

A soja foi a cultura que mais cresceu no Brasil e no mundo nos ultimos 35 anos,
sendo a principal responsavel pela expansdo da fronteira agricola brasileira. As
exportacbes do gréo, farelo e do 6leo geraram para o pais receita que ultrapassa 20
bilhdes de ddélares, demonstrando o valor que essa cultura representa para o mercado
nacional. A expectativa é de que o Brasil, em 2019, produza cerca de 40% do grao e
73% do oleo de soja do mercado mundial (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2012).
Entretanto, para se tornar lider mundial de producdo, o Brasil necessita reduzir as
perdas geradas por fatores causados por estresses biodticos e abidticos.

Dentre o0s prejuizos causados pelos estresses bibticos, o0s insetos-praga
consistem em um dos maiores fatores na reducédo da producéo de diferentes culturas.
Na soja os principias grupos de pragas incluem os insetos sugadores e desfolhadores.
Dos insetos sugadores se destacam as espécies da familia Pentatomidae, como o0s
percevejos Nezara viridula, Euschistus heros e Piezodorus guildinii que ocasionam
reducbes na qualidade e produtividade dos gréos. Dentre os insetos desfolhadores, a
Anticarsia gemmatalis também conhecida como a “lagarta-da-soja”, € uma das
principais pragas e, no Brasil, encontra-se distribuida em praticamente todas as areas
de cultivo (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

Os métodos de controle de doencas e pragas mais comumente utilizados sao os
agrotéxicos. No entanto, apesar da importancia para o controle das populacdes de
pragas, 0 uso incorreto de inseticidas pode afetar ndo somente o inseto alvo, como
também inimigos naturais como parasito
ides e predadores (BOMMARCO et al., 2011; KHERADMAND et al., 2012) assim como
gerar residuos indesejaveis em alimentos, danos diretos aos aplicadores dos produtos
e problemas como contaminagdo ambiental (HOFFMANN-CAMPO et al., 2005), além

de aumentar os custos de producdo. Desta maneira, a busca por técnicas alternativas



e/ou sinérgicas de controle tem se intensificado, visando reduzir os gastos e 0s
problemas causados pela utilizagdo abusiva destes produtos.

A resisténcia de plantas (constitutiva ou induzida) tem sido empregada auxiliando
nos sistemas de producdo, uma vez que esta tatica pode ser explorada de forma
eficiente pelo agricultor, ja que ndo exige nenhum conhecimento tecnolégico sofisticado
para sua adocdo. Na soja um grupo de substéncias conhecidas como isoflavonoides
tem sido descrito como umas das vias de defesa da planta contra ataque de insetos e
doencas (HOFFMANN-CAMPO et al., 2001; ABBASI et al., 2001; PIUBELLI et al.,
2003). A inducéo de resisténcia envolve a ativacdo de mecanismos de defesa latentes
existentes nas plantas em resposta ao tratamento com agentes bibticos ou abibticos
(BONALDO et al. 2005), o que origina um menor custo metabdlico para as plantas.

Os jasmonatos (4cido jasmonico, e seus derivados metil jasmonato e cis-
Jasmone) consistem em um grupo de fitormonios identificados nas plantas em muitas
respostas a estresses bioticos e abidticos que atuam localmente ou como moléculas
sinalizadoras (TURNER et al., 2002). A participacdo dos mesmos na defesa das plantas
foram propostas pela observacdo de lesGes causadas por insetos herbivoros e a
formagcdo de jasmonatos, e pela inducdo de genes de inibidores de proteinases
capazes de deter a alimentacdo do inseto (FARMER & RYAN, 1992). O cis-Jasmone é
um composto volatil das plantas formado provavelmente pela B-oxidacdo do acido
jasménico e induzido por insetos durante a herbivoria. Nas plantas, sua ativacdo causa
a inducéo da producédo de compostos volateis que afetam positivamente as defesas da
planta por estimular a atividade de parasitoides e predadores de insetos-praga
(BIRKETT et al., 2000; BRUCE et al., 2008). No caso da soja a aplicacdo do cis-
Jasmone foi descrito por induzir a producdo de compostos volateis organicos que
atuam na atracéo de parasitoides de ovos de percevejos (MORAES et al., 2009).

Devido a implicagdes quanto a capacidade de inducao de resisténcia das plantas
o estudo do efeito direto do cis-Jasmone sobre a planta pode indicar a capacidade da
planta em alterar seu metabolismo, desencadeando a producdo de compostos de
defesa (GEYTER et al.,, 2012). O estudo das interacdes entre fitormonios, planta e

insetos podem auxiliar os melhoristas a inserir em novas cultivares, entre outras



caracteristicas desejaveis, a resisténcia constitutiva e/ou induzida contra insetos-praga.
A incorporacdo ou aumento das concentracbes desses compostos em cultivares
permitira avangos importantes, pois a metabolémica (ALIFERIS & TOKOUSBALIDES,
2011) integra de maneira eficaz e rapida as caracteristicas genotipicas e fenotipicas

das plantas, culminando assim com a reducdo dos custos para 0 agronegocio.

1.1.1. Metabolismo secundario

Em condi¢cbes naturais, as plantas estdo expostas a inUmeros inimigos que
podem afetar seu desenvolvimento. As plantas produzem uma série de compostos
organicos sem aparente funcdo no crescimento e desenvolvimento, e a estas
substancias sdo denominadas de metabolitos secundarios, produtos secundarios ou
produtos naturais. No reino vegetal todas as plantas compartiiham o mesmo tipo de
metabolismo primario, no entanto o metabolismo secundario tem sua distribuicdo
restrita a algumas plantas, sendo alguns metabdlitos secundérios encontrados apenas
em algumas ou em uma Unica espécie vegetal (TAIZ & ZEIGER, 2010).

O metabdlito secundario é dividido em trés grupos quimicamente distintos:
terpenos, componentes contendo nitrogénio e compostos fendlicos (VIZZOTTO et al.,
2010). Atualmente sdo conhecidos aproximadamente 35.000 compostos do grupo dos
terpenos (MCMURRY, 2009 citado por PAVARINI et al., 2012) formados por unidade de
carbono (C5), sintetizados a partir da via do acido mevalbnico e via do metileritritol
fosfato (MEP), estas substancias apresentam-se de forma toxica e/ou deterrente a
alimentacdo de muitos insetos herbivoros e mamiferos, (BRUNO et al.,, 1999;
BOHNENSTENGEL et al., 1999; JUNIOR, 2003; VEITCH et al., 2008). Os componentes
contendo nitrogénio sdo sintetizados pela via comum dos aminoacidos e destes
destacam-se os glicosideos cianogénicos, glucosinalatos, aminoacidos ndo proteicos e
os alcaloides, sendo este Ultimo o maior grupo com um total de 15.000 metabdlitos
(TAIZ & ZEIGER, 2010; DEVIKA & KOILPILLAI, 2012). Os compostos fendlicos

apresentam uma hidroxila ligada a um anel aromatico em sua composi¢ado quimica, e



sdo sintetizados a partir da via do acido chiquimico, com a maioria das classes de
compostos formados a partir da fenilalanina na rota dos fenilpropanoides (Figura 1), que
apos a remocao da molécula de aménia da origem ao acido cindmico. Cerca de 10.000
compostos fendlicos sdo conhecidos e muitos sdo relacionados com a defesa contra
herbivoros e patdgenos (ARTLIP & WISNIEWSKI, 2002; TAIZ & ZEIGER, 2010).

Figura 1. Diagrama parcial da via dos fenilpropanoides em soja. Fenilalanina amonia-
liase, chalcona sintase e isoflavona sintase sdo as principais enzimas da via
para formagdo dos isoflavonoides. A daidzeina atua com precursora das
fitoalexinas coumestrol e gliceolinas, e a naringenina é a precursora para a
formacao da rutina (modificado de DHAUBHADEL et al., 2003).

Os isoflavonoides sdo compostos fendlicos, pertencentes a uma classe distinta
de flavonoides distribuidos predominantemente em espécies de plantas pertencentes a

familia Leguminosae. Apresentam importantes propriedades biologicas, tais como:



atividades estrogénicas, antifUngicas e bactericidas das fitoalexinas (WILLIAMS &
HARBORNE, 1989), além de desempenhar diversas fun¢des na interacdo entre as
plantas e ambiente, onde atuam como indutores de genes de nodulagdo durante
simbiose entre leguminosas e bactérias do género Rhizobium (FERGUSON &
MATHESIUS, 2003) e atuam como moléculas precursoras para a producdo de
fitoalexinas durante as interacdes planta-patdégeno ou planta-inseto (AOKI et al., 2000;
DIXON & FERREIRA, 2002).

Na soja sdo encontrados diferentes tipos de isoflavonoides que podem variar de
acordo com o tecido como: folhas, raizes, vagem e sementes. De modo geral, nove sdo
as formas mais comuns encontradas em plantas de soja, entre elas as formas 7-O-
glicosideos (daidzina, glicitina e genistina), as malonis glicosidicas (6”-O-
malonildaidzina, 6”-O-malonilglicitina e 6”-O-malonilgenistina) e as formas agliconas
(daidzeina, gliciteina e genisteina). O efeito destes compostos fendlicos depende de
sua concentracdo, que podem ser atraentes, deterrentes, repelentes, ou toxicos as
pragas que atacam a cultura da soja (HOFFMANN-CAMPO et. al., 2001).

Além das isoflavonas descritas acima, outro composto identificado em folhas de
plantas de soja, a rutina (quercitina 3-O-rutinosidio), tem sido descrito devido seus
efeitos antibiético e/ou antinutricional em inseto sugador (PIUBELLI et al., 2003) e
insetos mastigadores (SIMMONDS, 2001; HOFFMANN-CAMPO et al., 2001, PIUBELLI
et al., 2005, HOFFMANN-CAMPO et al., 2006). A lagarta-da-soja, Anticarsia
gemmatalis alimentada com dieta contendo rutina isolada ou associada a caseina
indicou efeito negativo no desenvolvimento larval, na quantidade de alimento
consumido e no peso de pupas (SALVADOR et al, 2010). Em insetos como
Spodoptera litura e Helicoverpa armigera o efeito da rutina na dieta ou de extratos
indicaram uma reducéo do crescimento e aumento da mortalidade das lagartas, fato
este que evidencia sua eficacia na formulacdo de biopesticidas contra insetos-praga
(PANDEY et al., 2012). Ainda essas mesmas pragas alimentadas com plantas de
Nicotiana tabacum expressando o fator de transcricdo AtMYB75/PAP1 apresentaram
aumento da concentracdo de compostos como antocianinas, acidos fendlicos e rutina,

gue atrasaram o estagio de pupa e aumentaram a mortalidade das larvas (MALONE et



al., 2009). Em dieta artificial contendo concentracdes de rutina semelhantes ao de
plantas de Manihot esculenta, indicaram que o inseto Phenacoccus manihoti
apresentou uma reducdo no ganho de peso e aumento no tempo de desenvolvimento
(CALATAYUD, 2000).

As agliconas sao as formas mais bioativas entre os isoflavonoides (KUDOU et
al., 1991; DHAUBHADEL, 2011), e no caso da daidzeina esta é descrita como
precursora na producdo de fitoalexinas como as gliceolinas (EBEL, 1986) e coumestrol
(DEWICK et al., 1970). Na soja, além de atuar na producgéo de fitoalexinas, a daidzeina
tém sido relacionada como importante componente de defesa das plantas a insetos,
afetando negativamente a biologia dos herbivoros, principalmente por inibir o
crescimento de larvas (ZHOU et al., 2011). Ainda em plantas de soja, o isoflavonoide
daidzeina e as fitoalexinas gliceolinas e coumestrol foram relacionadas por
apresentarem efeitos negativos como antibidtico e/ou antialimentar em larvas de
Trichoplusia ni (SHARMA & NORRIS, 1991), e no caso do coumestrol quando testado
em dieta artificial, este apresentou em reducdo no ganho de peso de lagartas de
Pseudoplusia includens (ROSE et al., 1988).

Desta maneira, 0 estudo de vias metabdlicas das plantas, as interconexdes entre
estas rotas (ERB et al., 2012) no contexto dos sistemas biolégicos poderéo auxiliar na
incorporacdo ou aumento da concentracdo destas substancias em novas cultivares
através do melhoramento genético pela producéo de plantas capazes de responder aos
estresses ocasionados por pragas (GATEHOUSE, 2008; LUCAS, 2011; NADELLA et
al., 2012; GRORKINSKYet al., 2012).

