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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi identificar os metabdlitos secundarios em extratos
foliares das cultivares de soja mais semeadas no Brasil e a possibilidade de ocorrer
sequestro destes compostos por Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) e Chrysodeixis includens (Walker, 1858) (Lepidoptera:
Noctuidae). Os gendtipos selecionados foram V. Max RR, BMX Apollo RR, BMX
Poténcia RR, BRS 284, BRS 360 RR, NA 5909 RR, ANTA 82 RR, TMG 115 RR,
M9144 RR, 98Y30, TMG 132 RR e Intacta RR2 PRO variedade DONMARIO 6458.
As cultivares foram semeadas em casa-de-vegetagao nas condi¢cbes de 28 °C £ 2 e
70% UR. Para a identificacdo e quantificagdo dos compostos fendlicos das folhas,
amostras das cultivares foram coletadas no estadio V6, moidas, submetidas a
extragdo em MeOH (90%), secas em vacuo, ressolubilizadas e analisadas em
HPLC. No desenvolvimento das lagartas, estas foram mantidas em camaras B.O.D.
e alimentadas com as mesmas cultivares até a fase adulta. Apdés a emergéncia, o
corpo dos adultos foi armazenado em ultrafreezer, numa temperatura de — 80 °C e
liofilizados. Para a analise dos metabdlitos secundarios sequestrados pelas duas
espécies de insetos, as asas e pernas foram removidas sendo o restante do corpo
pesado, moido, extraido, hidrolisado e analisado no LC-MS/MS. Nos extratos foliares
brutos (ndo hidrolisado), foram identificados os isoflavonoides daidzina, glicitina,
genistina, malonil-daidzina, malonil-glicitina, malonil-genistina, acetil-daidzina,
daidzeina, genisteina, coumestrol e o flavondl rutina. Na analise dos extratos
hidrolizados do corpo de S. frugiperda, foi possivel observar as agliconas genisteina
(91%), daidzeina (72%) e gliciteina (9%), enquanto em C. includens, foram
realizadas analises para a identificagdo apenas de daidzeina. Essa aglicona foi
identificada em apenas 48% dos adultos de C. includens analisados, o que
representa uma reducédo de 24% desta, quando comparado com o observado nos
extratos de S. frugiperda. A possibilidade de identificar em insetos adultos,
metabdlitos secundarios oriundos das plantas hospedeiras utilizadas pelo inseto na
fase larval, apresenta-se como uma ferramenta importante para monitoramento da
paisagem agricola, principalmente para as tecnologias que podem gerar pressao de
selecdo, como no caso de cultivares Bt. Dessa forma, diante do percentual de
isoflavonoides identificados em extratos do corpo de S. frugiperda, sugere-se que
genisteina pode ser considerada o indicador mais adequado para a espécie. Para C.
includens, daidzeina ndo se mostrou um indicador adequado, considerando que
mais da metade dos adultos ndo a sequestraram. Assim, estudos adicionais sao
necessarios para verificar a assimilagao de genisteina e gliciteina nessa espécie.

Palavras-chave: Isoflavonoides. Glycine max. Pressdo de sele¢do. Sequestro de
metabdlitos secundarios. Resisténcia de plantas.
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ABSTRACT

This study was carried out to identify secondary metabolites on the extracts of the
most sowed soybean genotypes, in Brazil, as well as assess the possibility
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) and Chrysodeixis
includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) sequester such compounds. The
selected genotypes were V. Max RR, BMX Apollo RR, BMX Poténcia RR, BRS 284,
BRS 360 RR, NA 5909 RR, ANTA 82 RR, TMG 115 RR, M9144 RR, 98Y30, TMG
132 RR and Intacta RR2 PRO DONMARIO 6458. The cultivars were sowed at
greenhouse and the leaves were offered to the larvae since hatching. These were
maintained in cameras B.O.D. and fed with the same cultivars from hatching to
adulthood. After emergence, the adult bodies were stored in Ultrafreezer (- 80 °C)
and lyophilized. For identifying and quantifying phenolic compounds in leaves of
soybean cultivars were collected, at the V6 stage, and immediately kept in liquid
nitrogen, ground, extracted in 90% MeOH, dried under vacuum, resolubilized in 80%
MeOH and analyzed by HPLC. For the analysis of secondary metabolites
sequestered, wings and legs S. frugiperda e C. includens were removed and the
remainings of the body, ground, extracted, hydrolyzed and analyzed in LC-MS/MS.
The isoflavones daidzin, genistin, glycitin, malonyl-daidzin, malonyl-genistin, malonyl-
glycitin, acetil-daidzina, daidzein, genistein, coumestrol and the flavonol rutin were
identified in soybean genotypes crude extracts. In the analysis of hydrolyzed extracts
from S. frugiperda body, aglycones genistein (91%), daidzein (72%) and glycitein
(9%) were detected. However, from C. includens body extracts only, daidzein LC-
MS/MS analyses were performed where 48% of the C. includens adult samples, the
aglycone daidzein was identified, representing a reduction of 24% in relation to
extracts of S. frugiperda. The ability to identify in adult insect bodies the secondary
metabolites from the host plants used by insects in larval stage, represented an
important tool for monitoring the succession of crops, especially from technologies
able to generate selection pressure as Bt crops. Thus, considering the percentage of
isoflavones identified in S. frugiperda extracts, it is possible to suggest that genistein
is the most appropriated feeding indicators. For C. includens, daidzein was not an
appropriate indicator, considering that more than half of adults do not sequestered
the aglycone. Thus, further studies are needed to verify the assimilation of genistein
and glycitein by C. includens.

Keywords: Isoflavones. Glycine max. Selection pressure. Assimilation of secondary
metabolites. Plant resistance.
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1.INTRODUCAO

O Brasil é responsavel por grande parte da produgdo agricola
mundial, com terras aptas para plantio, disponibilidade hidrica, condi¢cdes climaticas
favoraveis, dominio de tecnologias e uma agroindustria avangada, se destacando
como lider em producgéo e produtividade em algumas das principais culturas como
soja, milho, trigo, algodao, entre outras. A soja constitui em um dos produtos
agricolas de maior importancia para o Brasil, ocupando a segunda posi¢do no
ranking mundial de produgado, perdendo apenas para os EUA (MAPA, 2013). Na
safra 2013/2014 foi estimada uma producdo de aproximadamente 86 milhdes de
toneladas, representando um acréscimo de 5,1% quando comparada com a safra
anterior (CONAB, 2014).

Durante todo o ciclo, as espécies vegetais estdo vulneraveis ao
ataque de diversos insetos e patdogenos. Na cultura da soja, estimativas de perda
sao da ordem de 37% da producédo, das quais aproximadamente 13% sao causadas
por insetos (SILVA-FILHO; FALCO, 2000). Assim, os insetos representam um
importante fator de redugédo da produgao agricola e sdo favorecidos pelo aumento
da area de plantio, e outros fatores como falhas na ado¢ao de medidas de controle.

Em areas de cultivo, onde € comum a sucessé&o de culturas (milho,
soja e algodéo), ocorre uma oferta continua de alimento que favorece as populagdes
de alguns insetos, principalmente, a dos polifagos. Isso tem gerado sérios
problemas ao sistema produtivo devido a migracado de pragas entre culturas
proximas, ou logo a seguir em sistema de plantio direto, observando-se um aumento
anual das infestacdes das pragas (BUSOLI et al., 2011). Associada a essa condigao,
e a praticas inadequadas de manejo, como a aplicagdo excessiva de inseticidas e
fungicidas, assim como a expansao da area de cultivo, podem favorecer surtos de
pragas antes consideradas secundarias (YORINORI, 2002; SANTOS; NEVES;
MENEGUIM, 2005; SOSA-GOMEZ; OMOTO, 2012).

As pragas vém ganhando maior importancia devido ao seu ataque
constante em culturas, com ocorréncia regular e ampla distribuicdo geografica.
Dentre elas, destaca-se Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) pela ampla gama de plantas hospedeiras (PANIZZI et al., 2012),
podendo se alimentar em mais de 80 espécies, incluindo o algodoeiro, milho e soja
(POGUE, 2002; CAPINERA, 2008). Como esses sistemas agricolas sdo comumente
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atacados pela espécie, ocorre oferta continua de alimento, favorecendo o
desenvolvimento e reproducao desses insetos polifagos (SANTOS, 2001).

Anteriormente  considerada praga secundaria, Chrysodeixis
includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) (HOFFMANN-CAMPO et al.,
2000) nos ultimos anos tem representado um dos problemas fitossanitarios mais
sérios da cultura da soja (MOSCARDI et al., 2012). Conhecida popularmente como
“falsa-medideira”, essa lagarta é extremamente polifaga, e pode se desenvolver em
73 espécies de plantas hospedeiras no Brasil, pertencentes a 29 familias
(BERNARDI, 2012). Comecgou a despertar cuidados nas principais regides de cultivo
a partir da safra 2000/2001 (BUENO et al., 2007), quando surtos populacionais
causaram danos expressivos a culturas como soja e algodao, nos principais Estados
produtores como Bahia, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Parana, entre
outros (MOSCARDI et al., 2012). Consequentemente, esse aumento populacional
acarretou em um incremento no numero de aplicacbes de agrotoxicos (BUENO et
al., 2009), ocasionando um grande desequilibrio no agroecossistema (MOSCARDI et
al., 2012).

Dentre as estratégias de controle disponiveis, a utilizagdo de
cultivares com resisténcia a insetos, pode ser considerada um método ideal para
reducdo de populagdes abaixo do nivel de dano econdmico, sem necessidade de
controle quimico (LARA, 1991). Os mecanismos de defesa das plantas envolvem
uma série de caracteristicas morfolégicas e também, um complexo de substancias
quimicas repelentes ou toxicas (PIUBELLI et al., 2003a). Tais compostos de defesa
sao chamados de aleloquimicos, e sao definidos como metabdlitos secundarios,
podendo atuar na defesa contra herbivoros, patégenos, entre outros. Na cultura da
soja, os compostos secundarios mais provaveis sao os flavonoides (HOFFMANN-
CAMPO, 1995) que, em geral, sdo mais abundantes nos gendtipos resistentes.

Muitos metabdlitos secundarios s&o relativamente limitados em sua
distribuicdo entre as espécies vegetais e, devido a sua toxicidade, podem ser
sequestrados pelos insetos herbivoros na fase larval (ORTH; HEAD; MIEROW,
2007), permanecendo em diferentes células do seu organismo até a fase adulta.
Desde o século XIX, ja foi observado que lepidopteros sequestram substéncias
quimicas responsaveis pela defesa das plantas. Um exemplo classico de utilizagéo
dessa protecao quimica, € a borboleta monarca, Danaus plexippus (Linnaeus, 1758)

(Lepidoptera: Danaidae), cuja larva sequestra cardenolideos de sua planta
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hospedeira (Asclepias syriaca) e as transfere para os adultos, tornando-as
impalataveis para passaros (BROWER; EDMUNDS; MOFFITT, 1975).

A utilizagdo de plantas geneticamente modificadas (GM) resistentes
a lagartas tém sido uma das técnicas de controle utilizada em diversos
agroecossistemas em sucessdo. Dessa forma, monitorar a evolugdo da resisténcia
nas populagdes de insetos pragas alvo da tecnologia € de extrema importancia para
0 seu manejo, devido a pressao de selecédo exercida pela expressédo continua das
proteinas nas plantas Bt. Considerando que tanto S. frugiperda quanto C. includens
sdo insetos polifagos, a possibilidade de identificar nos adultos, quais foram as
plantas consumidas durante a fase larval pode ser uma estratégia importante no
monitoramento de insetos resistentes a proteina Bt, fornecendo informacdes da
contribuicdo de cada hospedeiro na formagao das populacdes, a fim de se evitar que
essa resisténcia se propague para outras populagoes.

O presente trabalho teve por objetivo identificar os metabdlitos
secundarios produzidos nas cultivares de soja mais plantadas no pais e, analisar os
compostos extraidos dos tecidos do corpo dos insetos, visando determinar uma
substancia sequestrada por S. frugiperda e C. includens que possa ser utilizada
como marcador bioquimico de alimentagado. Essa informacéo e a de outros estudos
que deverao ser realizados com outras culturas do sistema de producgao, fornecerao
pistas das plantas consumidas pelos insetos praga coletados em campo,

consequentemente, possibilitando o monitoramento da paisagem agricola.

2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CULTURA DA SOJA

A soja, Glycine max (L.) Merril, € uma leguminosa da familia
Fabaceae, originaria da China onde é conhecida desde aproximadamente 2000 a.C,
sendo um gréo de grande importancia para a alimentagdo na Asia, especialmente na
China, Japao e Coréia. Estabeleceu-se no Brasil no inicio do século XX, e a partir
das décadas de 1960/1970 € que foi observado um maior impulso, devido ao
estabelecimento no Sul do pais como uma planta de grande importancia econémica.

