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SALVADOR, Mariana Closs. Dioxido de carbono e temperatura afetam aspectos
biologicos de Anticarsia gemmatalis e metabdlitos primarios e secundarios em soja. 2011
-2014. 118 f. Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, 2014.

RESUMO

Alteragdes na concentragdo de gases do efeito estufa poderdo desencadear um aumento na
temperatura média global. A temperatura ¢ um dos fatores abidticos que mais afetam as
interagdes fisioldgicas e comportamentais de insetos e plantas. Mudangas neste fator podem
influenciar no grau de infestagdo e a distribuicdo dos artrépodes pragas nos agrossistemas,
além de modificar a constituicdo de metabolitos primarios ¢ secundarios das plantas. Neste
trabalho foram estudados o efeito isolado de quatro temperaturas (25 °C, 28 °C, 31 °C e 34
°C) na biologia de Anticarsia gemmatalis durante quatro geragdes, € a associagdo destas ao
aumento da concentracdo de didxido de carbono (456 ppm) em uma geragdo, além da
influéncia destes fatores (Temperatura e CO,) na concentragdo dos flavonoides, agucares
totais e alteracdes no percentual de carbono (C), nitrogénio (N) e na relagao C:N em folhas de
soja. Em todas as temperaturas adotadas para os ensaios, exceto em camaras com CO,, estas
foram reduzidas em 4°C a noite, para representar a oscilagdo diaria da temperatura. Lagartas
de final 2° instar, criadas desde a eclosdo na cultivar BRS 359RR em suas respectivas
temperaturas, foram pesadas, individualizadas e avaliadas diariamente, observando-se a
mortalidade, tempo de desenvolvimento, razao sexual, nimero de ovos e longevidade dos
adultos. O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado. Para a avaliagao
da longevidade de adultos ¢ numero de ovos foram utilizados de 10 a 15 casais. Para a
identificacdo e quantificagdo de metabdlitos secundarios, acticares, C, N e C:N as plantas
foram cultivadas em camaras de crescimento nas respectivas temperaturas até o estadio V3.
As amostras para a identificagdo dos compostos fenolicos foram analisadas por cromatografia
liquida. Os agticares totais foram determinados pelo método espectrofotométrico do fenol
sulfurico, e o percentual de C, N e C:N foram avaliados por cromatografia gasosa.
Temperaturas mais altas reduziram o ciclo de desenvolvimento dos insetos, no entanto, nesses
tratamentos foi observada maior mortalidade. O peso de pupa sofreu influéncia das mudangas
nas temperaturas, os maiores pesos foram observados nas temperaturas de 25 °C e 28 °C. O
nimero de ovos e a longevidade dos adultos foram reduzidos com o aumento da temperatura.
A razdo sexual ndo foi influenciada pelas temperaturas. Ao avaliar apenas o efeito da
temperatura, os isoflavonoides daidzina, malonil daidzina, acetil daidzina, glicitina, malonil
glicitina e malonil genistina foram observadas em maior concentrag¢do nas plantas cultivadas a
25 °C. Em 34 °C, as plantas apresentaram alta concentragdo de acido salicilico, substancia
que tem grande importancia em processos fisioldgicos relacionados a adaptagao dos vegetais.
Plantas de soja submetidas a diferentes temperaturas e elevada concentragdo de CO,,
apresentaram reducgdo de substincias do metabolismo secundario, no percentual de nitrogénio
e aumento da concentragdo de acUcares totais o que possivelmente pode aumentar a
suscetibilidade dessas plantas a insetos. Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o
aumento de temperatura influéncia no ciclo de desenvolvimento de A. gemmatalis ¢ na
concentragdo de metabolitos primdarios e secundarios presentes na soja.

Palavras-chave: Mudancas climaticas. Aculcares totais. Flavonoides. Rela¢do carbono
nitrogénio.



SALVADOR, Mariana Closs. The carbon dioxide and temperature affects Anticarsia
gemmatalis biological parameters and primary and secondary metabolites in soybean.
2011-2013. 118 p. Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2014.

ABSTRACT

Changes in concentration of greenhouse gases may trigger an increase on the average global
temperature. Temperature is one of the abiotic factors that affect physiological and behavioral
interactions of insects and plants. Changes in this factor can influence infestation degree as
well as the distribution of arthropod pests in agricultural systems, in addition to modifying the
constitution of primary and secondary plant metabolites. In this work the isolated effect of
four temperatures (25°C, 28°C, 31°C and 34°C) in Anticarsia gemmatalis’s biology over four
generations and their association with the increase of carbon dioxide concentration (456 ppm)
for one generation were studied, besides the influence of these factors (temperature and CO,)
in flavonoids concentration, total sugars and changes in the percentage of carbon (C), nitrogen
(N) and C:N ratio of soybean leaves. In all temperatures adopted for the tests, except in
chambers with CO,, they were reduced by 4°C to compensate the daily fluctuation of the
temperature. Tracks at 2nd final instars’, reared from hatching on BRS 359RR at their
respective temperatures were weighed separately and evaluated daily, observing the mortality,
development time, sex ratio, number of eggs and adult longevity. The experimental design
was completely randomized. To evaluate the longevity of adults and the number of eggs 10 to
15 couples were used. For identification and quantification of secondary metabolites, sugars,
C, N and C:N ratio, plants were grown in a growth chamber at respective temperatures until
the V3 stage . The samples for phenolic compounds identification were analyzed by liquid
chromatography. The total sugars amount were determined by the phenol sulfuric
spectrophotometric method, and the percentage of C, N and C:N ratio were analyzed by gas
chromatography. Higher temperatures reduced cycle development of insects; however
increased mortality was observed in these treatments. Pupae weight was influenced by
changes in temperature, larger weights were observed at 25°C and 28°C temperatures. The
number of eggs and the adult longevity were reduced with temperature increasing. The sex
ratio was not influenced by temperature. When evaluating only the effect of temperature, the
isoflavones daidzin, malonyl-daidzin, acetyl-daidzin, glycitin, malonyl-genistin and malonyl-
glycitin were found in higher concentrations in plants grown at 25°C. At 34°C, the plants
showed high concentration of salicylic acid, a substance that has great importance in
physiological processes related to adaptation of plants. Soybean plants subjected to different
temperatures and high CO, concentration, showed secondary metabolism substances and
nitrogen percentage reduction and concentration increasing of total sugars, which possibly
may lead to a susceptibility increasing of these plants towards insects. The results so far
obtained suggest that temperature increasing has influence on A. gemmatalis development
cycle and on primary and secondary metabolites concentration found in soybean as well.

Keywords: Climate change. Total sugars. Flavonoids. Carbon: nitrogen ratio.
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1 INTRODUCAO

As atividades humanas tém provocado alteragdes na biosfera, resultando no
aumento da concentragdo de Gases de Efeito Estufa (GEE). Um dos principais GEEs ¢ o
dioxido de carbono (CO,), que a partir do inicio da Revolu¢do Industrial aumentou a
concentragdo global de 280 ppm (CHESNEY et al., 2013) para 395,97 ppm como constatado
em 2013 (CONWAY,; TANS, 2013). Ao longo da ultima década tem se observado um
acréscimo de 2 ppm de CO, ao ano (FRANKS et al., 2013). A alteragdo na concentragdo de
GEEs, segundo o quarto relatério do IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change)
poderad desencadear um aumento na temperatura média global entre 1,4 °C a 5,8 °C nos
proximos cem anos (MEEHL et al., 2007). As mudancas climaticas podem: afetar o
zoneamento agricola, as técnicas de manejo e a produtividade das culturas. Além disso, o
aumento de CO, atmosférico e as alteragdes no clima também podem impactar indiretamente
as culturas e, os efeitos sobre pragas e doencgas podem gerar multiplas respostas em diferentes
niveis troficos (GORNALL et al., 2010).

Virios estudos tém documentado a influéncia das alteragdes da temperatura
e CO; sobre invertebrados e plantas, demonstrando principalmente mudangas nas interagdes
ecologicas (HUNTER, 2001; STIREMAN et al.,, 2005; NIZIOLEK et al., 2012). A
distribuicdo geografica e caracteristicas bioldgicas das populacdes de insetos podem ser
afetadas pelo aumento da temperatura, o que pode modificar a sincronia planta-praga,
aumentando assim, o risco de invasdes de pragas migrantes e alteracdo em suas interagdes
interespecificas (ROBINET; ROQUES, 2010). O aumento da temperatura devera estender a
amplitude ou reformular a distribuicdo geografica de alguns insetos pragas que sdo limitados
pela temperatura, como constatado para algumas espécies de lepidopteros (THOMAS et al.,
2001). Este efeito podera ser maior nas altas latitudes, onde as temperaturas mais baixas sao
limitadoras do desenvolvimento de algumas espécies de insetos-pragas (ANDREW;
HUGHES, 2005) e em herbivoros que se alimentam acima do solo, expostos a uma grande
variabilidade de micro e macroclimas, enquanto que os insetos de habitos subterraneos, estes
tém uma menor variagao termal devido ao efeito tampao do solo (BALE et al., 2002).

O aumento das concentragdes de CO, pode incrementar a producao de
algumas culturas, devido a maior eficiéncia fotossintética das plantas, como a soja, trigo e
aveia (LONG; ORT, 2002). Esta estimulacdo da taxa de fotossintética, afeta a qualidade
nutricional e metabolismo secundario das plantas e, consequentemente, a adequacdo do

material vegetal a insetos herbivoros (ZAVALA et al., 2013).
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Elevada concentragdo de CO, e, consequentemente, a alteracdo da
temperatura do planeta, pode promover uma modificacao da relagdo carbono/nitrogénio (C:N)
nos tecidos de plantas (AINSWORTH et al., 2002). Concentra¢des elevadas de CO,
aumentam os carboidratos das folhas, e em combinagdo com altas temperaturas diminui o
conteudo de N. Abssim, os carboidratos podem atuar como fagoestimulantes para os insetos,
enquanto a reducdo de N pode influenciar negativamente o valor nutricional das plantas.
Juntas, estas mudangas podem promover um maior consumo em herbivoros para que estes
possam suprir as suas necessidades nutricionais (DELUCIA et al., 2012), reduzindo a
produtividade das culturas.

No contexto agricola, a soja (Glycine max L. Merrill) é considerada a
principal cultura de exportacdo brasileira, e na safra de 2012/2013, o pais atingiu a producao
de 81 mil toneladas, um incremento de 22,4% em relacdo a safra anterior (CONAB, 2013)
sendo um importante fator de reducdo de sua produtividade os insetos-praga. Anticarsia
gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) ¢ uma das principais pragas desfolhadoras, de
ocorréncia tropical e subtropical e restrita aos continentes americanos, sendo importante em
varias culturas, principalmente na soja, ocorrendo desde as regides Norte e Central da
Argentina até o Sudeste e Estados do Golfo do México nos Estados Unidos (PRACA et al.,
2006) e podem causar desfolha de 100 %. Entretanto, as plantas apresentam mecanismos de
defesa que podem torna-las inadequadas para os insetos-praga, e no caso da soja, as
substancias de defesa mais provaveis sdo os flavonoides e os isoflavonoides (HOFFMANN-
CAMPO et al., 2001; PIUBELLI et al., 2005; TOLEDO, 2005).

Em geral, o crescimento das plantas sob condi¢des elevadas de CO,
estimula a producdo de compostos fendlicos, taninos e flavonoides (STILING;
CORNELISSEN, 2007;. ROBINSON et al., 2012). A escassez de informagdes sobre como
altas temperaturas, isoladamente ou em combinagao altas concentragdes de CO, podem afetar
os aleloquimicos (DELUCIA et al., 2012), dificultam a compreensao das respostas das plantas
mediante a esses fatores. Desta forma, a resposta do metabolismo primario da planta em
condicdes de CO, elevados ¢ relativamente previsivel, no entanto a resposta dos
aleloquimicos ¢ altamente variavel (ZAVALA et al., 2013).

Os compostos fendlicos sao amplamente distribuidos no reino vegetal e este
grupo ¢ constituido por uma variedade de substancias com diferentes funcdes biologicas.
Estudos recentes verificaram que as plantas cultivadas em ambientes com elevacdo de CO,
também aumentaram a concentracdo de fenolicos totais em 19 %, taninos condensados em

22 % e flavonoides em 27 % (ROBINSON et al., 2012). Em soja, altas concentragdes de CO,
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promoveram um aumento de quercetina e canferol, no entanto reduziu os niveis de
concentracdo do isoflavonoide genisteina (O NEILL et al., 2010). Considerando que a
genisteina e seus conjugados sdo importantes compostos de defesa da soja a insetos
(HOFFMANN-CAMPO, 1995; PIUBELLI, 2005) a redugdo de alguns compostos de defesa
pode acarretar em alteragdes na suscetibilidade das plantas cultivadas a insetos.

Como as mudancas climaticas sdo uma realidade, a crescente emissao de CO,,

e consequente elevagcdo da temperatura, juntamente com a necessidade do controle de pragas
para a manutencdo da produtividade agricola, reforcam a necessidade de estudos para
compreender as respostas as alteragdes da temperatura e maior concentracdo de CO, no
metabolismo da planta e o seu efeito na comunidade de artropodes herbivoros da soja.

Dessa forma este trabalho teve por objetivos:

— Avaliar aspectos biologicos e nutricionais de A. gemmatalis (em diferentes
temperaturas, por quatro geragdes sucessivas (as lagartas foram
alimentadas com folhas de soja cultivadas em casa de vegetacdo, sem
oscilacdo da temperatura);

— Avaliar aspectos bioldgicos e nutricionais de A. gemmatalis mantidas em
plantas cultivadas sobre diferentes temperaturas e elevada concentragdo
de COy;

— Identificar e quantificar as concentragdes de compostos fenodlicos em
plantas de soja submetidas a diferentes temperaturas;

— Identificar e quantificar as concentragdes de compostos fenodlicos em
plantas de soja submetidas a diferentes temperaturas e ao aumento da
concentragdo de CO;,

— Avaliar alteragdes na relagao C:N e na concentracao de agucares totais em
plantas de soja submetidas a diferentes temperaturas e ao aumento da

concentracao de de CO;,
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MUDANCAS CLIMATICAS E A AGRICULTURA

A agricultura ¢ extremamente vulneravel as alteragdes climaticas
(EITZINGER et al., 2010; GORNALL et al., 2010). Os extremos climaticos ameagam as
plantas de diversas maneiras, as geadas, queimam os tecidos foliares causando a morte da
planta (DECONTO, 2008) e o calor excessivo faz com que os estomatos se fechem
impossibilitando a realizagdo da fotossintese (CHAVES et al.,, 2003). Em geral niveis
elevados de CO, podem aumentar a produtividade das plantas (LONG et al., 2004).
Estimativas sugerem que o aumento da concentracdo de CO, atmosférico do nivel atual de
395,97 ppm (CONWAY; TANS, 2013) para 550 ppm, poderia aumentar em 40 % a
fotossintese nas culturas C3 (LONG et al., 2004.) Em plantas C4, devido a respostas
fisiologicas diferenciadas das plantas C3, existe uma limitacdo a assimilacao de carbono, em
relagdo a saturagdo de CO; em torno da enzima Rubisco que pode inibir a fotorrespiragao
(FURBANK; HATCH, 1987), sugerindo que o aumento da concentragdo de CO; ndo confere
a essas plantas beneficios em sua produgdo. No entanto, estudos indicam que apesar da
aparente saturacdo da Rubisco, o enriquecimento de CO, atmosférico pode influenciar
positivamente na fotossintese de espécies C4, contribuindo para aumentos significativos da
biomassa (GHANNOUM, 2009), além de conferir um melhor aproveitamento da dgua em
situacdes de estresse hidrico (LEAKEY, 2009), o que pode ser um fator importante, uma vez
que o CO; pode elevar a temperatura ambiental e comprometer a disponibilidade hidrica em
algumas regides produtoras.

O ganho da produtividade obtido através do aumento na concentracdo de
CO; pode ser reduzido devido a outros fatores de ordem abiodtica e bidtica. Temperaturas mais
elevadas, esperadas em consequéncia de alteragdes do CO, atmosférico, podem reduzir a
produtividade das culturas por oferecer ambiente mais propicio ao desenvolvimento de
algumas espécies de plantas daninhas e pragas (NELSON, 2009). A frequéncia e a magnitude
de secas podem ser intensificadas nas proximas décadas (CHRISTENSEN et al., 2007), o que
pode desencadear o déficit hidrico nas plantas provocando alteragdes morfoldgicas,
fisiologicas e quimicas, influenciando na atratividade e suscetibilidade a insetos fitofagos e
herbivoros (HUBERTY; DENNO, 2004; GUTBRODT et al., 2012). O aumento do CO,
atmosférico ¢ alteragdes da temperatura global podem impactar indiretamente as culturas

através dos efeitos sobre pragas e doengas (GORNALL et al., 2010). Estudos sugerem que
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algumas pragas respondem positivamente as concentragdes de CO, elevadas (NEWMAN,
2004; SUDDERTH et al., 2005; STALEY; JOHNSON, 2008). Mudancas nos niveis de CO,
atmosférico também podem causar impactos nas respostas de defesa da planta a patdgenos.
Em soja, maior severidade na infecgdo por oidio (Microsphaera diffusa), mildio (Peronospora
manshurica) e mancha marrom (Septoria glycines Hemmi) foi observada em plantas
cultivadas em condi¢des de CO, elevadas (LESSIN; GHINI, 2009; EASTBURN et al., 2010).

De acordo com Ghini (2005), mudancgas fitossanitarias poderdo alterar a
configuracdo agricola mundial, acarretando grandes impactos econdmicos positivos,
negativos ou indiferentes de acordo com a variagdo do clima em cada regido. A produgdo de
alimentos em todo o mundo pode ser negativamente impactada nas proximas décadas devido
as mudancas climaticas provocadas pelo aquecimento global (IPCC, 2012; SMITH;
GREGORY, 2013).

A resposta do rendimento global do milho, trigo, arroz e soja diante das
tendéncias climaticas, foi obtida por Lobell et al. (2011), através de um banco de dados
referente ao periodo 1980-2008. Neste estudo, observou-se que as culturas de milho e trigo
foram negativamente afetadas, resultando na perda de produtividade de 3,8 % e 5,5 %,
respectivamente. O impacto liquido sobre a produgdo de arroz e soja foi insignificante,
equilibrado entre ganhos em alguns paises e perdas em outros.

No Brasil, foram simulados cenarios agricolas para os anos de 2020, 2050 e
2070, com base nos modelos climaticos do IPCC e no Zoneamento agricola de 2007, para as
nove culturas economicamente importantes (algodao, arroz, café, cana-de-agucar, feijao,
girassol, mandioca, milho e soja). Essas proje¢des indicaram que com excecdo da cana-de-
actcar e da mandioca, todas as culturas sofreriam queda na 4rea de baixo risco e, por
consequéncia, no valor da producdo (DECONTO, 2008).

A soja é uma das principais culturas de exportacdo brasileira (CONAB,
2013), e sera uma das culturas mais atingidas pelo aquecimento global. Simulagdes realizadas
para a regido de Santa Maria-RS demonstraram que o aumento da temperatura do ar de 2 °C,
3 °C e 6 °C pode anular os efeitos benéficos do aumento de CO; no rendimento da cultura da
soja (STRECK; ALBERTO, 2006). No pior cendrio, apresentado pelo IPCC, as perdas na
produgdo da soja podem chegar a 40 % em 2070, e a area de cultivo existente atualmente
podera ser reduzida a 60% da existente atualmente em decorréncia do aumento da deficiéncia
hidrica e de possiveis veranicos mais intensos. (DECONTO, 2008)

A economia mundial ¢ fortemente relacionada a fatores que dependem do

clima. As fontes de energia renovaveis, a agricultura e a biodiversidade sdo potencialmente
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muito vulneraveis a essas alteragdes € o aquecimento global pode comprometer a producao de
alimentos. Embora a producao de algumas culturas em determinadas regides do mundo
possam ser otimizadas os impactos gerais das mudancas climdticas na agricultura devem ser

negativos, ameacando a seguranga alimentar global (NELSON, 2009).

2.2 RESPOSTAS FISIOLOGICAS DAS PLANTAS A TEMPERATURA DO AR E A0 CO,

ATMOSFERICO

A expressio maxima do potencial produtivo das plantas cultivadas ¢
dependente das condi¢des ambientais (solo, temperatura, luminosidade, umidade do ar e gases
atmosféricos) e, alteragdes nestes fatores, podem influenciar as respostas fisioldgicas das
culturas, proporcionando ganhos ou perdas na producao.

O regime térmico tem grande efeito sobre a atividade enzimatica das células
vivas, sendo assim, variagdes na temperatura levam a escassez ou acumulo de certos
compostos no interior das plantas (BENEDICT; HATFIELD, 1988). Em condigdes de baixas
temperaturas, a taxa fotossintética de plantas C3 e C4 sdo similares, no entanto a medida que
a temperatura aumenta, plantas C4 respondem de forma mais acelerada e eficiente . Registros
demonstram que existem plantas de metabolismo C4 adaptadas a condi¢des de 50 °C, onde
plantas do tipo C3, ndo conseguiriam sobreviver (AWAD; CASTRO 1983). Nas
concentragdes atuais de CO, existentes no ambiente, a temperatura influencia na taxa
fotossintética em plantas de metabolismo C3, como a soja. A taxa fotossintética obedece a
uma curva com caracteristica de sino, na qual o braco ascendente da curva representa uma
estimulacdo de atividades enzimaticas dependente da temperatura, a por¢ao do topo da curva
representa uma faixa em que se encontra a temperatura 6tima para a fotossintese, o brago
descendente estd associado a efeitos deletérios, sensiveis a temperatura, alguns dos quais sao
reversiveis e outros nao (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Em soja, temperaturas do ar elevadas (> 30 °C) afetam o desenvolvimento
normal, determinando plantas de pequena estatura, raquiticas, com folhas pequenas e entrends
curtos. A ocorréncia dessas temperaturas, durante os estadios vegetativos, diminui o
crescimento e acelera o desenvolvimento, tornando menor o nimero de dias entre os estadios
vegetativos e provocando o chamado florescimento precoce. Na fase reprodutiva altas
temperaturas associadas a déficits hidricos provocam distirbios no desenvolvimento dos
graos, causando seu enrugamento ¢ a consequente diminui¢do dos rendimentos e qualidade

dos graos (BONATO, 2000).
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Em condi¢des adequadas de luz, concentracdes mais elevadas de CO,
sustentam taxas fotossintéticas maiores. A expressao da taxa fotossintética em funcdo da
pressdo parcial de CO; nos espacos intercelulares dentro da folha possibilita avaliar as
limitacdes da fotossintese impostas pelo suprimento de CO,, que em baixas concentragdes, a
fotossintese ¢ fortemente limitada. Em plantas C4 as taxas fotossintéticas sdo saturadas
rapidamente devido aos mecanismos concentradores de CO, que operam nessas plantas, no
entanto, em plantas C3 o aumento dos niveis de CO; nos espagos intercelulares continua a
estimular a fotossintese em uma faixa de CO, muito mais ampla, estas respostas indicam que
em termos de produtividade as plantas C3 terdo um maior beneficio diante do aumento das
concentragodes atuais do CO, atmosférico (TAIZ; ZEIGER, 2009). No entanto, o ganho obtido
na produtividade pode ser suprimido devido a alteragdes no metabolismo primdrio e
secundario das plantas, modificando a sua interagdo com as pragas. Plantas que crescem sob
condi¢des de CO, elevados variam na sua suscetibilidade a insetos, e algumas destas
variacoes podem ser uma resposta indireta ao aumento da temperatura (ZAVALA et al.,
2013).

O crescimento ¢ o desenvolvimento das plantas depende de um fluxo
continuo de sais minerais para a realizagdo de importantes fungdes metabolicas da célula.
Alteragdes no clima podem afetar o metabolismo primario das plantas, modificando a relagao
de elementos que sdo essenciais, como o carbono (C) e o nitrogénio (N). Elemento essencial
pode ser definido como um componente intrinseco na estrutura ou metabolismo de uma
planta, cuja auséncia causa anormalidades severas no crescimento, desenvolvimento e
reproducao vegetal (EPSTEIN; BLOOM, 2005).

O carbono ¢ um importante constituinte das plantas, junto ao hidrogénio e
oxigénio representa aproximadamete 90 % de sua matéria seca (TANAKA, 1992). O
nitrogénio esta presente na composi¢do das mais importantes biomoléculas presentes nas
plantas, tais como: ATP, NADH, NADPH, clorofila, proteinas e inimeras enzimas (MIFLIN;
LEA, 1976; HARPER, 1994; TAIZ; ZEIGER, 2009). Em muitos sistemas de produgdo, a
disponibilidade de nitrogénio ¢ quase sempre um fator limitante, influenciando o crescimento
da planta mais do que qualquer outro nutriente (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000).