1.1.2. Jasmonatos

A maior via de sinalizacdo envolvida na defesa de plantas contra insetos
herbivoros € a via do octadecanoicos que desencadeia a producédo do 4cido jasmonico
ou mais conhecidos como jasmonatos e seus derivados metil jasmonato e cis-Jasmone

(Figura 2). Estes sdo uma classe de hormdnio vegetal, que regulam aspectos do



desenvolvimento e crescimento das plantas, incluindo a germinagdo das sementes, 0
amadurecimento dos frutos, a producdo de pdlen viavel, o crescimento radicular,
abscisao e senescéncia, e também estao envolvidos na resposta das plantas a lesodes,
luz ultravioleta, a deficiéncia hidrica, ozonio, infeccdo de patdgeno e ataque de insetos
(CONCONI et al., 1996; CREELMAN et al., 1997; RAO et al., 2000; LI et al., 2004;
WASTERNACK, 2007; THALER et al., 2012).

Figura 2. Passos da via da biossintese do acido jasmdnico e derivados metil jasmonato
e cis-Jasmone. No cloroplasto a fosfolipaseAl converte os lipidios da
membrana em acido a-linolénico. O acido a-linolénico € convertido em acido 12-
oxo-fitodienodico pela acdo de enzimas (lipoxigenase, aleno Oxido sintase e
aleno oxido ciclase). O &cido 12-oxo-fitodiendico é transportado para o
peroxissomo, onde é reduzido e convertido em acido jasmonico. A conversao
do &cido jasménico em metil Jasmonato ocorre por meio da enzima



jasmonatocarboxilmetiltransferase, enquanto o cis-Jasmone é formado por (-
oxidacdo do acido jasmonico (Modificado de CHEONG & CHOI, 2003).

Os Jasmonatos estdo intimamente relacionados na regulacdo da rede de
comunicacao da biossintese de metabdlitos secundarios nas plantas (TAIZ & ZEIGER,
2010), e desencadeiam a transcricdo de genes e fatores de transcricdo (GEYTER et al.,
2012), como os da fenilalanina aménia liase (EC 4.3.1.5, PAL), enzima conhecida por
ativar mecanismos quimicos de defesa das plantas (Figura 1), demonstrando o papel
do acido jasmoénico e seus derivados na cascata celular e no acimulo de compostos
secundarios ao ataque de herbivoros (FONSECA et al., 2009; ZHOU et al., 2010;
AVANCI et al.,, 2010). A participacdo dos jasmonatos na inducdo dos metabolitos
secundarios inclui a sintese de moléculas pertencentes a diferentes classes de
compostos como os terpenoides, alcaloides e fenilpropanoides (ZHAO, et al., 2005;
PAUWELS et al., 2009; HOWE, 2010), além de atuarem diretamente no metabolismo
das plantas, também participam indiretamente na interacao tritréfica, pela atracdo de
inimigos naturais como predadores e parasitoides de ovos de insetos-praga
(AGRAWAL, 2000; 2005; KOST & HEIL, 2006; HEIL, 2008).

O cis-Jasmone é um dos jasmonatos formado a partir de trés ciclos de -
oxidacdo e descarboxilacdo do &cido jasménico, e conhecido por ser altamente volatil
guando comparado com o acido jasmodnico e metil jasmonato, sendo empregado na
industria de perfumes e isolado primeiramente de flores de Jasminun rincospernurn
(KOCH et al., 1997; HORBOWICZ et al.,, 2009). cis-Jasmone € uma molécula
sinalizadora importante que é liberado a partir de flores para atrair polinizadores, e
também emitida por tecidos danificados por herbivoros para atrair inimigos naturais,
além de atuar como um sinalizador da expresséo de genes nas plantas (DABROWSKA
& BOLAND, 2007; BRUCE et al., 2008). O cis-Jasmone também foi relatado como
indutor de metabdlitos secundarios responsaveis pela defesa da planta contra pragas e
doencas (BRUCE et al., 2003; MORAES et al., 2008). Sua participacdo na inducéao de
resisténcia indireta revela que um grupo distinto de genes, diferentes daqueles
induzidos por metil jasmonato, foram induzidos apenas pelo cis-Jasmone, 0 que

também foi demonstrado pela atracdo de parasitoides de afideos Aphidius ervi



(MATTHES et al., 2010). Na soja o cis-Jasmone induz a producdo de compostos
volateis semelhantes aos induzidos pelos danos causados por percevejos com efeito
atrativo aos parasitoides de ovos de percevejos Telenomus podisi (MORAES et al.,
20009).

A descoberta e o estudo das vias de resposta das plantas aos diferentes tipos de
estresses bidticos vém inspirando cientistas a investigar os mecanismos moleculares e
as respectivas consequéncias ecologicas diretas e indiretas sobre os herbivoros. O uso
de fitormbnios como os jasmonatos, em especifico o cis-Jasmone tem evidenciado sua
habilidade em induzir a producdo de metabdlitos de defesa da planta contra herbivoros
e atrativos de inimigos naturais (BIRKETT et al., 2000; BRUCE et al., 2003; PICKETT et
al., 2007; MORAES et al., 2008; MORAES et al., 2009; DEWHIRST & PICKETT, 2010;
HEGDE et al., 2012). Desta forma, se vislumbra a utilizacdo da inducdo da resisténcia
natural da planta pela ativacdo de compostos secundarios de defesa que afetem o
comportamento e desenvolvimento dos insetos herbivoros e que esses fitormonios
possam beneficiar a producdo das culturas como um método auxiliar/sinérgico no

manejo integrado de pragas.
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1.2. OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do cis-Jasmone na inducdo de
compostos secundarios em plantas de soja e seu efeito na biologia do percevejo-

marrom Euschistus heros e da lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis.

Objetivos especificos

¢ Avaliar o efeito do cis-Jasmone na inducdo de compostos secundarios de genotipos de
soja e seu efeito no ganho de peso de E. heros.

e Determinar o conteido de metabdlitos secundarios induzidos em vagem e grdo de
genotipos de soja apoés a aplicagdo do cis-Jasmone.

¢ Avaliar a inducdo da resisténcia de plantas de soja pela aplicacéo foliar do Tween 20 e
cis-Jasmone, e seu efeito na biologia de A. gemmatalis.

e Determinar o contetdo de metabdlitos secundarios induzidos em folhas de plantas de

soja pelo Tween 20 e cis-Jasmone.
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CAPITULO 2 - Aplicagdo exdgena de cis-Jasmone em plantas de soja afeta o peso
do percevejo Euschistus heros por desencadear a producao de isoflavonoides em

vagens e gréaos.

RESUMO - cis-Jasmone € um fitorménio conhecido pela inducdo de metabdlitos
secundarios e por afetar a biologia de insetos. No presente trabalho foi avaliada a
aplicacdo exdgena dos cis-Jasmone em plantas de soja e seu efeito no ganho de peso
do percevejo Euschistus heros e sua capacidade de induzir a producdo de
isoflavonoides nas vagens e graos de trés cultivares de soja BRS 134 (suscetivel), IAC
100 e Dowling (resistentes). Gaiolas com o percevejo E. heros foram utilizadas para
testar o ganho de peso. Essas gaiolas continham vagens dos gendtipos com trés
diferentes tratamentos (Agua; Tween 20; e cis-Jasmone). Na cultivar Dowling foi
observada a reducéo do peso do inseto nas plantas tratadas com cis-Jasmone (2,17
mg), em relacéo as plantas tratadas tanto com Agua como Tween 20 (11,84 mg e 12,93
mg) respectivamente. Pelas comparagcdes multiplas de médias pelo teste de Tukey
(p<0,05) nas vagens tratadas com cis-Jasmone observou-se 0 aumento na
concentracdo das isoflavonas glicosidicas (daidzina e genistina), assim como as
malonis (daidzina e genistina) e também das agliconas (daidzeina, gliciteina e
genisteina) nas cultivares BRS 134 e Dowling. No entanto, na cultivar IAC 100 o cis-
Jasmone reduziu a concentragdo das malonis. No grdo, o cis-Jasmone aumentou a
concentracdo de daidzeina nas cultivares BRS 134 e IAC 100 e da malonil genistina na
Dowling. Os resultados obtidos sugerem a influéncia negativa no ganho de peso do
inseto e aumento dos isoflavonoides, o que permite inferir que o cis-Jasmone tem papel
importante na indugdo de compostos secundarios que podem afetar o desenvolvimento

de insetos-praga da cultura da soja.

Palavras-chave: Fabaceae, Glycine max, HPLC, jasmonatos, percevejo-marrom,

resisténcia a insetos
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2.1. INTRODUCAO

Os jasmonatos (acido jasmoénico e seus derivados metil jasmonato e cis-
Jasmone) tém sido descritos quanto sua funcdo na inducdo de barreiras quimicas que
atuam negativamente no desenvolvimento de insetos herbivoros (TURNER et al., 2002;
KOO & HOWE, 2009; GEYTER et al., 2012). O cis-Jasmone € um fitormdnio derivado
do &cido jasmonico e tem importante funcdo como repelente de afideos e por atrair
predadores e parasitoides (BIRKETT et al., 2000; BRUCE et al., 2003), assim como
induzir a sintese de metabdlitos secundarios que afetam o desenvolvimento de pragas
(PICKETT et al., 2007). Esse fitorménio foi identificado como um semioquimico por
atuar negativamente em espécies de afideos e positivamente para insetos antagonistas
como parasitoides e predadores (CHAMBERLAIN et al., 2001). Em Lonicera japonica
resultados indicaram que o cis-Jasmone atuou como um cairomonio por mediar a
atracdo de Thrips obscuratus (EL-SAYED et al., 2009). Na soja a aplicacdo exdgena do
cis-Jasmone provocou a producdo de compostos volateis organicos que serviram de
atracdo de parasitoides de ovos de percevejo (MORAES et al., 2009).

Metabdlitos secundarios podem ser ativados pela aplicagdo exdgena de alguns
tipos de indutores como os jasmonatos, que tem apresentado eficiéncia na producdo de
compostos de defesa (WANG & WU, 2005; MORAES et al.,, 2008). Esses sé&o
horménios que desencadeiam respostas contra herbivoros, patdogenos e outras injurias
ambientais (KOO & HOWE, 2009), e foram definidos como essenciais para a inducao
nas defesas bioldgicas de Arabidopsis thaliana durante a interacdo planta-inseto
(McCONN et al., 1997).

O controle de doencas e pragas nas culturas geram desafios para pesquisadores
e prejuizos aos produtores. Na soja 0s percevejos como as espécies Euschistus heros,
Nezara viridula, Piezodorus guildinii e Dichelops melacanthus consistem em uma das
pragas que causam maior dano econémico para a produtividade da lavoura (PANIZZI &
CORREA-FERREIRA, 1997). Genotipos ou fontes de variabilidade sdo pesquisados na

busca de caracteristicas de resisténcia e estudos sao realizados com intuito de
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entender como as plantas respondem ao ataque dos herbivoros e como os elicitores
podem atuar na inducdo de resisténcia (BRUCE et al., 2003; PICKETT et al., 2007;
BRUCE et al., 2008; DEWHIRST & PICKETT, 2010; HEGDE et al., 2012).

Nesse sentido, as plantas apresentam um arsenal de defesas em resposta aos
herbivoros, e no caso da soja um grupo de substancias conhecidos como flavonoides
tém oferecido informacfes do efeito destes compostos sobre o comportamento e
biologia de insetos-praga (HOFFMANN-CAMPO et al., 2001; PIUBELLI et al., 2003).
Estes compostos podem ser constitutivos, no entanto, a maioria € induzida nas plantas
durante a infestacdo por doencas ou no ataque de pragas (DIXON & STEELE, 1999;
VOGT, 2000). Entre os isoflavonoides daidzina e genistina tiveram suas concentragoes
aumentadas (induzidas) em plantas de soja apdés sofrerem injarias por percevejo
(PIUBELLI et al., 2003), e em outro trabalho, rutina e genistina (constitutivos na planta)
afetaram negativamente as lagartas Trichoplusia ni e Anticarsia gemmatalis
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2001, HOFFMANN-CAMPO et al., 2006). Assim, o objetivo
do presente trabalho foi avaliar o efeito do cis-Jasmone no ganho de peso do percevejo
E. heros pela da inducdo da resisténcia em gendtipos de soja tratados com cis-

Jasmone e a determinacéo do conteudo de metabdlitos secundarios (isoflavonoides).

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Material Vegetal

As sementes foram obtidas no banco de germoplasma de soja da Embrapa-Soja.
Foram utilizadas as cultivares BRS 134 (suscetivel), assim como as cultivares
resistentes como a IAC 100 que apresenta resisténcia multipla tanto para a lagarta
(LOURENGCAO et al., 2000) como para percevejo (PIUBELLI et al., 2003) e a cultivar
Dowling que apresenta resisténcia ao afideo da soja (LI et al.,, 2008). Essas foram

semeadas em vasos plastico de 5 litros e mantidas em casa-de-vegetacdo com
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fotoperiodo de 14 horas, temperatura de 28 °C e umidade relativa de 65 % até estagio
R6 (FEHR et al., 1971). Neste estagio as plantas foram pulverizadas com um dos trés
diferentes tratamentos como descrito no item 2.2.2.