Desde entdo, transformou-se na cultura de maior interesse econémico em diversas
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regides produtoras do Brasil, como Sudeste, Centro-Oeste, Norte e Nordeste do pais
(MISSAQ, 2006).

Na atualizadade, a soja é o principal produto de exportagédo
brasileiro. E, segundo Vilela e Moreira (2007), € um dos produtos agricolas mais
comercializados em todo o mundo. Na safra 2013/2014 atingiu uma area de cultivo
de 30 milhdes de hectares, representando um aumento de 8,7%, ou seja, 2,4
milhdes de hectares a mais em relacédo a safra 2012/2013. Na safra 2014/2015 que
esta em andamento, estima-se que a produg¢ao nacional sera de aproximadamente
86 milhdes de toneladas, com ganho de 5,1% em relacédo a safra anterior (CONAB,
2014). Além de ser uma “commodity” mundial, a importancia econémica também
esta associada a produgdao de uma diversidade de subprodutos, para os mais
variados fins, constituindo em um dos principais ingredientes na alimentagdo de
gado, suinos e aves domésticas (ZAMBOM et al., 2001). O complexo soja, é
formado por soja em graos, 6leo de soja bruto, 6leo de soja refinado, farelo de soja e
demais Oleos e derivados. E devido a persceptiva de ampliagdo, producido e
utilizacdo do biodiesel no Brasil, pesquisas vém sendo realizadas com essa cultura
para o uso na fabricagdo de biocombustivel (COSTA NETO et al., 2000; FERRARI;
OLIVEIRA; SCABIO, 2005).

Assim como outras monoculturas, a soja apresenta severas perdas
na produtividade em fungdo de diferentes fatores abiodticos (temperatura, COo,
estresse hidrico, etc) e bidticos (insetos, fungos, nematoides). Dentre os fatores
biéticos que podem afetar o desenvolvimento das plantas, o ataque de insetos
merece grande atengdo em fungdo do numero de espécies que atacam a cultura e
que podem comprometer a sua produtividade. Existem cerca de 70 espécies de
insetos e acaros que podem ocorrer na soja (MOSCARDI et al., 2012) causando
grandes prejuizos econdmicos. Essas pragas podem ocasionar danos desde a
germinagdo das sementes e emergéncia das plantas, até a fase de maturacéo
fisioldgica (HOFFMANN-CAMPO et al., 2012; AVILA; GRIGOLLI, 2014).

Os insetos sugadores e desfolhadores s&o considerados os
principais grupos de pragas da cultura da soja (DEGRANDE; VIVAN, 2007). Dentre
0os insetos sugadores, podemos destacar os percevejos da ordem Hemiptera,
subordem Heteroptera, pertencentes as espécies Euschistus heros (Fabricius,
1798), Piezodorus guildinii (Westwood, 1837) e Nezara viridula (Linnaeus, 1758),

que podem ocorrer na fase reprodutiva da soja, reduzindo a qualidade e
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produtividade dos graos. Como atacam diretamente o produto final, ou seja, graos
ou sementes, sdo considerados o principal problema entomolégico da cultura
(PANIZZI; BUENO; SILVA, 2012). Perdas significativas no rendimento, s&o devido a
reducdo do peso dos graos, abortamento dos legumes, perdas na qualidade e no
potencial germinativo da soja (GAZZONI, 1998; CORREA-FERREIRA; AZEVEDO,
2002; PANIZZI; BUENO; SILVA, 2012). Outras espécies de percevejos considerados
menos comuns como Dichelops furcatus (Fabricius, 1775), Dichelops melacanthus
(Dallas, 1851), Edessa meditabunda (Fabricius, 1794), Chinavia spp. e Thyanta
perditor (Fabricius, 1794) e o alidideo, Neomegalotomus parvus (Westwood, 1842),
também podem atacar a cultura da soja (MOSCARDI et al., 2012), sendo os
aumentos populacionais, determinados por alteragdes climaticas ou outros fatores,
como os sistemas de producgéo especificos de cada regiao (PANIZZI, 1997).

Além dos percevejos, ha ainda um complexo de lepidopteros de
grande importancia econdmica para a cultura que também podem danificar os graos
e reduzir a produtividade da cultura (PANIZZI; BUENO; SILVA, 2012). Dentre esses
insetos, estdo principalmente as lagartas-das-vagens, Spodoptera spp. € a lagarta
Heliothis virescens (Fabricius, 1781) (Lepidoptera: Noctuidae) que além das vagens,
podem também atacar folhas e outras partes das plantas (PANIZZI; BUENO; SILVA,
2012).

Lagartas do género Spodoptera apresentam distribuicdo
principalmente tropical e subtropical, mas algumas espécies podem ainda, ocorrer
em regides temperadas. Na regido neotropical o genéro € representado por 16
espécies. Pelo menos metade dessas espécies sdo pragas agricolas, apresentando
alto grau de polifagia, alimentando-se de diversas culturas de interesse econémico
como cereais, pastagens (POGUE, 2002), hortalicas (SILVA et al., 1968), eucalipto
(SANTOS; COSENZA; ALBINO, 1980), entre outras. Spodoptera eridania (Cramer,
1782) (Lepidoptera: Noctuidae) pode apresentar alta densidade populacional com
niveis de desfolha ultrapassando os niveis de controle, ou seja, 30% na fase
vegetativa e 15% na fase reprodutiva da cultura da soja, tornando-se uma das
pragas agricolas mais importantes nas regides do cerrado e varzeas (FRAGOSO;
SILVA, 2007). Essa praga, além de folhas, também ataca vagens da soja, tornando-
se juntamente com a lagarta Spodoptera cosmioides (Walker, 1898) (Lepidoptera:
Noctuidae), pragas de importancia a partir do inicio da fase reprodutiva da cultura
(GAZZONI; YORINORI, 1995; PANIZZI; BUENO; SILVA, 2012). Outras espécies
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como S. frugiperda tém se destacado economicamente em soja (VIVAN, 2010).
Esse inseto polifago, se destaca por se alimentar em mais de 80 espécies de
plantas (POGUE, 2002; CAPINERA, 2008), incluindo arroz (PEREIRA; CALAFIORI,
1989; BOTTON et al.,, 1998), amendoim (ISIDRO; ALMEIDA; PEREIRA, 1997),
sorgo (CORTEZ; WAQUIL, 1997) e trigo (TAKAHASHI; NAKANO; ORSI, 1980), além
de algodao, milho e soja (POGUE, 2002; CAPINERA, 2008). Essas trés ultimas
culturas tém sido muito utilizadas em sucessao, principalmente, na regido Centro-
Oeste brasileira onde é praticada em grandes areas fornecendo a lagarta uma
continua oferta de alimento (SANTOS et al.,, 2009). Assim, essa espécie tem
potencial de se tornar uma praga ainda mais importante no sistema de cultura que
incluem soja em fungado da intensa exposi¢cao da cultura a pressédo populacional do
inseto (SA et al., 2009).

Dentre os insetos desfolhadores, podemos destacar também a
lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818) (Lepidoptera: Eribidae),
devido a sua alta capacidade de desfolhamento e ampla distribuicdo geografica
(HOFFMANN-CAMPO et al.,, 2000), ocorrendo desde os Estados Unidos até a
Argentina (TURNIPSSED; KOGAN, 1976). Cada lagarta, para completar seu
desenvolvimento, consome, aproximadamente, 110 cm? de folhas (WALKER et al.,
2000). Dependendo do nivel de desfolha e do estadio fenoldgico da planta, altas
infestacbes dessa praga podem comprometer o rendimento da soja (FUGI,
LOURENCAOQ; PARRA, 2005). E um importante inseto desfolhador, no entanto, por
atacar preferencialmente as folhas do tergo superior da cultura, e a disponibilidade
de varios inseticidas e outras taticas de controle, atualmente ndo tem sido mais
considerada a principal lagarta da soja. Por outro lado, diversos desfolhadores da
ordem Lepidoptera tem aumentado a sua importancia nessa cultura.

A lagarta-falsa-medideira, C. includens é abundante na cultura da
soja, e por muito tempo foi considerada praga secundaria dessa cultura (MOSCARDI
et al., 2012). Entretanto, a ocorréncia de surtos dessa praga tém sido frequentes em
todas as regides produtoras do pais. Além disso, mais de 70% das lagartas de
Plusiinae tém ocorrido no tergco médio, inferior das plantas e na face abaxial de suas
folhas, estando menos exposto aos inseticidas, dificultando o seu controle (WISCH,
2011). Em algumas regides, C. includens vem superando as populagbes de A.
gemmatalis (WISCH, 2011), que era considerada o principal inseto desfolhador da
soja até o inicio da década de 2000 (GALLO et al., 2002).
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O uso de inseticidas quimicos € a tatica mais utilizada para o
controle de artrépodes pragas quando a densidade populacional se aproxima do
nivel de dano econdmico, principalmente devido a sua rapida agado (PAPA, 2002).
No entanto, o seu uso indiscriminado é ecologicamente nocivo, podendo ter como
consequéncia o desenvolvimento da resisténcia dos insetos a diversos produtos
quimicos, aumento da populacdo de pragas secundarias, efeitos adversos em
organismos benéficos, residuos indesejaveis em alimentos, danos aos aplicadores
dos produtos (PIUBELLI et al., 2005), além de aumentar os custos de producgao.
Com a finalidade de reduzir o uso de produtos quimicos, técnicas alternativas vém
sendo utilizadas. Dentre essas estratégias de controle disponiveis, a utilizagdo de
plantas resistentes, transgénicas ou ndo, € considerada uma das bases do manejo

integrado de pragas.

2.1.2 Metabolitos Secundarios

Em condi¢gdes naturais, as plantas estdo expostas a inumeros
inimigos que podem afetar seu desenvolvimento (TAIZ; ZEIGER, 2010). Entretanto,
essas apresentam mecanismos de defesa, representados por uma série de
caracteristicas morfologicas e também, um complexo de substéncias quimicas
repelentes ou toxicas, que podem torna-las improprias para os insetos praga
(PIUBELLI et al., 2003a). Tais substancias de defesa sao chamadas de
aleloquimicos e sao definidos como metabdlitos secundarios, ou seja, substancias
nao nutritivas, produzidas por uma espécie, e que afetam a sobrevivéncia,
crescimento, comportamento, fecundidade ou fertilidade de individuos de outra
espécie (KOGAN, 1986). Em geral, a sua distribuicdo é restrita a algumas plantas, e
alguns metabdlitos secundarios sdo encontrados apenas em algumas ou em uma
unica espécie vegetal (TAIZ; ZEIGER, 2010).

Algumas dessas substancias podem ser constitutivas, expressas
constantemente, sendo caracteristico de cada gendtipo sem depender da presenca
de nenhum fator elicitador (STOUT, 2013). No entanto, os processos bioquimicos e
fisiologicos que ocorrem nas plantas podem sofrer alteragbes apds injuria mecéanica,
herbivoria, infecgdo por patdgenos e radiagdo ultravioleta (BALDWIN; SCHULTZ,
1983; LIN; KOGAN, 1990; CONCOMI et al., 1996), que resultam em mudangas na

qualidade dos tecidos vegetais que servem de alimento para fit6fagos (COLEMAN;
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JONES, 1991). Denominada resisténcia induzida, esta pode ter suas rotas
metabdlicas alteradas por algum desses estresses bidticos e/ou abidticos, sendo
manifestada na planta como uma resposta em fungédo a injurias (STOUT, 2013).
Assim, a expressao da resisténcia deve ser o resultado conjunto da complexa agéo
de enzimas oxidativas e dos compostos oriundos do metabolismo secundario das
plantas (STOUT; WORKMAN; DUFFEY, 1994). Presume-se que as diferencas nas
respostas induzidas pelos tipos de injuria sdo devido aos distintos sinais gerados no
local do dano, e podem ser desencadeados por fragmentos da parede celular da
planta (RYAN et al., 1985), fatores da saliva dos insetos (LIN; KOGAN; FISCHER,
1990; STOUT; WORKMAN; DUFFEY, 1994), ou microrganismos associados ao seu
aparelho bucal (GRISHAM et al., 1987).