A qualidade da folha como uma fonte de alimento para os insetos depende
da concentracdo de metabolitos primdrios, especialmente N, o que muitas vezes limita o
crescimento de insetos imaturos (DELUCIA et al., 2012). Plantas C3 cultivadas em condi¢des
elevadas de CO, podem apresentar uma redug¢do na eficiéncia da fixagdo do N e na

concentracdo de proteinas, uma vez que o metabolismo do nitrogénio nas plantas fornece
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aminoacidos para todas as protéinas, incluindo as enzimas que catalisam as reacdes
bioquimicas, diminuindo assim a sua qualidade nutricional (BLOOM, 2012).

Taxas elevadas de assimilacao de C em altas concentragdes de CO, tem um
efeito de diluicdo do N, promovendo o aumento da relagdo C:N no tecido das plantas
(RIIKONEN et al., 2005; ZAVALA et al., 2013). A redu¢do da concentracdo de N pode ser
explicada devido ao fato de uma proporg¢ao substancial de N foliar ser investida na atividade
da Rubisco (EVANS, 1989), e também ao estimulo da reacdo de carboxilagdo em elevadas
concentragdes de CO, (SENEWEERA et al., 2011)

Condi¢des elevadas de CO, como mencionado anteriormente estimulam a
fotossintese, principalmente em plantas C3, uma maior eficiéncia deste processo resulta em
um aumento a concentracdo do total de carboidratos e agucares nas plantas cultivadas
(AINSWORTH et al., 2002). As alteragdes da relagdo C:N e o aumento no teor de C,
carboidratos e agucares nas plantas podem modificar os padrdes de herbivoria em insetos
(ZAVALA et al., 2013). Os insetos quando confrontados com desequilibrios nutricionais,
podem alterar o comportamento alimentar, o que pode promover uma alimentacio
compensatoria (SCHADLER et al., 2007)

As respostas fisiologicas das plantas perante as mudancas climaticas
indicam o aumento de carboidratos € o aumento da relagdo C:N em plantas cultivadas sob
condi¢des de CO, elevados. No entanto, alteragcdes no conteudo das substincias quimicas
(metabolismo secundario) que afetam a adequacdo das plantas aos insetos sdo controversos,
apresentando respostas diferenciadas nas plantas cultivadas, desta forma a compreensdo dos
mecanismos que atuam na produgdo destes metabdlitos e seu comportamento diante das
alteracdes no clima sdo de grande importancia para subsidiar conhecimento sobre a interagao

inseto-planta, auxiliando assim no controle das pragas.

2.3 RESISTENCIA DE SOJA A INSETOS E A INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DO CO; NA

PRODUCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Resisténcia de plantas a insetos pode ser definida como a capacidade da
planta de evitar ou reduzir os danos causados por fitofagos (LARA, 1991). Dentre os
mecanismos de defesa apresentados pelas plantas, as substancias quimicas (aleloquimicos),
desempenham importante fun¢do ndo somente na escolha inicial, como na determinagdo da
quantidade de alimento que o inseto vai ingerir (BECK, 1965; FRAENKEL, 1969; JERMY,
1966).
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Os aleloquimicos sdao definidos como metabolitos secundarios, ou seja,
substancias nao nutritivas, produzidas por uma espécie, € que afetam a sobrevivéncia,
crescimento, comportamento, fecundidade ou fertilidade de individuos de outra espécie
(KOGAN, 1986). Dentro deste grupo encontram-se os flavonoides, que tem sido relacionados
a resisténcia de plantas a insetos (KUBO; HANKE, 1986). Os flavonoides e seus derivados:
flavonas, flavonois, antocianina, isoflavona, flavanonas, diidroflavonois, biflavonoides
(MARKHAM, 1982) sdo substancias quimicas fendlicas que ocorrem amplamente nas plantas
(HARBONE, 1993), responsaveis pela protecdo em relagdo a radiacdo ultravioleta, a insetos,
a doencas causadas por fungos, bactérias e virus; atraentes para polinizacdo (pétalas
coloridas); dispersantes de sementes (frutas vermelhas); controladores de hormonios;
estimulantes a produgcdo de nddulos pelos rizobios; inibidores enzimaticos e agentes
aleopaticos (MARKHAM, 1989). Os flavonoides e isoflavondides também estdo relacionados
a defesa das plantas contra o desequilibrio da producdo de espécies reativas de oxigé€nio
(estresse oxidativo) que pode causar a morte celular (BLOKHINA; FAGERSTEDT, 2010). A
atividade antioxidante de compostos fenolicos deve-se principalmente as suas propriedades
redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel importante na
neutralizagdo ou seqiiestro de radicais livres e quelagdo de metais de transi¢do, agindo tanto
na etapa de iniciagdo como na propagacao do processo oxidativo (SOUSA et al., 2007).

Os mecanismos bioquimicos da resisténcia de soja a insetos sdo diversos e,
provavelmente, envolvem substancias volateis das folhas (LIU et al., 1988), variacdo na
concentragdo de nutrientes, excitantes alimentares ou deterrentes, e antibidticos (FISHER et
al.,, 1990). As substancias volateis das folhas podem estar envolvidas na fase inicial do
processo de selecao do hospedeiro como atraentes em genotipos suscetiveis, ou repelentes em
genotipos resistentes (LIU et al., 1988). Os volateis das plantas também podem ser usados
como sinalizadores para os inimigos naturais dos herbivoros para encontrar suas presas ou
fornecer-lhes abrigo ou alimento alternativo (ROWELL-RAHIER; PASTEELS, 1992).

Compostos fenolicos, em geral, desempenham importante fun¢do na defesa
da planta contra microrganismos e insetos pragas (DIXON; STEELE, 1999) e alguns deles
como os flavonoides, dependendo da concentragdo podem ser atraentes, deterrentes,
repelentes, ou toxicos as pragas que atacam a cultura da soja (HOFFMANN-CAMPO et al.,
2001). A maioria das plantas possui algum grau de resisténcia a insetos (KOGAN, 1986).
Ainda que a soja e outras leguminosas ndo apresentem metabolitos secundarios com potencial
aleloquimico evidente (KOGAN, 1986), muitos flavonoides, constitutivos ou induzidos,

foram identificados em diferentes partes da planta (HOFFMANN-CAMPO, 1995). E alguns
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deles tem mostrado efeito antibidtico e/ou antinutricional em diversos insetos sugadores
(PIUBELLI et al.,, 2003) e mastigadores (HOFFMANN-CAMPO et al.,, 2001, 2006;
PIUBELLI et al., 2005; SALVADOR et al. 2010).

A Dbiossintese de metabdlitos secundarios ¢ um processo complexo e esta

sujeito a influéncia de diferentes fatores que podem ser de ordem biotica e abiotica (Figura 1).

Figura 1 —Esquema sobre os principais fatores intrinsecos da planta e condi¢des do ambiente
que podem influenciar nos teores de metabolitos secundarios (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007).

Ritmao

Samnaidide indice pluviomélrico

Dentre os fatores abidticos destaca-se a temperatura, que exerce grande
influéncia no desenvolvimento da planta, afetando, portanto, a producdo de metabodlitos
secundarios (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Alteragdes no clima como o aumento da
temperatura e da emissao de gases de efeito estufa como CO,, podem influenciar diretamente
nos processos fisiologicos da planta, promovendo alteragdes em sua composicdo quimica e
consequentemente modificando seus niveis de resisténcia a insetos. Variagdes extremas da
temperatura sdo desfavoraveis ao metabolismo das plantas. De maneira geral, temperaturas
amenas sao mais produtivas enquanto as temperaturas altas incidem negativamente sobre as

vias metabolicas das plantas (SANGWAN, 2001). Em estudo avaliando a influéncia da
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temperatura no metabolismo secundario da orelha-de-gato (Hypericum brasiliense Choisy),
em dois grupos: o primeiro grupo submetido a temperaturas variaveis, € o segundo mantido
em temperaturas constantes. Foi reportado que temperaturas elevadas (30°C) ou baixas (10°C)
influenciaram no acumulo de biomassa dos cultivares ¢ no conteudo total de compostos
fenolicos. Quando expostas durante a noite a 10°C, as plantas produziram mais isouliginosina
B, 1,5-dihidroxixantona, rutina e quercetina que aquelas expostas a 30°C e a temperatura
ambiente (25°C), entretanto, os niveis de 4cido betulinico mensurados foram maiores a 25°C
(ABREU; MAZZAFERA, 2005).

A identificagdo e quantificagdo de compostos fenolicos (naringenina,
luteolina, canferol, quercetina, daidzeina e genisteina) em plantas de soja cultivadas sob altas
concentragdes de CO, (550 pmol mol™') demonstrou aumento apenas na concentragio de
quercitina, e redu¢do de genisteina (O’ NEILL et al., 2010), tais mudangas podem estar
relacionadas a alteragdes no consumo, longevidade, fecundidade e densidade populacional de
herbivoros. Em plantas de soja cultivadas em altas concentracdes de CO, foi observado um
maior consumo (HAMILTON et al., 2005), longevidade e fecundidade em Popillia japonica
(O'NEILL et al.,, 2008). Em condi¢des de campo uma maior populagdo de afideos foi
observada em plantas de soja cultivadas em condigoes de CO, elevado (DERMODY et al.,
2008). Niveis constitutivos e a inducao por herbivoria de transcritos chave associados com a
defesa e sinalizagdo hormonal foram reprimidos sob CO, elevado (CASTEEL et al., 2008).
Concentracdes elevadas de CO, suprimem a producdo de etileno e jasmonatos e aumenta a
producdo de 4cido salicilico, este diferencial na resposta dos hormdnios vegetais pode afetar
rotas especificas do metabolismo secundario das plantas (ZAVALA et. al., 2013). Na soja,
elevadas concentracdes de CO,, reduzem a expressao de genes relacionados com a sinalizagdo
de defesa. A expressdao de genes que codificam a defesa do horménio 4cido jasmonico (JA;
lipoxigenase 7, lox7, lipoxigenase 8, lox8) foi reduzida em CO, elevado (CASTEEL et al.,
2008; ZAVALA et al., 2008).

Muitos compostos e substancias foram extraidos, isolados e algumas vezes
identificados na soja. Porém, o papel que representam na interagdo da soja com pragas da
cultura ndo esta totalmente esclarecido. Com o panorama atual de mudancas climaticas, cabe
ainda, além de identificar os compostos responsaveis pela resisténcia, estudar os possiveis

efeitos das alteracoes climaticas e emissdo de CO; sobre eles.
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24 A LAGARTA-DA-SOJA: ANTICARSIA GEMMATALIS

Anticarsia gemmatalis Hiibner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae) também
conhecida como lagarta da soja destaca-se por sua abundancia e ocorréncia frequente em
todas as regides do pais onde a soja ¢ cultivada (MOSCARDI et al., 2012). Na maior parte das
infestagdes o controle desta praga tem sido realizado com agrotoxicos (ANDREI, 2003),
sendo desta forma a responséavel pelo grande percentual das aplicagdes de inseticidas. Esta praga
juntamente com o complexo de percevejos sdo responsaveis por praticamente 90% do total de
aplicacdes de inseticidas na cultura da soja (MOSCARDI; SOSA-GOMEZ, 1992).

Na fase inicial de seu desenvolvimento (até lcm), A. gemmatalis,
geralmente apresenta coloragdo verde e possui quatro pares de pernas abdominais
(MOSCARDI et al., 2012). Nesta fase, as lagartas dependuram-se por um fio de seda, tanto
para mudar de lugar na planta, quanto para nao cairem no solo (denominado estadio de “fio”)
e se comportam como mede-palmos (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

Em geral, as lagartas maiores que 1,5 cm, podem apresentar coloracio
totalmente verde, pardo-avermelhada ou preta com estrias brancas sobre o dorso, e ¢
caracterizada pela preseng¢a de quatro pares de propernas abdominais, além de um par anal
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000, SOZA-GOMEZ et al., 2006).

As lagartas desta espécie podem ter de cinco a sete instares, sendo seis o
mais comum (MOSCARDI et al., 2012), chegando a atingir at¢ 40 mm de comprimento
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000). Apos o ultimo instar larval, o inseto entra na fase de
pré-pupa, onde constréi uma camara pupal sob as folhas secas ou na superficie do solo (LEE;
JOHNSON, 1990). Este periodo caracteriza-se pelo encolhimento e coloragdo rosada do
dorso, nesta fase o inseto permanece sem se alimentar e preparando-se para a transformacao
em pupa (PRACA et al., 2006). Das pupas emergem as mariposas que apresentam coloragao
variando entre, cinza, marrom e bege, tendo sempre presente uma linha transversal unindo as
pontas do primeiro par de asas, o que auxilia na sua identificagio (SOZA-GOMEZ et al.,
2010). Durante o dia, as mariposas podem ser encontradas sob a vegetagdo natural ao redor
das areas de soja, ou protegidas nas partes baixas e sombreadas das plantas, apds o por do sol,
iniciam voos curtos e orientados, localizando os parceiros para o acasalamento e as plantas
para a oviposi¢cdo (MOSCARDI et al., 2012). Os ovos sdo depositados isoladamente no caule,
nos ramos, nos peciolos e na face inferior das folhas. O ciclo ovo - adulto de A. gemmatalis
dura em média 27 dias, sendo a longevidade dos adultos cerca de 20 dias (HOFFMANN-

CAMPO et al., 2005), a duragdo de cada estadio larval ou do ciclo pode variar em decorréncia
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de varios fatores, como tempertura, planta hospedeira e qualidade nutricional do alimento
(FUGI et al., 2005; MILANO, 2008). Cada fémea oviposita cerca de 1000 ovos
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2005).

Os insetos podem danificar as plantas de formas diferentes durante o seu
desenvolvimento larval. Na fase de “fio”, as lagartas inicialmente raspam o tecido foliar, a
partir do terceiro estadio consomem o limbo foliar e as nervuras, deixando pequenos buracos
nas folhas, a maior capacidade de desfolha ocorre do quarto ao sexto instar, quando as
lagartas atingem grande capacidade de injuria na soja (BUENO et al., 2011), provocando
assim reducdes da area foliar e, consequentemente, da taxa fotossintética. Nos casos mais
severos, ha perda total da folha, inclusive das nervuras e do peciolo. Em funcao da época do
ataque, do nivel da infestagdo e das condi¢des ambientais, e a reducdo da area foliar pode

ocasionar perdas de produtividade (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

2.5 INFLUENCIA DA TEMPERATURA SOBRE O DESENVOLVIMENTO DO INSETO E IMPACTOS

DA VARIABILIDADE CLIMATICA SOBRE O CONTROLE DE PRAGAS

A temperatura ¢ um dos fatores abidticos que exercem grande influéncia
sobre a biologia de artropodes, sendo estes ectotérmicos. Em insetos esse fator pode afetar a
duracdo do ciclo de vida, o voltinismo, a densidade populacional, o tamanho e a composi¢ao
genética, a extensdo da explora¢do da planta hospedeira, bem como a distribuicdo local e
geografica ligada a colonizacdo e extingdo (BALE et al., 2002). Em geral, o crescimento dos
insetos obedece a uma curva sigmodide, onde temperaturas limitrofes influenciam
negativamente sua sobrevivéncia e a fecundidade, entre estes limites hd uma relagdo linear
positiva entre o desenvolvimento do inseto e a temperatura (BOWLER; TERBLANCHE,
2008). Existe uma gama de temperaturas sobre a qual cada espécie pode crescer e se
reproduzir (ANGILLETTA et al., 2004). Contudo, desconhece-se a extengdo desse limiar ¢ a
sua relagdo com a histdria de vida das espécies ou com as variaveis ambientais (PAAIJMANS
etal., 2013).

Alteragdes na temperatura média, no valor e na frequéncia dos extremos
podem afetar a populagao de pragas e seus inimigos naturais. O efeito combinado de rapidas
alteracdes climaticas e substantiva diminui¢do e/ou fragmentacdo de habitat gerado por essas
mudangas, podera exercer impacto futuro sobre a distribuicdo e a persisténcia de espécies e
populacdes (GRAHAM et al., 1996; WILLIANS et al., 2004; MORITZ et al., 2008). Estes

efeitos sao maiores nos herbivoros que se alimentam acima do solo, expostos a uma grande
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variabilidade de micro e macroclimas, enquanto que os insetos subterraneos, estes t€m uma
menor variagao termal devido ao efeito tampao do solo (BALE et al., 2002).

O aumento da temperatura devera estender a amplitude ou reformular a
distribuigdo geografica de alguns insetos pragas que sdo limitados pela temperatura, fato
constatado com duas espécies de borboletas na Inglaterra Hesperia comma (Lepidoptera:
Hesperiidae) Carolus Linnacus 1758 e Aricia agestis Denis Schiffermiiller, 1775
(Lepidoptera: Lycaenidae) que estdo ampliando sua area de distribuicdo devido ao aumento
da temperatura (THOMAS et al., 2001). Este efeito podera ser maior nas altas latitudes, onde
as temperaturas mais baixas sdo limitadoras do desenvolvimento de algumas espécies de
insetos pragas (ANDREW; HUGHES, 2005).

As possiveis respostas dos insetos as mudangas do clima estdo baseadas nos
parametros atuais de distribui¢do das espécies. No entanto, a distribui¢do das espécies
também ¢é um reflexo da influéncia das interagdes entre outras espécies (DAVIS et al., 1998).
Desta forma, inferéncias baseadas apenas nas mudangas climaticas podem ser equivocadas
caso ndo considere estas interacdes. Ainda nesse contexto, deve-se considerar que a
distribuicdo atual das populagdes de insetos pode ser resultado da disponibilidade de alimento,
desta forma alteragdes no clima podem atuar em varios aspectos das areas cultivaveis tais
como: época de plantio e colheita, cultivares e sistemas de cultivo (PARMESAN et al., 2005).

Devido aos diversos fatores incutidos nas alteragdes climaticas, predizer a
dinadmica da populagdo dos insetos no futuro e sua distribuicdo ¢ complexo. O ciclo de vida
dos insetos depende de uma série de fatores bidticos e abidticos, sendo a temperatura um dos
principais fatores de influéncia (PORTER et al., 1991; BOWLER; TERBLANCHE, 2008). O
aumento da temperatura pode resultar em uma maior taxa de crescimento, porém, pode afetar
negativamente o desenvolvimento de algumas pragas, a determinag¢do destas variagdes nas
diferentes espécies de insetos pragas ¢ extremamente complexa, principalmente quando se
avalia as interagdes dos efeitos das mudancas climaticas sobre os hospedeiros e seus inimigos
naturais.

A eficiéncia dos inseticidas pode ser influenciada pelas mudangas
climaticas. As altas temperaturas podem causar uma rapida inativagdo dos inseticidas,
reduzindo sua agdo residual (AMARASEKARE; EDELSON, 2004). Além da elevagdo da
temperatura, as mudancas climaticas podem promover alteracdes do regime de chuvas, e uma
maior frequéncia de eventos extremos (HULME; VINER, 1998), impactando indiretamente as
interagdes entre comunidades. O aquecimento global pode afetar a sobrevivéncia das pragas

através das alteracdes de suas relagdes com seus inimigos naturais. Em uma interagdo
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predador-presa e/ou parasitoide-hospedeiro, ¢ necessario que se tenha uma sincronia entre os
agentes para um controle mais eficiente (BALE et al., 2010). Stireman et al. (2005) ao estudar
a variabilidade climadtica e interagdes lagartas-parasitoides, concluiram que hd um decréscimo
no parasitismo quando a variabilidade climatica aumenta. Desta forma, o aumento na
frequéncia de eventos extremos no clima poderia favorecer o crescimento e ataque de pragas
devido a desequilibrios nas interagdes troficas.

As relacdes patogénicas entre insetos e microrganismos também podem ser
alteradas por mudancas climaticas devido a baixa umidade, alta incidéncia de luz solar e altas
temperaturas por reduzirem a viruléncia dos patdégenos (IGNOFFO; GARCIA, 1996; SUN et
al., 2003; AMARASEKARE; EDELSON, 2004). O aumento de concentragdo de CO; na
atmosfera, também terdo implicacdes sobre as plantas transgénicas resistentes a insetos
(TRUMBLE; BUTLER, 2009).

O aumento da concentragdo de CO, na atmosfera podera aumentar a
suscetibilidade da soja aos insetos pragas, mas, muitos sao os fatores do metabolismo da
planta que pode potencialmente alterar o comportamento alimentar dos insetos (DELUCIA et
al., 2012; ZAVALA et al., 2013). Altas concentragdes de CO, também podem reduzir a
capacidade de defesa da planta, devido uma menor expressdo de inibidores de proteinases
(ZAVALA et al., 2008), cujo gene ¢ ativado pelo acido jasmonico durante a herbivoria. As
varias alteracdes no clima podem influenciar diretamente a dinamica das populagdes de
pragas, favorecendo a expansdo populacional devido as mudangas relacionadas ao
metabolismo da planta, eficiéncia de inseticidas e a reducdo de fatores de estresse bidticos

como: patdgenos e parasitoides.
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3 ARTIGO A: INFLUENCIA DA TEMPERATURA NOS ASPECTOS
BIOLOGICOS E SOBREVIVENCIA DE ANTICARSIA GEMMATALIS
HUBNER, 1818 (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) NA CULTURA DA SOJA
DURANTE QUATRO GERACOES

3.1 RESUMO

Alteragdes na temperatura média podem modificar o grau de infestacdo e a distribui¢do dos
artropodes pragas nos agrossistemas e os efeitos podem ser diretos sobre seus ciclos de vida.
Neste estudo, avaliou-se o efeito de quatro temperaturas (25°C, 28°C, 31°C e 34°C) sobre a
biologia de Anticarsia gemmatalis durante quatro gera¢des consecutivas. Lagartas de final de
2 instar, criadas desde a eclosdo na cultivar BRS 359RR em camaras climatizadas, foram
pesadas, individualizadas e avaliadas diariamente, observando-se a mortalidade, tempo de
desenvolvimento, razdo sexual, nuimero de ovos e longevidade dos adultos. O ciclo de
desenvolvimento dos insetos foi inversamente proporcional ao aumento da temperatura.
Insetos mantidos em temperaturas elevadas foram negativamente afetados, apresentando,
maiores mortalidades, menores pesos iniciais € de pupa, reducdo da longevidade e numero de
ovos. Nao houve diferenga entre as temperaturas para a razdo sexual. Os resultados obtidos
até o momento indicam que o aumento de temperatura reduz o tempo de desenvolvimento, a
fecundidade e a longevidade de A. gemmatalis, o que permite sugerir que o aquecimento
global pode influenciar negativamente as popula¢des de A. gemmatalis. Contudo, estudos
adicionais abordando a intera¢do da temperatura-inseto/planta, sdo fundamentais para elucidar
questoes das relagdes de qualidade da planta hospedeira, resisténcia constitutiva e/ou induzida
e da temperatura, sobre a biologia do inseto.

Palavras-chave: Aquecimento global. Mudangas climaticas. Anticarsia gemmatalis.

TEMPERATURE INFLUENCE ON BIOLOGICAL ASPECTS AND SURVIVAL OF
ANTICARSIA GEMMATALIS HUBNER, 1818 ( LEPIDOPTERA : NOCTUIDAE) IN
SOYBEAN DURING FOUR GENERATIONS

3.2 ABSTRACT

Changes on the average atmospheric temperature can modify the infestation degree and the
distribution of arthropod pests in agricultural systems, and the effects can be directly on their
life cycles. In this study we evaluated the effect of four temperatures (25°C, 28°C, 31°C and
34°C) on Anticarsia gemmatalis’s biology during four consecutive generations. Caterpillars at
final 2nd instars’ reared from hatching on BRS 359RR in climatic chambers were weighed
separately and evaluated daily, observing the mortality, development time, sex ratio, number
of eggs and adult longevity. The development cycle of the insects was inversely proportional
to the temperature increase. Insects kept at elevated temperatures were negatively affected,
presenting higher mortality, lower initial and pupae weights, reduction on longevity and on
the number of eggs. There was no difference among temperatures affecting sex ratio. The



33

results so far obtained indicate that temperature increasing reduces development time,
fecundity and longevity of A. gemmatalis, which allow us suggest that global warming may
affect populations of A. gemmatalis negatively. However, further studies on the interaction of
temperature-inset/plant are key issues to elucidate the relationships of quality of the host
plant, constitutive and/or induced resistance and temperature on insect biology.

Keywords: Global Warming. Climate change. Anticarsia gemmatalis.