2.2.2. Tratamento com cis-Jasmone

Plantas de soja em estagio R6 foram submetidas a aplicacdo exdgena dos
seguintes tratamentos segundo MORAES et al. (2009): (Agua) agua destilada; (Tween
20) agua destilada + tween 20 (0,1%); e (cis-Jasmone) agua destilada + tween 20 (0,1
%) + cis-Jasmone (1,4 mmol™). As plantas tratadas com cis-Jasmone foram mantidas
em outra casa-de-vegetacdo sob as mesmas condi¢cdes de temperatura e umidade
descritas no item 2.2.1, para evitar a inducéo nas plantas controle (Agua e Tween 20),

ja que o cis-Jasmone é conhecido por ser um fitormdnio volatil.

2.2.3. Bioensaio com o percevejo E. heros

Plantas dos gendtipos foram crescidas e pulverizadas com 0s mesmos
tratamentos como descritos nos itens 2.2.1. e 2.2.2. Apds 24 h da pulverizacdo dos
tratamentos foram conduzidos bioensaios com o percevejo E. heros para avaliar o
ganho de peso. Adultos recém emergidos da criacdo de insetos da Embrapa-Soja foram
pesados para a obtencdo do peso inicial e individualizados em gaiolas feitas com
placas de petri adaptadas contendo um percevejo e uma vagem sem ser removida das
plantas (Figura 1), sendo mantidas sob condi¢bes de casa-de-vegetacdo descrita no
item 2.2.1. Ap6s 144 horas as placas foram removidas das plantas da casa-de-
vegetacao e levadas ao laboratdrio onde foi obtido o peso final do percevejo e subtraido

do peso inicial para determinar o ganho de peso do inseto.
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Figura 1. Plantas de soja e gaiolas utilizadas para o bioensaio contendo uma vagem e
percevejo Euschistus heros.

2.2.4. Extracao dos isoflavonoides

ApoOs a aplicacdo dos tratamentos (item 2.2.2.), as vagens foram coletadas em
24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas em nitrogénio liquido, e armazenadas em ultrafreezer (-
80°C) até a extragdo e analise dos isoflavonoides.

Para extracdo e quantificacdo das isoflavonas, as vagens e grdos foram
separados, pesados, macerados e extraidos com metanol 80% (MeOH 80%) e levados
ao banho de ultrassom por 20 min. As amostras foram entdo centrifugadas a 20800 g a
4°C por 12 min e filtradas em membrana Millipore® 0,45 pm e analisadas em HPLC

(High Performance Liquid Chromatography) — Shimadzu — modelo Prominence.
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2.2.5. Identificacdo e Quantificacdo por HPLC

Os extratos metanolicos das amostras foram analisados através de HPLC em
coluna C18 de fase reversa (250 mm de comprimento e 4,6 mm de diametro interno,
particulas de 5 micra). Aliquotas de 20uL foram injetadas automaticamente no
equipamento Prominence da Shimadzu, com controlador CBM-20A; detector SPD-20A;
desgaseificador DGU 20A5; bomba LC-20AT; amostrador automatico SIL-20A e forno
CTO 20A (Figura 2). A fase movel foi composta de dois solventes: (A)-2% de éacido
acético (HOAC) e (B): uma mistura de metanol (MeOH), &cido acético e agua MilliQ®
(H20) (MeOH:HOACc:H,0; 18:1:1). O sistema de gradiente linear utilizado na analise
partiu da condicdo inicial com 75% de A e 25% de B, atingindo apés 40 minutos a
situacao inversa, ou seja, 25% de A e 75% de B, mantida por cinco minutos. Ao atingir
45 minutos voltou a situacdo inicial permanecendo por 5 minutos antes da injecao
seguinte. O fluxo do solvente foi de 1mililitro/minuto e o registro na regido do ultravioleta
(UV) no comprimento de onda 260 nanémetro (nm0. As concentracdes das agliconas
(daidzeina, gliciteina e genisteina), assim como das formas glicosidica (daidzina,
glicitina, genistina) e malonil glicosidica (malonil daidzina, malonil glicitina, malonil
genistina), foram identificados por meio da comparacdo de espectro e tempo de

retencdo dos padrdes com o espectro e tempo de retencdo de cada amostra analisada.
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Figura 2. Imagem do equipamento do HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) utilizado para identificacdo e quantificagcdo de compostos
secundarios de extratos vegetais obtidos de vagem e gréo de soja.

2.2.6. Analise Estatistica

Para o bioensaio com o percevejo E. heros foi usado o delineamento de blocos
ao acaso em arranjo fatorial: com trés cultivares (BRS 134, IAC 100 e Dowling), trés
tratamentos (Agua, Tween 20 e cis-Jasmone) e 30 repeticdes dos blocos, com total de

270 plantas. O modelo matematico para esta pesquisa é o que segue:

— 1 * 1
Yijk =m+ Tratsi + Bloco i + Culti van + Trats*Culti vary + Sijk
com

i=1..1,j=1..3 k=1..K.

em que,

Y, € o efeito da variavel resposta

m é o efeito da média geral do experimento;
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Trat; € o efeito do tratamento i ;
Bloco, € o efeito do bloco j ;

Cultivar ¢ € o efeito das cultivares nas parcelas;

Trats* Culti var, é o efeito da interacao dos tratamentos i pelas cultivares k ;

k

e; € 0 efeito do residuo aleatorio N = (0, o’ ) associado a cada unidade experimental.

O experimento de quantificacdo de isoflavonoides foi realizado em blocos ao
acaso em arranjo fatorial: com trés cultivares (BRS 134, IAC 100 e Dowling), trés
tratamentos (Agua, Tween 20 e cis-Jasmone), seis tempos de coletas (24, 48, 72, 96,
120 e 144 horas) e cinco repeticdes dos blocos, totalizando 270 plantas. O modelo

matematico para esta pesquisa é o que segue:

YijkI =m+ TratSI + Blocoj + Cultivark + TempoI + Trats*CuItivarik + Trats*TempoiI + CuItivar”‘TempokI +

* i *
Trats*Cultivar Tempo,, + ik

com=1...1,j=1..Jd,k=1...K,I=1....L
em que,
Y;4 € 0 efeito da variavel resposta

m é o efeito da média geral do experimento;

Trat, € o efeito do tratamento i ;
Bloco, € o efeito do bloco j ;
Cultivar ¢ € o efeito das cultivares nas parcelas;

Tempq € o0 tempo de avaliacéo e retirada das vagens de soja |;

Trats* Culti var, é o efeito da interacao dos tratamentos i pelas cultivares k ;
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Trats*TempoI € o efeito da interacdo dos tratamentos i pelo tempo |

Culti var*TerrpokI é o efeito da interacdo dos cultivares k pelo tempo |

Trats* Culti var*TeeroI é o efeito da interacdo dos tratamentos i pelas cultivares k e

ki

pelo tempo |;

g, € 0 efeito do residuo aleatorio N = (0, o) associado a cada unidade experimental.

Os dados foram submetidos a analise exploratoria para verificacdo da existéncia

de todos os pressupostos exigidos para a andlise de variancia (ANOVA). Para genistina

(poténcia p=0,8641), malonil daidzina e daidzeina (+x+1) (vagem) os dados foram
transformadas quando algum dos requisitos para o emprego da estatistica (normalidade
da distribuicdo dos erros, homogeneidade das variancias, e aditividade dos efeitos dos
fatores de variacdo) ndo foram atendidos pelos dados da amostra experimental. Em
seguida, realizaram-se as comparacbes mdltiplas das médias pelo teste de Tukey
(p<0,05). Fatores com valores quantitativos foram submetidos a anélise de regresséo.
Os programas estatisticos utilizados foram os pacotes SAS-Statistical Analysis System,
versdo 9.2 (2009) e Sanest para DOS (ZONTA et al.,, 1982). Para o célculo das
esperancas do Quadrado Médio, os efeitos do modelo foram considerados como fixos,

com excecdo do efeito do bloco, que foi aleatério.

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Ganho de peso do inseto
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Os resultados obtidos no ganho de peso do percevejo indicaram diferencas
significativas entre os tratamentos (p<0,05) assim como entre cultivares e tratamentos
(Tabela 1).

Tabela 1. Quadro da analise de variancia (Graus de liberdade — GL, e valores de
guadrado médio (Q.M.)) para o ganho de peso do percevejo E. heros
alimentados com trés cultivares de soja apés aplicacdo dos tratamentos com
Agua, Tween 20 e cis-Jasmone.

. Valor de Q.M.

Variagao GL
Ganho de peso

Bloco 29 144,85"°
Genotipo (Gen) 2 283,23"
Tratamento (Trat) 2 437,42*
Gen x Trat 4 373,62*
Residuo 232 114,17
Total 269 -

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, " nao significativo p>0,05

Pelo teste de meédias, o maior ganho de peso dos percevejos foi observado
quando eles se alimentaram das cultivares Dowling e IAC 100 pulverizadas com Agua
(Figura 3). Nas plantas tratadas com Tween 20 houve um aumento no ganho de peso
dos insetos que se alimentaram na cultivar BRS 134 e uma reducdo dos insetos
alimentados na cultivar IAC 100, enquanto os da cultivar Dowling apresentaram o maior
ganho de peso. Nas plantas tratadas com cis-Jasmone o0 peso de E. heros nao foi
diferente independentemente da cultivar que serviu de alimento. Entretanto, quando
comparado cada cultivar entre os diferentes tratamentos houve uma reducdo
significativa no ganho de peso do percevejo na cultivar Dowling pulverizada com cis-
Jasmone quando comparado com as plantas tratadas com Agua e Tween 20. N&o
houve diferenca significativa no ganho de peso do percevejo pela aplicacdo dos

diferentes tratamentos para as cultivares BRS 134 e IAC 100.
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Figura 3. Ganho de peso do percevejo E. heros alimentado com trés cultivares de soja
tratadas com Agua, Tween 20 e cis-Jasmone. Letra mintscula compara as
cultivares no tratamento. Letra mailscula compara a cultivar nos diferentes
tratamentos. Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

2.3.2. Isoflavonoides — Vagem

Os resultados da analise de variancia para a concentragdo de isoflavonoides na
vagem (Tabela 2) indicaram efeitos significativos (p<0,05) de gendtipos (Gen),
tratamentos (Trat) e tempo (Temp) tanto na forma isolada como em suas interacfes
para as isoflavonas daidzina, genistina, daidzeina e gliciteina. Para malonil daidzina e
malonil genistina ndo houve significancia para o efeito de tratamento (p>0,05). Para a
genisteina houve resposta significativa apenas para o fator genétipo e na interacao
gendtipo x tratamento. Embora tenha sido observada interacéo tripla Gendtipo x Tempo
x Tratamento nas concentracdes de alguns compostos, devido a sua complexidade,

essas nao serao interpretadas neste estudo.
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De modo geral, na comparacdo dos isoflavonoides houve um aumento na
concentracdo de algumas substancias ou reducdo de acordo com o gendtipo e/ou
tratamento. Na comparacdo dos genétipos tratados com Agua, a cultivar IAC 100 e
Dowling apresentaram as maiores concentragcdes de daidzina (Figura 4A) quando
comparado com a BRS 134. A aplicacdo do Tween 20 nao indicou diferenca entre as
cultivares, no entanto, das plantas pulverizadas com cis-Jasmone a BRS 134 foi a que
apresentou a maior concentracdo em relacdo as outras cultivares. Comparando-se cada
cultivar nos diferentes tratamentos, a BRS 134 apresentou um aumento na
concentracdo, diferindo dos tratamentos com Agua ou com Tween 20. Nos gendtipos
IAC 100 e Dowling os diferentes tratamentos ndo apresentaram diferenca dentro de
cada cultivar.

A concentracdo de genistina ndo apresentou diferenca significativa nas plantas
tratadas com Agua (Figura 4B). A cultivar BRS 134 quando tratada com Tween 20
apresentou um aumento da genistina em relagcéo as cultivares IAC 100 e Dowling. Com
a aplicacdo do cis-Jasmone a BRS 134 apresentou a maior concentracdo seguida da
cultivar IAC 100 e Dowling. Na comparacdo da cultivar entre os tratamentos, a
concentracdo de genistina aumentou significativamente nas cultivares BRS 134
tratadas tanto com Tween 20 e cis-Jasmone, assim como, a cultivar IAC 100 tratada
com cis-Jasmone. Na cultivar Dowling ndo se observou diferencas estatisticas entre os

tratamentos.
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Figura 4. Concentracdo de daidzina (A) e genistina (B) na vagem de trés genoétipos de
soja (BRS 134, IAC 100 e Dowling) tratados com Agua, Tween 20 e cis-
Jasmone. Letra mindscula compara as cultivares no tratamento. Letra
mailscula compara a cultivar nos diferentes tratamentos. Genistina apresenta
médias originais e significancia do ajuste com transformac&o poténcia com p=
0,8641. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Malonil daidzina foi identificada em todos os tratamentos e n&do apresentou
diferenca nas plantas tratadas com Agua (Figura 5A). Quando tratadas tanto com

Tween 20 e cis-Jasmone as cultivares BRS 134 e Dowling indicaram aumento na
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concentracdo quando comparadas a IAC 100. Na BRS 134 houve um aumento da
concentracdo nas plantas tratadas com Agua (30,93 ng/mg) e cis-Jasmone (56,61
ng/mg). Por outro lado, a cultivar IAC 100 apresentou redugdo na concentracdo desse
composto nas plantas tratadas com cis-Jasmone (26,64 ng/mg) em relacédo as plantas
tratadas com Agua (49,33 ng/mg).