Os compostos secundarios pertencem a diferentes grupos quimicos
como flavonoides, alcaloides, acetogeninas, glicosideos, isoprenoides e lignina
(HOFFMANN-CAMPO, 1995). Varios desses metabdlitos secundarios estao
envolvidos na interac&o inseto-planta e sdo estudados devido aos efeitos negativos
que podem desempenhar nos insetos praga. Na cultura da soja, os componentes de
defesa mais provaveis sdo os flavonoides (HOFFMANN-CAMPO, 1995), que em
geral sdo mais abundantes nos gendtipos resistentes, e podem desempenhar as
mais variadas funcbes como protecdo a radiacdo ultravioleta, insetos, doencas
causadas por fungos, bactérias e virus, atraentes para a polinizagdo (pétalas
coloridas), dispersantes de sementes (frutas vermelhas), controladores de
horménios, estimulantes a producdo de nodulos pelos rizobios, inibidores
enzimaticos, antioxidantes e agentes alelopaticos (MARKHAM, 1989). Podem ser
divididos em flavonas, flavonois, antocianina, isoflavona, flavanonas, diidroflavonois,
biflavonoides (MARKHAM, 1982).

As isoflavonas sao compostos fendlicos, pertencentes a uma classe
distinta de flavonoides, com importantes propriedades biolégicas, como atividades
estrogénicas, antifungicas e bactericidas das fitoalexinas (WILLIAMS; HARBORNE,
1989). Exercem diversas fungdes na interagcédo entre as plantas e o ambiente, onde
atuam como indutores de genes de nodulagao durante simbiose entre leguminosas e
bactérias do género Rhizobium (FERGUSON; MATHESIUS, 2003). Podem atuar
também como moléculas precursoras para a produgao de fitoalexinas durante as
interagbes planta-patégeno ou planta-inseto (AOKI; AKASHI; AYABE, 2000; DIXON;
FERREIRA, 2002), ou ainda inibir o crescimento de plantas invasoras (PEDERSEN;
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KUDSK; FOMSGAARD, 2015).

De maneira geral, os isoflavonoides glicosidicos mais encontrados
na soja, compreendem os compostos genistina, glicitina e daidzina, bem como suas
correspondentes agliconas genisteina, gliciteina e daidzeina (MACLEOD; AMES,
1988). Outros compostos derivados destes glicosideos sdo as formas acetil e
malonil (OHTA et al.,, 1979; KUDOU et al., 1991a). O efeito destes compostos
fendlicos depende de sua concentracédo, que podem ter fungcado atrativa, deterrente,
repelente, ou téxica as pragas que atacam a cultura da soja (HOFFMANN-CAMPO
et al., 2001).

2.1.3 A Resisténcia de Plantas Geneticamente Modificadas Usando Bt

Estima-se que a area destinada ao plantio de culturas
biotecnolégicas em todo o mundo alcangou 170 milhdes de hectares em 2012
(JAMES, 2012). Em muitos sistemas de producdo, plantas geneticamente
modificadas resistentes a insetos tém sido utilizadas como tatica para o manejo de
populagdes de lagartas desfolhadoras. Como essa pratica tem se mostrado eficiente
no controle de pragas, vem sendo empregada em escala significativa na agricultura
(BERNARDI et al., 2011). Atualmente, a disponibilidade de culturas transgénicas
expressando diferentes toxinas do Bt, as proteinas Cry ou proteinas inseticidas da
bactéria Bacillus thuringiensis Berliner (1911), tém sido utilizadas para reduzir
populagdes de lagartas desde os seus primeiros instares. Sdo altamente especificas
em sua atividade contra lepidépteros (VAECK et al., 1987), devido as ligagbes das
toxinas ocorrerem em locais especificos, ocasionando o rompimento das
membranas intestinais do inseto (SCHNEPF et al., 1998), levando-os a morte. Essas
técnicas também sdo empregadas para aumentar a rentabilidade agricola
(HUTCHISON et al., 2010), manter a conservagao dos inimigos naturais, além de
reduzir a poluicdo ambiental (GOULD, 1998). A utilizagdo de milho transgénico (Bt),
pode reduzir perdas causadas por varios lepiddpteros pragas, equivalentes a
aproximadamente 500 milhdes de délares anuais (WAQUIL; VILELLA; FOSTER,
2010). E, como os genes sao introduzidos nos genomas dos vegetais, a expresséo
das proteinas ocorre em todos os tecidos da planta, atingindo apenas os insetos que
se alimentam desses tecidos (MAAGD et al., 1999).

No Brasil, a soja Bt possui apenas a proteina Cry1Ac
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(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE SEMENTES E MUDAS, 2015). E os principais
alvos dessa tecnologia sao as lagartas H. virescens, Helicoverpa zea (Boddie, 1850)
(Lepidoptera: Noctuidae) e C. includens (STEWART et al.,, 1996) que s&o pragas
amplamente distribuidas em lavouras de soja no pais, 0 que aumenta a
possibilidade de desenvolvimento de resisténcia. Ja o milho Bt contém a proteina
Cry1Ab, direcionado para o controle de lepidopteros como S. frugiperda (WAQUIL;
VILELLA; FOSTER, 2010), H. zea e Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794)
(Lepidoptera: Pyralidae) (MICHELOTTO et al., 2011). Ha relatos também da
atividade dessas toxinas sobre a lagarta Elasmopalpus lignosellus (Zeller, 1852)
(Lepidoptera: Pyralidae) (MENDES; WAQUIL; VIANA, 2009). Em algodao, cultivares
como a Bollgard®, contém as toxinas Cry1Ac e Cry2Ab2 produzidas pelo B.
thuringiensis. Segundo Head et al. (2010) essa cultivar foi desenvolvida tendo em
vista o controle de pragas como H. zea, H. virescens e Pectinophora gossypiella
(Saunders, 1843) (Lepidoptera: Gelechiidae). O controle para H. virescens é
praticamente completo, mas para H. zea €& apenas parcial, devido a elevada
tolerancia desta espécie para a maioria das proteinas Bt (GOULD et al., 1998).

A expansao das areas de cultivo de algodao e milho, que possuem
algumas pragas em comum com a soja, pode ter influéncia no manejo da resisténcia
ao nivel de macrorregides. E com a adogdo do milho-Bt, algod&do-Bt e soja-Bt,
expressando toxinas de B. thuringiensis, trouxe preocupagcdo em relacdo ao
surgimento de ocorréncias de resisténcia, pela exposicao direta das populagdes de
insetos fitfagos as mesmas toxinas em areas grandes e continuas (SOSA-GOMEZ;
OMOTO, 2012). Esse procedimento, exerce elevada pressédo de selegdo sobre as
populagdes das pragas alvo (BERNARDI et al., 2011) que pode comprometer a sua
eficicacia (HEAD et al., 2010).

A resisténcia € uma caracteristica genética do inseto em tolerar
doses que sdo letais para maior parte dos individuos que formam uma populagao da
praga, podendo os insetos resistentes, estarem presentes no ambiente antes
mesmo da tecnologia ser utilizada (MONSANTO, 2015). Assim, o manejo da
resisténcia de insetos é o conjunto de medidas que visam prevenir ou retardar a
selecdo dos individuos resistentes para garantir a sustentabilidade da tecnologia
(MACHADO; FIUZA, 2010). Alguns fatores que podem influenciar a evolugdo da
resisténcia incluem, a heranca da resisténcia, a frequéncia inicial de alelos de

resisténcia, caracteristicas de historia de vida, comportamento, interagdes
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multitréficas, praticas de gestdo de pragas, dindmica populacional, e os custos de
aptiddo (BOTTRELL; BARBOSA; GOULD, 1998; CARRIERE; SISTERSON;
TABASHNIK, 2004). Gassmann et al. (2009) verificaram que custos adaptativos
associados com a resisténcia dos insetos, ocorrem em ambientes com auséncia das
toxinas Bt, através de efeitos pleiotrépicos que reduzem a aptiddo de individuos
portadores de alelos de resisténcia em relacdo aos individuos suscetiveis que nao
dispéem desses alelos. Em analises realizadas por esses autores com a lagarta P.
gossypiella, foram identificados trés alelos mutantes (R1, R2, R3), que estéo
relacionados a resisténcia a toxina Bt (Cry1Ac). Esses genes mutantes, codificam
proteinas que se ligam a toxina Cry1Ac em larvas suscetiveis, sendo essas
proteinas denominadas de caderinas, e representam uma familia de glicoproteinas
presentes nos insetos responsaveis pelo contato intercelular. Possuem papel de
ligagdo com a toxina, podendo afetar a morfologia das microvilosidades da superficie
apical das células do intestino médio, através de processos de aumento da adesao
celular e da diferenciagao celular (GASSMANN et al., 2009). Se as mutagdes que
conferem resisténcia a caderina interferirem com a integridade estrutural ou
funcional do intestino médio, tais mutagdes podem provocar custos adaptativos aos
insetos, devido ao aumento da absorgdo e concentracdo de produtos quimicos de
defesa das plantas em seu organismo (GASSMANN et al., 2009). No entanto, nos
insetos resistentes, o resultado dessa ligagédo foi que as enzimas do proéprio inseto
agiram sobre a toxina, inativando-a.

Uma das alternativas para aumentar o tempo de eficiéncia de
controle e retardar o surgimento de resisténcia das lagartas a proteina, é a utilizagéo
de plantas transgénicas que contenham diversos genes Bt. Essa estratégia é
promissora devido a expressdo de multiplos genes e, quando nao ha resisténcia
cruzada, ou seja, resisténcia de um unico mecanismo para dois ou mais compostos
toxicos (GUEDES; LIMA; CRUZ, 1995; RIBEIRO et al., 2003; BERTICAT et al.,
2008), a taxa de evolugéo da resisténcia do inseto € reduzida, principalmente pela
baixa frequéncia inicial dos insetos resistentes as multiplas toxinas (FERRE; VAN
RIE, 2002). Estudos realizados com H. zea alimentadas com proteinas Cry,
demonstraram que a resisténcia cruzada poderia ser esperada entre Cry1Ab e
Cry1Ac, mas nado para as toxinas Cry2A devido as diferengas nas sequéncias de
aminoacidos e seu modo de acdo. A inexisténcia de resisténcia cruzada de H.

virescens, Helicoverpa armigera (Hubner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae) e P.



24

gossypiella as proteinas Cry2 e Cry1Ac, sugerem que esses dois genes podem ser
viaveis para o manejo da resisténcia de Cry1Ac (ANILKUMAR et al., 2008). No
entanto, dada a ligagao de resisténcia de H. zea aos Cry1Ab e Cry1Ac, a selecdo de
individuos resistentes a Cry1Ac no cinturdo de algoddo dos EUA pode ocorrer por
qualquer selecédo direta em algodao, ou de selegao indireta em milho, a partir da
utilizacao de produtos contendo Cry1Ab. Esse inseto, por ser uma praga polifaga, é
capaz de se desenvolver em ambas as culturas, no entanto, devido a preferéncia por
milho (JACKSON et al., 2008), a pressao de selegédo de Cry1 deve ser maior a partir
de milho do que de algodao.

Uma segunda alternativa recomendada para que nao haja o
desenvolvimento da resisténcia do inseto aos materiais transgénicos Bt, € a
utilizacdo do plantio de hospedeiros que nao produzem as toxinas Bt, mais
conhecidas como éareas de refugio (TABASHNIK; VAN RENSBURG; CARRIERE,
2009). A preparagao dessas areas contendo plantas nao transgénicas visa continuar
a manutengdo de individuos suscetiveis a toxina, através do acasalamento de
possiveis individuos resistentes provenientes de areas com plantas Bt, formando a
progénie em heterozigose (GOULD, 1998; BRAVO; SOBERON, 2008) e, assim,
retardando a evolugao da resisténcia a proteina Cry1Ac (HEAD et al., 2010) através
da selegdo contra alelos de resisténcia (GASSMANN; CARRIERE; TABASHNIK,
2009). O refugio é indispensavel para reduzir o desenvolvimento de resisténcia por
parte dos insetos (TABASHNIK et al., 2003), monitorando a suscetibilidade das
pragas alvo. Em areas onde ha cultivo de soja com adocdo da tecnologia Bt,
recomenda-se que seja utilizado pelo menos 20% de refugios estruturados com
materiais convencionais (AVILA; VIVAN; TOMQUELSKI, 2013). Ja em algod&o, foi
hipotetizado que areas de refugios de outras culturas ndo transgénicas como milho e
soja, estdo contribuindo significativamente com a ocorréncia de populacbes de
individuos suscetiveis ao Bt (GOULD et al., 2002). Tal contribuigdo ocorreu por
conta da migragdo de insetos suscetiveis destas outras culturas, excedendo as
areas de refugio de algodao estruturados.