33 INTRODUCAO

A temperatura média global aumentou 0,6°C nos ultimos cem anos
(WALTHER et al., 2002). Estudos indicam um aumento de 0,16 © C por década, desde 1970
(LEVINSON, D. H.; FETTIG, C. J., 2014). Periodos sem congelamento em regides de alta
latitude estdo aumentando, dados de satélite revelam uma diminui¢ao de 10% na cobertura de
neve ¢ na extensdo de gelo desde o final de 1960 (WALTHER et al., 2002), acelerando o
aumento do nivel do mar e mudancgas abruptas nos ecossistemas, incluindo sistemas agricolas
(ROCKSTROM et al., 2009).

Alteracdes no clima estdo atuando de forma a reconfigurar as interagdes
bidticas nos ecossistemas, afetando diversas espécies animais (MONTOYA et al., 2010). A
temperatura ¢ um dos fatores ambientais que interferem diretamente na biologia e
desenvolvimento dos insetos (PORTER et al., 1991; BOWLER; TERBLANCHE, 2008), que
sdo ectotérmicos e apresentam elevado grau de sensibilidade a temperatura ambiente (BECK,
1983; AMARASEKARE et al., 2012). Alteracdes nos regimes térmicos, no valor e na
frequéncia dos extremos climaticos podem acarretar em um impacto negativo sobre a
populagdo de pragas (PORTER et al., 1991), mesmo ondas de calor prolongado podem ter
impacto significativo, devido ao ciclo de vida curto dos insetos (ADAMO; LOVETT, 2011).

A oscilagdo térmica do ambiente e, consequente alteracdo da temperatura
corpérea, podem promover um aumento das reagdes bioquimicas e dos processos biologicos
de ectotérmicos, alterando assim o seu desenvolvimento, sobrevivéncia e fecundidade
(NARDONI LAWS et al.,, 2010; ZUO et al., 2012). Estudos realizados em laboratorio
indicaram que algumas espécies de insetos podem ter seu desenvolvimento favorecido por
temperaturas elevadas, aumentando a postura de ovos, acelerando o estagio de ovo, ganhando
mais massa corpdrea, propiciando assim maior taxa de crescimento (ANGELITTA et al.,
2010; ADAMO; LOVETT, 2011). Tais efeitos foram demonstrados por um grande numero de
espécies de insetos de clima temperado, onde a temperatura Otima (temperatura que gera

maior numero de descendentes) ¢ mais elevada que a do ambiente (FRAZIER et al., 2006).
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Contudo, a determinacdo destas variagdes nas diferentes espécies de insetos pragas ¢€
extremamente complexa. Estes efeitos sao maiores nos herbivoros que se alimentam acima do
solo, expostos a uma grande variabilidade de micro e macroclimas, enquanto que os insetos
subterraneos, estes t¢ém uma menor varia¢do termal devido ao efeito termorregulador do solo
(BALE et al., 2002).

Na soja, uma das principais pragas das estruturas aéreas ¢ Anticarsia
gemmatalis Hiibner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae), também conhecida como lagarta da soja.
Esta praga encontra-se restrita ao hemisfério ocidental, desenvolve-se melhor em clima
tropical e subtropical, e sua distribuicdo geografica atinge desde o Norte dos Estados Unidos,
até a América do Sul (HERZOG, TODD, 1980). No Brasil destaca-se por sua abundancia e
ocorréncia frequente em todas as regides de cultivo (MOSCARDI et al., 2012). Podem
danificar as plantas de diferentes formas durante o seu desenvolvimento larval (BUENO et al.,
2011), o que provoca redugdes da taxa fotossintética e ocasiona perdas de produtividade
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000). Apesar de existirem produtos quimicos e/ou biologicos
que controlam de forma eficiente essa praga, em alguns casos se observam falhas nesse
controle, devido a localiza¢do das lagartas que habitam, preferencialmente, os ter¢os médio e
inferior das plantas (FERREIRA; PANIZZI, 1978), sendo ainda este inseto um dos grandes
causadores de problemas fitossanitarios na cultura da soja.

Pesquisas sobre a adaptacdo a condi¢des térmicas sdo relevantes para se
obter informagdes sobre o efeito do aquecimento global na distribuicdo e abundancia de
animais ectotérmicos (DIXON et al., 2009). Por conseguinte, considerando-se a importancia
da temperatura para o desenvolvimento dos insetos, este trabalho foi realizado para avaliar a
influéncia de diferentes temperaturas nos aspectos bidlgicos de A. gemmatalis, ao longo de

quatro geragoes.

34 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Cultivo das Plantas e Condigdes da Camara em que Foram Mantidos os Insetos

Os experimentos foram realizados no laboratorio de Ecologia Quimica da
Embrapa-Soja, em Londrina-PR. As plantas oferecidas aos insetos nos bioensaios foram a
cultivar BRS 359RR (AL-83-RS x BRS 262) semeadas em casa de vegetagdo (fotofase 14
horas; T 28°C e UR 65 %), em vasos com capacidade de cinco litros, com 10 sementes por

vaso. Apos o desbaste, foram mantidas cinco plantas por vaso. Para garantir alimento, em
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todo o desenvolvimento da lagarta, realizou-se seis plantios de forma escalonada, com total de
30 vasos em cada plantio. Como alimento, foram utilizadas folhas em estadio V5 (FEHR,;
CAVINESS, 1977). Previamente as folhas foram coletadas, lavadas em hipoclorito de sodio a
5 %, enxaguadas em agua destilada, secas em papel toalha e peciolo foi enrolado em algodao
umedecido com agua destilada para evitar a dessecagdo da folha.

Os parametros bioldgicos foram estudados em camara de criagdo tipo BOD,
sob diferentes temperaturas (25 °C, 28 °C, 31 °C e 34 °C), sendo estas reduzidas em 4 °C no
periodo noturno (baseado nas cartas climaticas do Parana e na oscilagdo didria obtida no setor
de agrometereologia da EMBRAPA-Soja), durante toda a biologia do inseto, com umidade de
70 % = 10 % e fotofase de 14 h . Durante o periodo dos ensaios, a temperatura ¢ a umidade
dentro de cada camara foram registradas em datalogger que armazenava os dados

(temperatura e umidade) a cada minuto, até o limite de 16.000 leituras.

3.4.2 Biologia de A. gemmatalis

Lagartas de A. gemmatalis no final de 2° instar provenientes do laboratério
de criacdo massal da Embrapa Soja, criadas desde a eclosdo em folhas de soja, foram
individualizadas, em copos parafinados com tampas plasticas em suas respectivas
temperaturas. As lagartas foram avaliadas diariamente, observando-se a mortalidade ¢ o
tempo de desenvolvimento de cada estadio. O alimento foi substituido diariamente e o peso de
pupa foi avaliado 48 h ap6s a transformagao.

Ap6s atingirem estagio de pupa, estas foram sexadas, mantidas em copos
plasticos com tampa contendo algoddao umedecido para garantir a umidade necessaria para sua
sobrevivéncia. Apos a emergéncia, os adultos foram colocados em gaiolas de acrilico nas
dimensdes 34 cm x 34 cm x 47 cm (MAGRINI et al., 1996) para abertura das asas e
realizacdo do voo nupcial. As gaiolas foram forradas com papel toalha, contendo recipiente
com alimento 10 g de mel, 60 g de agucar, 1 g de acido sorbico, 1 g de metil parabeno
dissolvidos em um litro de agua destilada (solugdo estoque) e cerveja. Para o preparo da dieta
do adulto, foi retirada uma aliquota da solucao estoque 300 mL e realizada a sua diluicdo em
200 mL de cerveja. Para manter a luminosidade minima necessaria para o acasalamento,
durante o periodo de escotofase, lampadas de 15 watts foram mantidas acesas (HOFFMANN-
CAMPO et al., 1985; MAGRINI, 1993). Apo6s 72 h, os casais foram retirados aleatoriamente
das gaiolas de acrilico e individualizados em gaiolas confeccionadas com tubos de PVC com

20 cm de altura por 10 cm de diametro (MILANO, 2008), totalizando 10 casais por
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temperatura. A extremidade superior dessas gaiolas foi vedada com filme pléstico e na
inferior com tampa de gerbox, na qual foi colocado algodao embebido em alimento. Para a
oviposicdo e coleta dos ovos, a gaiola foi revestida internamente com papel tipo sulfite,
retirado sempre em que foi observada a postura. Os ovos foram levados ao laboratoério e
contados com o auxilio de um microscopio estereoscopico, mantidos em copos parafinados
com algodao umedecido e folhas de soja até a eclosdo. As lagartas ao atingirem 2° instar, nas
respectivas temperaturas, foram utilizadas para a sequéncia das geragdes e bioensaios. Os
casais individualizados foram mantidos na mesma temperatura durante as quatro geragdes,
para a analise da longevidade dos adultos, nimero de ovos e continuidade das geracdes. As
gaiolas com os casais de adultos foram observadas diariamente, substituindo-se o alimento e

anotando-se a mortalidade em cada repeticao.

3.4.3 Analise Estatistica

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com 60
repeticdes. As varidveis analisadas foram: mortalidade de lagartas (%), peso inicial de lagartas
(mg), peso de pupa (mg), tempo de desenvolvimento (dias), longevidade dos adultos (dias),
numero de ovos, razao sexual, ganho de peso e crescimento. A mortalidade e a razdo sexual
foram comparadas pelo teste de qui-quadrado (x?) ao nivel de 5 % de probabilidade. A razio
sexual foi calculada dividindo-se o nimero de fémeas pelo total de individuos. Os resultados
dos bioensaios foram submetidos as andlises exploratorias para avaliar as pressuposicdes de
normalidade dos residuos (SHAPIRO; WILK, 1965), a homogeneidade de variancia dos
tratamentos ¢ a aditividade do modelo (BURR; FOSTER, 1972) para permitir a aplicacdo da
ANOVA. As médias foram entdo comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) (SAS
INSTITUTE, 2009). A anélise de covaridncia (ANCOVA) foi utilizada para estimar o

crescimento e ganho de peso, conforme proposto por Raubenheimer; Simpson (1992).
3.5  RESULTADOS
3.5.1 Efeito de Diferentes Temperaturas sobre a Biologia de A. gemmatalis
Varios aspectos biologicos de A. gemmatalis foram afetados pela

temperatura. Diferencas na porcentagem de mortalidade em funcdo dos tratamentos foram

detectadas em F», através do teste de xz (3; 0,05) (Tabela 3.1).
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Maior porcentagem de mortalidade ocorreu a 28 °C e a 31 °C em F,. A
31°C observou-se alta mortalidade dos adultos, somada a falta de sincronia na emergéncia de
machos/fémeas e uma menor quantidade de ovos, o que impossibilitou continuidade por
mais uma geragdo. Alteracdes na mortalidade ao longo das gera¢des foram observadas
somente em F, a 28 °C. Apesar de ndo ter sido observado alta mortalidade, nos insetos
mantidos a 34°C, estes apresentaram deformidades e ovos inviaveis, 0 que ndo permitiu a

continuidade das geracdes.

Tabela 3.1 — Mortalidade (%) de Anticarsia gemmatalis submetidas a diferentes
temperaturas, por quatro geracdes em folhas de soja.

Temperatura
Geragdo 25 °C 28 °C 31°C 34 °C
Fo 15,00 a A* 11,66 b A 25,00 a A 13,33 A
Fi 2333aA 2333b A 18,33 a A
F> 15,00 a B 2833a A 30,00a A _
Fs 18,33a A 11,66 b A

*Médias seguidas de mesma letra mintiscula nas colunas e maiuscula nas linhas ndo diferem pelo teste y* a 5%
de significancia.
—ndo houve sobreviventes.

O peso inicial, duragao das fases larvais, pré-pupal e de pupa, assim como o
tempo de desenvolvimento total dos insetos foram afetados pelo aumento da temperatura. Em
Fy as lagartas ndo apresentaram diferenca nos pesos iniciais, nas temperataturas 25 °C e 31 °C
(Tabela 3.2). O maior peso inicial foi observado em insetos mantidos a 28 °C e o menor em
34 °C. Apesar de terem sido observadas diferengas nos pesos iniciais, isto ndo influénciou no
peso de pupa, que foram similares.

De modo geral, a duragdo em dias em todos os instares foi maior em insetos
da temperatura 25 °C, assim como nas fases de pré-pupa, pupa e desenvolvimento total. Por
outro lado encurtamento no ciclo do inseto foi observado em insetos mantidos a 34 °C

(Tabela 3.2).
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Tabela 3.2 — Peso inicial (mg), peso de pupa (mg), tempo de desenvolvimento em cada instar,
pré-pupa, pupa e tempo total de desenvolvimento em dias (média + EP) de A.
gemmatalis criadas em folhas de soja submetidas a diferentes temperaturas, em
uma geragao (Fo).

Total de
Peso inicial Peso de Pupa Pré- pupa Pupa (dias)  desenvolvimento
(mg) (mg) (dias) (dias)
25°C 3,32+0,07b 199,19+398a 1,58+0,08a 9,32+0,07a 26,70+0,13a
28°C 410+0,09a 197,73+4,42a 1,27+0,07b 8,16+0,06b 2290+0,11Db
31°C 290+0,11b 19430+4,89a 1,00£0,00c 7,58+0,08c 22,41+0,19b
34°C 2,13+0,05¢ 200,77+6,68a 1,02+0,02c 7,12+0,10d 19,54+0,13¢

Meédias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade

Ao avaliar os insetos mantidos em 25° C, 28° C e 31° C, durante trés

geragdes, observou-se maior peso inicial em insetos mantidos a 31°C em Fj, no entanto, em

F, este tratamento apresentou o menor peso inicial. Influéncia da temperatura nos pesos de

pupa pode ser detectada em insetos mantidos a 28° C (F;) e em 31° C (F,) esses tratamentos

apresentaram os menores pesos de pupa, nas respectivas geracdes (Tabela 3.3). Lagartas

criadas a 25°C em F, apresentaram os maiores pesos iniciais (Tabela 3.3). Maior duracdo da

fase larval foi observada em insetos mantidos a 25° C, seguidos de 28°C. A menor duragdo da

fase larval (F; e F;), pré pupa e pupa foram observados em 31°.



39

Tabela 3.3 — Peso inicial (mg), peso de pupa (mg), desenvolvimento da fase larval, pré-
pupa, pupa e tempo total de desenvolvimento em dias (média = EP) de A.
gemmatalis criadas em folhas de soja e submetidas a diferentes temperaturas,
por trés geracoes.

25°C 28°C a1°C
Peso inicial (mg)
Fo 32620060 B 406009 ah 3000110 E
F1 32720080 B 313x008cE 4250 10ah
F2 381006 ak 3650090 A 3030090 B
Peso de pupa (mg)
Fo 19212+413ah | 19855 x4, 16ah | 15366x475al
F1 21542 +440ab A 1BE 04357 aB | 20458+ 58%a A
197 207023483 A 168214120 EB 12726 £378L C
Tempo de desenvolviments da fase larval (dias)
Fo 1579+ 007 ah 1257+ 0,10aB | 1388+ 0,15aFB
F1 1532+ 0120 & 1284+ 012aB | 11,74+ 00%cC
F2 1533+ 0080 A4 1269+011ak 1262+ 0,170 C
Pré-pupa (dias)
Fo 1,52+007a ks 1.28+006b B 1,02£002aC
F1 1,210,060 A 1,15+ 004 b AR 1,00£005aE
F2 1110040 B 1722007 a b 104004 ak

Meédias seguidas de mesma letra minuscula nas colunas e maitiscula nas linhas ndo diferem pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

O tempo de desenvolvimento da fase de pupa ndo foi influenciado durante
as trés geragdes, observando-se apenas o efeito das temperaturas (Tabela 3.4), onde a duragdo

desse periodo foi inversamente proporcional ao aumento da temperatura.

Tabela 3.4 — Duragdo média da fase de pupa em dias (média + EP) de A. gemmatalis criadas
em folhas de soja e submetidas a diferentes temperaturas, média de trés

geracoes.
Duragéo da fase de pupa (dias)
25"z 28 3212
938 £ 0,04 a 827+ 0,04b 774 £ 005¢
Duracio da fase de pupa (dias)
252 28 31°C
938 £ 004 a 827+ 004 b 774 £ 005¢

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Temperaturas mais baixas proporcionaram maior duragdo do ciclo do inseto,
sendo o inverso observado em insetos mantidos em altas temperaturas. Insetos mantidos a 25°
C apresentaram maior tempo de desenvolvimento total (soma do periodo de incubacdo dos
ovos, fase larval e duracdo da fase de pupa), fato este que se manteve constante ao longo das
geracdes (Figura 3.1). Em F os tratamentos 28° C e 31° C ndo diferiram com relagdo a essa

variavel, no entanto diferenca significativa pode ser observada em F; e F,.

Figura 3.1 — Tempo total de desenvolvimento (dias) de insetos criados em folhas de soja
BRS 359RR e submetidos a diferentes temperaturas durante trés geragoes.
Médias seguidas da mesma letra mintscula correspondem as geragdes e
maiuscula entre as geragdes nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

W31°C
cB MW2IE"C
F2 bA Ozs°c
ag
cC
F1 b AB
aB
b A
FO bB
ah
0 5 10 15 20 25 30

Tempo total de desenvolvimento (dias)

A avaliacdo dos parametros bioldgicos de A. gemmatalis durante quatro
geracdes foi possivel somente nas temperaturas de 25° C e 28° C. Nestes tratamentos, a
resposta dos insetos manteve-se relativamente constante durante as geragdes com relacdo as
variaveis peso incial, peso de pupa (28° C; F1 a F3) e tempo de desenvolvimento (Tabela
3.5). A 25° C, o peso de pupa foi influenciado pelo tratamento ao longo das geragdes,
havendo um aumento nas geracdes F1 e F3. Redugdo da fase de pupa e tempo de

desenvolvimento dos insetos foi observada em ambos os tratamentos em F3.
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Tabela 3.5 - Peso médioinicial (mg), peso de pupa (mg), desenvolvimento da fase larval,
pré-pupa, pupa e tempo total de desenvolvimento em dias (média + EP) de A.
gemmatalis criadas em folhas de soja e submetidas a diferentes temperaturas,
por quatro geragoes

25°C 28° C
Peso inicial (mg)
FO 3,26+ 0,06b B 4,02+0,09aA
F1 328+0,08b A 3,13£0,08c A
F2 3,810,062 A 3,67+0,08b A
F3 3,58+£0,09ab A 3,49+0,08b A
Peso de pupa (mg)
FO 199,19 £4,13c A 198,07 +4,11a A
Fl1 216,35+ 4,40 ab A 188,04 +3,57aB
F2 207,02+ 3,48 bc A 168,54 +3,77b B
F3 229,09 + 6,80 a A 193,33+4,39aB

Tempo de desenvolvimento da fase larval (dias)

FO 15,79 £0,07a A 13,58 +0,09aB
F1 1526 +0,11 b A 13,84 +0,12a B
F2 15,33+ 0,08b A 13,65+0,10a B
F3 15,54 +0,20 ab A 13,64 +0,08aB
Pré-pupa (dias)
FO 1,52+0,07a A 1,28+0,06bB
F1 1,22+0,06b A 1,15+£0,04b A
F2 1,L11£0,04b A 1,87+0,09aB
F3 1,31 +£0,07ab A 1,07+0,03bB
Pupa (dias)
FO 9,31£0,07a A 8,18+ 0,06 aB
Fl1 9,44+ 0,08 a A 8,32+0,07aB
F2 9,41 £0,08 a A 8,39+0,08aB
F3 8,37+£0,09b A 7,83+ 0,09b B
Tempo total de desenvolvimento (dias)
FO 26,62+0,12a A 23,04 +0,12bc B
F1 25,93+0,14b A 23,32+0,16b B
F2 25,86 +£0,12b A 23,92+0,16aB
F3 2522+0,19¢c A 22,54 +0,13 ¢ B

Meédias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas e maitiscula nas linhas nao diferem pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade

O teste de y* (p>0,05), ndo apontou influéncia dos tratamentos e das
geracdes na razao sexual dos insetos (Tabela 3.6), ressaltando-se que em F3 na temperatura de

31 °C, ndo tiveram sobreviventes, assim como em 34°C, a partir de F;.
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Tabela 3.6 — Razdo sexual de A. gemmatalis em (25°C, 28°C, 31°C e 34°C) durante quatro

geragoes.
Temperatura
Geracdo 25°C 28 °C 31°C 34°C v’
Fo 0,55 0,58 0,56 0,54 0,26™
F| 0,61 0,39 0,46 B 5,03 ™
F, 0,55 0,58 0,57 B 0,07 ™
F3 0,59 0,55 021"
x’ 0,51"™ 556 ™ 1,45™

% a 5% de significancia. ns- Ndo significativo —ndo houve sobreviventes

O numero de ovos foi afetado pelas temperaturas. Na primeira geracao
maior quantidade de ovos pode ser observada nos tratamentos 25°C, 28°C e 31°C. O numero
de ovos foi menor a 34°C, sendo todos inviaveis, o que impossibilitou a continuidade das

geragdes nesse tratamento (Tabela 3.7).

Tabela 3.7 — Numero de ovos, de A. gemmatalis em quatro temperaturas (25°C, 28°C, 31°C e
34°C) na primeira geragao.

Numero de ovos

25°C 28 °C 31°C 34°C

539,20 + 70,24 a 410,30 + 53,36 a 402,90 + 13,66 a 109,70 + 29,44 b

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas linhas ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

O nuamero de ovos ndo apresentou diferenga significativa dentro dos
tratamentos ao longo das geragdes, sendo apresentada a média geral de todas as geragdes

(Tabela 3.8). Reducdo nesta varidvel pode ser observada em temperaturas mais elevadas

(31°C).

Tabela 3.8 — Numero médio de ovos, de A. gemmatalis em trés temperaturas durante trés

geragoes.
Numero de ovos
25°C 28 °C 31°C
526,30 + 23,82 a 478,90 + 20,89 a 393,83 +£ 12,42 b

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas linhas ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Ao avaliar o namero de ovos em insetos mantidos em 25° C e 28° C durante

quatro geragdes, pode-se observar que no primeiro o numero de ovos foi maior (Figura 3.2).

Figura 3.2 — Média do numero de ovos de A. gemmatalis mantidas em temperaturas de 25 °C
e 28 °C, durante quatro geragdes. Médias seguidas da mesma letra nao diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A longevidade das fémeas em F, foi semelhante em todas as temperaturas
adotadas. No entanto, em machos, pode-se observar menor longevidade em insetos mantidos a

34°C nesta geragao (Tabela 3.9).

Tabela 3.9 — Longevidade de machos de A. gemmatalis em quatro temperaturas durante a
primeira geracao.

Longevidade dos machos

25°C 28 °C 31°C 34°C
10,90 £ 0,48 a 11,20+ 0,49 a 10,10+ 0,35 ab 9,10+£0,48b

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas linhas ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Ao longo das geragdes a longevidade dos machos nao diferiu
significativamente dentro dos tratamentos. Contudo, diferenca nesta variavel pode ser
constatada nas fémeas, sendo a maior longevidade observada em F, para todos os tratamentos

(Tabela 3.10).
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Tabela 3.10 — Longevidade de fémeas de A. gemmatalis em (25° C, 28° C ¢ 31° C) durante
trés geracoes.

Longevidade das fémeas

25°C 28 °C 31°C
FO 12,22+ 0,46b A 12,11+ 0,35b A 11,00+ 0,36 b A
F1 12,00+ 0,40b B 13,71+ 0,28 a A 12,22 +0,52ab B
F2 14,87+0,35a A 1425+045a A 12,77+0,36a B

Meédias seguidas de mesma letra maitscula nas linhas e mintsculas nas colunas ndo diferem
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3.5.2 Ganho de Peso e Crescimento

A ANCOVA indicou efeito interativo apenas entre os tratamentos e a
covariavel peso inicial (Tabela 3.11 a), na geracdo FO, e tempo de desenvolvimento larval
(Tabela 3.12 d), em F3. Nao ocorreu efeito interativo entre os tratamentos € a covaridveis
peso inicial e tempo de desenvolvimento larval na sua relagdo com o peso de pupa nas
geracdes. No ganho de peso nao houve efeito do tratamento e das geracdes (F, F» e F3), como

também para o crescimento nas geragdes Fo, F; e F, (Tabela 3.11a,b,c).
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Tabela 3.11 — Analise de covaridncia (ANCOVA) para verificar o efeito dos diferentes
tratamentos no ajuste de peso de pupa pela covariavel peso inicial na geragdo
Fo: 25°C, 28°C, 31°C e 34° (a, b), geracdo F, e F,: 25°C, 28°C (c) e 31°C e na
geragdo F3: 25°C ¢ 28°C (d) em A. gemmatalis.