A maior concentracdo de malonil genistina foi determinada na cultivar Dowling
tratada com Agua (Figura 5B), enquanto que aquelas tratadas com Tween 20 e cis-
Jasmone néo diferiram da cultivar BRS 134. Dentro da BRS 134 foi observado um
aumento da concentracéo de malonil genistina quando tratada com Agua comparada ao
Tween 20 e cis-Jasmone. Na cultivar IAC 100 houve uma reducdo na concentracdo de
malonil genistina nos tratamentos com Tween 20 e cis-Jasmone quando comparados

com a Agua.
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Figura 5. Concentragdo de malonil daidzina (A) e malonil genistina (B) na vagem de trés
genotipos de soja (BRS 134, IAC 100 e Dowling) tratadas com Agua, Tween 20
e cis-Jasmone. Letra minUscula compara as cultivares no tratamento. Letra
mailscula compara a cultivar nos diferentes tratamentos. Malonil daidzina
apresenta médias originais e significancia do ajuste com transformacdo de
Jx+1. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

A concentracdo das agliconas daidzeina e genisteina (Figura 6A, 6B) aumentou

na cultivar Dowling tratadas com cis-Jasmone, ndo sendo detectadas nas cultivares
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BRS 134 e IAC 100. A concentragdo de gliciteina foi diferente nas plantas tratadas com

cis-Jasmone (Figura 6C). A cultivar BRS 134 tratada com cis-Jasmone apresentou um

aumento significativo na producéo de gliciteina (5,06 ng/mg) quando comparado com a

IAC 100 (0,47 ng/mg). Na cultivar Dowling néo foi detectada a producéo desta aglicona.
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Figura 6. Concentracfes de daidzeina (A), genisteina (B) e gliciteina (C) na vagem de
trés gendtipos de soja (BRS 134, IAC 100 e Dowling) tratadas com Agua,
Tween 20 e cis-Jasmone. Letra mindscula compara as cultivares no
tratamento. Letra mailscula compara a cultivar nos diferentes tratamentos.
Daidzeina apresenta meédias originais e significAncia do ajuste com
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transformacédo de Vx+1. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na Figura 7 sdo apresentadas as curvas de regressao relacionadas a interacéao
genotipo x tempo. Devido a complexidade para explicar biologicamente a resposta das
concentracdes das substancias pelas regressdes de grau cubico foram utilizadas
apenas as regressdes dos graus lineares e quadraticos quando significativos. Por
causa da falta de informacé&o na literatura e por ser inédito os dados obtidos em relacéo
a producdo de compostos secundarios de plantas de soja apos a aplicacdo do cis-
Jasmone foram apresentadas as regressdes com R? mesmo com valores inferiores a
R?=0,50 para alguns compostos. A resposta da producdo de daidzina nas vagens
(Figura 7A), a aplicacédo dos tratamentos foi linear (BRS 134) e quadratica (IAC 100). A
producéo de daidzina na BRS134 apresentou um aumento em 48 e 72 horas, com um
declinio em 96, 120 e 144 horas. Em IAC 100, daidzina apresentou um aumento em 72
horas, porém nos demais tempos sua concentragdo manteve-se constante. As curvas
de regresséao de todos os gendtipos indicaram resposta de nivel quadréatico significativo
para a genistina (Figura 7B). As cultivares BRS 134 e Dowling apresentaram uma
reducdo acentuada na concentracdo da genistina a partir de 96 horas. Na cultivar IAC
100 houve um aumento nos periodos de 48 e 72 horas com reducao em 96 horas.

Na Figura 7C sdo apresentadas as curvas para malonil daidzina, sendo as
respostas quadratica (BRS 134) e linear (IAC 100). Na cultivar BRS 134 houve uma
reducdo de malonil daidzina em 48, 72 e 96 horas com aumento em 120 e 144 horas.
Na cultivar IAC 100, a concentracdo da malonil daidzina aumentou durante os tempos
(48, 96, 120 e 144 horas).

A concentracdo de malonil genistina (Figura 7D) apresentou resposta linear (IAC
100 e Dowling) com um aumento desta substancia ao longo do tempo, enquanto que
para a BRS 134 a resposta foi quadratica com reducdo em 72, 96 e 120 horas e
aumento em 144 horas. Em relacdo a gliciteina (Figura 7E) a resposta foi quadratica

para a BRS 134 com reducdo em 48, 72 e 96 horas e aumento da concentracdo da



37

substancia em 120 e 144 horas. Em IAC 100 a concentracdo de gliciteina ajustou ao

modelo linear com aumento ao longo das horas.
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Figura 7. Concentracdo de daidzina (A), genistina (B), malonil daidzina (C), malonil
genistina (D) e gliciteina (E) em vagem dos genétipos BRS 134, IAC 100 e
Dowling pulverizadas com os diferentes tratamentos. Andalise de regresséo
polinomial para os niveis de horas dentro do genotipo.
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Na Figura 8, sédo apresentadas as curvas de regresséo relacionadas a interacao
tratamento x tempo. A resposta para concentracdo da daidzina nas plantas tratadas
com Agua (Figura 8A) foi quadratica com um aumento em 72 horas. Para as plantas
tratadas com cis-Jasmone a resposta foi linear observando-se um aumento da
concentracao da daidzina até as 72 horas, seguida de uma reducdo na concentracao
nos demais horarios (96, 120 e 144 horas). Para a genistina (Figura 8B), Agua e Tween
20 apresentaram resposta quadratica com reducdo da concentracdo em 96, 120 e 144
horas. Para as plantas tratadas com o cis-Jasmone a concentracdo de genistina a
resposta foi linear com um aumento até as 72 horas, com reducdo em 96 horas e
aumento em 120 e 144 horas. Malonil daidzina e malonil genistina (Figura 8C e 8D)
apresentaram respostas lineares para Tween 20 e cis-Jasmone com um aumento das

substancias ao longo dos horarios.
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Figura 8. Concentracdo de daidzina (A), genistina (B), malonil daidzina (C), malonil
genistina (D) em vagem dos gendtipos BRS 134, IAC 100 e Dowling
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pulverizadas com o diferentes tratamentos. Analise de regressédo polinomial
para os niveis de horas dentro do tratamento.

2.3.3. Isoflavonoides — Grao

Os resultados da analise de variancia para a concentracdo de isoflavonoides no
grédo (Tabela 3) indicaram efeitos significativos (p<0,05) entre os fatores gendétipo (Gen),
tratamentos (Trat) e tempo (Temp) tanto na forma isolada como em suas combinacdes
para a daidzeina e genisteina. Para daidzina e genistina, e as malonis (daidzina,
glicitina e genistina) ndo houve interacdo entre (Trat x Temp).

A concentracido da daidzina no grdo das plantas tratadas com Agua (Figura 9A)
foi maior na BRS 134 e Dowling quando comparada com IAC 100. Quando tratadas
com Tween 20, BRS 134 e Dowling diferiram uma da outra. A daidzina nas plantas
pulverizadas com cis-Jasmone ndo houve diferenca significativa entre as cultivares. A
cultivar BRS 134 nédo apresentou similaridade na concentracdo de daidzina entre os
tratamentos com Agua e cis-Jasmone, com reducdo nas plantas tratadas com Tween
20. As cultivares IAC 100 e Dowling tratadas com Agua, Tween 20 e cis-Jasmone n&o
apresentaram diferencas na concentracdo de daidzina.

A concentracdo de glicitina foi diferente apenas nas plantas tratadas com Tween
20 e cis-Jasmone (Figura 9B). Na cultivar BRS 134 nao apresentou diferenca estatistica
entre os tratamentos com Agua, Tween 20 e cis-Jasmone. A cultivar IAC 100 houve
aumento da concentracdo de glicitina nas plantas tratadas com Tween 20. Em Dowling
a concentracdo nas plantas tratadas com Agua foi significativamente maior que as
plantas desta cultivar tratadas com Tween 20 e cis-Jasmone.

As concentracdes de genistina nas plantas tratadas com Agua e cis-Jasmone
foram maiores em Dowling seguido da BRS 134 e IAC 100 (Figura 9C). Nas plantas
tratadas com Tween 20 as cultivares Dowling e BRS 134 apresentaram as maiores
concentracoes de genistina. A aplicacdo dos tratamentos ndo afetou a concentragédo de
genistina nas cultivares BRS 134 e IAC 100. No entanto, as plantas da cultivar Dowling

tratada com cis-Jasmone se observou a maior concentracdo de genistina.
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Figura 9. Concentracdo de daidzina (A), glicitina (B) e genistina (C) no grao de trés
genotipos de soja (BRS 134, IAC 100 e Dowling) tratados com Agua, Tween 20
e cis-Jasmone. Letra mindscula compara as cultivares no tratamento. Letra
maiuscula compara a cultivar nos diferentes tratamentos. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A concentracdo de malonil daidzina (Figura 10A) nas plantas tratadas com Agua
foi maior nas cultivares BRS 134 e Dowling. Das plantas pulverizadas com Tween 20 e
cis-Jasmone, a cultivar Dowling apresentou a maior concentragao. Foi observada uma
reducdo na concentracdo de malonil daidzina na cultivar BRS 134 tratada com Agua
(258,52 ng/mg) em relacdo as plantas tratadas com cis-Jasmone (176,85 ng/mg) e
Tween 20 (139,76 ng/mg). Para IAC 100 n&o houve diferenca entre os tratamentos. Em
Dowling nas plantas tratadas com cis-Jasmone (279,12 ng/mg) foram observadas as
maiores concentra¢cdes de malonil daidzina seguidas das plantas tratadas com Agua
(248,52 ng/mg) e Tween 20 (218,82).

A concentracao da malonil genistina (Figura 10B) na BRS 134 e Dowling tratadas
com Agua tiveram as maiores concentraces. Nas plantas tratadas com Tween 20, a
cultivar Dowling apresentou a maior concentracdo diferindo da BRS 134 e IAC 100. A
aplicacdo do cis-Jasmone aumentou a concentracdo da malonil genistina em Dowling
em relacdo a BRS 134 e IAC 100. A concentragcédo da malonil genistina foi reduzida nas
plantas da cultivar BRS 134 tratadas com Tween 20 e cis-Jasmone. A IAC 100 néo
diferiu significativamente entre os tratamentos. Na Dowling tratadas com cis-Jasmone a
concentragdo da malonil genistina foi maior do que nas plantas tratadas com Agua e

Tween 20.
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Figura 10. Concentracao de malonil daidzina (A) e malonil genistina (B), no gréo de trés
genotipos de soja (BRS 134, IAC 100 e Dowling) tratados com Agua, Tween 20
e cis-Jasmone. Letra minuscula compara as cultivares no tratamento. Letra
maiuscula compara a cultivar nos diferentes tratamentos. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A concentracdo da aglicona daidzeina (Figura 11A) nas plantas tratadas com
Agua indicou diferenca entre a cultivar Dowling e IAC 100. Nas plantas tratadas com
Tween 20 a daidzeina foi reduzida em Dowling que diferiu da BRS 134 e IAC 100. Nas
plantas tratadas com cis-Jasmone, a concentracdo da daidzeina da BRS 134 (0,263
ng/mg) diferiu das cultivares IAC 100 (0,154 ng/mg) e Dowling (0,058 ng/mg), tendo na
BRS 134 a maior resposta comparada as plantas tratadas com Tween 20 e Agua. A
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cultivar IAC 100 também indicou um aumento na concentracdo de daidzeina nas
plantas tratadas com cis-Jasmone. Entretanto, sua concentracdo foi reduzida em
Dowling quando tratada com Tween 20 e cis-Jasmone.