Em milho-Bt, a ndo implantagao das areas de refugio adequada, tem
resultado na selegdo de insetos resistentes a sua toxina ocasionando prejuizos aos
agricultores (MESQUITA, 2013). A presenga da mesma toxina em soja-Bt e no
algodao-Bt contribui para o aumento da pressdo de selegdo das populagdes de

noctuideos, aumentando as possibilidades de aparecimento de insetos resistentes.
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Além da exposicdo a toxina, a rapidez com que essas populacbes possam ser
selecionadas depende de fatores, como heranga da resisténcia (ROUSH;
McKENZIE, 1987) e fluxo génico (MACHADO; FIUZA, 2010). Com isso, torna-se
importante se conhecer a dindmica da populacional dos insetos de uma cultura para
as outras. A alta capacidade de voo dos adultos de lepidopteros, torna possivel a
exploracdo dos mais diferentes hospedeiros, e dessa forma a indicagéo da origem
do individuo fornece informacdes relevantes para o manejo da resisténcia.

Alguns insetos sdo capazes de sequestrar, ou seja, ndo detoxificar
(assimilar) os metabdlitos secundarios de defesa oriundos das plantas hospedeiras
(KUBO; HANKE, 1986). Em geral, esses compostos sao especificos de cada familia
ou mesmo género de plantas e, assim, a sua identificagdo € uma das estratégias
para se determinar nos adultos as plantas hospedeiras consumidas pelo inseto
durante a fase larval. Gould et al. (2002) analisando isétopos de carbono de plantas,
verificaram que asas da mariposa da espécie H. zea que se alimentaram na fase
larval de plantas com fisiologia C3, como algoddo, amendoim, soja, tiveram
proporcdes de isotopos '°C para '?C que diferiam de mariposas que se
desenvolveram em plantas com fisiologia C4. Com essa observagao, foi possivel
verificar que em geral, o aumento das populagdes de lagartas em todas as regides e
épocas ocorre a partir de culturas como o milho e sorgo (C4). Essas informagdes
sdo consistentes devido a observagdes realizadas na China com H. armigera (WU,
GUO; GAO, 2002) onde o milho e outras culturas C4 predominam como plantas
hospedeiras, quando comparadas com a cultura do algodao (JACKSON et al.,
2008). Com isso, as populacdées de lagartas s&do muito mais influenciadas por
praticas em culturas C4 do que na cultura do algoddo (HEAD et al.,, 2010). A
homogeneidade sazonal das plantas C4 também indica que o movimento dos
insetos é substancial, trazendo beneficios de manejo da resisténcia através do
acasalamento de individuos Bt selecionados de algoddo com individuos n&o
resistentes de culturas C4 (HEAD et al.,, 2010). Tais resultados corroboram para
concluir que, analises de isotopos estaveis de carbono podem indicar quais plantas
nao foram utilizadas como fonte de alimento na fase larval. No entanto, a técnica
nao é eficiente para distinguir entre as espécies de plantas que utilizam a mesma via
fotossintética. Com isso, para se estabelecer um marcador bioquimico de
alimentacao, técnicas mais especificas para determinacdo do hospedeiro na fase

larval do inseto precisam ser analisadas e utilizadas.
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Considerando-se que as espécies estudadas (S. frugiperda e C.
includens) sao insetos polifagos que apresentam elevada capacidade reprodutiva
em diferentes hospedeiros, a presenca de recursos alimentares durante o periodo
da entressafra de culturas como a soja, o milho e o algodao, desempenham um
papel importante na dindmica populacional e surtos de herbivoros polifagos
(NAGOSHI, 2009). Assim, a gestao de pragas polifagas compreende e inclui o
estudo de plantas cultivadas e n&o cultivadas que podem servir como reservatorios
de pragas (BARROS et al.,, 2010). Apesar da preferéncia por plantas da familia
Poaceae (gramineas), como milho, arroz, trigo, entre outras (CRUZ, 1995; BUSATO
et al., 2002), S. frugiperda é considerada cada vez mais, praga de cultivos
importantes, como algodao e soja no Cerrado brasileiro, especialmente quando eles
sao cultivados apés o milho. Como resultado, pode explorar uma diversidade de
hospedeiros para construir populagbes fora dos campos de cultivo e migrar em

nameros elevados em grandes areas de cultivo (NAGOSHI et al., 2008).

2.2 LAGARTAS DESFOLHADORAS DA SOJA

2.2.1 Spodoptera Frugiperda

As espécies do género Spodoptera sdo amplamente distribuidas no
mundo e das 30 espécies descritas, a maioria é considerada praga de varias
culturas de grande importadncia econémica (POGUE, 2002). S. frugiperda é
conhecida popularmente como “lagarta-do-cartucho”, e preocupa os agricultores
pela dificuldade de controle em culturas como milho, trigo, sorgo, algodao, feijao,
cana-de-agucar, amendoim, batata (LABRADOR, 1967; CRUZ; TURPIN, 1982;
CRUZ; FIGUEIREDO; MATOSO, 1999), além de utilizar hospedeiros alternativos
para se manter nos agroecossistemas.

Ocorre em todas as regides algodoeiras do Brasil (SOARES;
VIEIRA, 1998) e seu aumento populacional nesta cultura envolve fatores como o
cultivo intensivo do solo praticado, com sucessao de ciclos de culturas durante todo
0 ano, condigdes climaticas favoraveis (alta temperatura e baixa umidade relativa do
ar), uso excessivo e inadequado de inseticidas, especialmente os piretréides, e,
principalmente, o plantio de gramineas como milho, sorgo e milheto em sucessao a

cultura do algodado. Essas gramineas tém se mostrado espécies hospedeiras
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adequadas ao seu desenvolvimento, favorecendo a ocorréncia de surtos
populacionais no algodoeiro, ao promover a manutencdo do ciclo reprodutivo da
praga (LUTTREL; MINK, 1999). Em soja, a sua ocorréncia também tem aumentado
nos ultimos anos, causando redugdes significativas na produtividade (BUENO;
CORREA-FERREIRA; BUENO, 2010), em fungdo dessa cultura ocorrer em areas
préximas as de algodéo.

No hemisfério Norte, principalmente nos Estados Unidos, S.
frugiperda € reconhecida como uma praga migratoria (HARDING, 1976), cujos
adultos apresentam elevada capacidade de dispersdo e disseminagao rapida ao
longo da faixa de distribuicdo de suas plantas hospedeiras (SPARKS, 1979). E uma
espécie polifaga que se destaca por se alimentar em mais de 80 espécies de plantas
hospedeiras, incluindo o milho, a soja e o algodoeiro (CAPINERA, 2005). No Brasil,
€ considerada a principal praga da cultura do milho (PRACA; SILVA NETO;
MONNERAT, 2006), capaz de danifica-la desde a fase vegetativa até a reprodutiva
ocasionando perdas que podem variar de 15% a 37% (CARVALHO, 1970; CRUZ;
TURPIN, 1983). A espécie tem causado também, sérios danos a culturas como o
arroz, alfafa, amendoim, abdbora, batata, couve, espinafre, feijao, repolho, sorgo,
trigo e tomate (CRUZ; MONTEIRO, 2004). No entanto, sua condicdo de praga
geralmente é associada aos estagios especificos do desenvolvimento da planta
hospedeira. No caso do milho, S. frugiperda coloniza inicialmente plantas durante a
fase vegetativa espiral. Nesse periodo, as larvas sédo protegidas ao se alimentarem
de folhas jovens que formam a espiral da folha (BARROS et al., 2010). Em algodéao,
lagartas recém-eclodidas iniciam sua alimentagdo na superficie inferior da folha de
algodao (ALI; LUTTRELL; PITRE, 1990), posteriormente, se alimentam de botdes
florais, principalmente de macas em formagao (VELOSO; NAKANO, 1983). Sendo
assim, a planta de algodao torna-se um acolhimento favoravel, devido a abundancia
de estruturas de floragao e, apesar de ocorrer em baixas densidades em campos de
algodéo, S. frugiperda é uma praga muito destrutiva na cultura por se alimentar
diretamente das estruturas reprodutivas (ALI; LUTTRELL; PITRE, 1990). Barros et
al. (2010) observaram que, em soja, as lagartas quando em gaiolas, primeiramente
se alimentam de folhas, mas também podem consumir vagens na fase inicial de
formacao.

O desenvolvimento de S. frugiperda é do tipo holometabolo, ou seja,

possui metamorfose completa, passando pela fase de ovo, lagarta, pré-pupa, pupa e
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adulto (GARCIA, 2002). Os ovos geralmente acinzentados sado ovipositados em
massa, tanto na face inferior quanto na face superior da folha, dando origem a
lagartas muito pequenas que irdo passar por seis a sete instares até completar o seu
desenvolvimento (CRUZ et al., 2008). Segundo os autores, na fase de larva, pode
atingir 50 mm de comprimento, apresentando uma coloragdo que varia de pardo
escura, verde até quase preta, possuindo trés linhas longitudinais de coloragao
branco amarelada na parte dorsal do corpo, e uma linha escura mais larga e, abaixo
dessa, uma listra irregular amarela marcada com vermelho. Uma caracteristica
dessa espécie € a cabeca de coloracdo escura com suturas que se cruzam e
formam um “y” invertido (CRUZ et al., 2008). Ap6s completar o periodo larval, as
lagartas penetram no solo, onde se transformam em pupas de coloragao
inicialmente verde-clara, tornando-se progressivamente mais escura, até ficar
totalmente preta, proximo a emergéncia do adulto (CRUZ, 1995). Essas pupas dao
origem as mariposas que medem aproximadamente 35 mm de envergadura e
apresentam asas anteriores de coloragdo parda-escura e posteriores, branca
acinzentada (GALLO et al., 1988).

O manejo de S. frugiperda tem sido dificultado por uma série de
fatores. Dentre eles, um dos mais importantes tem sido a grande oferta de plantas
hospedeiras durante todo o ano, pela sucessao de culturas e o plantio em areas
proximas de diferentes culturas com fenologias distintas. Como exemplo, soja, milho
e algodao que sdo cultivados no verao e o milheto na entressafra, facilitam o
movimento da praga entre as culturas (NAGOSHI, 2009). Isto é, a praga possui
fontes alimentares abundantes e variadas em diferentes fases de desenvolvimento.
Sendo assim, essa pode ser a causa da ocorréncia mais frequente da praga em
culturas onde anteriormente era considerada praga secundaria, como o algodéao,
milheto, milho e soja, levando-se em conta a importancia destas culturas no
sistemas de producédo agricola no Brasil (BARROS et al., 2010). Essa intensa
exposicao as plantas pode estar favorecendo o fluxo de pragas entre os cultivos e
selecionando novas preferéncias alimentares dos insetos (SANTOS et al., 2004; SA
et al.,, 2009). Ja que o comportamento de uma determinada espécie pode variar
conforme o alimento disponivel e 0 ambiente em que se encontra (PANIZZI; PARRA,
1991), sendo frequentes as adaptagdes co-evolutivas entre insetos e plantas,

configurando-se numa estratégia de perpetuacéo das espécies (HAGEN, 1976).
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Em funcdo das caracteristicas do ataque e da severidade das
infestacbes de S. frugiperda em diferentes culturas, o seu controle é realizado
praticamente com a utilizacdo de inseticidas quimicos. Assim, as diferentes
populagdes da praga tém sofrido constantes pressdes de sele¢ao por inseticidas de
diversas classes nos diferentes sistemas agricolas, contribuindo para o
estabelecimento de populagdes resistentes a diversas classes de inseticidas (YU,
1991; 1992; 2006; DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO, 2001). Grande parte da literatura
cientifica disponivel classifica os exemplares de S. frugiperda que ocorrem nas
culturas do milho e do algoddo como pertencentes a uma mesma racga
(MARTINELLI; OMOTO, 2006). Para estudar a similaridade molecular de S.
frugiperda, esses autores coletaram populacbes da espécie em diferentes
localidades do Brasil, nas duas culturas, e n&o identificaram nenhum agrupamento
capaz de separar ou associar as populagdes a nenhuma das plantas hospedeiras
avaliadas, sugerindo a existéncia de um nivel significativo de fluxo génico entre as
populacdes. Esses dados ressaltam a importancia de se conhecer o desempenho
desse inseto e de outros do sistema nas diversas plantas hospedeiras, o que pode

ser uma importante ferramenta para o seu manejo (BARROS et al., 2010).

2.2.2 Chrysodeixis Includens

As lagartas do complexo Plusiinae sdao comumente denominadas
“falsa-medideira” pelo fato de apresentarem apenas dois pares de falsas pernas
abdominais e se deslocarem como se estivessem medindo palmos (SOSA-GOMEZ
et al., 2010). Na soja eram consideradas pragas secundarias até meados de 1990,
representando ndo mais que 10% da incidéncia de A. gemmatalis (CORREA et al.,
1977; MORAES; LOECK; BELARMINO, 1991; MOSCARDI, 1993) e raramente
exigiam medidas de controles especificos. No entanto, desde a safra de 2000/2001
e 2001/2002, devido a alteragbes no sistema produtivo de soja, C. includens passou
a ser considerada praga chave em varias regides brasileiras (BUENO et al., 2007).