Variagdo GL Peso de pupa
(Valor de F)

Fo

(&) P e=o inicial (covaridwel) 1 III,ET-'“g
Tratamento 3 0,73
Pesaoinicial x Tratamento 3 3,30
R esiduo 195 -

(b Tratam ento 3 085"
Pesoinicsl 1 0,64"=
R eziduo 195 -

F,eF:

(] Pesoinicial (covaridvel) 2 013"
Trat amento 2 0,26%=
Geragdn 2 248 "
Tratamento x Geragio 1 1,70"
P eso inical ¥ Tratamento 2 098"
Pesoinicial x Geragdo 2 a,05"
Pesaoinicial xtemperatura x geragio 2 0,95"=
R esiduo 413 -

Fs

(d) P esoinicisl (covaridwel) 1 039"
Tratamento 1 010"
Geracio 3 093"
Tratamento x Geracdn 3 1,01%
Pesoinidal x Tratamento 1 2 BEYE
Pesoinicial x Geracio 3 1,01 "
Pesoinidal xtemperatura x geragio 3 0,555"%

R esidun 37s 5

*P <0,05 **P< 0,01, *** P< 0,001, ns- ndo significativo
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Tabela 3.12 — Analise de covaridncia (ANCOVA) para verificar o efeito dos diferentes
tratamentos no ajuste de peso de pupa pela covariavel tempo de
desenvolvimento larval na geragdo Fy: 25°C, 28°C, 31°C e 34° (a, b), geracao
F, e Fa: 25°C, 28°C e 31°C (c) e na geracdo F3: 25°C e 28°C (d) em A.

gemmatalis.
Variagao GL Pesodepupa
(Valor de F}

Fq

(a] Tempo de desenvaolymento (covariavel 1 216 =
Tratamento 3 05"
Tempo de desenvolvim erto xTratamento ! o7a%
Residuo 195 e

(b Tratamento 3 120"
Tempo de desenyolvim ento 1 27w
Residuo 195 e

FieF:

(cl Tempo de desenwolvimento (covariavel 1 1,78 he
Tratamento 2 029"
Geragio 2 0ar "
Tratamerto x Geragio 4 1,024
Tempo de desenwvolvim erto x Tratamento 2 042"
Tempo de desenvolvim ento X Gersgio 2 1.1 o=
T.de desenvoly. ¥ Temperaturs x geragiio 2 1 05"
Residuo 413 -

Fs

() Tempo de desenvolvimenta (covariawel) 1 14,255
Tratamerto 1 280"
Geracio 3 186"
Tratamerto x Geragio 3 1 94"
Tempo de desenvolvim ento x Tratamento 1 387
Tempo de desenyolvim erto x Geracdo ! 200"
T.de desenvaolv. xtemperatura x geragio 3 186"
Residuo 3rs e

*P<0,05, **P< 0,01, *** P< 0,001, ns- ndo significativo

Relagdo positiva entre os fatores peso inicial e peso de pupa (ganho de peso)

foi observada em lagartas mantidas em 25° C e 34° C em F, indicando aumento de peso

proporcional do peso inicial (Figura 3.3).
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Figura 3.3 — Relagdo entre peso de pupa (mg) e peso inicial (mg) de A. gemmatalis criadas ¢
alimentadas com plantas de soja BRS 359RR cultivadas em diferentes
temperaturas (25° C, 28° C, 31° C e 34° C) nas geragoes Fy.
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O crescimento (peso de pupa x tempo de desenvolvimento) (Fig. 3.4)
apresentou uma relacdo positiva com o tempo de alimenta¢do no tratamento 25°C e uma
relagdo negativa em 28°C na geracao F3. No ultimo tratamento, lagartas que prolongaram o

seu tempo de alimentagdo ndo apresentaram aumento proporcional no peso de pupa.

Figura 3.4 — Relagdo entre peso de pupa (mg) e tempo de desenvolvimento (dias) de A.
gemmatalis criadas e alimentadas com plantas de soja BRS 359RR cultivadas
em diferentes temperaturas (25° C, 28° C, 31° C e 34° C), na geracdo Fs.
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3.6 DISCUSSAO

A avaliagdo de A. gemmatalis em diferentes temperaturas durante quatro

geragdes, permitiu avaliar, aspectos bioldgicos, bem como a capacidade de adaptacdo deste
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inseto, a condi¢des térmicas mais elevadas, que sdo esperadas com o aquecimento global. A
capacidade de insetos herbivoros de se adaptar as mudancas climéaticas por meio de alteragdes
fenotipicas e respostas evolutivas rapidas, poderiam reduzir os efeitos adversos de mudancas
climaticas em muitas espécies (BALE et al., 2002).

O aumento da temperatura pode afetar a mortalidade, peso inicial e de pupa,
duragcdo das fases de larva, pré-pupa, pupa, longevidade dos adulos e niimero de ovos
depositados de A. gemmatalis. Em geral, em temperaturas mais elevadas, os insetos
apresentaram maior mortalidade, redu¢do no tempo utilizado para seu desenvolvimento e no
numero de ovos. Resultados similares com relagdo ao aumento da mortalidade associada a
temperaturas mais altas e redu¢do do tempo de desenvolvimento também foram observadas
em A. gemmatalis criadas em dieta artificial ao longo de trés geragdes (SILVA et al., 2012).

A maior mortalidade em insetos submetidos a temperaturas mais elevadas
(28° C e 31° C), pode estar associada a duas teorias, a primeira em que se sugere que os
efeitos do calor sobre as macromoléculas (proteinas, DNA, RNA, lipidos, carboidratos) sdao os
causadores da maior mortalidade (ROTI ROTI, 1982), e a outra aponta para os danos da
membrana celular, como o evento critico (BOWLER, 1987). No entanto, essas teorias
desconsideram o efeito do calor no organismo como um todo. De acordo com Denlinger e
Yocum (1998), existe uma hierarquia na resisténcia térmica que segue macromoléculas,
células, tecido e o organismo inteiro, esta progressdo explica a mortalidade tardia muitas
vezes observada na avaliacdo de tratamentos térmicos sobre insetos. O inseto pode
permanecer vivo depois que foi submetido a elevadas temperaturas, no entanto, pode ndo
conseguir completar o desenvolvimento normal (NEVEN, 2000). Esse fato pode ser
observado neste estudo com A. gemmatalis mantidas a 34°C, onde, apesar da baixa
mortalidade, os adultos apresentaram deformidade nas asas e ovos invidveis. Silva et al.
(2012) observaram o mesmo efeito sobre essa espécie a temperaturas acima de 31°C.

A 34°C, na primeira geragao, observou-se 0s menores pesos iniciais, no
entanto, ndo foi observada diferenca significativa nos pesos de pupa atingidos por estes
insetos. Ao longo das geragdes os menores pesos de pupa apresentados por insetos mantidos a
28° C e 31° C, podem estar relacionados a uma possivel economia energética, onde os insetos
reduzem a atividade metabolica para a manutencao do equilibrio térmico corporal (WATERS;
HARRISON, 2012), o que pode influenciar na assimilacdo nutricional do alimento. Outra
hipotese seria um maior gasto de energia devido a maior movimentagdo dos insetos
submetidos a uma faixa de temperatura superior ¢ inadequada para seu desenvolvimento, o

que resulta na reducao de seu peso (CHAPMAN, 1998).
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A duragdo da fase larval foi reduzida com o aumento da temperatura de
25°C para 34°C. De modo geral, o tempo de desenvolvimento larval em cada instar ou o
tempo de desenvolvimento total reduz exponencialmente com o aumento da temperatura
(RATTE, 1985). No entanto, em alguns casos a aceleragdo do crescimento em insetos
submetidos a temperaturas elevadas envolve altos custos metabolicos que refletem no
insucesso na fase de pupa e reducdo da eficiéncia de armazenamento de lipidios como
observados em Spodoptera exigua - Lepidoptera: Noctuidae (LEE; ROH, 2010).

Redugdo do tempo total de desenvolvimento de A. gemmatalis ao longo das
geragdes foi observado em 25°C e 31° C, o que sugere uma adaptagdo dos insetos aos
diferentes regimes térmicos adotados. Estes resultados diferem dos encontrados por Silva et
al. (2012), onde ao avaliar a mesma espécie em diferentes regimes térmicos, ndo observaram
reducdo desta variavel ao longo das geragdes. Os diferentes resultados obtidos para mesma
espécie, podem estar associados ao emprego de metodologias diferenciadas, para este estudo
empregou-se a oscilagao térmica entre periodos diurnos e noturnos, enquanto no experimento
citado acima utilizou-se a ado¢do de temperaturas constantes.

O numero de ovos foi negativamente afetado por temperaturas elevadas,
sendo o menor numero observado em insetos mantidos a 34°C. Em experimentos realizados
por Milano et al. (2008), redugdo da quantidade de ovos em A. gemmatalis, também pode ser
observada em temperaturas elevadas (35°C), onde, se observou menor frequéncia de copulas e
consequentemente menor nimero de espermatdforos nas fémeas. Esses resultados permitem
sugerir que a menor quantidade de ovos pode estar relacionada a redugdo de cépulas (ndo
avaliada neste estudo) em insetos submetidos a temperaturas elevadas. Em diversos aspectos
biologicos avaliados, os insetos mantidos a 31° C ndo diferirem dos mantidos nas
temperaturas 25 e 28°C na primeira geragdo. No entanto, a biologia de insetos mantidos a 31°
C, foi afetada pela temperatura no decorrer das geracdes, observando-se redug¢do do peso de
pupa, oviposicao e longevidade dos adultos. De acordo com Neven (2000), muitas das
alteracdes no desenvolvimento e na reprodugdo de insetos submetidos a altas temperaturas,
podem estar relacionadas a mudangas no sistema endoécrino, que ainda ndo foram
esclarecidas. A razao sexual ndo foi afetada pelo aumento na temperatura. Estudos realizados
em A. gemmatalis (SILVA et al., 2012) corroboram os resultados obtidos neste trabalho.

Maior longevidade dos adultos pode ser observada em insetos mantidos nas
temperaturas 25 e 28°C que sdo temperaturas ideais para o desenvolvimento deste inseto,
sendo o inverso observado nas temperaturas mais altas. Outros estudos que relacionam a

temperatura ¢ o desenvolvimento dos insetos indicam que o periodo de sobrevivéncia dos
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insetos adultos ¢ mais curto em temperaturas mais elevadas (BARI; LANGE 1980;
MOSCARDI et al., 1981). Estes resultados confirmam também os obtidos por Milano et al.
(2008), ao avaliarem a influéncia da temperatura na longevidade dos adultos de A. gemmatalis
observaram que a longevidade dos adultos decresceu em temperaturas mais elevadas. No
entanto, aumento da longevidade das fémeas em todas as temperaturas pode ser observado no
decorrer das geracdes, o que sugere uma adaptacdo dos insetos aos diferentes regimes
térmicos empregados. Maior longevidade de fémeas de A. gemmatalis ao longo das geragdes,
também foi observada a 25°C, o que ndo pode ser constadado para temperaturas mais
elevadas (SILVA et al., 2012).

Os menores pesos iniciais observados em lagartas submetidas a elevadas
temperaturas, nao influenciaram em seu ganho de peso, que foi proporcional aos apresentados
por insetos que foram mantidos em temperaturas mais amenas. A temperatura pode
influenciar na eficiéncia da utilizagdo dos alimentos. Em baixas temperaturas esta eficiéncia
pode ser suprimida de modo que, mesmo uma dieta de alta qualidade pode ndo aumentar o
crescimento larval (STAMP, 1990). Esta reducdo na eficiéncia da utilizacdo dos alimentos
pode explicar a similaridade dos pesos de pupa de A. gemmatalis nos diferentes regimes
térmicos empregados. O crescimento foi negativamente influenciado pelo aumento da
temperatura, insetos submetidos a 28°C tiveram menor crescimento quando comparados a
25°C. De acordo com Van Der Have e Jong (1996) o crescimento dos animais ectotérmicos €

reduzido com o aumento da temperatura.

3.7 CONCLUSAO

Considerando-se os resultados dos pardmetros bioldgicos avaliados neste
trabalho, pode-se inferir que a populagdo de A. gemmatalis pode ser negativamente afetada
pelo aumento da temperatura, no entanto indicios de adaptagdo aos diferentes regimes
térmicos adotados ao longo das geragdes foram observados. Entretanto, para que se confirme
essa possivel adaptacdo, estudos mais aprofundados de alteragcdes genotipicas e capacidade de
adaptacdo dos insetos, além dos efeitos da temperatura sobre a planta hospedeira e inimigos
naturais sao necessarios para uma melhor compreensdo dos efeitos das mudancgas climaticas

na dindmica populacional dessa praga.
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4 ARTIGO B: EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE ASPECTOS
BIOLOGICOS E SOBREVIVENCIA DE ANTICARSIA GEMMATALIS
HUBNER, 1818 (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) DURANTE QUATRO
GERACOES E NA PRODUCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS EM
SOJA

4.1 RESUMO

A temperatura ¢ um dos fatores abidticos mais importantes que afetam as interagdes
fisiologicas e comportamentais de insetos e plantas. Alteragdes neste fator podem modificar o
grau de infestacdo e a distribuicdo dos artropodes pragas nos agrossistemas, além de
modificar a constitui¢do de metabdlitos secundérios das plantas. Neste estudo avaliou-se o
efeito de quatro temperaturas (25°C, 28°C, 31°C e 34°C) sobre a biologia de Anticarsia
gemmatalis durante quatro geragdes consecutivas e a influéncia destas temperaturas na
concentragio dos flavonoides em folhas de soja. Lagartas de final de 2° instar, criadas desde a
eclosdo na cultivar BRS 359RR, em camaras climatizadas, foram pesadas, individualizadas e
avaliadas diariamente, observando-se a mortalidade, tempo de desenvolvimento, razao sexual,
nimero de ovos e longevidade dos adultos. Para a identificacdo e quantificacdo de compostos
fenolicos, plantas cultivadas em camaras de crescimento nas respectivas temperaturas em V3,
foram analisadas em HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Temperaturas mais
altas proporcionaram aos insetos um encurtamento no ciclo de desenvolvimento, no entanto
nesses tratamentos maior mortalidade, menor nimero e inviabilidade dos ovos foram
observadas. Os pesos de pupa foram maiores nas temperaturas de 25°C e 28°C. A razdo sexual
ndo foi influenciada pelas temperaturas. Maior concentracao de isoflavonoides foi encontrada
em plantas cultivadas a 25°C. A 31°C e 34°C as plantas apresentaram uma alta concentracao
de 4cido salicilico. Os resultados obtidos demonstram que o aumento de temperatura
influéncia no ciclo de desenvolvimento de A. gemmatalis e nas concentragdes de compostos
fenolicos presentes na soja.

Palavras-chave: Mudangas climaticas. Temperatura. Flavonoides. Anticarsia gemmatalis.

TEMPERATURE EFFECT ON BIOLOGICAL ASPECTS AND SURVIVAL OF
ANTICARSIA GEMMATALIS HUBNER, 1818 (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)
AND IN SECONDARY METABOLITES PRODUCTION DURING FOUR
GENERATIONS IN SOYBEAN

4.2 ABSTRACT

Temperature is one of the most important abiotic factors affecting physiological and
behavioral interactions of insects and plants. Changes in this factor can modify the infestation
degree and the distribution of arthropod pests in agricultural systems, in addition to modifying
the secondary plant metabolites composition. This study considered the effect of four
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temperatures (25°C, 28°C, 31°C and 34°C) on Anticarsia gemmatalis’s biology for four
consecutive generations and the influence of these temperatures on the flavonoids
concentration in soybean leaves. Caterpillars at final 2nd instars’, reared from hatching on
BRS 359RR in controlled conditions, were weighed separately and daily evaluated, observing
the mortality, development time, sex ratio, number of eggs and adult longevity. For
identification and quantization of phenolic compounds, plants grown in growth chambers at
respective temperatures until V3 were analyzed by HPLC. Higher temperatures provided a
shortening of the development cycle of insects, however these treatments increased mortality,
and fewer and unfeasible eggs were found. Pupae weights were higher at 25°C and 28°C
temperatures. Sex ratio was not influenced by temperature. Higher concentrations of
isoflavones were found in plants cultivated at 25°C. At 31°C and 34°C plants showed a high
concentration of salicylic acid. The reached results show the influence of temperature
increasing on the cycle development of A. gemmatalis and on the phenolic compounds
concentration present in soybeans as well.

Keywords: Climate change. Temperature. Flavonoids. Anticarsia gemmatalis.

4.3 INTRODUCAO

Na ultima década, um grande numero de eventos climaticos extremos
causou danos aos ecossistemas e a sociedade (COUMOU; RAHMSTOREF, 2013). Ondas de
calor foram observadas em diversas partes do mundo (SCHAR et al., 2004; FOUNDA;
GIANNAKOPOULOS, 2009; KAROLY, 2009; BARRIOPEDRO et al, 2011;
.RAHMSTORF; COUMOU, 2011; NOAA, 2012), o que causou grande numero de mortes
relacionadas ao calor, incéndios florestais e perdas nos sistemas agricolas (COUMOU;
RAHMSTOREF, 2013).

Temperaturas médias globais superiores podem conduzir a ondas de calor
mais severas (DELLA-MARTA et al., 2007; IPCC, 2007) o que pode influenciar nas relagdes
bidticas no ecossistema, tais como relagdes inseto/planta. Os insetos por serem ectotérmicos
podem devido ao seu curto ciclo de vida, responder rapidamente ao aumento da temperatura
(CHEN et al., 2011). Até mesmo ondas de calor prolongadas podem ter impacto significativo
na biologia de insetos (ADAMO; LOVETT, 2011).

Nas plantas, temperaturas elevadas atuam principalmente nas fungdes de
fotossintese (WEIS; JOSEPH, 1988). A taxa fotossintética obedece a uma curva com
caracteristica de sino, na qual o brago descendente esta associado a efeitos deletérios sensiveis
a temperatura, alguns dos quais sao reversiveis e outros ndo (TAIZ; ZEIGER, 2009), podendo
ocasionar perdas na produtividade. O regime térmico tem grande efeito sobre a atividade
enzimdtica das células vivas, sendo assim, variagdes na temperatura levam a escassez ou

acumulo de certos compostos no interior das plantas (BENEDICT; HATFIELD, 1988).
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Dentre as substancias que podem sofrer alteracdes devido ao efeito da temperatura estdo os
metabolitos secundarios (GOBBO NETO; LOPES, 2007), que sdo substancias nao nutritivas,
produzidas por uma espécie vegetal, e que afetam a sobrevivéncia, crescimento,
comportamento, fecundidade ou fertilidade de individuos de outra espécie (KOGAN, 1986;
DESPRES; DAVID; GALLE, 2007). Mudangas na producio desses compostos podem alterar
os niveis de resisténcia das plantas a insetos. Dentro do grupo de metabolitos secundarios,
encontram-se os flavonoides, que atuam na resisténcia de plantas a insetos e patdgenos
(KUBO; HANKE, 1986), e também estdo relacionados a defesa das plantas contra o
desequilibrio da producdo de espécies reativas de oxigénio (estresse oxidativo) que pode
causar a morte celular (BLOKHINA; FAGERSTEDT, 2010).

Os mecanismos bioquimicos da resisténcia de soja a insetos sdo diversos e,
provavelmente, envolvem, variacdo na concentragdo de nutrientes, excitantes alimentares ou
deterrentes, e antibioticos (FISHER et al., 1990). Ainda que a soja e outras leguminosas nao
apresentem metabolitos secundarios com potencial aleloquimico evidente (KOGAN, 1986),
muitos flavonoides, constitutivos ou induzidos, foram identificados em diferentes partes da
planta (HOFFMANN-CAMPO, 1995). Alguns deles tem mostrado efeito antibidtico e/ou
antinutricional em diversos insetos sugadores (PIUBELLI et al., 2003) e mastigadores
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2001, 2006; PIUBELLI et al., 2005; SALVADOR, 2010).

Estudos para a adequacdo térmica dos insetos ou até mesmo simulando
alteragdes da temperatura média global tém sido realizados, sendo na maioria deles utilizadas
temperaturas constantes ¢ em uma gera¢ao. Contudo, apesar da importancia desses estudos, a
ado¢dao de um regime térmico constante nao representa de forma adequada as condi¢des
observadas no ambiente natural. Temperaturas ambientais passam por ciclos didrios
(termoperiodos) em que as temperaturas diurnas sdo maiores que as noturnas. Embora os
termoperiodos diarios formem um padrao sazonal previsivel de mudanga, este padrdo pode
servir como uma fonte de informac¢dao ambiental a ser explorada por meio de adaptagdes
didrias e sazonais que controlam o desenvolvimento e comportamento dos insetos (BECK,
1983). Outra forma de melhor explorar estudos sobre os efeitos de temperaturas mais elevadas
sobre os insetos, ¢ o estudo de varias geragdes, que permitem avaliar, a estabilidade do
comportamento, aspectos bioldgicos e indicam a capacidade de adaptagdo do inseto.

Alteracdes na temperatura, podem afetar aspectos bioldgicos dos insetos
como verificado em experimentos anteriores, no entanto, a forma como essas alteracdes
atuam na produgdo de metabolitos secundarios em plantas de soja e a relacdo desses

metabolitos na biologia dos insetos, ainda ndo foram esclarecidas. Desta forma este trabalho
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teve como objetivo avaliar o efeito de quatro temperaturas sobre a biologia de A. gemmatalis,
alimentadas diretamente nas plantas de soja submetidas as mesmas condi¢des, durante quatro
geragdes consecutivas e a influéncia destas temperaturas na concentragdo dos flavonoides em

folhas de soja.

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Cultivo das Plantas e Condi¢des das Camaras de Crescimento

Para alimentar os insetos, plantas de soja da cultivar BRS 359RR foram
cultivadas em tubetes com terra esterilizada, em casa de vegetacdo com fotoperiodo de 14:10
horas (L:E), temperatura de 28 °C e umidade relativa de 65 %. Ao atingirem o estadio V1
foram transferidas para as cadmaras de crescimento (fitotrons) com as seguintes temperaturas
(25 °C, 28 °C, 31 °C e 34°C), com radiagdo fotossinteticamente ativa de 60umol m” s' e
umidade relativa de aproximadamete 60 %. As plantas foram irrigadas diariamente, com 50
mL de 4gua. Uma vez por semana, as plantas foram irrigadas com solu¢do nutritiva
(BROUGHTON; DILWORTH, 1970) e suplementadas com 1 mL de solu¢do de nitrato de
amoénio (40 g/L). Para garantir alimento, em todo o desenvolvimento da lagarta, foram
realizadas duas semeaduras de forma escalonada, totalizando 200 tubetes por temperatura.

Durante o periodo noturno, todas as temperaturas foram reduzidas em 4° C,
decrescendo gradativamente em 1 °C, a partir das 19:00 horas, sendo esta reducdo realizada
até as 23:00 horas. Entre as 23:00 h e as 5:00 h as tempertaruras minimas adotadas
mantiveram-se constantes. A partir das 5:00 h, as cdmaras foram programadas para acrescer
em 1 °C de forma gradativa, até as 9:00 h. Mantendo-se as temperaturas maximas (25° C, 28°

C, 28°C e 31°C) das 9:00 h até as 19:00 h (Figura 4.1).
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Figura 4.1 — Representacdo da oscila¢do diaria da temperatura em fitotron com 25° C, 28° C,
31°Ce34°C.
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4.4.2 Conducao dos Bioensaios

Ao atingirem o estddio V3, as plantas foram oferecidas a lagartas de A.
gemmatalis (final 2° instar) provenientes do laboratdrio de criagdo massal da Embrapa Soja,
criadas desde a eclosdo em folhas de soja e em suas respectivas temperaturas. Quando as
plantas atingiram o estddio V3, as lagartas foram pesadas e individualizadas e mantidas em
gaiolas confeccionadas em malha perfurada, para que ndo houvesse interferéncia nos
processos fisiologicos da planta. Essas gaiolas foram presas aos tubetes com o auxilio de um
elastico. Quando houve necessidade, a planta foi substituida.

Ao atingirem estagio de pupa, estas foram pesadas 48 h apds a
transformagdo, sexadas e mantidas em copos plasticos com tampa, contendo algodao
umedecido. Apos a emergéncia, os adultos foram colocados em gaiolas de acrilico por 72h
nas mesmas condi¢des citadas para o experimento anterior. Os casais foram retirados
aleatoriamente das gaiolas de acrilico e individualizados em gaiolas confeccionadas com de
tubos de PVC com 20 cm de altura por 10 cm de didmetro (MILANO, 2008), totalizando 15
casais por temperatura. Estas foram vedadas na extremidade superior por filme plastico e na
inferior com tampa de gerbox, contendo algodao embebido em alimento. Para a oviposicao e
coleta dos ovos, a gaiola foi revestida internamente com papel tipo sulfite, retirado sempre em
que foi observada a postura dos ovos, sendo estes levados ao laboratorio e contados com o

auxilio de um microscopio estereoscopico. Os ovos foram mantidos em copos parafinados
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com algodao umedecido e alimento até a eclosdo e as lagartas atingirem 2° instar nas
respectivas temperaturas, sendo estas utilizadas para a sequéncia das geragdes. Os casais
individualizados foram mantidos na mesma temperatura durante as quatro geracdes, para a
analise da longevidade dos adultos, numero de ovos e continuidade das geragdes. As gaiolas
com os casais de adultos foram observadas diariamente, substituindo-se o alimento e

anotando-se a mortalidade em cada repetigao.