A concentracdo de genisteina nas plantas tratadas com Agua (Figura 11B) foi
maior na cultivar Dowling seguido de BRS 134. Nestas mesmas cultivares, as plantas
tratadas com Tween 20 reduziram a concentracdo de genisteina. Nas plantas tratadas
com cis-Jasmone houve diferenca entre a cultivar Dowling em comparacdo com BRS
134 e a indugédo da genisteina em IAC 100. Na cultivar BRS 134 n&o houve diferenca
na concentracdo da genisteina entre os tratamentos, sendo o composto identificado
apenas na IAC 100 no tratamento com cis-Jasmone. A maior concentracdo de
genisteina foi observada em Dowling tratadas cis-Jasmone, e reduzida nas plantas

tratadas com Tween 20.
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Figura 11. Concentracdo de daidzeina (A) e genisteina (B) no grao de trés gendtipos de
soja (BRS 134, IAC 100 e Dowling) tratados com Agua, Tween 20 e cis-
Jasmone. Letra mindscula compara as cultivares no tratamento. Letra
mailscula compara a cultivar nos diferentes tratamentos. Médias seguidas de
mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

De modo geral, as substancias tiveram um aumento de suas concentragdes nos

genotipos ao longo do tempo de analise. Na Figura 12 sdo apresentadas as curvas de

regressao relacionadas a interacdo genaétipo x tempo. A resposta da concentracdo das

formas glicosidicas daidzina, glicitina e genistina (Figura 12A, 12B, 12C) nos graos o

ajuste foi linear para os genoétipos BRS 134 e IAC 100 pela aplicacdo dos tratamentos

com um aumento ao longo dos horéarios, enquanto para cultivar Dowling o efeito

quadrético foi significativo com uma reducdo da concentragdo nos horarios de 48 e 72
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horas e aumento em 96, 120 e 144 horas. As malonis daidzina e genistina (Figura 12D,
12F) a cultivar BRS 134 apresentou resposta linear com um aumento da concentragao,
enquanto a cultivar Dowling apresentou resposta quadratica com reducdo da
concentracdo em 48 e 72 horas e aumento em 96, 120 e 144 horas. A cultivar IAC 100
obteve um ajuste linear para a concentracdo da malonil glicitina (Figura 12E). Esse
ajuste na cultivar Dowling foi quadratico e teve uma reducdo na concentracdo em 48 e
72 horas e aumento em 96, 120 e 144 horas. A daidzeina (Figura 13G) apresentou
resposta quadratica em todos os gendtipos com aumento da concentracdo na cultivar
IAC 100 e BRS 134 e reducdo em Dowling. A genisteina (Figura 12H) apresentou ajuste
linear para a cultivar BRS 134 assim como para a cultivar Dowling que teve aumento de

sua concentracao em 96, 120 e 144 horas.
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Figura 12. Concentracdo de daidzina (A), glicitina (B), genistina (C), malonil daidzina
(D), malonil glicitina (E) malonil genistina (F), daidzeina (G) e genisteina (H)
em grdos de trés genétipos de soja (BRS 134, IAC 100 e Dowling)
pulverizadas com os diferentes tratamentos. Analise de regressao polinomial

para os niveis de horas dentro do gendtipo.
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Na Figura 13, sdo apresentadas as curvas de regressao relacionadas a interacao
tratamento x tempo, que indicaram um aumento da concentracdo das substancias nos
tempos pela aplicacdo dos tratamentos. A glicitina apresentou resposta linear para as
plantas tratadas com Agua e Tween 20 (Figura 13A) com um aumento da concentrac&o
apos 72 horas. Nas plantas tratadas com cis-Jasmone a concentracdo de glicitina
obteve ajuste quadratico com aumento da concentracdo em 72, 120 e 144 horas. A
concentragdo de daidzeina nas plantas tratadas com Agua, Tween 20 e cis-Jasmone
apresentaram resposta linear (Figura 13B), com aumento na concentragcdo nas plantas
tratadas com cis-Jasmone. A resposta da concentracao de genisteina foi linear para as

plantas tratadas com Tween 20 e cis-Jasmone (Figura 13C).
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Figura 13. Concentracdo de glicitina (A), daidzeina (B) e genisteina (C) em grédos de
trés genotipos de soja (BRS 134, IAC 100 e Dowling) pulverizadas com os
diferentes tratamentos. Andlise de regressdo polinomial para os niveis de
horas dentro do tratamento.
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2.4. DISCUSSAO

De modo geral, o tratamento dos genotipos de soja com cis-Jasmone ocasionou
mudangas nos niveis das substancias quimicas da planta que afetaram o
desenvolvimento do inseto. O cis-Jasmone desempenha um papel importante na
inducédo de metabdlitos de resisténcia, e seus sinais quimicos induzem defesas na soja
similares aos danos causados por insetos (MORAES et al.,, 2009). Os efeitos da
inducéo pelo ataque de insetos ou pela aplicacdo exodgena séo similares, pois, podem
repelir insetos-praga e atrair inimigos naturais que predam ou parasitam as pragas
(BRUCE et al., 2003; BRUCE et al., 2008).

A capacidade de afetar o desenvolvimento de insetos-praga foi observada em
videira (Vitis vinifera) através da aplicacao do acido jasménico que promoveu reducdes
na fecundidade, numero de ovos e nos instares ninfal (OMER et al., 2000). Em tomate
(Lycopersicon esculentum) a aplicacdo do acido jasmoénico reduziu a longevidade e a
taxa de reproducdo de afideos adultos, causando um impacto negativo na
sobrevivéncia destes (COOPER & GOGGIN, 2005). No presente trabalho a aplicacdo
do cis-Jasmone na cultivar Dowling promoveu uma reducao no peso do E. heros devido
a inducdo de compostos que afetaram o desenvolvimento do percevejo. As
lipoxigenases (EC. 1.13.11) sdo enzimas conhecidas como precursoras dos passos da
via dos jasmonatos, principalmente em resposta ao ataque de pragas (TURNER et al.,
2002). Estas enzimas sdo responsaveis por desencadear a indugdo de metabdlitos
secundarios, assim como alterarem a expressao de genes como os de inibidores de
proteinases que atuam negativamente na digestdo das proteinas vegetais pelos
herbivoros (KOIAWA et al.,, 1997, LAWRENCE & KOUNDAL, 2002). Esses dados
sugerem que houve influéncia no metabolismo das plantas de soja, principalmente da
cultivar Dowling que apresentou reducéo significativa no peso de E. heros tratadas com
cis-Jasmone (2,17 mg), em relacdo a Agua e Tween 20 (11,84 e 12,93 mg
respectivamente). Além de afetar o desenvolvimento de insetos, e induzir mudancas

guimicas nas plantas, os jasmonatos podem causar alteracdes estruturais que resultam
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no aumento da densidade do nimero de tricomas glandulares em plantas de tomate
(BOUGHTON et al., 2005). A importancia dos jasmonatos observada em plantas
selvagem e mutante de tomate com deficiéncia na producdo do &cido jasmonico
demonstrou que este é um componente essencial na regulacdo da expressao de defesa
direta e indireta (herbivoro e inimigo natural) contra lagartas de Spodoptera exigua
(THALER et al.,, 2002). Entre as caracteristicas dos jasmonatos, nos testes em
olfatbmetro o cis-Jasmone provou ser repelente a Sitobion avenae um afideo que ataca
o trigo (Triticum aestivum) e também por diminuir a suscetibilidade das plantas e reduzir
0 crescimento populacional do pulgdo (BRUCE et al., 2003). Genes associados com a
via do octadecandico (lipoxigenase, aleno o6xido sintase, 12-OPDA reductase, divinil
éter sintase e hidroperoxido liase) foram induzidos em plantas resistentes de Medicago
truncatula infestadas com o afideo Acyrthosiphon kondoi (GAO et al., 2007). Os autores
destacam que a aplicacdo de metil jasmonato em plantas suscetiveis reduziu a
infestacdo do afideo, e sugerem que a via octadecanoico € uma forma de resisténcia da
planta a essa praga, confirmando a participacdo dos jasmonatos na inducdo de
resisténcia contra insetos-praga. A ativacao da resisténcia em arroz (Oryza sativa) pela
aplicacao foliar do acido jasménico reduziu a longevidade e eclodibilidade dos ovos de
Nilaparvata lugens, e afetou a quantidade de alimento ingerido e assimilado, causando
impacto negativo direto na sobrevivéncia do inseto (SENTHIL-NATHAN et al., 2009). A
cultivar Dowling apresenta resisténcia ao afideo da soja Aphis glycines (LI et al., 2008),
e no presente estudo seu desempenho foi relacionado a aplicacdo do cis-Jasmone que
possivelmente, ativou substancias quimicas envolvidos na defesa direta desta cultivar.
A aplicacdo de indutores de resisténcia tem apresentado efeitos sobre as plantas
através da inducéo direta, onde muitas das respostas de defesa latentes da planta sao
elicitadas e expressas na forma de compostos quimicos que atuam no comportamento
e/ou biologia dos herbivoros (MATTHES et al., 2010; CREELMAN et al., 1992). O modo
de atuacgéo dos jasmonatos demonstra que este fitormdnio apresenta acao sistémica na
planta e o silenciamento desta via tem demonstrado a vulnerabilidade das plantas a
novas espécies de herbivoros (KESSLER et al., 2004). Pesquisas demonstram que 0s

jasmonatos podem desencadear a sintese de uma gama de metabdlitos secundarios e
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antinutricionais envolvidos na defesa de diversas espécies de plantas. Em trigo a
aplicacdo de cis-Jasmone teve importante funcdo na inducdo de compostos
relacionados na defesa como DIMBOA e A&cidos fendlicos relacionados com a
capacidade de reduzir o desenvolvimento de pragas e doencas (MORAES et al., 2008).

No presente trabalho a aplicacdo do cis-Jasmone nas plantas de soja induziu a
producdo dos isoflavonoides nas vagens das cultivares BRS 134 e Dowling (daidzina,
genistina, malonil daidzina, malonil genistina, genisteina, daidzeina e gliciteina) e
reduziu a producgéo na cultivar IAC 100 (malonil daidzina e malonil genistina). As formas
glicosidicas como daidzina e genistina sdo descritas como formas constitutivas, assim
como observado no presente trabalho nas plantas controle (Agua eu Tween 20),
enquanto que a aglicona daidzeina tem sido considerada um precursor de gliceolinas
em soja (GRAHAM et al., 1990). O aumento da concentracdo das agliconas daidzeina e
genisteina, principalmente na cultivar Dowling permite sugerir a participacdo destas
substancias na reducdo do peso do inseto. Os resultados da aplicacao do cis-Jasmone
indicou que o grdo foi mais responsivo a producdo dos isoflavonoides do que em
vagens (Trat x Tem). Em resposta ao ataque do percevejo Nezara viridula, plantas de
soja apresentaram um aumento da concentracdo das isoflavonas daidzina e genistina
(PIUBELLI et al., 2003). HOFFMANN-CAMPO et al. (2001) estudando os efeitos dos
extratos de genotipos de soja resistente observou que fragbes compostas de dois
flavonois glicosidicos (rutina e quercetina 3-O-glucosilgalactosideo) e de uma isoflavona
(genistina) afetaram negativamente o tempo de alimentacdo de larvas de Trichoplusia
ni. Desta forma, o cis-Jasmone parece desempenhar papel importante no metabolismo
secundario das plantas de soja atuando na producao de substancias, com efeito sobre
a biologia e desenvolvimento de pragas.

Em relacdo ao tempo de resposta, as analises de regressao para a daidzina e
genistina (Gen x Tem ou Trat X Tem) nas vagens indicaram um aumento até 72 horas,
reducdo em 96 horas e aumento em 120 e 144 horas. O inverso foi observado para
malonil daidzina, malonil genistina e gliciteina que aumentaram suas concentracdes ao
longo dos horéarios. Resultados semelhantes foram observados em plantas de

Gossypium hirsutum tratadas com cis-Jasmone que resultaram no aumento de
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compostos volateis organicos relacionadas a defesa (HEGDE et al., 2012). Em outro
estudo foi observado em plantas de Vicia faba tratadas com cis-Jasmone uma inducgéo
na producao de (E)-B-ocimene, um monoterpeno, com efeito, deterrente para pulgdes e
atrativo de parasitoides (BIRKETT et al., 2000).

De modo geral, as analises de regressdo indicaram um aumento da
concentracao de todos os isoflavonoides analisados no grédo ao longo do tempo (Gen x
Tem). Interacdo significativa para tratamento x tempo foram observadas para glicitina,
daidzeina e genisteina. A pré-existéncia de daidzina e malonil daidzina, glicosideos de
daidzeina, e a genistina e malonil genistina, glicosideos de genisteina, parecem
contribuir para a resisténcia de soja a infec¢cdes (GRAHAM & GRAHAM 1991; GRAHAM
et al., 1990). O efeito das isoflavonas genisteina e daidzina foi observado como téxico e
também por alterarem negativamente o desenvolvimento e biologia de pragas como
Nezara viridula, Trichoplusia ni e Anticarsia gemmatalis (SHARMA & NORRIS, 1991,
HOFFMANN-CAMPO et al. 2001; PIUBELLI et al. 2003; HOFFMANN-CAMPO et al.,
2006). A forma aglicona daidzeina é um precursor de fitolexinas como as gliceolinas e
coumestrol. Estas substancias de baixo peso molecular tem sido associadas a
resisténcia da soja a doencas (GRAHAM, 1999; LOZOVAYA et al., 2004) e testes
demonstraram que a aplicacdo de acido jasménico pode reduzir os danos causados por
diferentes tipos de patogenos (THALER et al.,, 2004). A relacdo de flavonoides e
antocianinas em sementes de Vigna unguiculata indicou uma baixa incidéncia de
insetos-praga devido a altas concentra¢gdes destas substancias (MAKOI et al., 2010).