Um marco na sojicultura brasileira foi o surgimento da ferrugem
asiatica da soja causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi (Sydow) (MOSCARDI et
al., 2012). C. includens, até entdo era controlada naturalmente por epizootias de
Nomuraea rileyi (Farlow) (doenca branca) e de outros fungos entomopatogénicos,

como Pandora sp. e Zoophthora sp. (causador da doenca-marrom) (SOSA-GOMEZ,
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2015). Com os excessos de aplicagdes de fungicidas para controle, principalmente
da ferrugem asiatica (SOSA-GOMEZ, 2015), observou-se uma reducdo importante
dessas doengas fungicas, infuenciando diretamente na intensidade de ataque da
praga.

C. includens ¢é um inseto polifago com capacidade de
desenvolvimento em 73 espécies de plantas, pertencentes a 29 familias
(BERNARDI, 2012). Dentre elas, feijdo, fumo, girassol, alface, tomate, couve-flor, e
outras culturas de grande importancia econémica como algod&o e soja (HENSLEY;
NEWSOM; CHAPIN, 1964; HERZOG; TODD, 1980). A polifagia pode colaborar com
a dinamica populacional e a condigcdo de praga, considerando-se que as suas
populacdes podem se desenvolver em diferentes plantas hospedeiras em uma
regido ou ainda, permanecer no local em em baixa densidade até a fémea adulta
encontrar um hospedeiro capaz de sustentar o desenvolvimento das lagartas
(MOSCARDI et al., 2012). Georghiou e Taylor (1986) sugerem ainda, que a polifagia
pode retardar a evolugdo da resisténcia a inseticidas, devido a imigracdo de
individuos suscetiveis provenientes de areas ocupadas com o cultivo de outras
culturas nao tratadas com defensivos agricolas.

Seus ovos sao de coloragcao creme-clara, logo apds a oviposigao, e
marrom-clara proximo & eclosdo (SOSA-GOMEZ et al., 2010). Apds trés a cinco
dias, de acordo com os autores, as lagartas que eclodem sio verde-claras, com
listras longitudinais brancas e pontuacgodes pretas, chegando a medir 40 a 45 mm em
seu ultimo estadio larval. As lagartas normalmente passam por seis instares larvais,
sendo que em cada instar, esta sofre uma perceptivel mudanga na coloracdo de
verde-amarronzada-clara para verde-limdo translucida (SMILOWITZ, 1973). No
primeiro e segundo instar, as lagartas apenas raspam a folha, e conseguem perfura-
la a partir do terceiro instar, ndo se alimentando das nervuras centrais e laterais,
deixando um aspecto rendilhado bem caracteristico (MOSCARDI et al.,, 2012). O
inicio da transformacao em pré-pupa envolve alteragcdes no sistema hormonal, com
parada na alimentagdao, mudanca de coloracéao e liberacado do ultimo “pellet” fecal de
coloragao amarelo brilhante, inicio da construgao do casulo, perda da mobilidade
para ent&o, ocorrer a transformacdo em pupa (VAZQUEZ, 1988).

O adulto é uma mariposa que pode atingir 35 mm de envergadura,
apresenta quando em repouso, asas dispostas em formato de quilha, de coloragao

marrom ou cinza, com brilho cupreo, e duas manchas prateadas em cada par de
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asas (FUNICHELLO, 2012). Tem preferéncia para ovipositar na superficie inferior
das folhas de soja (MASCARENHAS; PITRE, 1997).

Estudos realizados constataram que ha um aumento na
longevidade, oviposicdo e frequéncia de coépulas, quando néctar de flores de
algodao foi fornecido para adultos de C. includens (JENSEN; NEWSON; GIBBENS,
1974). Segundo esses autores, em parte, esse fato pode explicar os maiores indices
populacionais da espécie em soja, quando existe uma area de algodoeiro nas

proximidades.

2.3 ASSIMILACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS POR INSETOS

Dentre os mecanismos de defesa das plantas a insetos herbivoros,
um dos principais € o seu amplo espectro de metabdlitos secundarios, e que em
alguns casos sao especificos de uma unica espécie vegetal (SCHOONHOVEN; VAN
LOON; DICKE, 2006). Existem evidéncias que a escolha do inseto pode ser
influenciada pela composicdo quimica das plantas que Ihes servem de alimento
(SCHOONHOVEN; JERMY; VAN LOON, 1998), tanto por ser considerada uma
hospedeira adequada, mas também por beneficiar o inseto de uma forma
secundaria. Evolutivamente, muitos herbivoros desenvolveram a capacidade de
sequestrar um pequeno numero de compostos fitoquimicos das plantas hospedeiras
que lhes serviu de alimento durante a fase larval, mantendo-os até a sua fase adulta
(FURSTENBERG-HAGG; ZAGROBELNY; BAK, 2013). Esses compostos podem ser
utilizados pelos insetos na sua defesa contra predadores, particularmente nos
lepidopteros onde o fendmeno tem sido observado desde o século XIX (TRIGO,
2000).

Bates (1862) e Mdller (1879) foram os primeiros autores a propor
que borboletas coloridas aparentemente eram impalataveis para predadores, e que
a coloracado de insetos palataveis ou impalataveis nao era semelhante. Apds essa
constatagdao, Poulton (1914) apontou que a impalatabilidade das borboletas era
devido a alimentacédo do inseto em determinada planta hospedeira durante a fase
larval. O exemplo classico é o da borboleta monarca, D. plexippus, que em sua fase
jovem se alimenta de Asclepias curassavica (Gentianales: Apocynaceae) e, desta
planta, sequestra um metabdlito conhecido como cardenolideo, que tornam os

insetos adultos impalataveis para os passaros (ROTHSCHILD; FORD, 1970, citado
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por ROTHSCHILD et al., 1975). A assimilagcdo ocorre na fase larval, sendo os
compostos assimilados mantidos através da ontogénese do inseto e, posteriormente
desempenhando inumeros papéis ao longo de todo o seu ciclo de vida
(ZAGROBELNY et al., 2014).

Segundo Brower (1984), a defesa quimica pode ser sugerida quando
organismos possuem uma ou mais substancias quimicas nocivas que promovem a
aproximacéao e/ou distanciamento dos predadores. A rejeigcdo pode ocorrer de forma
parcial ou completa depois do predador ingerir um ou mais individuos-praga, ou ser
repelido depois de simplesmente sentir o odor ou o sabor da presa (BROWER,
1984). Essa impalatabilidade para os predadores pode ser demonstrada por meio de
sinais de alerta visiveis, e também pelo comportamento gregario dos insetos
(BOWERS, 1992).

A defesa quimica nos insetos envolve diversas areas de pesquisa
cujas investigag¢des geralmente assumem caracteristica interdisciplinar. Um exemplo
dessa multiplicidade € que podemos encontrar estudos sobre mecanismos
fisiologicos de biossintese e sequestro de compostos defensivos por Lepidoptera
(HARTMANN, 1991; 1999), evolugdo da coloracdo de aviso associado a
impalatabilidade (GILBERT, 1983; TURNER, 1984; GUILFORD, 1990; MALLET;
JORON, 1999) e técnicas para o isolamento e identificacdo dos defensivos quimicos
(MILLAR, 1998).

Explicagdes evolutivas para a razdo pela qual os insetos adquirem
metabdlitos secundarios de suas plantas hospedeiras comegou a tomar forma
depois que Ehrlich e Raven (1964) propuseram a teoria sobre "radiagcéo e fuga entre
plantas e borboletas". Nesse cenario, trés hipbteses principais promoveram a
diversificacdo de ambos, baseados principalmente na evolugdo dos produtos
quimicos de protegcao nas plantas, ou seja: (1) plantas com mutagdes aleatérias e
recombinagdes poderiam produzir diversos compostos quimicos que nao estao
diretamente relacionados com as suas vias metabdlicas basicas; (2) alguns destes
compostos, ao proteger as plantas do ataque de herbivoros poderiam entrar em uma
nova zona adaptativa; e (3) se os insetos possuissem mutagcdes aleatérias e
recombinagdes que |lhes permitissem explorar esses novos grupos de plantas, a
selegdo iria leva-los para uma nova zona de adaptagdo, onde eles estariam livres
dos concorrentes e inimigos naturais, promovendo, mais uma vez, a radiagao

evolutiva.
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Muitos insetos de diferentes ordens podem utilizar os metabdlitos
secundarios de vegetais para sua propria defesa, no entanto, a falta de
especificidade absoluta de assimilacdo destes pode permitir a entrada de outras
toxinas levando a morte do inseto (DUFFEY, 1980). Herbivoros adaptados
desenvolveram diferentes formas de superar as defesas das plantas (BROWN;
TRIGO, 1995; SCHOONHOVEN; VAN LOON; DICKE, 2006), possuindo varios
mecanismos para fugir dos compostos quimicos da defesa dos vegetais. Dentre as
estratégias de defesa desenvolvidas pelo inseto destacam-se a capacidade de se
alimentar apenas das partes da planta que contém quantidades minimas das
substancias (HESBACHER et al., 1995), desenvolver um intestino ndo permeavel
aos aleloquimicos, permitindo uma rapida eliminagao das toxinas (SELF; GUTHRIE;
HODGSON, 1964; SCUDDER; MEREDITH, 1982; WEBER; OSWALD; ZOLLNER,
1986), desintoxicar por uma variedade de meios metabdlicos (DOWD; SMITH;
SPARKS, 1983; WHEELER; SLANSKY; YU, 2001; WITTSTOCK et al., 2004;
AGERBIRK et al., 2006) ou, com o auxilio de microrganismos endosimbioticos
(SHEN; DOWD, 1991), tolerar (MELANGELI; ROSENTHAL; DALMAN, 1997),
acumular, modificar ou concentrar esses metabdlitos para seu proprio beneficio
(DUFFEY, 1980; BROWN; TRIGO, 1994; NISHIDA, 2002). Tanto nos mecanismos
de desintoxicacdo como no acumulo de metabdlitos podem incorrer em custos
fisioldgicos (CAMARA, 1997; DESPRES; DAVID; GALLET, 2007), levando a
consequéncias ecoldgicas e evolutivas (BOWERS, 1992; NISHIDA, 2002).

A assimilacdo de metabdlitos secundarios tem sido investigada com
maior intensidade em insetos que se alimentam em plantas da familia das
Apocynaceae (Apocynoideae, Asclepiaoideae), Aristolochiaceae, Asteraceae,
Boraginaceae, Fabaceae e Plantaginaceae, podendo ocorrer em angiospermas e,
até mesmo em liquens (OPITZ; MULLER, 2009). O exemplo mais evidente da
ocorréncia de sequestro de metabdlitos secundarios por insetos € o da borboleta
monarca, mas outras ordens de herbivoros também podem ingerir e armazenar
compostos sintetizados pelas plantas nos tecidos de seu corpo ou tegumento
(OPITZ; MULLER, 2009). As ordens mais comuns desse fendmeno predominam nos
insetos das Coleoptera e Lepidoptera, mas podem ocorrer também em menor
frequéncia em Heteroptera, Hymenoptera, Orthoptera e Sternorrhyncha (DUFFEY,
1980; OPITZ; MULLER, 2009).
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Fisiologicamente, as substancias sequestradas sao absorvidas
através da membrana do intestino e, podem ser distribuidas por todo o corpo do
inseto, principalmente, na hemolinfa, ou muitas vezes restritos em tecidos
especializados, tais como as glandulas de defesa (BLUM, 1983; BOWERS, 1990;
NISHIDA, 2002). Estudos mostram que mutagbes que ocorrem nas proteinas da
membrana, os transportadores ABC, que possuem fungdo de exportar moléculas
téxicas a partir da célula, podem contribuir para a redugdo da exportacdo de
compostos téxicos pelas células epiteliais do intestino médio para o lumen do
intestino (GAHAN et al., 2010). Ja as mutagdes nas caderinas (proteinas expressas
no intestino médio das lagartas), podem contribuir para aumentar as concentragoes
de compostos quimicos de defesa das plantas em lagartas, tal como na lagarta-
rosada P. gossypiella (WILLIANS et al., 2011). Esses resultados sugerem que as
proteinas ABC, desempenham um papel importante no modo de agao das toxinas
Bt, e que mutacdes dessas proteinas, podem conferir elevados niveis de resisténcia
capazes de ameacar a utilizacdo continua de culturas que expressam essas toxinas
(GAHAN et al., 2010), podendo ser explorada para administrar este mecanismo de
resisténcia Bt no campo.