4.4.3 Identificagdo ¢ Quantificagdo de Metabolitos Secundarios em Plantas Cultivadas em

Diferentes Temperaturas

4.43.1 Preparo das amostras para a extragdo de compostos

Nas condigdes experimentais citadas nos itens 4.4.1, foram cultivadas
plantas para identificagdo e quantificacao dos flavonoides. Como parametro de comparacao
também foram realizadas extracdes de plantas cultivadas em casa de vegetacdo até o estadio
V3. As amostras de folhas foram coletadas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer (-
20 °C) adotando-se 10 repeticdes por tratamento. Para a extragdo, a segunda e a terceira folhas
trifolioladas de cada planta foi moida no almofariz com nitrogénio liquido. A amostra obtida
foi pesada, e para a extragao dos compostos fenolicos foi adicionado 5 mL de etanol 80 %
HCI (0,001 mmol) e levada ao banho de ultrassom por 20 minutos. As amostras foram
centrifugadas a 9.880 x g a 2 °C por 12 min, secas a vacuo, solubilizadas com metanol 80%

(1,5 mL), filtradas em membrana Millipore® 0,45 pm e analisadas em HPLC.

4.4.3.2 Andlises cromatograficas

Aliquotas de 10 pL do extrato metanolico foram injetadas em HPLC
(Shimadzu, Prominience com controlador CBM-20A; detetor SPD-20A; degaseificador DGU
20A5; Bomba LC-20AT; auto sampler SIL-20A e forno CTO 20A) (Figura 4.2). As andlises
foram realizadas em coluna de fase reversa C18 (250 mm de comprimento ¢ 4,6 mm de
diametro interno, particulas de 5 micra). A fase movel foi composta pelo solvente A composto
de 2 % de 4cido acético (HOAc) e, pelo solvente B composto de uma mistura de metanol,
acido acético e agua (MeOH: HOAc:H,O; 18:1:1). O sistema inicial do gradiente linear foi
de 75% de A e 25% de B, atingindo aos 40 min., a situag¢do inversa, ou seja, 25% de A ¢ 75%

de B. Aos 45 minutos, retornando a situagdo inicial, mantida por 5 min, antes da injecao da
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proxima amostra. O fluxo do solvente foi de 1 mL/min e a absor¢ao de UV foi medida a 260
nm e 280 nm.

Os padroes identificados foram rutina (Cy7H30O16 quercitina 3-O-
raminoglicosidio), genistina (Cy1H2O19, 4°,5,7- thydroxyisoflavone-7glucoside) e sua
aglicona genisteina, assim como das agliconas daidzeina, gliciteina, a fitoalexina gliceolina,
além do 4cido salicilico das marcas Sigma e Fujicco. Para a obtengdo da curva de calibragao
de cada padrado, diferentes dilui¢des de cada substancia foram injetadas no HPLC sendo o
tempo de retengdo e as areas anotadas. Com os valores das areas das substancias padrao e de
suas respectivas concentragdes, foi construido um grafico de dispersao e obtido uma equagao
de regressao linear. Apds injecdo das amostras, o tempo, a area € o espectro foram
comparados com os padrdes e a concentragdo das substancias expressas em micrograma por

grama de tecido fresco.

Figura 4.2 — Imagem do equipamento do HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
utilizado para identificacdo e quantificagdo de compostos secundarios de
extratos vegetais .

4.4.4 Analise Estatistica

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com 100
repeticdes. As variaveis respostas consideradas neste trabalho foram: mortalidade de lagartas
(%), peso inicial de lagartas (mg), peso de pupa (mg), tempo de desenvolvimento (dias),

longevidade dos adultos(dias), nimero de ovos, razao sexual, ganho de peso e crescimento. O
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ganho de peso foi estimado através do ajuste de peso de pupa pela covariavel peso inicial. O
crescimento para os diferentes tratamentos foi obtido pelo ajuste do peso de pupa e pela
covariavel tempo de desenvolvimento. A mortalidade e a razdo sexual foi comparada pelo
teste de qui-quadrado (x?) ao nivel de 5 % de probabilidade. As demais variaveis (peso inicial
e de pupa, tempo de desenvolvimento) foram submetidas as analises exploratdrias para avaliar
as pressuposi¢des de normalidade dos residuos (SHAPIRO; WILK, 1965), a homogeneidade
de variancia dos tratamentos e a aditividade do modelo (BURR; FOSTER, 1972) para
permitir a aplicacdo da ANOVA. As médias foram entdo comparadas pelo teste de Tukey (p <
0,05) (SAS INSTITUTE, 2009). A ANCOVA (analise de covariancia) foi utilizada para
estimar o crescimento e ganho de peso, conforme proposto por Raubenheimer; Simpson
(1992). A razao sexual foi calculada dividindo-se o nimero de fémeas pelo total de
individuos.

As andlises estatisticas dos metabolitos secunddrios foram realizadas com o
programa computacional Sisvar (FERREIRA, 2008), utilizando-se o teste de Tukey a 5% de

probabilidade, para a comparagao das médias.
4.5  RESULTADOS
4.5.1 Influéncia da Temperatura nos Aspectos Biologicos de A. gemmatalis

Os aspectos biologicos de A. gemmatalis foram afetados pelas diferentes
temperaturas. O teste de 3 indicou diferengas na porcentagem de mortalidade em fungdo dos
tratamentos (Tabela 4.1). As maiores mortalidades ocorreram nas temperaturas mais elevadas
(28 °C, 31 °C e 34 °C). Na primeira geragdo a 34 °C a alta porcentagem de mortalidade,
juntamente com a inviabilidade dos ovos, impossibilitou a continuidade das geragoes.
Resposta semelhante foi observada em insetos mantidos a 31 °C na segunda geragdo. Nao

foram observadas altera¢gdes na mortalidade ao longo das geracdes.
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Tabela 4.1 — Mortalidade (%) de A. gemmatalis criadas em folhas de soja submetidas a
diferentes temperaturas, por quatro geragdes

Temperatura
Geracao 25 °C 28 °C 31°C 34 °C
Fo 24,00 a C 25,00 a BC 29,00 a AB 38,00 A
F, 26,00a B 22,00a B 41,00 a A -
F» 27,00 a A 23,00a A - -
F; 22,00 a A 29,00 a A - -
Médias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas e maitiscula nas linhas nio diferem pelo teste x> a 5% de

significancia.
—ndo houve sobreviventes.

O peso inicial, de pupa, duragdo da fase larval, de pré-pupa, de pupa e,
consequentemente, o tempo de desenvolvimento total dos insetos foram influenciados pelas
temperaturas. Na primeira geragdo os tratamentos 31 °C e 34 °C apresentaram os maiores
pesos iniciais. No entanto, nestas temperaturas foram observados os menores pesos de pupa.
O menor periodo de duragdao do tempo total de desenvolvimento foi observado em 34° C,

seguido de 31° C (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 — Peso médio inicial (mg), peso de pupa (mg), fase larval, pré-pupa, pupa e tempo
total de desenvolvimento em dias (média + EP) de A. gemmatalis criadas em
folhas de soja submetidas a diferentes temperaturas, na primeira geracao

25°C 28°C 31°C 34°C
Peso inicial (mg)
3,34+0,08Db 3,02+0,05c 3,64+0,07 a 3,69+0,08a
Peso de pupa (mg)

217,40 £ 5,43 197,88 + 4,39
a 204,52 £5,27 ab 199,59+4,72b b
Desenvolvimento fase larval (dias)

9,09 +0,08 a 8,06 + 0,03 b 8,23+0,05 b  6,49+0,11 ¢
Pré-pupa (dias)

2,00 +£0,00 a 2,00+£0,00 a 1,20+ 0,05 b 1,34+0,06 b
Pupa (dias)

8,86 +0,09 a 7,79+0,09b 8,60+0,10 a 7,90+0,10b
Tempo total de desenvolvimento (dias)

27,96 £0,10 a 25,85+0,10 b 25,09+0,12 ¢ 21,74+0,13d

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Na geragdo F,; insetos mantidos na temperatura de 31 °C apresentaram os

maiores pesos iniciais, quando comparado as temperaturas de 25 °C e 28 °C. Os maiores
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pesos de pupa foram observados em insetos mantidos a 25° C e 31° C. Menor periodo de

duracgdo das fases larval, pupal e total foram observados em 31° C e 28° C (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 — Peso médio inicial (mg), peso de pupa (mg), desenvolvimento da fase larval,
pré-pupa, pupa e tempo total de desenvolvimento em dias (média + EP) de A.

gemmatalis criadas em folhas de soja submetidas a diferentes temperaturas, por
duas geragoes (F, e Fy)

25°C 28 °C 31°C
Peso inicial (mg)
FO 3,34+ 0,08b B 3,02+ 0,05bC 3,64£0,07b A
Fl 4,26 +0,06aB 4,160,062 B 4,48 +0,06a A
Peso Pupa (mg)
FO 217,40+£543b A 204,52 +£527aAB  199,59+4,72b B
F1 219,50+ 5,01 b A 195,30 +4,90a B 232.35+431aA
Desenvolvimento da fase larval (dias)
FO 9,09+ 0,08 a A 8,06+ 0,03 a B 8,23+£0,05aB
F1 8,46 £ 0,07b A 7,71 £ 0,06 b B 6,91 +0,09b C
Pré - pupa (dias)
FO 2,00+ 0,00 a A 2,00 +0,00 a A 1,20 £ 0,05 *
Fl 1,74£0,05b A 1,74+£0,05b A 1,00 + 0,00 *
Pupa (dias)
FO 8,86 £0,09a A 7,79 +£0,09b B 8,60£0,10a A
F1 8,76 £ 0,06 a A 7,95+0,04b B 7,71 0,09 b B
Tempo total de desenvolvimento (dias)
FO 27,96 £0,10a A 2585+0,10a B 25,09+0,12aC
F1 26,97 +0,09b A 25,40+ 0,10b B 21,64 +£0,12b C

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas colunas e maitscula nas linhas ndo diferem pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.
*Para a variavel pré- pupa na temperatura 31°C, ndo houve interagao.

Reduc¢ao no peso inicial ao longo das geragdes (F, e F3) foi observada em
insetos mantidos a 25 °C, o que ndo influenciou em seu peso de pupa, os maiores pesos de
pupa deste tratamento foram observados nessas geragdes. Diferencas no tempo de
desenvolviemtno total puderam ser observadas ao longo das geracdes, havendo uma redugdo

em 25 °C (Fy, F, e F3) (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4 — Peso médio inicial (mg), peso de pupa (mg), fase larval, pré-pupa, pupa e tempo
total de desenvolvimento em dias (média + EP) de A. gemmatalis criadas em
folhas de soja submetidas a diferentes temperaturas, por quatro geracoes (Fo, F,

Fz (¥ F3)
25 °C 28 °C

Peso inicial (mg)
Fo 3,34+ 0,08bB 3,02+0,05¢C
F, 426+0,06aB 4,160,062 B
F» 2,79+ 0,04 c B 337+0,06b A
F; 2,67+0,04cB 4,19+0,08a A

Peso Pupa (mg)
Fo 217,40+ 543b A 204,52 +5,27 a AB
F, 219,50 £5,01 b A 19530 +4,90a B
F, 25290 +3,88aA 209,18 +4,34aB
F; 247,50 £4,35a A 202,93 +5,14aB

Desenvolvimento da fase larval (dias)

Fo 9,09+0,08aA 8,06+ 0,03bB
F, 8,46 £0,07b A 7,71 £0,06 ¢ B
F, 8,53+£0,06b A 8,15+0,11bB
F; 8,68+£0,05bB 9,08 £0,04 a A

Pré - pupa (dias)
Fo 2,00+ 0,00 a A 2,00+£0,00 a A
F, 1,74+£0,05b A 1,74+£0,05b A
F» 1,93+0,03a A 1,91 +£0,03a A
F; 1,94+£0,02a A 1,63 +0,06 b B

Pupa (dias)

Fo 8,86+0,09aA 7,79 +0,09b B
F, 8,76 £ 0,06 a A 795+0,04bB
F, 8,44+ 0,06b A 7,83 +0,05b B
F; 8,37+£0,06b A 8,55+0,07aA

Tempo total de desenvolvimento (dias)

Fo 27.96+0,10 a A 25,85+0,10b B
F, 26,97+ 0,09b A 2540+0,10c B
F» 26,90+ 0,06 b A 25,88+0,11bB
F; 26,99+ 0,09b B 27,26+ 0,09 a A

Meédias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas e maitiscula nas linhas nao diferem pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade.

A razdo sexual ndo foi afetada pelos tratamentos: o teste de y°, ndo indicou

influéncia dos tratamentos e das geragdes na razao sexual dos insetos (Tabela 4.5).
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Tabela 4.5 — Razao sexual de A. gemmatalis em quatro temperaturas ¢ quatro geragdes.

Temperatura
Geracdo 25°C 28 °C 31°C 34 °C v
Fo 0,51 0,52 0,44 0,58 2,80 ™
F| 0,54 0,59 0,52 B 1,14 ™
F, 0,52 0,54 B B 0,23 "™
F; 0,48 0,54 B B 0,47"™
v 0,57"™ 0,81"™ 1,04 ™

x> a 5% de significancia. ns- Nio significativo —ndo houve sobreviventes

O ntimero de ovos foi maior na temperatura mais baixa 25° C e menor na
mais alta (34° C), na primeira geracdo. A menor quantidade de ovos foi observada em 34° C
e 31° C em FO e F1, respectivamente, o que inviabilizou a continuidade das geracdes. As

temperaturas de 25° C e 28° C, ndo diferiram estatisticamente com relacdo a essa variavel em

F, e F5 (Tabela 4.6).

Tabela 4.6 — Numero médio de ovos, de A. gemmatalis em quatro temperaturas ¢ quatro
geragoes.

25°C 28 °C 31°C 34°C
Numero de ovos
Fo 552,53 +12,45aA 463,06+1239bB  457,07+23,69aB 228,00 +20,27C
Fi 569,47+10,15aA  483,30+8,93bB  312,65+35,69bC
F, 590,57+16,05aA 586,00+ 16,26a A
F; 598,73+1092aA 59587+15,71aA

Médias seguidas de mesma letra minascula nas colunas e maitscula nas linhas ndo diferem pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.
- Néo houve sobreviventes

Na primeira geracdo a temperatura de 25° C proporcionou uma maior
longevidade das fémeas, quando comparadas aquelas que se desenvolveram a 34° C. A

longevidade dos machos nao foi afetada pelas temperaturas (Tabela 4.7).
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Tabela 4.7 — Longevidade de machos e fémeas de A. gemmatalis em quatro temperaturas, na
primeira geracao.

Longevidade de adultos (dias)

25°C 28 °C 31°C 34°C
Fémeas
Fo 12,28+0,37A 11,57+ 0,31 AB 11,54+0,24 AB 10,50+0,50 B
Machos

11,13+ 0,39 A 10,40 £ 0,41 A 10,73+ 0,43 A 9,67+0,56 A

Médias seguidas da mesma letra nas linhas ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Ao avaliar a média geral da longevidade dos adultos criados nas
temperaturas 25°C, 28° C e 31° C pode-se observar o efeito significativo do fator geragdes
para fémeas e machos, onde o aumento da longevidade pode ser constatado com a avaliagdo

de mais uma geracgao (Tabela 4.8).

Tabela 4.8 — Longevidade média de fémeas e machos de A. gemmatalis. Média geral das
temperaturas (25° C, 28° C e 31° C) em duas geragdes.

Longevidade de adultos (dias)

Geragdo Fémeas Machos
Fo 11,56+ 0,22 b 10,86 £ 0,21 b
F, 12,81+ 0,23 a 1225+ 0,18 a

Meédias seguidas da mesma letra nas colunas nao diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Na longevidade dos machos, foi observada efeito das diferentes

temperaturas. A maior longevidade foi observada em insetos mantidos a 31° C (Tabela 4.9).

Tabela 4.9 — Longevidade de machos de A. gemmatalis, mantidos em 25° C, 28° C ¢ 31° C.
Média geral de duas geracoes

Temperatura Longevidade dos Machos (dias)
25°C 11,70 + 0,24 ab
28°C 10,96 + 0,26 b
31°C 12,03 +0,30 a

Médias seguidas da mesma letra nas colunas nio diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Na longevidade de fémeas e machos em quatro geracdes nas temperaturas

25° C e 28° C, ndo se observou efeito significativo da temperatura. No entanto foi observado
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efeito das geragdes. Os insetos mantidos nessas temperaturas apresentaram maior longevidade

tanto de machos como das fémeas no decorrer das geracdes (Tabela 4.10).

Tabela 4.10 — Longevidade de fémeas ¢ machos (dias) de A. gemmatalis. Mantidas em 25° C
e 28° C, média geral das duas temperaturas durante quatro geracoes.

Longevidade de adultos (dias)

Geracao Fémeas Machos
Fo 11,92 +0,25b 10,76 £ 0,28 ¢
Fi 12,73+ 0,27 b 11,90+ 0,17 b
F, 14,76 £ 0,26 a 13,67+0,31 a
F; 14,58+ 0,23 a 13,89+ 0,28 a

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Nao houve efeito interativo do peso inicial com o peso de pupa, tampouco
do tempo de desenvolvimento ¢ peso de pupa, na ANCOVA. Dessa forma, assumiu-se a

validade dos dados obtidos pela ANOVA, sendo os valores expressos na média de cada fator.

4.5.2 Influéncia da Temperatura no Metabolismo Secundario de Plantas de Soja

Ao analisar as substancias do metabolismo secundario presentes na cultivar
de soja BRS 359 RR cultivadas em fitotron, foram identificados os seguintes compostos: as
isoflavonas glicosidicas (daidzina, genistina e glicitina), as malonis (daidzina, genistina e
glicitina), as agliconas (daidzeina e genisteina) acetil daidzeina, e &4cido salicilico. As
substancias daidzina, genistina, malonis (daidzina e genistina) e genisteina foram
identificadas em todos os tratamentos (Figura 4.3). A maior concentragao foi observada na
temperatura 25 °C, quando comparado as demais temperaturas.

A aglicona daidzeina foi identificada em todos os tratamentos exceto em
casa de vegetagdo. A maior concentracdo dessa substancia foi observada em 25°C de plantas
que se desenvolveram a 34°C. Pequena concentragao de acetil daidzina foi identificada em
plantas cultivadas as 25°C e 31°C, sendo esta maior a 25°C. O composto acido salicilico ndo
foi identificado em plantas cultivadas a 25°C e 28°C. Entretanto este fenolico foi observado

em plantas cultivadas em temperaturas mais elevadas 31°C e 34°C.
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Figura 4.3 — Concentragdo de compostos secundarios em folhas de soja BRS 359RR no estadio V3 cultivadas em diferentes temperaturas (25
°C; 28 °C; 31 °C; 34 °C). Médias seguidas da mesma letra entre as temperaturas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
100 - a O Daidzina 300 - 5 0O Mal-Daidzina
350 - fi OGenistina  7pp - T O Mal-genistina
300 A Glicitina 600 - @ Mal-Glicitina
a
250 - L 500 -
5 —_—
200 - 200 -
150 - 300 -
100 - - 200 - 1
b b b b
50 4 ¢ be a b be 100 - b b b
b h becy b b bb ¢ a B Th 3
0 _._:=|j : .._._E_%h__;__ﬁi—__:_ ; 0 | e _;_EI_'lza - I-:EITI— ; 2
Casade 25°C 28°C 31°C 34°C Casade 25°C 28°C 31°C 34°C
vegetacao vegetacao
20 - ODaidzeina 60 - O Acetil daidzina
a a
18 - OGenisteina a OAc Salicilico
16 - 50 -
= 14 - .y
S -
B
© 10 - 30 -
S :
£ 6 a 20
[¥] b b
4 - c 10 - b
= B
G 55 b c b C
0 . . . . , 0 : IEI . . . .
Casade 25°C 28°C 31°C 34°C Casade 25°C 28°C 31°C 34°C

vegetacao vegetacdo



66

O pterocarpano gliceolina foi observado nos extratos de plantas cultivadas
em casa de vegetagdo e submetidas a diferentes temperaturas (25° C, 28° C e 31°C). Maior
ocorréncia ocorreu em plantas cultivadas a 25°C (Tabela 4.11), onde esta fitoalexina foi
observada em 50% das repeti¢des. Em 28° C e 31°C esse composto foi identificado em até
trés repeticdes. Plantas submetidas a temperaturas mais elevadas 34°C, ndo foi identificada a

presenca desta substancia.

Tabela 4.11 — Ocorréncia de gliceolina em extratos de tecido foliar da cultivar BRS 359RR
cultivadas em diferentes temperaturas, avaliada em dez reperigdes

Tratamento Ocorréncia de Gliceolinas
Casa de vegetacao +
25°C ++
28°C +
31° C +

34°C -

- auséncia de gliceolina
+ ocorréncia de gliceolina em duas a trés repetigdes
++ ocorréncia de gliceolina em cinco repeti¢des

4.6 DISCUSSAO

O aumento da temperatura afetou os parametros biologicos de A.
gemmatalis, como ja observado no capitulo anterior e por Silva et al. (2012). Insetos mantidos
em temperaturas mais elevadas apresentaram maior mortalidade. Fato este, que pode estar
relacionado aos efeitos deletérios de elevadas temperaturas sobre as macromoléculas e/ou
membrana celular (ROTI ROTI, 1982; BOWLER 1987). As altas temperaturas tendem a
matar as células através da desnaturacao das proteinas, alterando a estrutura e propriedades da
membrana e de enzimas, ¢ também pela desidratagio (CHAPMAN, 1998; GULLAN;
CRANSTON, 2005). O efeito de elevadas temperaturas nos processos fisioldgicos pode em
alguns casos ndo causar alta mortalidade nos insetos, contudo pode afetar as condigdes
normais de crescimento dos mesmos (NEVEN, 2000). O que pode ser observado a 31°C e
34°C, onde a deformidade dos adultos, a reducdo das posturas e a inviabilidade dos ovos
impossibilitaram, nestes tratamentos, o estudo de quatro geragdes.

De modo geral insetos submetidos a temperaturas elevadas apresentaram os

maiores pesos iniciais € os menores pesos de pupa. O menor peso de pupa pode estar
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relacionado a redugdo da atividade metabolica. Para a manutengdo do equilibrio térmico
corporal, os insetos diminuem a atividade metabdlica (WATERS; HARRISON, 2012) o que
pode reduzir a assimilacao nutricional do alimento, diminuindo assim o seu peso corporeo.

A duracio da fase larval, de pré-pupa, de pupa e desenvolvimento total de A.
gemmatalis foi reduzida com o aumento da temperatura. Fato este, que corrobora com
resultados obtidos em estudos realizados com a mesma espécie alimentada em dieta artificial
e submetida a diferentes regimes térmicos (SILVA et al., 2012), e também em outras espécies
de Lepidopteros: Spodoptera cosmioides (Lepidoptera: Noctuidae) (BAVARESCO et al.,
2002) Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) (BUSATO et al., 2005) e Earias
insulana (Lepidoptera: Noctuidac) (KANDIL, 2013). Em geral o aumento da temperatura
reduz exponencialmente o tempo de desenvolvimento em ectotérmicos (RATTE, 1985), o que
sugere que a remocao de hormonio juvenil ou a secrecdo de ecdisona podem ser fortemente
sensiveis a temperatura (DAVIDOWITZ et al., 2003).

O encurtamento do ciclo em insetos mantidos em altas temperaturas implica
em custos metabolicos, que refletem no insucesso na fase de pupa e reducdo da eficiéncia de
armazenamento de lipidios como observados em outra espécie de lepidoptero Spodoptera
exigua, Lepidoptera:Noctuidae (LEE; ROH, 2010). Estudos sobre a relagdo da temperatura
com aspectos bioquimicos de Earias insulana (Lepidoptera: Noctuidae), demonstraram que
temperaturas elevadas (32°C e 37° C), reduzem a concentragdo total de proteinas, lipideos,
glicose e enzimas larvais o que pode causar inibicdo no metabolismo, bem como impactar
negativamente a potencialidade reprodutiva (KANDIL, 2013), assim como outros aspectos
biologicos.