WANG & WU (2005) observaram o aumento da atividade das enzimas
lipoxigenase (LOX) e fenilalanina amodnia liase (PAL) em Taxus chinensis pela
exposicao ao metil jasmonato e na inducao do metabolismo secundario. XUE & ZHANG
(2007) testaram o efeito da superexpressédo do gene NTR1 que codifica para a enzima
acido jasmonico carboxil metiltransferase e observaram que o aumento endogeno de
metil jasmonato apresentou alteracbes na morfogénese de plantas de soja. A inducéo
dos genes de nodulagdo por &cido jasmonico e metil jasmonato, indicaram o0s
jasmonatos como uma nova classe de moléculas sinalizadoras no processo de
simbiose entre Bradyrhizobium-soja (MABOOD & SMITH, 2005; MABOOQOD et al., 2006).
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Deste modo, o aumento da concentracdo destas substancias de defesa pode
resultar em plantas com arsenal quimico pré-formado que possa garantir rapidez e
eficiéncia na resposta contra herbivoros ou na atragdo de inimigos naturais
(RODRIGUEZ-SAONA et al., 2012), e também conciliar novas técnicas e métodos de
controle de pragas com produtos que possam beneficiar tanto a cadeia produtiva de

organicos como a producdo em larga escala de alimentos.

2.5. CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos conclui-se que:

- A aplicacdo do cis-Jasmone ativou vias secundarias em plantas de soja na cultivar
Dowling que atuaram na reducéo do peso do percevejo E. heros.

- A aplicacdo do cis-Jasmone desencadeou a producdo de isoflavonoides tanto em
vagem como no grao.

- A producédo de isoflavonoides no gréo foi induzida em todas as cultivares devido a
aplicagao do cis-Jasmone em todas as cultivares.

- As agliconas daidzeina e genisteina tiveram suas concentracdes induzidas e

aumentadas em vagem e grao respectivamente, pela aplicagdo do cis-Jasmone.
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CAPITULO 3 - Tween 20 ou cis-Jasmone estimulam o metabolismo secundario de

plantas de soja e que afetam o peso da lagarta-da-soja?

Resumo - cis-Jasmone € um indutor conhecido por influenciar nas respostas
diretas de defesa das plantas contra insetos. Foram avaliados os efeitos da aplicacdo
exdgena do surfactante Tween 20 e do fitorménio cis-Jasmone em plantas de soja e
sobre o ganho de peso de Anticarsia gemmatalis. Foram utilizados as cultivares BRS
134 (suscetivel), IAC 100 e Dowling (resistentes) submetidas a aplicacdo dos
tratamentos: Agua, Tween 20 e cis-Jasmone. Para o bioensaio, lagartas ao final do 2°
instar foram pesadas e individualizadas em gaiolas contendo um trifélio; as lagartas
foram retiradas ap6s 96 horas de alimentac&o. Os resultados indicaram que o peso das
lagartas de A. gemmatalis foi afetado negativamente na cultivar IAC 100 tratada com
Tween 20 (34,17 mg), quando comparado com as plantas tratadas com cis-Jasmone
(46,37 mg); e na cultivar Dowling tratada com Tween 20 (36,57 mg) e cis-Jasmone
(43,14 mg), quando comparado com as plantas tratadas com Agua (56,00 mg). Na
interacdo Genotipo x Tratamento, as folhas tratadas com Tween 20 e cis-Jasmone
aumentaram a concentracdo das isoflavonas malonis (daidzina, glicitina e genistina) e
da aglicona daidzeina, em comparacdo com a Agua. Pelas anélises de regresséo foi
observado aumento da concentracdo da fitoalexina coumestrol e a rutina nas plantas
tratadas com Tween 20 e cis-Jasmone. Os resultados permitem sugerir que o Tween 20
induziu compostos que afetaram o metabolismo da planta e que influenciaram
negativamente o desenvolvimento da lagarta, com efeito, mais pronunciado que o cis-
Jasmone. A capacidade do Tween 20 em desencadear a inducdo de compostos e

afetar o peso do inseto é discutida.

Palavras-chave: Fitoalexina, flavonoides, lagarta-da-soja, resisténcia induzida,

semioquimicos.
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3.1. INTRODUCAO

As plantas quando atacadas por insetos herbivoros produzem uma série de
compostos secundarios que atuam na defesa das plantas, afetando diretamente o
organismo invasor ou indiretamente pela atracdo de inimigos naturais (SCHALLER &
STINTZI, 2008; DICKE, 2009). Durante o ataque, as plantas apresentam diferentes
mecanismos estruturais e quimicos que participam em sua defesa (EDWARDS &
SINGH, 2006) e os jasmonatos (acido jasménico, metil jasmonato e cis-Jasmone) tém
sido descritos como uma das vias de defesa contra pragas (THALER, 1999; THALER et
al., 2002; BOUGHTON et al., 2005; WANG et al., 2010; ZHU & TIAN, 2012).

O cis-Jasmone é um fitormdnio com importante funcao como repelente de pragas
e também por atrair predadores e parasitoides (BIRKETT et al., 2000; BRUCE et al.,
2003), assim como na inducdo de metabdlitos secundarios que afetam o
desenvolvimento de pragas (PICKETT et al., 2007). Em trigo, a aplicacdo do cis-
Jasmone induziu o acumulo de substéncias de defesa (MORAES et al., 2008),
enquanto que em algod&o estimulou a producdo de compostos que tornaram a planta
repelente ao afideo Aphis gossypii (HEGDE et al.,, 2012). Em soja, sua aplicagao
produziu uma série de compostos volateis que foram atrativos ao parasitoide de ovos
de percevejo Telenomus podisi (MORAES et al., 2009).

Para a aplicacdo de alguns fitormonios € necessario a utilizacdo de um agente
surfactante como o Tween 20 (Monolaurato de polioxietiieno 20 sorbitano), um
detergente nao ibnico muito utilizado nos estudos de ciéncias vegetais (HUNZICKER,
2009). Esse surfactante quebra a tensao superficial facilitando a dispersao dos produtos
quimicos sobre as folha. No entanto, Tween 20 foi descrito com a habilidade de induzir
duas redutases oxofitodienoato, OPR1 e OPR2 (BIESGEN & WEILER, 1999;
HUNZICKER, 2009). Em plantas de Arabidopsis thaliana o gene OPR1 foi identificado
pela aplicacdo do cis-Jasmone evidenciando a ativacédo de genes de defesa (BRUCE et
al., 2008) tanto por Tween 20 como pelo cis-Jasmone. Estas enzimas (OPR) estdo

relacionadas na conversao do (—)-cis-OPDA em (+)-cis-OPDA, que € um precursor do
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acido jasmonico (FEUSSNER & WASTERNACK, 2002; TANI et al., 2008).
Demonstrando dessa forma o efeito sinérgico/indutor do Tween 20 na resisténcia em
plantas. Seis diferentes compostos sao derivados do acido jasmdnico e entre eles estao
o metil éster, 11- e 12 hidroxi-JA, acido cucurbico, aminoacido conjugados, jasmonoil-1-
B-glucose e o cis-Jasmone (HAUSE et al., 2007).

Na soja um grupo de substancias derivados da rota dos fenilpropanoides
conhecidas como isoflavonoides, tem sido estudado quanto a capacidade de afetar o
desenvolvimento de pragas e doencgas (DU et al., 2010). Entre essas substancias, as de
baixa polaridade como daidzeina, coumestrol e gliceolinas foram descritas por
apresentarem efeitos antibidticos e/ou antialimentar em Trichoplusia ni (SHARMA &
NORRIS, 1991). HOFFMANN-CAMPO et al. (2001) observaram que extratos de soja
contendo dois flavonois glicosidicos entre eles a rutina (quercitina 3-O-rutinosideo) e o
isoflavona glicosidica genistina (genisteina 7-O-glucosideo) afetaram negativamente o
tempo de alimentacdo de T. ni. Em gendtipo de soja, entre eles a cultivar IAC 100,
considerada resistente a insetos-praga (PIUBELLI et al.,, 2003) apresentou altas
concentracdes de rutina que foi relacionada como importante fator na resisténcia a
lagarta-da-soja A. gemmatalis (PIUBELLI et al., 2005). No caso da rutina, suas
consequéncias resultam em efeitos pré-ingestivos (reducdo no consumo) e pos-
ingestivos (baixa conversdo do alimento) em testes com dieta artificial contendo altas
concentracdes deste composto (HOFFMANN-CAMPO et al., 2006; SALVADOR et al.,
2010).

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a indugéo da resisténcia
de plantas de soja ap0s a aplicacao foliar do Tween 20 e do cis-Jasmone, e também
sua influéncia na biologia da lagarta-da-soja A. gemmatalis e a determinacdo do

contetido de metabdlitos secundarios nas folhas.

3.2. MATERIAL E METODOS
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3.2.1. Material Vegetal

As sementes foram obtidas no banco de germoplasma de soja da Embrapa-Soja.
Foram utilizadas as cultivares BRS 134 (suscetivel), assim como as cultivares
resistentes como a IAC 100 que apresenta resisténcia mdultipla tanto para a lagarta
(LOURENGCAO et al., 2000) como para percevejo (PIUBELLI et al., 2003) e a cultivar
Dowling que apresenta resisténcia ao afideo da soja (LI et al., 2008). Esses genotipos
foram tratadas com inoculante (6 mililitro/l quilograma sementes), semeadas em
substrato contendo pedra e vermiculita esterilizadas (1:2) e irrigadas com solucdo
nutritiva (BROUGHTON & DILWORTH, 1970). A partir de 10 dias ap0s a germinacao,
foi realizada a suplementacdo com um mililitro de solucdo de nitrato de amonio (40
gramas/litro), uma vez por semana. As plantas foram cultivadas individualmente em
tubetes em casa-de-vegetacdo com fotoperiodo de 14 horas, temperatura de 28 °C e
umidade relativa de 65 % até estagio V3 (FEHR et al., 1971).

3.2.2. Tratamento das plantas com cis-Jasmone

Plantas de soja em estagio V3 foram submetidas a aplicacdo exdgena dos
tratamentos segundo MORAES et al. (2009): (Agua) agua destilada; (Tween 20) agua
destilada + tween 20 (0,1%); e (cis-Jasmone) agua destilada + tween 20 (0,1 %) + cis-
Jasmone (1,4 mmol™). Para evitar a inducéo de resisténcia nas plantas controle, devido
as caracteristicas volateis do cis-Jasmone, as plantas neste tratamento foram mantidas
em casa-de-vegetacdo contigua, sob as mesmas condicbes de fotoperiodo,

temperatura e umidade.
3.2.3. Ganho de peso da lagarta A. gemmatalis
Plantas dos gendtipos foram crescidas e pulverizadas com 0SS mesmos

tratamentos descritos no item 3.2.1 e 3.2.2. Ap6s 24 h da pulverizacao, lagartas de 2°

para 3° instar da criacdo de insetos da Embrapa-Soja foram pesadas (peso inicial) e
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individualizadas em gaiolas contendo uma lagarta e um trifélio da planta (Figura 1),
sendo mantidas sob as mesmas condi¢cdes da casa-de-vegetacdo descrita no item
3.2.1. Apds 96 horas as placas foram removidas das plantas da casa-de-vegetacao e
levadas ao laboratdrio onde foi obtido o peso final da lagarta e subtraido do peso inicial

para determinar o ganho de peso do inseto.

Figura 1. Suporte contendo plantas de soja e gaiolas utilizadas para o bioensaio
contendo uma folha trifoliada de soja e lagarta de Anticarsia gemmatalis.

3.2.4. Extracao dos isoflavonoides
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Amostras das folhas dos gendtipos cultivadas e pulverizadas com os tratamentos
descritos nos itens 3.2.1 e 3.2.2 foram coletadas em 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas em
nitrogénio liquido e mantidas em ultrafreezer (-80°C) até a extracdo e andlise dos
isoflavonoides.