A habilidade de capturar, concentrar e armazenar os compostos
bioativos toxicos de sua planta hospedeira, além de poderem ser utilizados para sua
propria defesa, podem também, estar relacionados no seu comportamento
reprodutivo (OPITZ; MULLER, 2009) como por exemplo, na comunicacgéo intersexual
e nos “presentes nupciais” (ROSSINI; GONZALEZ; EISNER, 2001; ZAGROBELNY
et al.,, 2013; BOWERS, 1990; CONNER et al., 2000; DUSSOURD et al., 1989;
CARDOSO; GILBERT, 2007; ZAGROBELNY et al., 2007b). Nesses ultimos casos,
compostos quimicos de plantas serdo metabolizados em feromdnios sexuais e,
entdo, utilizados para fins reprodutivos (OPITZ; MULLER, 2009). Na literatura, varias
espécies de borboletas sdo conhecidas por sequestrar substancias e assimila-las
em suas asas. Por exemplo, a borboleta azul, Polyommatus icarus (Rothenburg,
1775) (Lepidoptera: Lycaenidae) que se alimenta de uma variedade de plantas e é
conhecida por sequestrar flavonoides e reté-los em suas asas (SIMMONDS, 2003).

Diversas substancias podem estar envolvidas na prote¢cdo quimica
de lepidopteros como, por exemplo, glicosideos iridoides, glicosideos cianogénicos,
glicosinolatos, alcaldides pirrolizidinicos e tropanicos, acidos aristoldquicos,

inibidores de glicosidase, pirazinas, entre outras (TRIGO, 2000). Além disso, muitos
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pigmentos de plantas sao sequestrados pelos insetos, para a sua prote¢gao por meio
de camuflagem, mimetismo, ou coloragdo de adverténcia para evitar predadores
(BOHM, 1998; BARBOSA; CALDAS, 2007; SANDRE et al., 2007), atragdo sexual
(HARBORNE; GRAYER, 1993; CARROLL et al., 1997), e como anti-oxidantes para
melhorar as fungdes fisiolégicas como: imunidade, nutricdo, ou foto-protegao
(HINTON, 1981; EICHENSEER; MURPHY; FELTON, 2002; OJALA et al., 2005;
CAZZONELLI, 2011). Experimentos analiticos, fisiologicos e comportamentais, com
diferentes espécies de borboletas confirmaram a importancia da absorcéo UV e suas
estruturas refletindo a radiagado para o reconhecimento de espécies e selegcdo de
parceiros (BERNARD; REMINGTON, 1991; MEYER-ROCHOW, 1991; BRUNTON;
MAJERUS, 1995). Alguns insetos ainda sdo capazes de sequestrar flavonoides
presentes nas plantas (FORD, 1941; WILSON, 1987), que sdo armazenados na sua
cuticula corporal para protegcado contra patdégenos e predadores ou até mesmo em
suas asas para atracdo do seu parceiro sexual. Varias espécies de borboletas e de
gafanhotos foram observadas sequestrando flavonoides de sua dieta (BERNAYS et
al., 1991; HOPKINS; AHMAD, 1991; HARBORNE; GRAYER, 1993). Hopkins e
Ahmad (1991) estudando seis espécies de gafanhotos da América do Norte
mostraram que estes acumulam rutina (quercitina 3-glicosidio) principalmente na
cuticula da asa. Estudos com adultos de gafanhoto da espécie Schistocerca
americana (Drury, 1773) (Orthoptera: Acrididae) também demostraram que o inseto,
deposita rutina em sua cuticula quando se alimenta em dietas contendo este
flavonoide (BERNAYS et al., 1991).

Existe na literatura exemplos de especificidade onde o sequestro
ocorre em apenas um dos sexos. Algumas espécies de machos de borboletas
sequestram e metabolizam alcaloides pirrolizidinicos de plantas com finalidade
reprodutiva (PLISKE; EDGAR; CULVENOR, 1976; DUSSOURD et al., 1989; TRIGO
et al., 1996; EISNER et al., 2002) e glicosideos cianogénicos tem fun¢des adicionais
importantes no ciclo de vida de Zygaena filipendulae (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Zygaenidae). Esses ultimos séo utilizados como parte de um presente nupcial
transferido do macho para a fémea durante o acasalamento, em comunicagao
intersexual, e possivelmente no metabolismo do nitrogénio no processo de pupagao
(ZAGROBELNY et al., 2007a, 2007b, 2013; ZAGROBELNY; MULLER, 2011). Os
flavonoides sao compostos que também podem ser sequestrados por insetos sendo

este fendbmeno, em geral, detectado em maior intensidade nas asas de fémeas, que
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sequestram, em torno de 60% a mais do que os machos (SIMMONDS, 2003). Tal
fato, segundo Burghardt et al. (2000; 2001), pode ser explicado pelo fato dos
flavonoides acumulados nas asas das fémeas serem utilizados na comunicagao
visual, ja que precisam ser atrativas para os machos.

O uso de metabdlitos secundarios na interacdo dos herbivoros com
seus inimigos naturais € outra funcdo vinculada a assimilacdo de metabdlitos
secundarios de plantas hospedeiras (TURLINGS; TUMLINSON; LEWIS, 1990;
DYER, 1995; SMILANICH et al., 2009a). Uma variedade de estudos tem
demonstrado que a ingestao e o sequestro de metabdlitos secundarios tornam os
herbivoros impalataveis a predadores, como passaros, vespas e formigas
(BOWERS, 1992; DYER, 1997; VENCL et al., 2005). Em particular, herbivoros que
sao impalataveis aos predadores, sao defendidos por determinadas substancias
quimicas, tornando-se hospedeiros seguros para parasitoides se desenvolverem
(GENTRY; DYER, 2002). Por outro lado, o sequestro e/ou desintoxicacdo dos
metabdlitos secundarios acabaram alterando as respostas imunes dos herbivoros
(SMILANICH et al., 2009a).

Todos os insetos polifagos sé&o suscetiveis a encontrar compostos
secundarios em sua alimentacdo, considerando a sua ampla distribuicdo em
diferentes partes da planta, de onde o inseto podera sequestrar e absorver em seu
corpo ou na cuticula (HARBORNE; GRAYER, 1993). No entanto, também é possivel
que os compostos passem de forma inalterada pelo sistema digestivo do inseto e
sejam excretados de forma integral. Testes realizados com a lagarta Heliothis zea
(Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae) que se alimentaram de dieta contendo
rutina marcada com ftritio, mostraram a recuperacdo desse composto de forma
inalterada em seus excrementos (ISMAN; DUFFEY, 1983).

O papel dos compostos fendlicos, especialmente os flavonoides, em
diferentes aspectos da interagcédo entre a planta-inseto € conhecido, incluindo dados
do efeito da rutina no comportamento alimentar de lagartas da familia Noctuidae
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2001; 2006). Esse pigmento fendlico encontrado nas
asas da borboleta Melanargia galathea (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Satyridae) foi
a primeira evidéncia de sequestro de flavonoides em insetos (THOMSON, 1926). O
autor isolou o composto da borboleta e de sua planta hospedeira Dactylis glomerata
(Poales: Poaceae), sendo obtidos por testes de cores simples (FORD, 1941) e

cromatografia em papel (WILSON, 1985; 1986; 1987). Esses testes revelaram que
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lepidopteros diurnos, sao as espécies que em geral armazenam estes polifendis de
absorcgao de raios UV (SCHITTKO et al., 1999), sugerindo que os flavonoides podem
contribuir para a pigmentagdo das asas das espécies voadoras diurnas (FORD,
1941). A importante confirmacdo de que os flavonoides sdo sequestrados pela
lagarta ao se alimentar de sua planta hospedeira e que nao s&o sintetizadas pelo
proprio inseto, obtidos em estudos realizados com M. galathea (HARBORNE;
GRAYER, 1993) mostraram ainda que a distribuicdo dos flavonoides nesta espécie
ocorre em todos os estagios do seu ciclo vital, estando presentes no corpo e nas
asas tanto de machos quanto de fémeas, observando-se uma maior concentragao
nas secdes brancas das asas pretas e brancas. Diferencas no total de flavonoides
no peso seco das asas (0,8 a 1,9%) e no corpo do inseto (0,06 a 0,12%) também
foram observadas (HARBORNE; GRAYER, 1993). Analises por cromatografia
liquida em HPLC do corpo de borboletas da espécie P. icarus, indicaram que estes
individuos acumulam quantidades variaveis de flavonoides, dependendo da planta
hospedeira consumida e também da razdo sexual do inseto (SCHITTKO et al.,
1999). O autor ainda observou que outros flavonoides, como as flavonas, séo
particularmente comuns em Papilionidae (39% das espécies), Lycaenidae e
Satyridae, mas de ocorréncia menos frequente em outros grupos de borboletas. No
caso das mariposas, sao consideradas espécies menos positivas ao sequestro,
embora algumas formas voadoras diurnas como Zygaenidae foram consideradas
como sequestradora de flavonas de suas plantas hospedeiras (HARBORNE;
GRAYER, 1993).

Avangos no conhecimento da diversidade e especificidade de
enzimas envolvidas na biossintese de compostos, que ocorrem nos organismos
vivos como insetos, podem auxiliar no entendimento ndo sé da habilidade dos
mesmos em se desintoxicar e metabolizar os compostos das plantas, mas também
na evolugdo do comportamento da selecdo da planta hospedeira (BERENBAUM,
2002).
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3. ARTIGO A - METABOLITOS SECUNDARIOS DA SOJA COMO INDICADORES
DE ALIMENTACAO NA FASE LARVAL DE SPODOPTERA FRUGIPERDA E
CHRYSODEIXIS INCLUDENS

RESUMO

Os metabdlitos de defesa de plantas hospedeiras podem ser sequestrados pelos
insetos durante sua alimentagdo, permanecendo em seus 0Orgaos e tecidos até a
fase adulta. Dessa forma, € possivel identificar as plantas hospedeiras consumidas
na fase jovem da praga, considerando-se que a movimentacdo das pragas na
paisagem agricola € de grande importancia para seu manejo. Assim, o objetivo
deste trabalho foi determinar os metabdlitos secundarios oriundos das folhas de soja
sequestrados por Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) e Chrysodeixis includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae). Os
genotipos utilizados para a realizagdo das analises e bioensaios foram V. max RR,
BMX Apollo RR, BMX Poténcia RR, BRS 284, BRS 360 RR, NA 5909 RR, ANTA 82
RR, TMG 115 RR, M9144 RR, 98Y30, TMG 132 e Intacta RR2 PRO variedade
DONMARIO 6458. As folhas de soja, foram extraidas segundo metodologia do
laboratorio de Ecologia Quimica da Embrapa Soja e analisados em HPLC. As
lagartas foram alimentadas nessas cultivares até atingirem a fase adulta, para serem
analisadas em LC-MS/MS. Nas analises foliares da soja, foram identificados os
isoflavonoides daidzina, glicitina, genistina, malonil daidzina, malonil glicitina, malonil
genistina e o flavondl rutina. Para a analise dos compostos sequestrados, foi
possivel observar em S. frugiperda, as agliconas genisteina (91%) daidzeina (72%)
e gliciteina (9%). Ja em C. includens, observou-se daidzeina em apenas 48% dos
extratos analisados. Assim, pelos resultados obtidos até o momento, é possivel
sugerir que genisteina € o indicador mais adequado para a alimentagdo de S.
frugiperda em soja. Para C. includens, a aglicona daidzeina foi assimilada por
menos da metade dos insetos analisados, sendo necessarios estudos adicionais

para verificar a assimilagdo de genisteina e gliciteina.
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ABSTRACT

Plant defense metabolites may be sequestered by insects from host plant by feeding
during larval stage, remaining in their organs and tissues up to adulthood. The
identification of host plants consumed in the younger stage of the pest is of great
importance for their management, considering that its movement in the agricultural
landscape. The objective of this study was to determine the secondary metabolites
sequestered from soybean leaves by two important soybean pests, Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) and Chrysodeixis includens
(Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae). Metabolite analyzes and bioassays were
carried out by using V. max RR, BMX Apollo RR, BMX Poténcia RR, BRS 284, BRS
360 RR, NA 5909 RR, ANTA 82 RR, TMG 115 RR, M9144 RR, 98Y30, TMG 132 e
Intacta RR2 PRO DONMARIO 6458 genotypes, selected, as representative of the
widest soybean sowed area in Brazil. Soybean leaf extractions were carryed out
according to the methodology of Chemical Ecology Lab of Embrapa Soja and
analyzed by HPLC. The larvae were fed on these cultivars until reaching adulthood,
when extraction and LC-MS/MS analyses were performed. In soybean leaf extract
analyses, the isoflavones genistin, daidzein, glycitin, malonyl genistin, malonyl
daidzin, malonyl glycitin, were identified, as well as the flavonol rutin. The aglycones
genistein, daidzein and glycitein were obsereved on, respectively 91%, 72% and 9%
of S. frugiperda adult bodies. On C. includens, daidzein was observed in only 48% of
the body extracts analyzed. Thus, the results obtained so far, it is possible to suggest
that genistein is the most suitable indicator for soybean feeding S. frugiperda. For C.
includens, daidzein aglycone was assimilated by less than half of the analyzed
insects, and additional studies are necessary to validate the assimilation of genistein

and glycitein.
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3.1 INTRODUCAO

Nas areas de cultivo, onde € comum a sucess&o de culturas, ou
plantios escalonados de culturas com fenologias diferentes em areas préximas como
€ 0 caso da soja, milho e algodao que sao cultivados no verao, além desses, cultivos
de entressafra, como aveia, trigo ou milho-safrinha, acabam favorecendo
populagdes de insetos polifagos, devido a oferta continua de alimento durante todo o
ano, contribuindo para aumentar a dificuldade no seu manejo. Associada a essa
condicdo, praticas inadequadas de controle como a aplicacdo excessiva de
inseticidas e fungicidas, assim como a expansao da area de cultivo podem favorecer
surtos de pragas até entdo consideradas secundarias (YORINORI, 2002; SANTOS;
NEVES; MENEGUIM, 2005). Tais pragas, vém ganhando importancia devido ao seu
ataque constante em culturas, com ocorréncia regular e ampla distribuicdo
geografica, como é o caso das espécies do género Spodoptera (BUENO et al.,
2010).