Pupas com menor massa, como observado em temperaturas elevadas,
originam adultos de tamanho inferior, e como essas variaveis tém sido intimamente
relacionadas a fecundidade de insetos, estes possuem chances menores de produzir
descendentes. Em ectotérmicos a temperatura ¢ um fator abiotico extremamente importante na
determina¢do do tamanho corporal (KLOK; HARINSSON; 2013). A relacdo entre o peso de
pupa e fecundidade foi estudada em insetos da ordem Diptera (Molophilus ater), onde se
observou um acréscimo na fecundidade em média 4-5 ovos com um aumento de 0,1 mg no
peso de pupa (HADLEY, 1971). No presente estudo menor quantidade de ovos foi observada
em insetos mantidos a 34°C, que também apresentaram menores pesos de pupas. Assim,
sugere-se que a massa da pupa influenciou negativamente na fecundidade destes insetos.
Além da biomassa da pupa, um outro fator que pode influenciar na reprodugdo e

consequentemente na fecundidade dos insetos, sdo as repostas comportamentais a
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temperaturas elevadas. Em temperaturas extremas (35° C), Milano et al. (2008) observou
pouca movimentagdo de A. gemmatalis e alimentagdo constante, mesmo no periodo de
escotofase, o que pode ser causado pela desidratagdo. Segundo o mesmo autor,
adicionalmente a menor movimentagdo pode ter havido influéncia da temperatura na
frequéncia de copulas; fémeas desenvolvidas nessas condigdes apresentaram menor nimero
de espermat6foros e, consequentemente menor numero de ovos. A reagdo dos insetos frente a
extremos térmicos pode variar entre as espécies, provocando alteracdes no metabolismo dos
mesmos e, por consequencia no comportamento e reproducao (CHAPMAN, 1998).

No decorrer das geragdes redugdo do numero de ovos também foi observada
em insetos submetidos a 31° C. Este resultado confirma os obtidos por Milano et al. (2008),
em que adultos de A. gemmatalis mantidos a 30° C, apresentaram menor fecundidade,
longevidade das fémeas, e viabilidade dos ovos quando comparados a 25°C. Entretanto, o
aumento da temperatura nao afetou a razdo sexual dos insetos, confirmando os dados obtidos
por Silva et al. (2012).

Menor longevidade dos adultos foi observada em insetos mantidos a 34° C
sem distingdo de sexo. Nao houve diferenca na longevidade em insetos mantidos a 25° C, 28°
C e 31° C. Em outros estudos sobre o efeito da temperatura no desenvolvimento dos insetos,
indicaram que o periodo de sobrevivéncia dos insetos adultos ¢ mais curto em temperaturas
mais elevadas (BARI; LANGE 1980; MOSCARDI et al., 1981), como foi observado no
presente trabalho.

Ao longo das geragdes, reducdo do tempo total de desenvolvimento e maior
longevidade dos adultos em 25°C, 28° C e 31° C e aumento do peso de pupa em 25° C e
31°C, puderam ser observados em A. gemmatalis, o que sugere uma adaptagdo dos insetos aos
diferentes regimes térmicos adotados. Estes resultados diferem dos encontrados por Silva et
al. (2012), onde ao avaliar a mesma espécie em diferentes regimes térmicos, ndo observaram
reducdo desta variavel ao longo das geracdes. Os diferentes resultados obtidos para mesma
espécie, podem estar associados ao emprego de metodologias diferenciadas, para este estudo
empregou-se a oscilacdo térmica entre periodos diurnos e noturnos, enquanto no experimento
citado acima utilizou-se a adog¢ao de temperaturas constantes.

Nos extratos foliares de soja cultivadas sob diferentes temperaturas foram
identificados os isoflavonoides: daidzina, genistina, glicitina, malonis (daidzina, genistina e
glicintina), daidzeina e genisteina, acetil daidzina, a fitoalexina gliceolina, além do fitormonio
acido salicilico. Os isoflavondides sdo reconhecidos por desempenhar uma grande variedade

de funcgdes como: precursores da producdo de fitoalexinas (LOZOVAYA et al., 2007),
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inibidores do ataque de patdégenos (NAOUMKINA et al., 2007) e resisténcia de plantas a
insetos (ZHOU et al., 2011).

Em geral, menor concentracio de isoflavonoides foi observada com o
aumento da temperatura. Varios trabalhos tém sido realizados para verificar a influéncia da
temperatura na producao de flavondides em sementes e vagens de soja. Reducao significativa
na concentragdo de isoflavonas nas sementes em maturagao foi observada em clevadas
temperaturas (TSUKAMOTO et al., 1995). O aumento da temperatura de 18 ° C para23 °Ce
28° C durante o desenvolvimento da semente acarretou em decréscimo do contetido total de
1soflavona em cerca de 65 % e 90 % respectivamente (CALDWELL; BRITZ; MIRECKI,
2005). Estresse de alta temperatura [33/25 ° C (temperaturas dia / noite)] imposta no final do
periodo reprodutivo (R5 -R8) reduziu a concentracdo total de isoflavonas de 46-86 e 20-73 %
em sementes e vagens, respectivamente (CHENNUPATI et al., 2012). No entanto, estudos
sobre a resposta da producdo de metabolitos secundarios em folhas de soja sob elevadas
temperaturas ainda sdo escassos.

No presente estudo maior concentragdo de isoflavonoides foi encontrada em
folhas de plantas cultivadas a [25/21 ° C (temperaturas dia/noite)], limite inferior de
temperatura adotado. Variagdes extremas da temperatura sdo desfavoraveis ao metabolismo
das plantas, de maneira geral. Temperaturas amenas as tornam mais produtivas enquanto as
temperaturas altas incidem negativamente sobre as vias metabolicas das plantas (SANGWAN,
2001). As baixas temperaturas tém influéncias significativas nos niveis de metabolitos
secundarios (GOBBO-NETO, LOPES, 2007). Correlagdo positiva foi identificada entre a
intensidade e a duracao do frio imposto a mudas de milho (Zea mays) e a abundancia de
antocianinas e mRNA para as enzimas chaves da via dos fenilpropanoides, tais como PAL
(fenilalanina amoénia-liase) e chalcona sintase (CHRISTIE; ALFENITO; WALBOT, 1994).
Também demonstrado em folhas de tabaco (Nicotiana tabacum), um aumento de quatro a
cinco vezes de compostos antioxidantes apos submissdo a baixas temperaturas (KOEPPE et
al., 1970)

Dentre os isoflavondides destaca-se a daidzeina e seus conjugados, que sdo
precursores de fitoalexinas, incluindo as gliceolinas (GRAHAM; KIM; GRAHAM, 1990;
LOZOVAYA et al., 2007). As fitoalexinas sdao compotos produzidos pelas plantas em
resposta ao ataque de patdgenos e insetos, € estdo intimamente relacionados a sua defesa
(DUKA; ARDELEAN, 2010). Neste trabalho maior nimero de repeti¢des onde foi constatada

a ocorréncia de gliceolinas foi observada em plantas cultivadas a 25°C, o que pode estar
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relacionado a maior concentragdo de daidzeina e seus conjugados quantificados neste
tratamento.

Em 34°C as plantas apresentaram uma alta concentrac¢do de acido salicilico,
substancia que tem demonstrado grande importancia em processos fisioldgicos relacionados a
adaptacdo dos vegetais, além de estar associada a resposta celular do tipo dano oxidativo, a
diferentes fatores de estresse abidtico (BENEDICT; HATFIELD, 1988) O 4cido salicilico
também tem demonstrado capacidade de se acumular rapitamente em plantas atacadas por
patdgenos e insetos (KANNO et al., 2012), resultando na ativacdo da sinalizacdo de defesa
(HASEGAWA et al., 2010).

Grande parte dos compostos identificados neste trabalho tem sido testados e
relacionados a resisténcia de plantas a insetos. Daidzeina aplicada em discos foliares afetou
negativamente o crescimento ¢ sobrevivéncia da larva do repolho, Trichoplusia ni,
Lepidoptera:Noctuidae (SHARMA & NORRIS, 1991). Genisteina aplicada, seguindo o
mesmo protocolo, em discos foliares, reduziu o consumo de Heteronychus arator, Coleoptera:
scarabaeidae (SUTHERLAND et al., 1980). Os salicilatos também tém apresentado efeitos
adversos sobre insetos, Operophtera brumata, (Lepidoptera: Geometridae) alimentados com
folhas de Salix myrsinifolia com altos niveis de salicilato tiveram seu crescimento € consumo
afetados negativamente (RUUHOLA et al., 2001). Entretanto neste estudo, insetos que foram
mantidos no tratamento em que as plantas apresentaram maior concentragdo de metabolitos
secundarios, foram os que apresentaram menor mortalidade, maiores pesos de pupa e
quantidade de ovos.

O melhor desempenho observado em insetos mantidos no tratamento com
maior concentracdo de metabolitos secunddrios, pode estar relacionado a baixa toxicidade
destes compostos, além da diferente forma de atuacdo destas substidncias conforme sua
concentragdo ¢ a espécie dos insetos. Comparados a muitas outras substancias secundarias, os
flavonoides ndo sdo especialmente toxicos, e tém baixa atividade fisiologica em muitos
insetos (HARBORNE; GRAYER, 1993).

Os isoflavonoides genisteina e daidzeina que tem sido reportados como
substancias importantes na defesa de plantas contra herbivoros, contudo ndo afetam a
sobrevivéncia, crescimento ou fecundidade Lymantria disparda (Lepidoptera:Lymantriidae)
(KAROWE; RADI, 2010). Dependendo da concentragdo e da espécie do inseto podem atuar
de forma diferenciada, como por exemplo o flavonoide rutina que pode ser estimulante
alimentar para o gafanhoto Schistocerca americana (Drury) (BERNAYS et al., 1991) e ou

atuar negativamente na biologia de A. gemmatalis causando prolongamento no ciclo e alta
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mortalidade (GAZZONI et al. 1997; HOFFMANN et al. 2006; SALVADOR et al., 2010).
Além disso, flavonoides com estrutura relativamente parecidas, podem agir de forma diferente
no mesmo inseto (HARBORNE; GRAYER, 1993), como no caso da rutina (quercitina 3-O-
rutinosidio) que funciona como estimulante alimentar para Manduca sexta
(Lepidoptera:Sphingidae), enquanto a quercetina 3-rhamnosidio que possue menor quantidade
de acucar em relacao a rutina age como deterrente (BOER; HANSON, 1987).

Cultivares ou genotipos reconhecidos por sua caracteristica de resisténcia a
insetos como: IAC-100 e PI 227687, apresentam em sua composi¢ao quimica os flavondides
rutina (90 e 350 pg/g) e genistina (44 e 19 ug/g), respectivamente (SALVADOR, 2008). A
rutina tem sido relatada por atuar de forma negativa na biologia de A. gemmatalis (GAZZONI
et al. 1997; PIUBELLI et al., 2005; HOFFMANN et al. 2006; SALVADOR et al., 2010).
Genistina de forma isolada quando adicionada a dieta artificial de A. gemmatalis, ndo causou
efeitos deletérios ao ciclo bioldgico do inseto, no entanto impacto negativo acentuado, foi
observado quando esta substancia foi associada a rutina. O flavonoide rutina, ndo foi
identificado na cultivar BRS 359 RR utilizada nesse trabalho, sendo este um dos fatores que
podem estar também relacionados ao melhor desempenho dos insetos em plantas cuja maior
concentragdo de metabolitos foi identificada.

A composi¢cdo quimica da planta ¢ variavel e representa uma desafio para a
alimentacdo do inseto. No entanto, os insetos conseguiram suplantar essa barreira para que
atingissem sucesso evolutivo. Para isto, desenvolveram estratégias de alimentagdo para
superar as barreiras das plantas (PANDA; KHUSH , 1995; MELLO; SILVA-FILHO, 2002),
estes possuem um conjunto de enzimas que constituem a sua defesa contra agentes toxicos
quimicos (MELLO; SILVA-FILHO, 2002). Uma das estratégias para superar este problema ¢
a detoxicacdo de produtos quimicos por oxidagdo, reducdo , hidrélise ou conjugacdo de
moléculas (SCOTT; WEN, 2001). Em insetos cuja alimentagdo se restringe a um nimero
reduzido de hospedeiros, melhor adaptacao aos compostos do metabolismo secundario pode
ser observada. A.gemmatalis, apesar de possuir um amplo expectro de plantas hospedeiras,
sua alimentacdo em hospedeiros ndo preferenciais ¢ rara, ocasionada pela falta das plantas
hospedeiras preferenciais ou a alguma deficiéncia nutricional dos hospedeiros preferenciais
disponiveis (MOSCARDI et al., 2012), por isso nesta espécie, espera-se uma forma mais

eficiente de adaptagdo aos fitoquimicos.
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4.7 CONCLUSAO

Temperaturas elevadas afetam negativamente o ciclo bioldgico de
Anticarsia gemmatalis, como ja constatado em estudos anteriores. Estas condi¢des promovem
nas plantas reducdo da concentragdo de metabdlitos secundarios. O melhor desempenho
biologico de A. gemmatalis observado a 25° C e em plantas onde foi quantificada maior
concentragdo de isoflavondides, permite sugerir que as substancias identificadas nos extratos
foliares da cultivar utilizada nesse trabalho, ndo possuem alta toxicidade nesse inseto. Ainda,
considerando-se a ampla distribuicao dos isoflavondides na cultura da soja e também o fato da
cultivar utilizada ndo possuir caracteristica de resisténcia a insetos, aliado a temperatura de
25° C que ¢ considerada ideal ao desenvolvimento do inseto, sdo fatores que podem ter

colaborado para uma resposta mais eficiente dos insetos a este tratamento.
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5) ARTIGO C: EFEITO DA TEMPERATURA E ELEVADA CONCENTRACAO
DE CO, SOBRE ASPECTOS BIOLOGICOS DE ANTICARSIA GEMMATALIS
E METABOLISMO PRIMARIO E SECUNDARIO DE PLANTAS DE SOJA

5.1 RESUMO

Alteragdes da temperatura atmosférica em consequencia do aumento de CO, podem modificar
o grau de infestagdo e a distribuicdo dos artropodes pragas nos agrossistemas, além de
modificar a constitui¢do de metabdlitos primdrios e secunddrios das plantas. Neste estudo
avaliou-se o efeito de quatro temperaturas (25°C, 28°C, 31°C e 34°C) e elevada concentrag¢ao
de CO, (456 ppm) sobre a biologia de Anticarsia gemmatalis e o efeito destas condi¢des na
concentragdo dos flavonoides, carbono (C), nitrogénio (N), na relagdo C:N e acucares totais
em folhas de soja. Lagartas de final 2° instar, criadas desde a eclosio na cultivar BRS 359RR
em suas respectivas temperaturas, foram pesadas, individualizadas e avaliadas diariamente,
observando-se a mortalidade, tempo de desenvolvimento, razdo sexual, nimero de ovos e
longevidade dos adultos. O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado.
Para a identificacdo e quantificagdo de metabolitos secundarios, acucares. C, N e C:N as
plantas foram cultivadas em camaras de crescimento nas respectivas temperaturas até o
estaddio V3. As amostras para a identificacdo dos compostos fendlicos foram analisadas por
cromatografia liquida. Os acucares totais foram determinados pelo método
espectrofotométrico do fenol sulfurico, e o percentual de C, N e C:N foram avaliados por
cromatografia gasosa. Maior mortalidade foi observada em insetos submetidos a 34°C. O peso
de pupa sofreu influéncia das temperaturas, sendo maiores a 28°C. Maior quantidade de ovos
foi verificada a 28°C e decresceu com o aumento da temperatura. A razdo sexual nao foi
influenciada pelas temperaturas. Maior concentracdo de isoflavonoides foi encontrada em
plantas cultivadas a 25°C (456 ppm). Elevadas temperaturas afetam a biologia de A.
gemmatalis, causando maior mortalidade, reducdo da longevidade e nimero de ovos. Plantas
de soja submetidas a maiores temperaturas e concentragdes de CO,, apresentaram reducdo de
substancias do metabolismo secundario, no percentual de nitrogénio e aumento da
concentragdo de agucares totais aumentando o que possivelmente pode aumentar a
suscetibilidade das plantas a insetos.

Palavras-chave: Mudangas climaticas. Temperatura. Flavonodides. Ag¢tcares totais

TEMPERATURE AND CO; HIGH CONCENTRATION EFFECTS ON
BIOLOGICAL ASPECTS OF ANTICARSIA GEMMATALIS AND ON PRIMARY AND
SECONDARY METABOLISM OF SOYBEAN PLANTS

5.2 ABSTRACT

Changes in atmospheric temperature as a consequence of CO2 increasing may alter the
infestation degree and distribution of arthropod pests in agricultural systems, in addition to
modifying the primary and secondary plant metabolites profile. This study evaluated the
effect of four temperatures (25°C, 28°C, 31°C and 34°C) and high CO2 concentration (456
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ppm) on Anticarsia gemmatalis’s biology and the effect of these conditions on the flavonoids
composition profile, carbon (C) , nitrogen (N) , total sugars and the C:N ratio in soybean
leaves. Worms on 2nd final instars’, reared from hatching on BRS 359RR at the respective
temperatures were weighed separately and evaluated daily, observing the mortality,
development time, sex ratio, number of eggs and adult longevity. The experimental design
was completely randomized. For identification and quantification of secondary metabolites,
sugars, C, N and C:N ratio, plants were grown in a growth chamber at respective temperatures
until V3 stage. Samples for phenolic compounds identification were analyzed by liquid
chromatography. Total sugars were determined by phenol sulfuric spectrophotometric
method, and the percentage of C, N and C:N ratio were determined by gas chromatography.
Higher mortality was observed in insects subjected to 34°C. Pupal weight was influenced by
temperature, being highest at 28°C. More eggs were observed at 28°C and decreased with
increasing temperature. The sex ratio was not influenced by temperature. Higher
concentrations of isoflavones were found in plants grown at 25°C (456 ppm). Elevated
temperatures and CO2 concentrations affect A. gemmatalis biology causing mortality
increasing; longevity and number of eggs reduction. Soybean plants subjected to higher
temperatures and CO2 concentrations showed reduction of secondary metabolism substances,
on nitrogen content and increased total sugars concentration, suggesting in this case what
possibly is related to a higher susceptibility of plants to insects.

Keywords: Climate change. Temperature. Flavonoids. Total sugars.

53 INTRODUCAO

A agricultura ¢ extremamente vulneravel as alteragdes climaticas
(EITZINGER et al., 2010; GORNALL et al., 2010). A mudang¢a na concentracdo de gases de
efeito estufa (GEEs), segundo o quarto relatorio do IPCC podera desencadear um aumento na
temperatura média global entre 1,4 a 5,8 °C nos proximos cem anos (CHRISTENSEN et al.,
2007). Um dos principais GEEs ¢ o dioxido de carbono (CO,), que no ultimo século
aumentou sua concentracdo em 20% (LONG; ORT, 2002). Temperaturas mais elevadas,
esperadas em consequéncia de alteragdes do CO, atmosférico, podem reduzir a produtividade
das culturas, por oferecer ambiente mais propicio ao desenvolvimento de algumas espécies de
plantas daninhas e pragas (NELSON, 2009). A frequéncia e a magnitude de secas podem ser
intensificadas nas proximas décadas (CHRISTENSEN et al., 2007), o que pode desencadear o
déficit hidrico nas plantas provocando alteracdes morfologicas, fisioldgicas e quimicas,
influenciando na atratividade e suscetibilidade a insetos fitofagos e herbivoros (HUBERTY;
DENNO, 2004; GUTBRODT et al., 2012).

Por outro lado, niveis elevados de CO, em geral podem aumentar a
produtividade das plantas (LONG et al., 2004). Estimativas sugerem que o aumento da
concentragdo de CO, atmosférico do nivel atual de 395,97 ppm (CONWAY; TANS, 2013)
para 550 ppm, poderia aumentar em 40 % a fotossintese nas culturas C3 (LONG et al., 2004.),
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porém pode também impactar indiretamente nas culturas através dos efeitos sobre pragas e
doencas (GORNALL et al.,, 2010). Estudos sugerem que algumas pragas respondem
positivamente as concentracdes de CO, elevadas (NEWMAN, 2004; SUDDERTH et al.,
2005; STALEY; JOHNSON, 2008). O ganho de produtividade obtido pode ser suprimido
devido a alteragdes no metabolismo primario e secundario das plantas, modificando a sua
interacdo com as pragas. Plantas que crescem sob condi¢des de CO, elevados variam sua
suscetibilidade a insetos, e algumas destas variagdes podem ser uma resposta indireta ao
aumento da temperatura (ZAVALA et al., 2013).

O crescimento ¢ o desenvolvimento das plantas depende de um fluxo
continuo de sais minerais para a realizacdo de importantes fungdes metabdlicas da célula.
Alterecdes no clima podem afetar o metabolismo primario das plantas, modificando a relacao
de elementos que sdo essenciais, como o carbono (C) e o nitrogénio (N). Elemento essencial
pode ser definido como um componente intrinseco na estrutura ou metabolismo de uma
planta, cuja auséncia causa anormalidades severas no crescimento, desenvolvimento e
reprodugao vegetal (EPSTEIN; BLOOM, 2005).

O carbono ¢ um importante constituinte das plantas, junto ao hidrogénio e
oxigénio representa aproximadamete 90 % de sua matéria seca (TANAKA, 1992). O
nitrogénio esta presente na composicao das mais importantes biomoléculas presentes nas
plantas, tais como: ATP, NADH, NADPH, clorofila, proteinas e inumeras enzimas (MIFLIN;
LEA, 1976; HARPER, 1994; TAIZ; ZEIGER, 2009). Em muitos sistemas de produgdo, a
disponibilidade de nitrogénio ¢ quase sempre um fator limitante, influenciando o crescimento
da planta mais do que qualquer outro nutriente (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000).

A qualidade da folha como uma fonte de alimento para os insetos depende
da concentracdo de metabdlitos primarios especialmente N, o que muitas vezes limita o
crescimento de insetos imaturos (DELUCIA et al., 2012). Taxas elevadas de assimilacdo de C
em altas concentragdes de CO, tem um efeito de dilui¢do do N, promovendo o aumento da
relacdo C:N no tecido das plantas (RIIKONEN et al., 2005; ZAVALA et al., 2013).

Condig¢des elevadas de CO, como mencionado anteriormente estimulam a
fotossintese, maior eficiéncia neste processo pode resultar em um aumento da concentragao
do total de carboidratos e agucares nas plantas cultivadas (AINSWORTH et al., 2002). As
alteracdes da relagdo C:N e o aumento no teor de C, carboidratos e acucares nas plantas
podem modificar os padrdes de herbivoria em insetos (ZAVALA et al., 2013). Os insetos
quando confrontados com desequilibrios nutricionais, podem alterar o comportamento

alimentar, o que pode promover uma alimentacdo compensatoria (SCHADLER et al., 2007)
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Como as mudancas climaticas sdo uma realidade, a crescente emissao de CO»,
e consequente elevacdo da temperatura, juntamente com a necessidade do controle de pragas
para a manutengdo da produtividade agricola, reforcam a necessidade de estudos para
compreender as respostas as alteracdes antropogénicas no metabolismo da planta e o seu
efeito na comunidade de artropodes herbivoros da soja. Os estudos anteriores subsidiaram
informagoes sobre o efeito da temperatura na biologia de A. gemmatalis ¢ no metabolismo
secundario de plantas de soja, no entanto, informagdes sobre o efeito interativo de elevadas
temperaturas ¢ CO», na biologia do inseto, metabolismo primario e secundario de plantas de
soja, ainda ndo foram esclarecidos. Desta forma, este trabalho teve por objetivo, avaliar
aspectos biologicos de A. gemmatalis sob diferentes temperaturas e elevada concentragdo de
CO,, assim como as respostas da soja a esses fatores, com relagdo ao seu metabolismo

primario (agtcares e relacdo C:N) e no seu metabolismo de defesa.

54 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Aspectos Biologicos de Anticarsia gemmatalis em Fitotron com Elevadas

Concentragdes de CO,

As plantas oferecidas aos insetos da cultivar BRS 359RR (AL-83-RS x BRS
262) foram cultivadas em fitotron com injecdo de CO, na concentragdo de 456 ppm
(concentracdo 20% mais elevada do que a atual), nas respectivas temperaturas (25 °C, 28 °C,
31 °C e 34 °C) com fotoperiodo de 14:10 h. (L:E) umidade relativa de aproximadamete 60 %
e radiagio fotossintéticamente ativa de 440umol m™ s”'. Semeadas em tubetes com terra
esterelizadada, adotando-se no plantio trés sementes, deixando ap6s o desbaste apenas uma
planta por tubete. As plantas foram irrigadas diariamente e uma vez por semana receberam
uma aplicagdo de solucao nutritiva (BROUGHTON; DILWORTH, 1970) e 1 mL de solugao
de nitrato de amonio (40 g/L). Para garantir alimento, em todo o desenvolvimento da lagarta,
foram realizados dois plantios de forma escalonada, totalizando 200 tubetes por temperatura.