Para extracdo e quantificacdo das isoflavonas, as folhas foram maceradas,
pesadas e extraidas com etanol 80% HCI (0,001 mmol) na proporcéo de 1:10 (m:v) e
levadas ao banho de ultrassom por 20 min. As amostras foram centrifugadas a 9.880g a
4°C por 12 min, secas sob fluxo de nitrogénio gasoso, e ressolubilizadas com metanol
80% (1,2 mL) e filtradas em membrana Millipore® 0,45 pm e analisadas em HPLC (High

Performance Liquid Chromatography) -— Shimadzu — modelo Prominence.
3.2.5. Identificacdo e Quantificacdo por HPLC

Os extratos metandlicos das amostras foram analisados por HPLC em coluna
C18 de fase reversa (250 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno, particulas
de 5 micra). Aliquotas de 20uL foram injetadas automaticamente no equipamento
Prominence da Shimadzu, com controlador CBM-20A; detector SPD-20A,
desgaseificador DGU 20A5; bomba LC-20AT; amostrador automatico SIL-20A e forno
CTO 20A (Figura 2). A fase movel foi composta de dois solventes: 2% de acido acético
(HOAc) (A) e uma mistura de metanol, acido acético e agua ultrapura
(MeOH:HOAC:H,0; 18:1:1) (B). O sistema de gradiente linear utilizado na andlise partiu
da condig&o inicial com 75% de A e 25% de B, atingindo apds 40 minutos a situacdo
inversa, ou seja, 25% de A e 75% de B, mantida por cinco minutos. Ao atingir 45
minutos voltou a situacao inicial permanecendo por cinco minutos antes da injecao
seguinte. O fluxo do solvente foi de um mililitro por minuto e o registro feito na regido do
UV (ultra-violeta), no comprimento de onda 260 nandmetros (nm). As concentracdes de
rutina, coumestrol e das agliconas (daidzeina, gliciteina e genisteina), assim como das
formas glicosidicas (daidzina, glicitina, genistina) e malonil glicosidica (malonil daidzina,

malonil glicitina, malonil genistina), foram avaliadas através da comparacéo de espectro
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obtido no UV (260 nm) e o tempo de retencdo (minutos) de cada amostra, com o
respectivo padrdo de cada substancia.

Figura 2. Imagem do equipamento do HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) utilizado para identificacdo e quantificacdo de extratos
vegetais e imagem do software .

3.2.6. Analise Estatistica

Para o bioensaio com A. gemmatalis foram usados delineamentos de blocos ao
acaso em arranjo fatorial: com trés cultivares (BRS 134, IAC 100 e Dowling), trés
tratamentos (Agua, Tween 20 e cis-Jasmone) e 30 repeticdes dos blocos, totalizando

270 plantas. O modelo matematico para esta pesquisa é o que segue:

Yijk =m+ Trats Pt Bloco i + Culti varn + Trats * Culti var, +¢ ik

com
i=1..,0,j=1...3,k=1..K.
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em que,

Y, € 0 efeito da variavel resposta

m é o efeito da média geral do experimento;
Trat, € o efeito do tratamento i ;

Bloco, € o efeito do bloco j ;

Cultivar ¢ € o efeito das cultivares nas parcelas;

Trats™ Culti var, é o efeito da interacdo dos tratamentos i pelas cultivares k ;

g € 0 efeito do residuo aleatorio N = (0, o) associado a cada unidade experimental.

O experimento de quantificacdo de isoflavonoides foi realizado em blocos ao
acaso em arranjo fatorial: com trés cultivares (BRS 134, IAC 100 e Dowling), trés
tratamentos (Agua, Tween 20 e cis-Jasmone), seis tempos de coletas (24, 48, 72, 96,
120 e 144 horas) e seis repeticbes dos blocos, totalizando 324 plantas. O modelo

matematico para esta pesquisa é o que segue:

Yijkl =m+ TratsI + Blocoj + Cultivark + TempoI + Trats*CuItivarik + Trats*Tempo” + CuItivar*TempokI +

* i *
Trats*Cultivar Tempoy, , + ik

com=1..l1,j=1....J,k=1... K, =1...L
em que,
Y;« € 0 efeito da variavel resposta

m é o efeito da média geral do experimento;

Trat; é o efeito do tratamento i ;

Bloco, € o efeito do bloco j ;
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Cultivar ¢ € o efeito das cultivares nas parcelas;

Tempq € o tempo de avaliacéo e retirada das folhas de soja |,

Trats*Culti vari é o efeito da interacdo dos tratamentos i pelas cultivares k ;

k

Trats*Tempo” é o efeito da interagdo dos tratamentos i pelo tempo |
Culti var*TemookI é o efeito da interacao dos cultivares k pelo tempo |

Trats* Culti var*TemooI é o efeito da interacdo dos tratamentos i pelas cultivares k e

ki

pelo tempo |;

g0 € 0 efeito do residuo aleatorio N = (0, o®) associado a cada unidade experimental.

Os dados foram submetidos a analise exploratoria para a verificagdo da
existéncia de todos 0s pressupostos exigidos para 0 processamento da analise de
variancia (ANOVA). Em seguida, realizaram-se as comparac¢des multiplas das médias
pelo teste de Tukey (p<0,05). Fatores com valores quantitativos foram submetidos a
analise de regressdo. Os programas estatisticos utilizados foram os pacotes Statistical
Analysis System, versdo 9.2 (2009) e Sanest para DOS (ZONTA et al., 1982). Para o
calculo das esperancas do quadrado médio, os efeitos do modelo foram considerados

como fixos, com excecao do efeito do bloco, que foi aleatorio.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Ganho de peso do inseto

Os resultados obtidos no ganho de peso de A. gemmatalis indicaram pela

ANOVA diferencgas significativas (p<0,05) entre as fontes de variagéo (Tabela 1).
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Tabela 1. Quadro da andlise de variancia (Graus de liberdade — GL, e valores de
guadrado médio (Q.M.)) para o ganho de peso da lagarta alimentada com trés
cultivares de soja apos aplicagdo exdgena dos tratamentos com Agua, Tween
20 e cis-Jasmone.

Variacdo GL Valor de Q.M.

Ganho de peso
Bloco 29 294,15™
Gendtipo (Gen) 2 8243,43***
Tratamento (Trat) 2 2454,98**
Gen x Trat 4 865,78*
Residuo 232 338,29
Total 269 -

*p<0,05, **p<0,01, ***p=<0,001, "™ nao significativo p>0,05.

Pelo teste de médias foi observada uma reducdo do peso das lagartas de A.
gemmatalis alimentadas com a cultivar IAC 100 tratadas com Agua, quando comparado
com as cultivares BRS 134 e Dowling (Figura 3). Nas plantas tratadas com Tween 20 e
cis-Jasmone houve reducdo do peso das lagartas nas cultivares IAC 100 e Dowling.
N&o foram observadas diferencas entre os tratamentos na BRS 134. No entanto, o peso
de A. gemmatalis foi reduzido em IAC 100 tratada com Tween 20 (34,17 mg) quando
comparado com as plantas tradas com cis-Jasmone (46,37 mg) e Agua (43,48 mg).
Com a cultivar Dowling a aplicacdo tanto do Tween 20 (36,57 mg) ou do cis-Jasmone
(43,14 mg) provocaram uma reducao no peso das lagartas quando comparados com as
plantas tratadas com Agua (56,00 mg).
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D BRS 134 m IAC 100 m Dowling

A
70 - -
60 | [—
50 -
40 -
30 -
20 -

Ganho de peso (mg)

10 -

Agua Tween 20 cis-Jasmone

Figura 3. Ganho de peso de A. gemmatalis alimentadas com as cultivares BRS 134,
IAC 100 e Dowling pulverizadas com os tratamentos Agua, Tween 20 e cis-
Jasmone. Comparacdo das cultivares dentro de cada tratamento (letra
mindscula) e comparacdo de cada cultivar nos diferentes tratamentos (letra
mailscula). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).

3.3.2. Producéo de isoflavonoides

Nas andlises cromatogréficas dos extratos foliares das cultivares de soja
observou-se a producéo dos isoflavonoides daidzeina, gliciteina e genisteina e suas
formas glicosidicas e malonis, além do flavonoide rutina e da fitoalexina coumestrol. Os
resultados da andlise de variancia (Tabela 2) para os fatores genétipos (Gen) e tempo
(Temp), indicaram efeitos significativos (p<0,05) na concentragcdo de todos os
isoflavonoides, e do flavonoide observado; no fator gendtipo, ndo houve diferenca na
concentragcdo de coumestrol. Entretanto, para tratamentos (Trat), ndo se observou
diferenca na concentracdo de rutina (flavonoide), mas houve diferenca na fitoalexina
(coumestrol).

As interacdes Gen x Trat ou Gen x Temp foram significativas no aumento das

concentracdes das malonis (daidzina, glicitina e genistina) e da aglicona daidzeina. J4 a
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interacdo Trat x Temp foi significativa para as concentracfes de rutina, malonis glicitina
e malonil genistina, gliciteina, genisteina e coumestrol. Embora tenha sido observada
interacao tripla (Gen x Temp x Trat) nas concentracdes de alguns compostos, devido a

sua complexidade, essas nao seréo interpretadas nesse trabalho.
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Malonil daidzina foi identificada apenas na cultivar Dowling (Figura 4A) onde
observou-se aumento da concentracdo nas plantas tratadas com cis-Jasmone (61,96
ng/mg) e Tween 20 (60,59 ng/mg), quando comparadas as plantas tratadas com Agua
(26,81 ng/mg). A concentracdo de malonil glicitina nas plantas tratadas com Agua néo
apresentaram diferencas significativas (Figura 4B), entretanto, quando tratadas com
Tween 20 e cis-Jasmone todas as cultivares tiveram um aumento na concentracao
deste composto. Na cultivar BRS 134 a concentracdo de malonil glicitina aumentou em
5,05 ng/mg e 5,67 ng/mg nas plantas tratadas com Tween 20 e cis-Jasmone,
respectivamente em relacdo as plantas tratadas com Agua (1,32 ng/mg). Na cultivar
IAC 100 apresentou um aumento da concentracdo de malonil glicitina nas plantas
tratadas com Tween 20 (2,85 ng/mg) e cis-Jasmone (2,36 ng/mg) em relacéo as plantas
tratadas com Agua (0,61 ng/mg). A cultivar Dowling apresentou o maior aumento na
concentracao da malonil glicitina nas plantas tratadas com Tween 20 (7,91 ng/mg) e cis-
Jasmone (8,33 ng/mg) em relacdo as plantas tratadas com Agua (1,46 ng/mg).
Concentragdes de malonil genistina (Figura 4C) foram observadas apenas para cultivar
Dowling e apresentaram aumento nas plantas tratadas com cis-Jasmone (213,13
ng/mg) e Tween 20 (204,93 ng/mg) em relacdo as plantas tratadas com Agua (172,31
ng/mg).

Malonil daidzina foi identificada apenas na cultivar Dowling (Figura 4A) onde
observou-se aumento da concentragdo nas plantas tratadas com cis-Jasmone (61,96
ng/mg) e Tween 20 (60,59 ng/mg), quando comparadas as plantas tratadas com Agua
(26,81 ng/mg). A concentragdo de malonil glicitina nas plantas tratadas com Agua ndo
apresentaram diferencas significativas (Figura 4B), entretanto, quando tratadas com
Tween 20 e cis-Jasmone todas as cultivares tiveram um aumento na concentragdo
deste composto. Na cultivar BRS 134 a concentracdo de malonil glicitina aumentou em
5,05 ng/mg e 5,67 ng/mg nas plantas tratadas com Tween 20 e cis-Jasmone,
respectivamente em relacdo as plantas tratadas com Agua (1,32 ng/mg). Na cultivar
IAC 100 apresentou um aumento da concentracdo de malonil glicitina nas plantas
tratadas com Tween 20 (2,85 ng/mg) e cis-Jasmone (2,36 ng/mg) em relagéo as plantas

tratadas com Agua (0,61 ng/mg). A cultivar Dowling apresentou o maior aumento na
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concentracao da malonil glicitina nas plantas tratadas com Tween 20 (7,91 ng/mg) e cis-
Jasmone (8,33 ng/mg) em relagcdo as plantas tratadas com Agua (1,46 ng/mg).
Concentragdes de malonil genistina (Figura 4C) foram observadas apenas para cultivar
Dowling e apresentaram aumento nas plantas tratadas com cis-Jasmone (213,13

ng/mg) e Tween 20 (204,93 ng/mg) em relacdo as plantas tratadas com Agua (172,31
ng/mg).
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Figura 4. Concentracdo de malonil daidzina (A), malonil glicitina (B) e malonil genistina
(C) nas folhas das cultivares BRS 134, IAC 100 e Dowling tratados com
pulverizacdo foliar dos tratamentos Agua, Tween 20 e cis-Jasmone.
Comparacdo das cultivares dentro de cada tratamento (letra minuUscula) e
comparacdo de cada cultivar nos diferentes tratamentos (letra mailscula).

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p=<0,05).
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Das agliconas identificadas, apenas daidzeina apresentou diferenca significativa
(Figura 5), cuja concentracdo aumentou nas plantas tratadas com Tween 20 e cis-
Jasmone. A concentracdo de daidzeina aumentou significativamente na cultivar 1AC
100 tratada com Tween 20 e cis-Jasmone. A aplicacdo do Tween 20 (0,224 ng/mg) e
cis-Jasmone (0,555 ng/mg) induziram a producédo de daidzeina na cultivar Dowling, ndo
sendo detectada nas plantas tratadas com Agua.