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae),
a lagarta-do-cartucho, por exemplo destaca-se por se alimentar em mais de 80
espécies de plantas, incluindo o algodoeiro, milho e soja (POGUE, 2002;
CAPINERA, 2008) que sao sistemas agricolas muito comuns no Brasil que oferecem
oferta continua de alimento aos insetos (SANTOS, 2001). Essa disponibilidade de
alimento beneficia o desenvolvimento e reprodugcdo dos insetos polifagos,
principalmente quando ha cultivo de algoddo em areas proximas as culturas do
milho, de onde ocorrem migra¢des dos insetos para areas cultivadas com algodao
quando a cultura hospedeira principal entra na fase de maturagdo e senescéncia
(SOARES; VIEIRA, 1998).

Outra lagarta polifaga anteriormente considerada uma praga
secundaria € Chrysodeixis includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae).
Conhecida popularmente como “falsa-medideira”, esse lepidoptero tem capacidade
de se desenvolver em 73 espécies de plantas hospedeiras no Brasil, pertencentes a
29 familias (BERNARDI, 2012). Essa lagarta tem ocasionado danos expressivos a
culturas como soja, algoddo e milho, e passaram a ser constantes em Estados
produtores como Bahia, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Parana, entre
outros (MOSCARDI et al., 2012).

Dentre os principais mecanismos de defesa das plantas contra
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insetos herbivoros, podemos considerar a ampla ocorréncia de metabdlitos
secundarios dos vegetais (SCHOONHOVEN; VAN LOON; DICKE, 2006). Muitos
desses compostos sdo relativamente limitados em sua distribuicdo e, em funcdo de
sua toxicidade, os insetos herbivoros tendem a sequestra-los (ORTH; HEAD;
MIEROW, 2007), permanecendo em diferentes células do seu organismo até a fase
adulta, para utiliza-los na sua protegcao aos inimigos naturais. Um exemplo dessa
protecdo quimica € a borboleta monarca, Danaus plexippus (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Danaiedae), cuja larva assimila cardenolideos de sua planta
hospedeira (Asclepias syriaca) e as transfere para os adultos, tornando-as
impalataveis para passaros (BROWER; EDMUNDS; MOFFITT, 1975).

A identificacdo desses compostos no corpo de insetos adultos é uma
importante ferramenta para monitoramento dos hospedeiros no cenario agricola.
Além disso, com a inser¢ao de culturas contendo o mesmo gene Bt, como algodéao,
milho e soja representam uma alta pressdo de selecdo para insetos, pois estes
estardo expostos a proteina por muito mais tempo durante o ano. Nesse contexto,
compreender a adaptabilidade de lepidépteros nessas culturas e o fluxo
populacional entre as diversas culturas ao longo do ano é de grande importancia
para 0 manejo da resisténcia desses insetos. Essas informagdes podem fornecer
indicios importantes da intensidade da pressédo de selegcido para resisténcia que os
cultivos Bts podem estar exercendo no cenario agricola. Com isso, o objetivo deste
estudo foi identificar metabdlitos de defesa em diferentes cultivares de soja e
determinar a frequéncia de assimilacdo (sequestro) destes compostos por S.

frugiperda e C. includens.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Cultivo da Soja

Os experimentos foram realizados no laboratério de Ecologia
Quimica e casa-de-vegetacdo da Embrapa Soja, Londrina, Parana. Para avaliar a
deteccdo dos metabdlitos secundarios em noctuideos, primeiramente, foram
cultivados doze gendtipos de soja, sendo eles: V. Max RR; BMX Apollo RR; BMX
Poténcia RR; BRS 284; BRS 360 RR; NA 5909 RR; Anta 82 RR; TMG 115 RR;
M9144 RR; 98Y30; TMG 132 RR e a cultivar contendo a tecnologia Bt Intacta RR2
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PRO variedade DONMARIO 6458, conhecida pela tolerancia ao herbicida glifosato,
maior produtividade em relacdo as demais variedades de soja e resisténcia as
principais lagartas que atacam a soja como a lagarta da soja, a lagarta das magas, a
broca das axilas e a falsa-medideira. As sementes foram obtidas no banco de
germoplasma de soja da Embrapa Soja, exceto TMG 115 RR e TMG 132 RR que
foram fornecidas pela empresa TMG. Estes materiais foram selecionados por serem
na atualidade os gendtipos de soja mais plantados no Brasil. As plantas foram
cultivadas em vasos plasticos com capacidade de cinco litros, mantidas a uma
temperatura de + 28 °C e umidade relativa de 70% + 10% e fotoperiodo de 14 horas.
Foram semeadas 10 sementes por vaso, deixando-se apds desbaste, apenas cinco
plantas. Para garantir alimento durante todo o desenvolvimento do inseto, foram
realizados trés plantios de forma escalonada (semanal), com dez vasos por genaétipo
em cada plantio. Apds atingirem estadio vegetativo V6 (FEHR; CAVINESS, 1977),
as folhas foram coletadas, levadas ao laboratorio, desinfetadas em hipoclorito de
sédio a 5%, para eliminar possiveis contaminantes (fungos, bactérias, etc.),
enxaguadas com agua, secas e 0 peciolo enrolado com algodao umido para evitar

ressecamento da folha e oferecidas as lagartas.

3.2.2 Extracdo dos Isoflavonoides

As plantas utilizadas para a identificacdo dos metabdlitos
secundarios foram cultivadas nas mesmas condigdes (temperatura, umidade e
fotoperiodo) das plantas utilizadas para o desenvolvimento dos insetos. Apos a
coleta do 6° trifdlio, as folhas foram moidas em almofariz com nitrogénio liquido,
transferidas para tubo “Falcon” de 15 mL, pesadas e adicionado 5 mL de metanol
(MeOH) 90%. As amostras foram submetidas ao banho de ultrassom durante 20
minutos e centrifugadas a 5650 rpm a 2 °C por 10 minutos. O sobrenadante das
amostras foi coletado com auxilio de pipetas Pasteur, transferido para tubos, e seco
no vacuo. As amostras foram ressolubilizadas com 1,5 mL de MeOH 80%, filtradas
em filtros-seringa (“Acrodiscs”) com membrana (Millipore®) de 0,45 um e
transferidas para os vials do auto-injetor, do cromatografo liquido de alto
desempenho (HPLC Prominence - Shimadzu) (Figura 1).
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3.2.3 Identificagcao e Quantificagdo de Metabdlitos de Defesa por HPLC

Os extratos metandlicos das amostras de folha das cultivares de
soja foram analisados através de HPLC em coluna C18 de fase reversa (250 mm de
comprimento e 4,6 mm de didmetro interno, particulas de 5 micra). Aliquotas de
20uL foram injetadas automaticamente no equipamento Prominence da Shimadzu,
com controlador CBM-20A; detector SPD-20A; desgaseificador DGU 20A5; bomba
LC-20AT; amostrador automatico SIL-20A e forno CTO 20A. A fase movel foi
composta de dois solventes: (A): 2% de acido acético (HOAc) e (B): uma mistura de
metanol (MeOH), acido acético e agua Milli-Q® (H,0) (MeOH:HOAc:H20; 18:1:1). O
sistema de gradiente linear utilizado na analise partiu da condi¢ao inicial com 75%
de A e 25% de B, atingindo apds 40 minutos a situagéo inversa, ou seja, 25% de A e
75% de B, mantida por cinco minutos. Ao atingir 45 minutos voltou a situagéo inicial
permanecendo por 5 minutos antes da proxima injecao. O fluxo do solvente foi de
1mililitro/minuto e o registro na regido do ultravioleta (UV) no comprimento de onda
260 nandmetro (nm). A identificacdo dos compostos foi realizada através da
comparagao do tempo de retengédo na coluna do HPLC e dos espectros dos picos

obtidos com os dos padrdes de acidos fendlicos e flavonoides.

Figura 1 - Equipamento HPLC (High Performance Liquid Chromatography) utilizado para
identificagdo e quantificacdo de compostos secundarios de extratos vegetais
obtidos da folha da soja.
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3.2.4 Os Insetos

As lagartas utilizadas das espécies S. frugiperda e C. includens
foram obtidas na criagdo massal de insetos da Embrapa Soja. Para evitar o
manuseio, as lagartas neonatas foram mantidas agrupadas e individualizadas em
potes plasticos (200 mL) apds atingirem o 3° instar. Os insetos foram condicionados,
durante todo o seu desenvolvimento em camara B.O.D. em condi¢cbes controladas
de temperatura (25 °C = 2 °C), umidade relativa (60 £ 10%) e fotoperiodo (14 horas)
nas diferentes cultivares de soja. Acompanhamentos diarios foram realizados,
observando-se a necessidade de manutencdo e troca de alimento até a lagarta
atingir a fase de pupa. Para assegurar que a concentragdo de isoflavonoides
observadas nas lagartas de S. frugiperda e C. includens seria devido as substancias
presentes nas cultivares utilizadas, foram analisados insetos das duas espécies
alimentados com dieta artificial como controle, ja que esta possui baixas
concentracdes de flavonoides, ndo suficientes para sequestro pelo inseto. Essa
dieta, a base de feijao, proteina de soja, gérmen de trigo, caseina e agar foi
desenvolvida de acordo com o método de Greene et al. (1976) e modificada por
Hoffmann-Campo et al. (1985).

3.2.5 Analise Quimica dos Compostos Sequestrados pelos Insetos

Apos emergéncia dos adultos, os insetos foram armazenados em
microtubo 2 mL no ultrafreezer (- 80 °C). Na etapa seguinte os insetos foram
liofilizados no Liofilizador Liotop L101 (Figura 2) por 48 h. Na sequéncia, as asas e
pernas foram removidas, e a massa do restante do corpo foi pesada em balanca
analitica. Os insetos foram moidos no equipamento “Shake Master BMS”, onde em
cada microtubo foram colocadas duas pérolas de aco para a trituragdo, a 1100 rpm,
durante 60 segundos. As pérolas de ago foram retiradas e, em seguida, foi
acrescentado 0,5 mL de 1N HCI em MeOH e homogeneizado em vortex, durante 10
segundos. A amostra foi transferida para um vial dram de 2 mL. O microtubo foi
lavado novamente com 0,5 mL da solugdo de 1N HCL e reunida com a amostra do
mesmo vial dram. Os vials com as amostras foram tampados e levados ao banho-
maria a 75 °C por 2 horas. Apés o resfriamento, a amostra foi agitada em vortex por

10 segundos, acrescentando-se 69 pl de NH4OH (hidréoxido de aménio), e
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homogeneizado por 10 segundos, em vortex, e secas no vacuo. Para iniciar a etapa
de extracdo, as amostras secas foram acrescentados 800 ul de 1% acido féormico em
agua no vial dram e agitadas por 10 segundos em vortex. Em seguida, adicionou-se
1500 pl acetato de etila, agitando-se novamente por 10 segundos. Na sequéncia, as
amostras foram levadas ao banho de ultrassom, por 12 minutos. Posteriormente, as
amostras foram transferidas para tubo Falcon (15 mL) e centrifugadas (4000 rpm,
por 10 minutos, a 25 °C).