Quando as plantas atingiram o estadio V3, lagartas de A. gemmatalis (final
de 2° instar) provenientes do laboratorio de criacdo massal da Embrapa Soja, criadas desde a
eclosio em folhas de soja e em suas respectivas temperaturas, foram pesadas e
individualizadas em gaiolas confeccionadas em malha perfurada, para ndo haver interferéncia
nos processos fisioldgicos da planta. Estas gaiolas foram presas aos tubetes com o auxilio de

um elastico. Quando houve necessidade, a planta foi substituida.
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ApoOs atingirem estadgio de pupa, estas foram separadas por sexo, mantidas
em copos plasticos com tampa contendo algodio umedecido para garantir a umidade
necessaria ao seu desenvolvimento. O peso de pupa foi avaliado 48 h apos a transformacao.
Logo apos a emergéncia, os adultos foram colocados em gaiolas de acrilico nas dimensdes 34
cm X 34 cm x 47 cm (MAGRINI et al., 1996) para abertura das asas e realizacdo do voo
nupcial, estas foram forradas com papel toalha, contendo recipiente com alimento (10 g de
mel, 60 g de agucar, 1 g de acido sorbico, 1 g de metil parabeno dissolvidos em um litro de
agua destilada) e cerveja. Em todo o preparo da dieta do adulto foi retirada uma aliquota da
solugdo estoque 300 mL e realizada a sua dilui¢do em 200 mL de cerveja.

Para manter a luminosidade minima necessaria para o acasalamento do
inseto, durante o periodo de escotofase, lampadas de 40 watts foram mantidas acesas
(HOFFMANN-CAMPO et al., 1985; MAGRINI, 1993). Apos 72 h, os casais foram retirados
aleatoriamente das gaiolas de acrilico e individualizados em gaiolas confeccionadas com de
tubos de PVC com 20 cm de altura por 10 cm de didmetro (MILANO, 2008), totalizando 15
casais por temperatura, exceto na temperatura de 34°C, onde o niimero reduzido de insetos
impossibilitou a formagdo deste numero de casais. Estas foram vedadas na extremidade
superior por filme plastico e na inferior com tampa de gerbox, contendo algoddo embebido
em alimento. Para a oviposi¢do e coleta dos ovos, a gaiola foi revestida internamente com
papel tipo sulfite, retirado sempre em que foi observada a postura dos ovos, sendo estes
levados ao laboratorio e contados com o auxilio de um microscopio estereoscopico.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com 100
repeticoes. As variaveis respostas consideradas neste trabalho foram: mortalidade de lagartas
(%), peso inicial de lagartas (mg), peso de pupa (mg), longevidade dos adultos(dias), nimero

de ovos e razio sexual.

5.4.2 Identificacdo e Quantificagdo de Metabolitos Secundarios em Plantas Cultivadas em

Diferentes Temperaturas e em Elevadas Concentragdes de CO,

5.4.2.1 Cultivo das plantas e preparo das amostras para a extracdo de compostos

Para identificacdo e quantificagdo dos flavonoides, plantas foram cultivadas
na condic¢do citada no item 5.4.1. e como testemunha foram utilizadas plantas cultivadas em
camaras com as mesmas condi¢des de luminosidade, temperatura ¢ umidade sem a injecao de

CO; (concentracao natural do local, aproximadamente 380 ppm). As amostras foliares (10
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repeticdes por tratamento), foram coletadas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer (-
20 °C). Para a extragdo, a segunda ¢ a terceira folha trifoliolada de cada planta foi moida no
almofariz com nitrogénio liquido. A amostra obtida foi pesada e, para a extracdo dos
compostos fenolicos, foi adicionado 5 mL de etanol 80 % HCI (0,001 mmol) e levada ao
banho de ultrassom por 20 minutos. As amostras foram centrifugadas a 9.880 x g a 2 °C por
12 min, secas a vacuo, solubilizadas com metanol 80% (1,5 mL), filtradas em membrana

Millipore® 0,45 pm e analisadas em HPLC.

5.4.2.2 Anédlises cromatograficas

Aliquotas de 10 pL do extrato metanolico foram injetadas em HPLC
(Shimadzu, Prominience com controlador CBM-20A; detetor SPD-20A; degaseificador DGU
20A5; Bomba LC-20AT; auto sampler SIL-20A e¢ forno CTO 20A). As andlises foram
realizadas em coluna de fase reversa C18 (250 mm de comprimento e 4,6 mm de diametro
interno, particulas de 5 micra). A fase mével foi composta pelo solvente A composto de 2 %
de acido acético (HOAc) e pelo solvente B composto de uma mistura de metanol, acido
acético e agua (MeOH: HOAc:H,O; 18:1:1). O sistema inicial do gradiente linear foi de 75%
de A e 25% de B, atingindo aos 40 min. A situagdo inversa, ou seja, 25% de A e 75% de B.
Aos 45 minutos, voltou a situagdo inicial, permanece nela por 5 min, antes da injecdo da
proxima amostra, para voltar a condi¢ao inicial. O fluxo do solvente foi de 1 mL/min e a
absor¢do de UV foi medida a 260 nm e 280 nm.

Os padroes de flavonoides identificados foram rutina (C,7H30016. quercitina
3-O-raminoglicosidio), genistina (Cy1H20010. 4°,5,7- thydroxyisoflavone-7glucoside) e sua
aglicona genisteina, assim como das agliconas daidzeina e gliciteina, além do acido salicilico
das marcas Sigma e Fujicco. Para a obtengdo da curva de calibracdo de cada padrio,
diferentes diluicdes de cada substancia foram injetadas no HPLC e o de tempo retencao e
areas anotadas. Com os valores das areas das substancias padrdo e de suas respectivas
concentragdes, foi construido um grafico de dispersdo e obtido uma equacdo de regressao
linear. Apés injecdo das amostras, o tempo, a area e o espectro foram comparados com 0s
padrdes e a concentragao das substancias expressas em micrograma por grama de tecido

fresco.
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5.4.3 Quantificagdo de Metabolitos Primarios (Carbono (C), Nitrogénio (N) e Acgulcares)
em Plantas Cultivadas em Diferentes Temperaturas e em Elevadas Concentragdes de

CO,

5.4.3.1 Cultivo das plantas e preparo das amostras para a analise da relagdo C:N e extragdo

de agucares

As plantas da cultivar BRS 359RR foram semeadas em fitotron, nas
respectivas temperaturas (25 °C, 28 °C, 31 °C e 34 °C), adotando-se as mesmas condi¢gdes do
topico 5.4.1.. Para a analise da relacdo C:N e da concentracdo de aglcares totais foram
coletadas 15 amostras, sendo que cada amostra consistiu da coleta de quatro plantas em
estadio V3, essas plantas foram secas por 72 horas, e moidas em moedor de café Cadence®.
Como parametro de comparagao também foi realizada a analise de C, N, C:N e ac¢ucares totais
em plantas cultivadas em casa de vegetagao.

As concentracdes de C, N e a relagdo C:N foram determinadas por
cromatografia gasosa através do equipamento Flah 2000 (Organic Elemental Analyzer).
Foram pesadas 10 mg da amostra e armazenadas dentro de envelopes confeccionados com
papel alumino, estes foram colocados no equipamento, composto de dois fornos (1000 °C e
650 °C), onde ocorreu a queima do material, liberando assim os gases analisados, 6xido
nitroso e dioxido de carbono.

Para a andlise de agucares totais foram pesadas 500 mg da amostra,
transferidas para um elermeyer de 250 mL, onde foi adicionado 20 mL de etanol 80 %. A
mistura da amostra e a solu¢do etanolica foi submetida a agitacao constante a 80 °C em banho
maria durante uma hora. Apos o periodo de extracdo a quente, a mistura foi transferida para
tubos de 50 mL e centrifugados durante 15 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi retirado,
transferido para um becker, onde foi adicionado 5 mL de acetato de chumbo a 10 % e 0,3 g de
carbonato de sédio. A solugdo foi homogeneizada, com um bastdo de vidro e centrifugada por
15 minutos a 3000 rpm. Apds esse processo, a solu¢do foi filtrada em papel filtro Whatman n°
2 e armazenada em baldo volumétrico de 25 mL, sendo a solugdo completada com etanol 80%
e homogeneizada. Para determinagdo espectofotométrica do teor de acticares, uma aliquota do
extrato foi retirado e diluido na proporg¢ao de 1:10.

Os agucares foram determinados pela técnica de Dubois (1956) através do
método espectrofotométrico do fenol sulfurico, utilizando-se 0,5 mL da amostra diluida,

adicionando a mesma propor¢do de dgua destilada, 1 mL de solucdo Fenol 5 % e 5 mL de
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acido sulfarico. Apdés 30 minutos foi realizada a leitura em espectrofotometro a 490 nm,
sendo que para cada repeticdo a leitura realizada em duplicata. Para determinacdo da
concentracdo total dos agucares na solucdo extraida da amostra, foi construida uma curva
padrdo com as seguintes concentragdes de glicose (0, 20, 40, 60 e 80 pg). A glicose utilizada
para a constru¢ao da curva foi a glicose anidra P.A. da marca Wako, seca em estufa a 105 °C

durante 30 minutos, antes de preparar a solugdo padrao.

5.4.4 Analise Estatistica

A mortalidade e a razdo sexual foram comparadas pelo teste de qui-
quadrado (x”) ao nivel de 5 % de probabilidade. As demais variaveis (peso inicial e de pupa,
tempo de desenvolvimento) foram submetidas as andlises exploratérias para avaliar as
pressuposi¢des de normalidade dos residuos (SHAPIRO; WILK, 1965), a homogeneidade de
variancia dos tratamentos e a aditividade do modelo (BURR; FOSTER, 1972) para permitir a
aplicacdo da ANOVA. As médias foram entdo comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05)
(SAS INSTITUTE, 2009). A ANCOVA (andlise de covarancia) foi utilizada para estimar o
crescimento e ganho de peso, conforme proposto por Raubenheimer; Simpson (1992). A
razdo sexual foi calculada dividindo-se o numero de fémeas pelo total de individuos.

A concentragdo dos flavonoides, teor de C, N, a relacdo C:N e agucares
totais foram submetidas andlise de variancia e testes de médias de Tukey ao nivel de 5 %

utilizando-se o realizadas com o programa computacional Sisvar (FERREIRA, 2008).

5.5 RESULTADOS

5.5.1 Aspéctos Biologicos de A. gemmatalis em Diferentes Temperaturas e Alta

Concentracao de CO,

Diferenca na mortalidade dos insetos foi observada apenas na temperatura
34°C, como indicado pelo teste de 3, o mesmo teste, indicou ainda que ndo houve influéncia

dos tratamentos na razao sexual dos insetos (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1 — Mortalidade (%) e razdo sexual de A. gemmatalis criadas em folhas de soja
submetidas a diferentes temperaturas (25°C, 28°C, 31° C e 34° C) e a 456ppm

de CO,.
Tratamento Mortalidade (%) Razdo sexual
25°C 51,00 a 0,65
28 °C 59,00 a 0,44
31°C 52,00 a 0,46
34°C 66,00 b 0,59
2 13,49%* 6,24 "

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem pelo teste x* a 5% de significancia.
Ns - ndo significativo.

Os parametros bioldgicos peso inicial, duracdo da fase larval e de pupa,
assim como o tempo de desenvolvimento total de A. gemmatalis, foram afetados tanto pelas
temperaturas (Tabela 5.2). Lagartas mantidas em 25° C apresentaram o maior peso inicial e o
menor peso inicial foi observado nos tratamentos 28° C e 34°. Contudo, o menor peso inicial
das lagartas criadas em 28°C ndo influenciou em seu peso de pupa, sendo o maior peso de
pupa observado neste tratamento, seguido de 25°C e 31°C. O menor peso de pupa foi
observado em 34° C. O maior tempo de desenvolvimento larval foi observado em 25° C
seguido de 31° C, os tratamentos 28°C e 34° C apresentaram o menor tempo de
desenvolvimento nesta fase. A duragdo da fase de pupa e tempo de desenvolvimento total dos
insetos foi inversamente proporcional ao aumento da temperatura, sendo a menor duragdo

observada em 31° C e 34° C.

Tabela 5.2 — Peso inicial (mg), peso de pupa (mg), tempo de desenvolvimento em cada instar,
pré-pupa, pupa e tempo total de desenvolvimento em dias (média + EP) de A.
gemmatalis criadas em folhas de soja submetidas a diferentes temperaturas ¢ a
456 ppm de CO, em uma geragao.

S Tempo de Tempo total de

Peso inicial ~ Peso de pupa . . .

Tratamento (mg) (mg) desenvolvgnento Pupa (dias) desenvqlwmento
larval (dias) (dias)
4,11+£0,10 204,10+ 6,15

25°C b b 9,74 +£0,13 a 9,51+0,12b 29,25+0,18a
28°C 3,05+0,04c 231,68 +3,99a 8,38 +0,06 c 9,94+0,10a 27,33+0,14Db
31°C 477+£0,09a 197,30£5,27b 9,13+0,07b 721+0,13¢c  24,55+£0,19¢
34°C 2,82+£0,06c 168,33£590c 7,35+0,12d 529+0,08d 19,64+0,16d

Meédias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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As temperaturas influénciaram no numero de ovos pelos insetos. Insetos
mantidos a 28° C produziram maior quantidade de ovos, o menor numero de ovos foi
observado em 34° C (Tabela 5.3). Como ndo foi possivel a individualizagdao e formagdo dos
casais em 34° C devido ao numero reduzido de individuos e alta mortalidade dos machos para
este tratamento ap6s o periodo de voo nupcial e acasalamento, foi avaliado apenas a
longevidade das fémeas, a qual foi comparada com as demais temperaturas adotadas. Para
esta variavel pode-se observar que as temperaturas mais elevadas (31° C e 34°C) reduziram a
longevidade das fémeas. Maior longevidade foi observada a 28° C seguida de insetos

mantidos a 25°C.

Tabela 5.3 — Numero de ovos, de A. gemmatalis submetidas a diferentes temperaturas ¢ a 456

ppm de COs.
Tratamento Nuamero de ovos Longewdadg das fémeas
(dias)
25° C 632,86 = 68,63 b 11,06 £0,35b
28°C 914,69 + 46,15 a 18,35+0,26 a
31°C 416,06 £59,82 b 9,28+ 0,54 ¢
34° C 144,50 £ 42,95 ¢ 8,87 +0,63 ¢

Meédias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

A andlise de covaridncia indicou ndo haver efeito interativo entre os
tratamentos e a covariavel peso inicial e tempo de desenvolvimento larval. No ajuste do peso
de pupa pela covaridvel peso inicial, observou-se apenas o efeito dos tratamentos, validando
as médias obtidas na analise de variancia (Tabela 5.4a). Para o ajuste do peso de pupa pela
covariavel tempo de desenvolvimento larval verificou-se efeito significativo da covariavel

(Tabela 5.4c¢), sendo essa relagdo representada pelo modelo de linhas paralelas (Fig. 5.1).
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Tabela 5.4 — Analise de covaridancia (ANCOVA) para verificar o efeito dos diferentes
tratamentos no ajuste de peso de pupa pelas covariaveis peso inicial (a, b), e
tempo de desenvolvimento larval (¢, d) 25°C, 28°C, 31°C e 34° em uma
geragdo: de A. gemmatalis.

Variacao GL Pesode pupa
(Valor de F)
Fo
(a) Peso inicial (covariavel) 1 3,40
Tratamento 3 4,36*
Peso inicial x Tratamento 3 2,208
Residuo 16 -
3
(b) Tratamento 3 27,81%***
Peso inicial 1 3,32NS
Residuo 16 -
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 3o
(¢) Tempo de desenvolvimento (covariavel) 1 12,08%*
Tratamento 3 2,05NS
Tempo de desenvolvimentoxTratamento 3 2,46 N
Residuo 16 -
3
(d) Tratamento 3 11,11%**
Tempo de desenvolvimento 1 11,76%**:
Residuo 16 -
3

*p<0,05, **p< 0,01, *** p< 0,001, ns- ndo significativo

O efeito principal dos tratamentos e da covariavel, embora ndo-interativo,
foi significativo, no crescimento dos insetos (peso de pupa ajustado pelo tempo de
desenvolvimento larval). A Figura 5.1 demonstra que o alongamento no tempo de
alimentacdo das lagartas (covaridvel) ndo proporcionou aumento nos pesos de pupas em 25°
Ce 31° C. A média dos quadrados minimos (grafico inserido na Figura 5.1) indica que insetos
mantidos a 28° C, apresentaram uma melhor relagdo do peso de pupa com o tempo de

desenvolvimento.
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Figura 5.1 — Relagdo entre peso de pupa (mg) e tempo de desenvolvimento (dias) de A.
gemmatalis criadas e alimentadas com plantas de soja BRS 359RR cultivadas

em diferentes temperaturas (25° C, 28° C, 31° C e 34° C) ¢ em elevada

concentragdo de CO; (456ppm).
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5.5.2 Influéncia de Diferentes Temperaturas e Alta Concentracao de CO, no Metabolismo

Secundario de Plantas de Soja

Nos extratos foliares de soja BRS 359 RR submetidas a diferentes

temperaturas e concentracdes de CO,, foram identificados os seguintes isoflavonoides:

daidzina, daidzeina, genistina, genisteina, e as malonis (daidizina, genistina).

Ao avaliar a média geral da concentracdo dos metabolitos secundarios em

todas as temperaturas, foi observado que as plantas responderam de forma diferenciada com

relacdo a concentragdo adotada de CO, e as temperaturas. Maior concentragdo de todas as

substancias identificadas foi observada em plantas submetidas a uma maior concentragao de

CO; (456 ppm (Figura 5.2) .
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Figura 5.2 — Concentragdo de compostos secundarios em folhas de soja BRS 359RR no
estadio V3 cultivadas em fitotron com a concentragdo natural de CO, (380 ppm)
e com injecao de 456 ppm CO,. Média geral das temperaturas. Médias seguidas
da mesma letra por substancia ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
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Ao analisar a producdo de metabdlitos secundarios nas diferentes

temperaturas independente da concentragdo de CO, adotada, pode se observar maior

concentragdo destes compostos em plantas cultivadas a 25 °C. As plantas comportaram-se de

forma semelhante com relacdo a produgdo dos isoflavonoides genistina e malonil genistina,

sendo maior concentragao destas substancias observadas a 25°C seguida do tratamento 28°C.

Na substancia malonil daidzina, maior concentragcdo foi verificada a 25° C. As substancias

daidzeina e genisteina s6 foram identificadas a 25°C (Figura 5.3).
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Figura 5.3 — Concentragdo de compostos secundarios em folhas de soja BRS 359RR no
estddio V3 cultivadas em diferentes temperaturas 25 °C, 28 °C, 31 °C e 34 °C.
Média geral das concentragdes 380 ¢ 456 ppm de CO,. Médias seguidas da
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Maior concentragdo de daidzina foi observada nas plantas cultivadas a 25°C
com adicdo de CO,:456 ppm (20.95 p/g), seguido da temperatura 34°C (14.24 p/g). Em
plantas cultivadas a 28°C ndo houve diferenga na concentracdo desta substancia entre as
concentragdes de CO, adotadas. A 31° C maior concentragao desta substancia foi observada
em plantas cultivadas em camaras nas condigdes naturais de CO, (380 ppm), sendo este
composto ndo identificado em camaras com inje¢do de CO, (Figura 5.4A). O mesmo
comportamento foi observado para a produgdo da substincia malonil daidzina, exceto na
temperatura 31°C onde foi verificada a presenca desta substancia em plantas cultivadas a 456
ppm, cuja concentragdo ndo diferiu da encontrada em extratos foliares das plantas mantidas a
380 ppm (Figura 5.4B). Maior concentracdo de genistina foi observada no tratamento 25°C:
456ppm. Essa substincia ndo foi identificada a 25°C — 380 ppm e nas temperaturas 31°C e
34°C (Figura 5.4C). Malonil genistina foi observada em maior concentracdo a 25° C e 34° C
(456 ppm); em 28°C e 31°C, ndo houve diferenca da concentracdo desta substincia nas

plantas nas duas concentragdes de CO, utilizadas (Figura 5.4D).
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Figura 5.4 — Concentragdo de daidzina (A), malonil daidzina (B), genistina (C) e malonil genistina (D),em folhas de soja BRS 359RR no estadio
V3 cultivadas em diferentes temperaturas (25 °C; 28 °C; 31 °C; 34 °C) em concentragdo natural de CO, (380ppm) e 456 ppm.
Letra mintiscula compara as concentragdes de CO, dentro de cada temperatura e maiuscula compara cada concentragdao de CO, nas
diferentes temperaturas. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Maior concentracdo de todas as substancias foi identificada em plantas
cultivadas a 25°C com inje¢do de 456 ppm de CO,. Neste tratamento foi possivel observar
diferenga significativa entre as concentragdes de didxido de carbono utilizadas, o que ndo
pode ser verificado em plantas cultivadas em 380 e 456 ppm, a 28°C, para todas as
substancias ¢ a 31°C, para as malonis (daidzina e genistina). Com o aumento da temperatura,
observou-se redugcdo na quantidade de compostos identificados nos extratos foliares. A

substancia genistina ndo foi detectada em plantas cultivadas a 31°C e 34°C (Figura 5.5).
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Figura 5.5 — Concentragdo de compostos secundarios em folhas de soja BRS 359RR no estadio V3 cultivadas nas temperaturas 25 °C; 28 °C;
31 °C; 34 °C submetidas a concentragdo atual de CO; e 456 ppm. Médias seguidas da mesma letra dentro de cada substincia nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A fitoalexina gliceolina foi identificada nos extratos foliares de plantas
cultivadas em camaras de crescimento, sem injecao de CO; (380ppm), nas temperaturas 25°
C, 28° C e 34° C, sendo a maior ocorréncia identificada no tratamento 25°C. Nas plantas
cultivadas em ambiente com 446 ppm de CO,, ndo foi verificada a ocorréncia de gliceolinas
nas temperaturas 25°C e 28°C. Nao houve diferenga de ocorréncia de gliceolinas em (31° C e

34°C) nas diferentes concentragdes de didxido de carbono utilizadas (Tabela 5.5).

Tabela 5.5 — Ocorréncia de gliceolina em extratos de tecido foliar da cultivar BRS 359RR
cultivadas em diferentes temperaturas e concentragoes de CO,

25°C 28°C 31°C 34°C
380 ppm ++ + I
(100% das amostras) - (100% das
amostras)
456 ppm - - + -

(90% das amostras)

- auséncia de gliocelina
+ ocorréncia de gliceolina em seis a oito repetigdes
++ ocorréncia de gliceolina em nove a dez repetigdes

5.5.3 Influéncia de Diferentes Temperaturas e Alta Concentracdo de CO, no Metabolismo
Primario: Concentra¢do de Carbono, Nitrogénio, relagdo C/N e a Concentracgao de

Acucares em Plantas de Soja.

Para ambas concentracdes de CO, maior percentual de carbono foi
identificado a 25° C, ndo havendo diferenga significativa entre as demais temperaturas.
Comparando-se as concentragdes de CO, (380ppm e 456 ppm) diferenca no percentual de
carbono entre as concentragdes de CO, foi constatada apenas no tratamento 25°C, sendo

maior a 456ppm (Tabela 5.6).
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Tabela 5.6 — Concentragdo de Carbono (%), em tecido vegetal de plantas de soja (Estadio
V3) desenvolvidas em fitotron em diferentes temperaturas e concentracdes de

CO».
Concentracao Temperaturas
de CO, 25°C 28°C 31°C 34°C
380 ppm 43,63+041b A 42,75+ 045aAB |41,87+0,89aB |43,18+3,34a AB
456 ppm 45,89+ 121 aA 4280+046aB [4228+1,58aB [43,50+0,49aB
Médias 44,76 42,78 42,08 43,34
CV(%)=3.34

Meédias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas e maitiscula nas linhas nao diferem pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

As maiores concentracdes de N foram observadas em plantas cultivadas a
25°C e 34° C com 380 ppm (Tabela 5.7). Reducdo do percentual de N pode ser observada
nesses tratamentos quando houve o aumento da concentragdo de CO, atmosférico (456ppm).
No entanto, o inverso pode ser verificado nas tempertaturas 28° C, onde maior percentual de
N foi detectado em plantas cultivadas sob elevadas concentragcdes de CO,. Comparando-se as
temperaturas dentro de cada concentragdo de CO,, menor concentragdo de N foi observada a

28°Ce31°Ca380ppm, e em 25° Ce 31° C em 456 ppm.