Daidzeina

16 - COBRS 134
S = IAC 100 A a
E : a
o 1,2 - ® Dowling
E
8
‘é‘ 0,8 - A
= B
g A ;
e 04 - a _1
o
S il

0 I
Agua Tween 20 cis-Jasmone

Figura 5. Concentracdo de daidzeina nas folhas das cultivares BRS 134, IAC 100 e
Dowling tratados com pulverizac&o foliar dos tratamentos Agua, Tween 20 e
cis-Jasmone. Comparagdo das cultivares dentro de cada tratamento (letra
minuscula) e comparacdo de cada cultivar nos diferentes tratamentos (letra
maiuscula). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05).

Na Figura 6 sdo apresentadas as curvas de regressao relacionadas a interacao
genotipo x tempo. Devido a complexidade para explicar biologicamente a resposta das
concentracdes das substancias por meio de andlise de regressao de grau cubico, sera
utilizada apenas as regressdes nos niveis lineares e quadraticos quando significativos.
Por causa da falta de informacdo na literatura e por ser inédito os dados obtidos em
relacdo a producdo de compostos secundarios de plantas de soja apés a aplicacao do

cis-Jasmone foram apresentadas as regressdes com R?> mesmo com valores inferiores
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a R?=0,50. Malonil daidzina s6 ocorreu em folhas de Dowling (Figura 6A) e a sua
concentracao respondeu de forma linear. O modelo ajustado para a concentragédo de
malonil glicitina (Figura 6B) nas cultivares IAC 100 e Dowling foi linear, com reducéo ao
longo do tempo nas duas cultivares. Para a concentracdo de malonil genistina (Figura
6C) a resposta foi quadratica em Dowling, com um pico em 96 horas, diminuindo, na
sequéncia, até proximo aos niveis anteriores. A concentracdo de daidzeina teve ajuste
linear e quadrético (Figura 6D) em folhas das cultivares BRS 134 e IAC 100,
respectivamente. Na cultivar BRS 134, concentra¢bes de daidzeina foram reduzidas a
zero em 144 horas, enquanto que na cultivar IAC 100 houve uma redugéo até 96 horas,

e aumento em 120 horas e 144 horas.

Malonil daidzina Malonil glicitina
A ADowling B
5 " . 10 mIAC 100 "
E A g 8 4 Dowling § = 7,0493 -0,0137x
? 50 . e ) R? = 0,10
= ————— £ —
A A = e
2 40 A e ® A B —
g 1 g A
g £
S 20 = 54,267 - 0,0533 g S A
5 =i g 2 9=3516-00101x W ——
e ¥ 3 RE= 097 = e
0 0
0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144
c Malonil genistina D Daidzeina
250 16 § = 1,611 -0,0188x + 9E-05¢
- A R® = 0,96
g 200 24 @
g A A E 12 = § = 0,8887 - 0,0089x
£ A E’ . R =091
P 150 i .
o ¥ = 135,55 + 1,4393x - 0,0068x 4 08 u - e
£ 100 R*=0,74 £ N
£ =
8 ADowling g 04 BRS 134 _
£ 50 2 :
8 o WIAC 100 ~—
S , S
0 ==
0 24 48 72 06 120 144 0 24 48 72 96 120 144
04

Figura 6. Concentracdes de malonil daidzina (A), malonil glicitina (B), malonil genistina
(C) e daidzeina (D) em folhas de plantas tratadas com pulverizacao foliar dos
diferentes tratamentos. Anélise de Regressao polinomial para os niveis de hora

dentro de genotipo.
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Na Figura 7, sdo apresentadas as curvas de regressao relacionadas a interacao
tratamento Xx tempo. As respostas para concentracdo de rutina (Figura 7A) foi
guadratica para as plantas tratadas com Tween 20 com aumento até 96 horas e
reducdo na concentracdo em 120 e 144 horas. Nas plantas tratadas com cis-Jasmone 0
ajuste foi linear com redugdo da concentragdo do flavonoide ao longo do periodo
experimental. A concentragcdo de malonil glicitina (Figura 7B) apresentou ajuste
quadrético para as plantas tratadas com Tween 20 e linear para as plantas tratadas
com cis-Jasmone. Em ambos os tratamentos, a concentracdo de malonil glicitina foi
reduzida no tempo. As concentragdes de gliciteina (Figura 7C) tiveram ajuste quadratico
(Agua e cis-Jasmone) e linear (Tween 20). De modo geral, plantas tratadas com Tween
20 e cis-Jasmone apresentaram aumento da concentracdo de gliciteina, em
comparacdo com as plantas tratadas com Agua. Concentracdes de genisteina (7D)
apresentaram ajuste linear para as plantas tratadas com Agua, enquanto que as plantas
tratadas com cis-Jasmone apresentaram ajuste quadratico com reducdo da
concentracdo apos 48 horas e aumento em 144 horas. A fitoalexina coumestrol (Figura
7E) aumentou a sua concentracdo no tempo, apresentando ajuste quadratico para as
plantas tratadas com Tween 20, com aumento acentuado em 96 horas; resposta linear
foi observada para as plantas tratadas com cis-Jasmone com aumento da concentragao

ao longo do tempo.
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Figura 7. Concentracfes de rutina (A), malonil glicitina (B), gliciteina (C), genisteina (D)
e coumestrol (E) em folhas de plantas tratadas com pulverizacéo foliar de Agua,
Tween 20 e cis-Jasmone. Andlise de Regressado polinomial para os niveis de
hora dentro de tratamento.

3.4. DISCUSSAO
Os resultados obtidos dos extratos foliares demonstram que aplicacdo exodgena

do Tween 20 e cis-Jasmone provocaram alteragcdes no metabolismo das plantas que

afetaram diretamente a biologia do inseto. cis-Jasmone é conhecido por apresentar
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ativacao de defesas diretas e indiretas nas plantas (PICKETT et al., 2007; MATTHES et
al., 2010). Na soja a aplicacdo do cis-Jasmone inclui desde a inducdo de compostos
volateis pela planta, assim como na atracdo de inimigos naturais como parasitoides de
ovos (MORAES et al., 2009). Nesse experimento a pulverizagdo foliar induziu defesas
diretas, como a produgdo de metabdlitos secundarios em soja que reduziram o peso de
A. gemmatalis nas plantas tratadas com Tween 20 e cis-Jasmone. A resposta
observada nas plantas tratadas com Tween 20 pode ser atribuida a sua composicao
qguimica que entre outras substancias apresenta uma maior concentracdo do acido
laurico (MITTENDOREF et al., 1999), um composto isolado da secrecdo higroscépica de
Forcipomyia nigra e com atividade antimicrobiana (URBANEK et al., 2012). Segundo
HUNZICKER (2009) o Tween 20 pode alterar a composicdo de transcritos em
Arabidopsis com caracteristicas semelhantes aos padr6es moleculares associados aos
patdgenos em repostas de defesa.

Desta forma, a inducdo de resisténcia de plantas de soja tratadas com Tween 20
foi relacionada ao estimulo de substancias do metabolismo secundario da planta e seu
efeito na redugcéo do peso do inseto, devido ao aumento da produgcdo de compostos
como gliciteina, coumestrol e rutina. A rutina, genistina e coumestrol, identificados tanto
nas plantas tratadas com Tween 20 e cis-Jasmone (Trat x Temp), S&0 compostos,
conhecido por atuar negativamente no desenvolvimento e biologia de lagartas como A.
gemmatalis (HOFFMANN-CAMPO et al, 2006; SALVADOR et al, 2010) e
Pseudoplusia includens (ROSE et al., 1988).

A forma como o cis-Jasmone desempenha a inducdo de resisténcia em Triticum
aestivum indicam uma menor suscetibilidade das pléantulas e uma reducéo na taxa da
populacdo do afideo Sitobion avenae (BRUCE et al., 2003) e também no acumulo de
substancias do metabolismo secundario com a capacidade de afetar o desenvolvimento
de pragas e doencas (MORAES et al., 2008). A participacdo dos jasmonatos na defesa
de plantas contra pragas (KOO & HOWE, 2009) foi observada em plantas de Nicotiana
attenuata com genes da via dos jasmonatos silenciados, onde demonstraram que estas

plantas se tornaram suscetiveis ao ataque de larvas de Manduca sexta, devido a
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alteracdo do metabolismo secundério da planta, sendo a resisténcia a herbivoria
restabelecida pela aplicacdo de metil jasmonato (KESSLER et al., 2004).

O cis-Jasmone pode induzir a producdo de semioquimicos em plantas que séo
capazes de afetar o desenvolvimento de pragas (MORAES et al., 2008). Em nossos
experimentos, os isoflavonoides aumentaram suas concentracdes na soja devido a
aplicacéo do Tween 20 e cis-Jasmone, principalmente dos compostos malonil daidzina,
malonil glicitina, malonil genistina e daidzeina (Gen x Trat).

Em Glycine soja a daidzeina foi o isoflavonoide mais abundante e que também
inibiu o crescimento de larvas de Spodoptera litura, relacionado como um componente
da defesa constitutiva contra pragas (ZHOU et al., 2011). Na soja, compostos como a
aglicona daidzeina e coumestrol exibiram efeito de antibiose e/ou antialimentar contra
larvas de Trichoplusia ni (SHARMA & NORRIS, 1991). Em testes com chance de
escolha, Epilachna varivestis Mulsant preferiram discos foliares sem o isoflavonoide
coumestrol (BURDEN & NORRIS, 1992). Por exemplo, a ocorréncia do coumestrol e
daidzeina em extratos foliares de soja foi relacionada por reduzir o consumo alimentar
de Trichoplusia ni (NEUPANE & NORRIS, 1990), e ainda, o coumestrol foi associado na
reducéo da biomassa de larvas e aumentar a mortalidade de Pseudoplusia includens
(CABALLERO et al.,1986; KOGAN & PAXTON, 1991). No presente trabalho o aumento
da concentragdo de daidzeina na cultivar IAC 100 tratada com Tween 20, e a maior
concentracdo de coumestrol das plantas tratadas com Tween 20 (Trat x Temp) foram
importantes na reducdo do peso de A. gemmatalis, considerando que a daidzeina é um
precursor da sintese das fitoalexinas gliceolinas e coumestrol em plantas de soja com
efeito de protecdo contra pragas e doencas (ABBASI & GRAHAM, 2001,
DHAUBHADEL et al., 2003).

Desta maneira, pesquisas em biotecnologia tém buscado melhorar a qualidade e
produtividade das culturas (OKAZAKI & SAITO, 2012), e o estudo do metabolismo dos
isoflavonoides séo alvos da engenharia metabdlica (DU et al., 2010; WANG, 2011). A
descoberta de eliciadores quimicos de respostas induzidas levou a um interesse em
manipular as respostas induziveis de plantas para a protecao de culturas (STOUT et al.,

2002). Na soja os isoflavonoides séo o grupo de metabdlitos conhecidos por atuarem na



82

defesa da planta contra doencas e insetos-praga (ABBASI & GRAHAM, 2001;
HOFFMANN-CAMPO et al., 2006), e a aplicacdo de jasmonatos em plantas de soja
demonstram a capacidade destes indutores em melhorar a tolerancia a seca e reduzir
os danos causados pelo cadmio (ANJUM et al., 2011; KERAMAT et al., 2010), e por
promover o crescimento das plantas e de graos em condi¢cbes de campo (MABOOD et
al., 2006). Em plantas de soja a resposta ao ataque de insetos herbivoros como A.
gemmatalis demonstra a ativagdo da via das lipoxigenases, tendo como produtos desta
via 0s jasmonatos e inibidores de protease (FORTUNATO et al., 2007).

3.5. CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos conclui-se que:

- O Tween 20 desencadeou a producdo de compostos secundarios, que atuaram
diretamente na biologia da lagarta-da-soja A. gemmatalis, como observado nas
cultivares resistentes IAC 100 e Dowling.

- As isoflavonas malonil daidzina e malonil genistina foram identificadas apenas na
cultivar Dowling, tendo suas concentracbes aumentadas nas plantas tratadas com
Tween 20 e cis-Jasmone.

- A aglicona daidzeina teve sua concentracdo aumentada significativamente na cultivar
IAC 100 tratada com Tween 20 e cis-Jasmone, e induzida na cultivar Dowling.

- A fitoalexina coumestrol teve sua concentracdo aumentada principalmente nas plantas
tratadas com Tween 20, mais do que nas plantas tratadas com cis-Jasmone.

- Além da importancia nos estudos bioldgicos como agente surfactante, o Tween 20

pode exercer atividade elicitora de semioquimicos em folhas de plantas de soja.
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