Tabela 5.7 — Concentragdo de Nitrogénio (%), em tecido vegetal de plantas de soja (Estadio
V3) desenvolvidas em fitotron em diferentes temperaturas e concentragdes de

CO,
Concentragdo Temperaturas |
de CO, 25°C 28°C 31°C 34°C

493+0,46a

380 ppm 4,03 £0,32aB 2,56 £0,32bC 1,79 £0,31 aD A
3,37+0,46 b

456 ppm 2,75 £0,62bB 322 £0,30a A 2,01 £0,30aC A

Médias 3,39 2,89 1,90 4,15

CV(%)=12.96

Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas e maitscula nas linhas ndo diferem pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Aumento da relagdo C:N pode ser observado em plantas cultivadas nas
temperaturas de 25° C e 34° C, sob elevada concentragdo de CO; (456 ppm). O inverso pode
ser verificado nas temperaturas 28° C e 31°C, onde a maior relagao C:N foi identificada em

plantas cultivadas com 380 ppm de CO, (Tabela 5.8).
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Tabela 5.8 — Média geral da relagdo Carbono:Nitrogénio em tecido vegetal de plantas de
soja (Estddio V3) desenvolvidas em fitotron em diferentes temperaturas e
concentragdes de CO,.

Concentragao
de CO, Nitrogénio (%) Carbono (%) Relagcdo C:N (%)
380 ppm 3,33+1,28 a 42,86+ 1,83 b 15,11 +£6,24b
456 ppm 2,84 +0,68b 43,62+1,73 a 16,34+ 4.25a
CV(%) 12,96 3,34 14,91

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

A média geral de todas as temperaturas demonstrou que as plantas
responderam de forma diferenciada as concentracdes de CO, adotadas (Tabela 5.9). Reducao
do percentual de N pode ser observado em plantas cultivadas sob elevada concentracdo de
CO; (456 ppm), maior percentual de C e um aumento da relagdo C:N também ocorreram nas

plantas submetidas a injecao de CO, (456ppm).

Tabela5.9— Meédia geral da concentragdo (%) de Nitrogénio, Carbono e Relagdo
Carbono:Nitrogénio em tecido vegetal de plantas de soja (Estadio V3)
desenvolvidas em fitotron em diferentes temperaturas e concentragcdes de CO,.

Concentragdo Temperaturas

de CO, 25°C 28°C 31°C 31°C
380 ppm 10,87+£0,76bC| 16,90+2,04aB 23,86 +332a A 8,80+ 0,98 b C
456 ppm 1742+356aB| 1338+1,16bC |2144+ 301bA 13,14+ 191aC
Médias 14,15 15,14 22,65 10,97
CV(%) =14.81

Meédias seguidas de mesma letra minuscula nas colunas e maitscula nas linhas ndo diferem pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Ao comparar os resultados obtidos em casa de vegetacdo aos do fitotron a
380 ppm, pode-se notar uma reducdo do percentual de nitrogénio em todas as temperaturas. A
concentragdo de carbono ndo diferiu estatisticamente em plantas cultivadas em casa de
vegetacdo ¢ na temperatura 25° C em fitotron. Um aumento da relagdo C:N pode ser

constatado em plantas mantidas no fitotron (Figura 5.6).
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Figura 5.6 — Concentragdo de Nitrogénio, Carbono e Relagdo Carbono/Nitrogénio em tecido
vegetal de plantas de soja BRS 359RR (Estadio V3) desenvolvidas em casa de
vegetacdo e fitotron com diferentes temperaturas ¢ condi¢do natural de CO,,
aprox. 380 ppm.
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Ao analisar a média geral de todas as temperaturas para a concentragdo de
acucares totais, um aumento deste composto foi observado em plantas cultivadas sob elevada
concentracdo de CO; (Figura 5.7). A menor concentragdo de acucares totais foi observada em
plantas desenvolvidas em 25° C e 34° C a 380 ppm de CO,. Nessa concentragdo, maior
quantidade de agucares foi observada nas plantas mantidas em 28° C e 31° C. Em plantas
cultivadas a 456 ppm de CO,, a menor concentragdo de agucares totais foi verificada em
31°C, nas plantas das demais temperaturas nao verificou-se diferenca na quandidade de
acucar. A comparacdo de aclcares totais entre plantas que se desenvolveram nas duas
concentragdes de CO,, indicou aumento significativo da concentracdo de agucares totais em
plantas desenvolvidas em 25° C e 34° C a 456 ppm, redu¢do em 31°C e ndo mostrou

diferenca entre as concentracdes em plantas cultivadas a 28° C (Tabela 5.10).
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Figura 5.7 — Média geral da concentra¢do de agucares totais em tecido vegetal de plantas de
soja BRS 359RR (Estadio V3) desenvolvidas em fitotron em casa de vegetagao
e em diferentes temperaturas.
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Médias seguidas da mesma lera ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 5.10 — Concentragdo de agucar total (mg/100g) em tecido vegetal de plantas de soja
(Estadio V3) desenvolvidas em fitotron em diferentes temperaturas e

concentragoes de CO,.

Concentracao Temperaturas
de CO, 25°C 28°C 31°C 34°C
380 ppm 322+1,68 bB [41,37+£695 aA |31,80+£8,23aA | 580+1,25 bB
456 ppm 41,20+ 14,06 a A [45,00+8,31 aA |25,10£7,85aB |51,20£10,44 a A
Médias 23,21 43,29 28,45 28,50
CV(%) =27,62

Meédias seguidas de mesma letra minuscula nas colunas e maitscula nas linhas ndo diferem pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Ao comparar os resultados de concentracdo de agucares totais das plantas

desenvolvidas em fitotron nas diferentes temperaturas com os resultados de plantas

desenvolvidas em casa de vegetacdo, observou-se maior concentragdo de agucares em plantas

cultivadas a 28°C. Plantas cultivadas em casa de vegetacdo apresentaram menor concentragao

de agucares. No entanto, ndo diferiram estatisticamente de plantas desenvolvidas a 25°C em

camaras de crescimento (Figura 5.8).
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Figura 5.8 — Concentragdo de agucares totais em tecido vegetal de plantas de soja BRS
359RR (Estadio V3) desenvolvidas em fitotron e em casa de vegetacdo, em
diferentes temperaturas com 380 ppm de CO,.
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Meédias seguidas da mesma lera ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

5.6 DISCUSSAO

Os parametros biologicos de A. gemmatalis foram afetados pelo aumento da
temperatura. A maior mortalidade foi observada em insetos mantidos a 34° C. Elevadas taxas
de mortalidade também foram observadas para a mesma espécie, quando submetida a 34° C e
37° C (SILVA et al., 2012). Extremos térmicos superiores podem ocasionar danos nas
macromoléculas e/ou membrana celular (ROTI ROTI, 1982; BOWLER, 1987), além de
causar morte celular através da desnaturacao das proteinas e alteragdo da estrutura e
propriedades da membrana, e enzimas, bem como pela desidratacio (CHAPMAN, 1998;
GULLAN;CRANSTON, 2005).

Os pesos iniciais e de pupa foram influenciados pelas temperaturas, insetos
mantidos no limite térmico superior 34°C, apresentaram os menores pesos iniciais € de pupa.
O menor peso de pupa observado em temperaturas elevadas pode estar relacionado a uma
economia energética, para a manuten¢do do equilibrio térmico corporal, os insetos diminuem
a atividade metabolica (WATERS; HARRISON, 2012) o que pode reduzir a assimilagdo

nutricional do alimento e, consequentemente, originar menor biomassa nas pupas.
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O tempo de desenvolvimento das fases: larval, de pupa e total de A.
gemmatalis foi menor nas temperaturas mais elevadas. Estes resultados confirmam os obtidos
por Silva et al. (2012) que ao avaliar o efeito de diferentes regimes térmicos realizados para a
mesma espécie alimentada em dieta artificial, também constataram redug¢do do tempo de
desenvolvimento em temperaturas elevadas (31° C, 34° C e 37° C). Segunto Ratte (1985), o
aumento da temperatura reduz exponencialmente o tempo de desenvolvimento em
ectotérmicos. Possivelmente pela alta sensibilidade do inseto a remog¢ao de hormdnio juvenil
ou a secre¢do de ecdisona pelo aumento da temperatura (DAVIDOWITZ et al., 2003).

O ciclo de vida mais curto, pode proporcionar aos insetos um menor periodo
de exposi¢ao aos predadores, garantindo assim, maior sobrevivéncia e também maior nimero
de geracdes durante o ano. No entanto, o encurtamento do ciclo em insetos mantidos em altas
temperaturas, pode acarretar no insucesso da fase de pupa e reducdo da eficiéncia de
armazenamento de lipidios como observados em Spodoptera exigua (Hubner), Lepidoptera:
Noctuidae (LEE; ROH, 2010). Redugao da concentragao total de proteinas, lipideos, glicose e
enzimas larvais foram observadas em Earias insulana (Boisd.) Lepidoptera: Noctuidae,
submetidas a temperaturas elevadas (32°C e 37° C), a menor concentracdo destas substancias
pode afetar negativamente o potencial reprodutivo dos insetos (KANDIL, 2013).

A menor biomassa de pupas constatada em insetos submetidos a
temperaturas elevadas, pode levar a ocorréncia de adultos menores. Em geral, o tamanho do
adulto afeta a fecundidade. Ainda, o peso de pupa tem sido altamente correlacionado ao
tamanho dos adultos. Ao nosso conhecimento, ndo existe pesquisa relacionando a fecundidade
com o tamanho de pupas e lepidopteros noctuideos. Entretanto, em outras ordens de insetos,
com um aumento de 0,1 mg no peso de pupa, observou-se um aumento de cerca de 4-5 ovos
em Molophilus ater (Meigen) Diptera: Tipulidae, (HADLEY, 1971). Desta forma, o menor
nimero de ovos observados em insetos submetidos a 34°C, pode estar relacionado a menor
biomassa de pupa. Respostas comportamentais em consequéncia da manuten¢dao de insetos
em temperaturas mais elevadas, também podem influenciar na reproducdo dos insetos e por
conseqiiéncia afetar a fecundidade. Pouca movimentagdo e alimentagcdo constante, foram
observadas em A. gemmatalis quando mantidas a 35°C (MILANO et al., 2008), tais respostas
comportamentais .podem ter ocasionado menor frequéncia de copulas, o mesmo autor
verificou que nessas condi¢des de temperaturas, fémeas apresentaram menor nimero de
espermatoforos e, consequentemente, menor numero de ovos.

O aumento da temperatura ndo afetou a razdo sexual dos insetos. Estes

resultados confirmam os obtidos por Silva et al. (2012), onde diferenca nesta variavel para A.
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gemmatalis também ndo foi constatada entre as os regimes térmicos estudados. Influéncia da
temperatura na razdo sexual também ndo foi verificada em Plutella xylostella, Lepidoptera:
Plutellidae (GUO; QIN, 2010).

A longevidade das fémeas foi afetada por temperaturas elevadas, menor
longevidade pode ser observada a 31° C e 34° C. Estudos sobre a temperatura ¢ o
desenvolvimento dos insetos, indicam que o periodo de sobrevivéncia dos insetos adultos €
mais curto em temperaturas mais elevadas (BARI; LANGE 1980; MOSCARDI et al., 1981).

Os isoflavondides daidzina, daidzeina, genistina, genisteina e as malonis
(daidizina, genistina), foram identificados nos extratos foliares de soja submetidas a (380 e
456 ppm) de CO; e a (25°C, 28°C, 31°C e 34°C). Tais substancias tém sido relacionadas a
uma variedade de fungdes: precursores da produgdo de fitoalexinas (LOZOVAYA et al.,
2007), inibidores do ataque de patogenos (NAOUMKINA et al., 2007) e resisténcia de plantas
a insetos (ZHOU et al., 2011). As concentragdes dos metabodlitos secundarios identificados
foram influenciadas pelas concentragdes de dioxido de carbono utilizadas (380 e 456 ppm) e
temperaturas adotadas. A elevada concentra¢do de CO, proporcionou um maior acimulo das
substancias identificadas, principalmente em temperaturas mais amenas. No entanto, estudos
realizados para verificar o efeito de elevadas concentracdes de CO, na produgdo de
substancias do metabolismo secundario em plantas de soja cultivadas sob altas concentragdes
de CO; (550 pmol mol™') demonstraram aumento apenas na concentragdo de quercitina, e
reducdo de genisteina (O’ NEILL et al., 2010). Redu¢ao das concentragdes de fendlicos totais
e flavonoides também foram observados em grios de arroz cultivados sob elevada
concentragdo de CO, (GOUFO et al.,, 2014).Variacdes extremas da temperatura sao
desfavoraveis ao metabolismo das plantas, de modo geral, temperaturas amenas sdo mais
favoraveis as plantas, enquanto altas temperaturas incidem negativamente sobre as vias
metabolicas das plantas (SANGWAN, 2001).

O efeito da temperatura na produgdo de flavonoides em sementes e vagens
de soja, tem sido bastante estudado, e para estas estruturas das plantas as elevadas
temperaturas tem proporcionado menor acimulo de metabolitos secundarios (TSUKAMOTO
et al,, 1995). O aumento da temperatura de 18 ° C para 23 ° C e 28° C durante o
desenvolvimento da semente acarretou em decréscimo do contetido total de isoflavona em
cerca de 65 % e 90 % respectivamente (CALDWELL; BRITZ; MIRECKI, 2005). Estresse de
alta temperatura [33/25 ° C (temperaturas dia/noite)] imposta no final do periodo reprodutivo
(R5 -R8) reduziu a concentragdo total de isoflavonas de 46-86 e 20-73 % em sementes e

vagens, respectivamente (CHENNUPATI et al., 2012). No entanto, estudos sobre a resposta
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da produgdo de metabolitos secundarios em folhas de soja sob elevadas temperaturas ainda
sdo escassos, neste trabalho o maior acimulo de isoflavonodides em plantas cultivadas a 25° C,
limite térmico inferior adotado, e a reducdo destes compostos observada em temperaturas
mais elevadas (28°C, 31° C e 34° C), sugere que as estruturas foliares, assim como verificado
em vagens ¢ sementes, também sdao influénciadas pela temperatura na produgdo de
substancias do metabolismo secundario, sendo as temperaturas mais baixas mais propicias
para a producdo destes compostos.

Das substancias identificadas pode-se destacar a daidzina. Esta substancia ¢
precursora de fitoalexinas, incluindo a gliceolina (GRAHAM; KIM; GRAHAM, 1990;
LOZOVAYA et al., 2007). As fitoalexinas sdo substancias que podem ser produzidas pelas
plantas em resposta ao ataque de patogenos e insetos, atuando na sua defesa (DUKA;
ARDELEAN, 2010). A temperatura pode influenciar na producdo desta fitoalexina. Em
hipocétilos de soja, menor concentracdo de gliceolinas foi verificada a 32°C, quando
comparada 25°C (CLASSEN; WARD, 1985) Baixas temperaturas podem promover o
acimulo de fitoalexinas em plantas (MERCIER; ARUL; CHANTAL, 1993). As gliceolinas
juntamente com outros isoflavondides mostraram efeitos antinutricionais e/ou antibidticos em
Trichoplusia ni (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) (NEUPANE; NORRIS, 1991; SHARMA;
NORRIS ,1991). Folhas de feijdo tratadas com gliceolina foram menos aceitas por Diabrotica
undecimpunctata howardi Barber (Coleoptera: Chrysomelidae) e Epilachna varivestis
(Coleoptera: Chrysomelidae), mas esse tratamento ndo afetou Cerotoma trifurcata (Foster)
(Coleptera:Chrysomelidae), mesmo nas maiores concentragdes testadas (FISCHER; KOGA;
PAXTON, 1990). Embora as propriedades antinutricionais das gliceolinas contra insetos
desfolhadores tenham sido observadas sob condi¢des experimentais, essas respostas sdao
aparentemente espécie-especificas, pois essas fitoalexinas também ndo mostraram efeito
significativo no crescimento, desenvolvimento ou sobrevivéncia de Pseudoplusia includens
Lepidoptera: Noctuidae (HART; KOGAN; PAXTON, 1983). Neste trabalho maior numero de
repeti¢cdes onde foi constatada a ocorréncia de gliceolinas foi observada em plantas cultivadas
a 25°C com menor concentra¢do de CO; e a 34°C em ambas concentragdes de CO, utilizadas.
Estes resultados diferem dos encontrados por Classen e Ward (1985), que constataram menor
ocorréncia de gliceolinas em temperaturas elevadas.

Os compostos daidzina, daidzeina, genistina e genisteina identificados neste
trabalho, tem sido testados e relacionados a resisténcia de plantas a insetos. Em testes de
preferéncia alimentar de Nezara viridula (Hemiptera: Pentatomidae) vagens tratadas com

daidzina ndo apresentaram diferenga na preferéncia quando comparadas a testemunha e foram
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mais preferidas quando comparadas a vagens tratadas com genistina (TOLEDO, 2005).
Daidzeina aplicada em discos foliares afetou negativametne o crescimento e sobrevivéncia da
larva do repolho, Trichoplusia ni, (Lepidoptera: Noctuidac) (SHARMA; NORRIS, 1991).
Genistina adicionada a dieta artificial ndo demonstrou efeito antinutricional em A.
gemmatalis, no entanto, quando esta substancia foi adicionada juntamente com o flavonodide
rutina, maior mortalidade, redugdo de pesos iniciais e de pupa, além de maior duracao da fase
larval foi observado (SALVADOR, 2008). Genisteina aplicada em discos foliares reduziu o
consumo de Heteronychus arator, Coleoptera: Scarabacidac (SUTHERLAND et al., 1980).

O melhor desempenho dos insetos observado no tratamento onde foi
verificada maior concentracdo de isoflavonoides pode estar relacionada as diferentes formas
de acdo destas substancias sobre artropodes pragas e a capacidade de adaptacdo dos insetos a
estas substancias. Apesar de amplamente distribuidos nas cultivares de soja os isoflavonoides
ndo possuem alta toxicidade aos artropodes pragas. Comparados a muitas outras substancias
secundarias, os flavonoides nao sdao especialmente toxicos, e tém baixa atividade fisiologica
em muitos insetos (HARBORNE; GRAYER, 1993). E podem atuar de diferentes formas
conforme a sua concentracao e a espécie. Dependendo da concentracdo e da espécie de inseto
podem atuar de forma diferenciada, como por exemplo o flavonoide rutina pode ser
estimulante alimentar para o gafanhoto Schistocerca americana, Orthoptera: Acrididae
(Drury) (BERNAYS et al.,, 1991) e atuar negativamente na biologia de A. gemmatalis
causando prolongamento no ciclo e alta mortalidade (GAZZONI et al., 1997; HOFFMANN et
al. 2006; SALVADOR et al. 2010). Além disso, flavondides com estrutura relativamente
parecidas, podem agir de forma diferente no mesmo inseto (HARBORNE; GRAYER, 1993),
como no caso da rutina (quercitina 3-O-rutinosidio) que funciona como estimulante alimentar
para Manduca sexta (Lepidoptera, Sphingidae), enquanto a quercetina 3-rhamnosidio que
possue menor quantidade de agucar em relagdo a rutina age como deterrente (BOER;
HANSON 1987).

Ainda, cultivares ou gendtipos reconhecidos por sua caracteristica de
resisténcia a insetos como: IAC-100 e PI 227687, apresentam em sua composi¢ao quimica os
flavonoides rutina (90 e 350 pg/g) e genistina (44 ¢ 19 ug/g), respectivamente (SALVADOR,
2008). O flavonoide rutina, ndo foi identificado na cultivar BRS 359 RR, utilizada nesse
trabalho. A rutina tem sido relatada por atuar de forma negativa na biologia de A. gemmatalis
(GAZZONI et al. 1997; PIUBELLI et al., 2005; HOFFMANN et al. 2006; SALVADOR et
al., 2010), e a genistina de forma isolada, ndo causa efeitos deletérios ao ciclo biologico de A.

gemmatalis quando adicionada a dieta artificial. No entanto, impacto negativo acentuado foi
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observado quando esta substancia foi associada a rutina. A auséncia da rutina, também pode
ser um dos fatores relacionados ao melhor desempenho dos insetos em plantas cuja maior
concentracdo de metabolitos foi identificada.

Para o inseto a composi¢do quimica da planta constitui um desafio em sua
alimentagdo, barreira esta que pode ser superada através de estratégias de adaptacdo como um
conjunto de enzimas que atuam contra agentes toxicos quimicos (MELLO; SILVA-FILHO,
2002) e detoxificacdo por oxidagdo, reducdo, hidrélise ou conjugagdo de moléculas
(SCOTT;WEN, 2001) das substancias presentes nas plantas. O desenvolvimento de insetos
em um nuamero reduzido de hospedeiras, propicia uma forma mais eficiente de
reconhecimento e adaptagdo dos metabodlitos secundarios presentes nas plantas. Em A.
gemmatalis , praga-chave da cultura da soja, a alimentacdo em hospedeiros ndo preferenciais
¢ rara, ocasionada pela falta das plantas hospedeiras preferenciais ou a alguma deficiéncia
nutricional dos hospedeiros preferenciais disponiveis (MOSCARDI et al., 2012).

Elevadas concentracdes de CO,, associadas ao aumento de temperatura
podem promover mudancas no metabolismo primario das plantas, modificando a
concentragdo de substancias essenciais como carbono (C), nitrogénio (N), carboidratos e
acucares totais, o que pode modificar as relagdes inseto-planta. Para ambas concentragdes de
CO; maior percentual de carbono foi identificado a 25° C, sendo maior em 456ppm de CO,.
Aumento da relagdo carbono e nitrogénio (C:N) pode ser observado em plantas cultivadas nas
temperaturas de 25° C e 34° C sob elevada concentragdo de CO, (456 ppm). Maior
concentragdo de metabolitos secundarios nestes tratamentos pode estar relacionada ao
aumento de carbono. Plantas cultivadas em CO, elevado possuem maior relacdo C: N que
plantas cultivadas em niveis ambientais de CO, (AINSWORTH et al., 2002), aumentando
assim a quantidade de carbono disponiveis para serem transformados em compostos fenolicos
(O NEIL et al., 2010).

As maiores concentragdes de N foram encontradas em plantas cultivadas a
25°C e 34° C com 380 ppm. Redugdo do percentual de N pode ser observada nesses
tratamentos quando houve o aumento da concentragdo de CO, atmosférico (456ppm). No
entanto, o inverso pode ser verificado nas tempertaturas 28° C, onde maior percentual de N
foi encontrado em plantas cultivadas sob elevadas concentragdes de CO,, a maior qualidade
nutricional destas plantas, pode estar relacionada ao melhor desempenho dos insetos nestas
condigoes. Taxas elevadas de assimilagdo de C em altas concentragdes de CO, tem um efeito
de dilui¢do do N, promovendo o aumento da relagdo C:N no tecido das plantas (RIIKONEN
et al., 2005; ZAVALA et al., 2013). A redugao da concentragdo de N pode ser explicada
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devido ao fato de uma propor¢ao substancial de N foliar ser investida na atividade da Rubisco
(EVANS, 1989), e também ao estimulo da reacdo de carboxilacdo em elevadas concentragdes
de CO, (SENEWEERA et al., 2011).

Aumento de agticares totais foi observado em plantas cultivadas sob elevada
concentragdo de CO,. Condi¢des elevadas de CO, como mencionado anteriormente,
estimulam a fotossintese, principalmente em plantas C3, uma maior eficiéncia deste processo
resulta em um aumento a concentracdo do total de carboidratos e aglicares nas plantas
cultivadas (AINSWORTH et al., 2002). Em soja, os niveis de aglcares foliares aumentaram
em 31 %, em plantas cultivadas sob elevadas concentragcdes de CO,, plantas estas que
apresentaram também aumento significativo na densidade de Popillia japonica, Coleoptera:

Scarabaeidae (HAMILTON et al., 2005).

5.7 CONCLUSAO

Elevadas temperaturas e concentragdes de CO, afetam a biologia de A.
gemmatalis, causando maior mortalidade, reducdo da longevidade e numero de ovos. Estas
condi¢des também promovem alteragdes no metabolismo primario e secundario da soja,
elevadas temperaturas e concentragdes de CO,, reduzem o percentual de nitrogénio e causam
o aumento da concentracdo de acUcares totais, aumentando assim provavelmente a

suscetibilidade das plantas a insetos.
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CONCLUSOES FINAIS

A populagdo de A. gemmatalis pode ser negativamente afetada pelo
aumento da temperatura, no entanto, indicios de adaptacdo aos diferentes regimes térmicos
adotados ao longo das geragdes foram observados.

Temperaturas elevadas promovem nas plantas redugdo da concentracdo de
metabolitos secundarios.

Plantas submetidas a elevadas temperaturas e concentragcdes de CO;
apresentaram maior percentual de carbono, menor percentual de nitrogénio e um aumento da
relacao C:N.

Elevadas temperaturas e concentragdo de CO,, promoveram um aumento da

concentragdo de agucares totais em folhas de soja.
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