Para a primeira extracao, foram retirados 1200 pl do sobrenadante
do tubo e transferido para um microtubo (2 mL) (ndo foi descartado o restante do
extrato para realizar a segunda parte da extracdo). Apos transferir, as amostras
foram colocadas no fluxo de nitrogénio gasoso até a secagem completa. Adicionou-
se 1200 ul de acetato de etila no tubo “Falcon” com o restante do extrato da
mariposa, agitou durante 10 segundos e depois as amostras foram levadas ao
ultrassom durante 12 minutos, e centrifugadas (4000 rpm por 10 minutos a 25 °C).
Foram retirados 1200 pl do sobrenadante e transferidos para 0 mesmo microtubo
contendo o extrato seco da primeira extracdo. As amostras foram entdo novamente
secas em fluxo de nitrogénio gasoso. O procedimento de extragao foi realizado duas
vezes com 0 objetivo de aumentar a concentragcao das substancias extraidas. Para
ressolubilizacéo, ao extrato seco foi acrescentado 200 pl de 0,1% acido formico em
metanol, agitado em vortex por 30 segundos, filtradas em filtro-seringa 0,22 ym e
transferido para um frasco especifico do LC-MS/MS e realizada a identificagdo dos
picos por espectrometria de massas.

Na analise dos metabdlitos sequestrados pelos insetos da espécie
C. includens, foi realizada uma etapa adicional com uma coluna de silica-gel Waters
Sep-Pak® C18 (10 g) devido ao maior conteudo de lipideos nesta espécie, que
dificulta a identificacdo de agliconas e comprometem a separagcdo cromatografica.
Tal etapa de filtragcao foi adicionada para limpeza das amostras, com intuito de isolar
a isoflavona desejada, removendo compostos presentes na amostra bruta. Apos
secar a vacuo, a amostra onde havia sido acrescentado 200 ul de 0,1% acido
férmico em metanol, foi ressolubilizada em 100 pl de MeOH 100%. Para condicionar
a coluna, primeiramente uma seringa de 10 mL foi acoplada ao Sep-Pak®, e
lentamente foi passado 10 mL de MeOH 100%, em seguida, 10 mL de agua Milli-Q®
(Ultrapura) para limpeza da coluna. Apds tal procedimento, a seringa de 10 mL foi

trocada por uma de 3 mL, e a amostra ressolubilizada foi adicionada a coluna.
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Acrescentou-se 2 mL de MeOH 50% para inicio da corrida, em seguida, 2 mL de
MeOH 80% e por ultimo 2 mL de MeOH 100%.

Todas as corridas foram realizadas de forma separada e
armazenadas em microtubo de 2 mL. Andlises comparando as diferentes
porcentagens de MeOH verificaram uma melhor extragdo quando realizada a uma
concentragdo de MeOH 80%. A aliquota de MeOH 80% entdo, foi seca no
SpeedVac, sendo a de 50 e 100% armazenadas caso necessaria posteriormente.
Apos totalmente seco, foi adicionado 30% de acetonitrila (correspondente a 60 ul),
homogeneizado em vortex por 10 segundos, submetido ao banho de ultrassom por
12 minutos, e adicionado 70% de agua Milli-Q® (140 pl). Com o auxilio de uma
pipeta, a amostra foi transferida para um vial do LC-MS/MS e feita a identificagao

dos picos por espectrometria de massas assim como realizado em S. frugiperda.

Figura 2 - Equipamento Liotop L101 utilizado para liofilizar o corpo do inseto.
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3.2.6 Identificagcao e Quantificagéo por LC-Ms/Ms

Para identificar e quantificar os metabdlitos de interesse, o sistema
de cromatografia liquida e espectrometria de massa Q-TOF (MS/MS) modelo Xevo
(Waters/Micromass, Manchester, UK), equipado com ESI (Figura 3), aspira 10 uL da
amostra e as injeta em uma linha cromatografica eluida com uma fase moével
constituida por 30% de MeOH em agua para as analises dos tecidos de C.
includens. Para as analises de S. frugiperda a fase moével como condigéo inicial do
gradiente, iniciou com 35% de acetonitrila em agua, a um fluxo de 0,45 mL/min
finalizando com 70% da solugdo. Essa diferengca na metodologia foi devido a S.
frugiperda ter sido analisada anteriormente a C. includens, e esta exigiu
readaptacées na metodologia, a qual, condicionou o equipamento a uma maior
sensibilidade. No procedimento, a amostra € conduzida a um cartucho Acquity
UPLC® BEH C18 de particula 1.7 ym 2.1 x 50 mm (Waters), sendo os flavonoides
de interesse retidos e parcialmente purificados. O perfil cromatografico obtido é
diretamente aplicado no espectrometro de massas operando em modo negativo. A
quantificacdo € realizada através da coleta de areas do software MassLynx
(Micromass) as quais sao confrontadas em uma curva de calibracédo tracada pela
injecdo de padrdes das isoflavonas em questdo. O tempo de corrida do ensaio,
desde a colocagao da aliquota da amostra até a obtengdo do cromatograma é de 5,5

minutos por amostra.
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Figura 3 - Equipamento LC-MS/MS (Liquid Chromatography — Mass Spectrometry) utilizado
para identificagdo e quantificacdo das agliconas obtidas do corpo do inseto.

3.2.7 Andlise Estatistica

No experimento de quantificagdo de isoflavonoides foi realizada a
analise dos compostos presentes nas doze cultivares (V. MAX RR; BMX Apollo RR;
BMX Poténcia RR; BRS 284; BRS 360 RR; NA 5909 RR; ANTA 82 RR; TMG 115
RR; M9144 RR; 98Y30; TMG 132 RR e Intacta RR2 PRO variedade DONMARIO
6458), com total de dez repeticdes cada cultivar, totalizando 120 plantas.

Para a analise dos compostos sequestrados pelos insetos de S.
frugiperda e C. includens, foram utilizados os efeitos positivo e negativo, com onze
cultivares (V. MAX RR; BMX Apollo RR; BMX Poténcia RR; BRS 284; BRS 360 RR;
NA 5909 RR; ANTA 82 RR; TMG 115 RR; M9144 RR; 98Y30 e TMG 132 RR).

Os dados foram submetidos a analise exploratéria para verificagao
da existéncia de todos os pressupostos exigidos para a analise de variancia
(ANOVA). Quando os requisitos para o emprego da estatistica (normalidade da
distribuicdo dos erros, homogeneidade das variancias, e aditividade dos efeitos dos
fatores de variagdo) nao foram atendidos pelos dados da amostra experimental, os
dados foram transformados +x+ 0.5 ou /x + 1). Em seguida, foram realizadas as

comparagdes multiplas das médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. O
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programa estatistico utilizado foi o pacote SAS-Statistical Analysis System (SAS
INSTITUTE, 1996).

No procedimento de extragao de isoflavonoides do corpo do inseto,
foi realizado o processo de hidrdlise acida, na qual todas as isoflavonas glicosidicas
(daidzina, genistina e glicitina), as malonis (daidzina, genistina e glicitina), as
agliconas (daidzeina, genisteina e gliciteina) foram concentradas nas formas de
agliconas, daidzeina, genisteina e gliciteina. Pelo fato do procedimento da extragcéo
das folhas ndo se realizar a etapa de hidrolise, as formas derivadas séo glicosidica,
malonil, acetil e, algumas vezes na forma de aglicona. Com isso, para se obter a
quantidade total de isoflavonas consumida pelo inseto, foi realizado uma soma das
concentragbes (ug/g) das isoflavonas glicosidicas, malonis, as agliconas e o
derivado acetilado de daidzina, transformando-os todos em agliconas. Para calcular
a média das isoflavonas (glicosideo, malonil e acetil) identificadas nas folhas, foi

utilizada a seguinte férmula:

Massa glicosilada = Massa aglicona

Peso Molecular glicosilado Peso Molecular aglicona

Onde, a massa glicosilada foi multiplicada pelo peso molecular da aglicona, e em
seguida, dividida pelo peso molecular do glicosideo, assim obtendo o valor da

massa da aglicona.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Analises Cromatograficas dos Extratos Foliares

Nas analises cromatograficas dos metabdlitos secundarios
presentes na soja, foram identificadas as isoflavonas glicosidicas (daidzina,
genistina e glicitina), as malonis (daidzina, genistina e glicitina), as agliconas
(daidzeina e genisteina), e a acetil daidzina, além da fitoalexina coumestrol e o
flavondl rutina. O isoflavonoide glicosidico daidzina foi encontrado em todas as
cultivares de soja, exceto em BRS 284 e Intacta RR2 PRO variedade DONMARIO
6458. A maior concentragdo foi observada em BRS 360 RR diferindo

estatisticamente das outras cultivares. A cultivar NA 5909 RR apresentou a menor
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concentragcado, no entanto, ndo diferiu estatisticamente das duas cultivares onde a
substancia esteve ausente (Figura 4). Esse composto representa um dos
metabdlitos secundarios de defesa da soja a insetos. Sharma e Norris (1991)
descreveram que a daidzina causa antibiose em lagartas de T. ni, prolongando seu

periodo de desenvolvimento, reduzindo a sua pupacao e a emergéncia de adultos.

Figura 4 - Concentragdo (ug/g) do glicosideo daidzina nos diferentes gendtipos de soja
Médias seguidas de mesma letra n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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As maiores concentragdes de genistina foram observadas nas
cultivares Apollo RR e TMG 132 RR, nao sendo detectada nas cultivares 98Y30,
M9144 RR e TMG 115 RR (Figura 5). Esta isoflavona, juntamente com rutina tém
sido relatada como os compostos relacionados a resisténcia de soja a desfolhadores
(PIUBELLI, 2004), afetando negativamente por exemplo o tempo de alimentacéo de
Trichoplusia ni (Hibner, 1802) (Lepidoptera: Noctuidae) (HOFFMANN-CAMPO et al.,
2001). Outros autores, como Salvador (2008), também constatou que essa
isoflavona adicionada a dieta artificial ndo demonstra efeito antinutricional em
Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818) (Lepidoptera: Eribidae). No entanto, quando
este composto é adicionado com o flavonoide rutina a dieta, observa-se uma maior
mortalidade, redugcdo dos pesos iniciais e de pupa, além de maior duracdo da fase

larval.
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Figura 5 - Concentracédo (ug/g) do glicosideo genistina nos diferentes genoétipos de soja.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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Conforme Figura 6, glicitina foi detectada apenas nas cultivares V.
max RR, M9144 RR, TMG 132 RR e Apollo RR. Entretanto, devido a baixa deteccao
e alta variabilidade dos dados desse composto, ndao se observou diferenca

estatistica significativa entre as cultivares.

Figura6 - Concentragdo (ug/g) do glicosideo glicitina nos diferentes gendétipos de soja.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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estatisticamente entre as cultivares (Figura 7). No entanto, é possivel observar uma
maior concentragao nas cultivares, TMG 132 RR, 98Y30 e BRS 360 RR.
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Figura 7 - Concentracdo (ug/g) da malonil daidzina nos diferentes genoétipos de soja.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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Malonil genistina ndo foi identificada em TMG 132 RR, Apollo RR,
BMX Poténcia RR e TMG 115 RR, com a maior concentragdo dessa substancia
observada em NA 5909 RR (Figura 8). Nas demais cultivares onde a malonil
genistina esteve presente, ndo houve diferenga estatistica. Ja malonil glicitina esteve
ausente para os gendtipos 98Y30, Anta 82 RR, TMG 115 RR, NA 5909 RR e Intacta
RR2 PRO variedade DONMARIO 6458. As maiores concentracdes desse composto
ocorreram em BRS 360 RR (Figura 9). A acetil daidzina foi o unico acetilado
detectado nos gendtipos de soja, sendo observado em maior concentragcdo em NA
5909 RR e ausente em V. max RR, Anta 82 RR, M9144 RR e Intacta RR2 PRO
variedade DONMARIO 6458 (Figura 10).
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Figura8 - Concentracado (pg/g) da malonil genistina nos diferentes genotipos de soja.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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Figura 9 - Concentracao (ug/g) da malonil glicitina nos diferentes gendétipos de soja. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Figura 10 - Concentracdo (ug/g) da acetil daidzina nos diferentes gendtipos de soja com
média transformada +x +1. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem

entre si pelo testede Tukey a 5% de probabilidade.
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As agliconas identificadas, daidzeina e genisteina, ocorreram em
concentragdo mais baixa em relagdo aos seus conjugados, principalmente
glicosideos e malonis. Relativamente, em folhas de BRS 284, daidzeina foi
detectada em maior concentragcdo, ndo ocorrendo nas cultivares V. max RR, BRS
360 RR, BMX Poténcia RR, TMG 115 RR, NA 5909 RR e Intacta RR2 PRO
variedade DONMARIO 6458 (Figura 11). Essa substancia possui baixo peso
molecular e tem sido associado a resisténcia da soja a doengas (GRAHAM, 1999;
LOZOVAYA et al., 2004). E descrita como precursora na producdo de fitoalexinas
como as gliceolinas (EBEL, 1986) e coumestrol (DEWICK; BARZ; GRISBBACH,
1970). Em soja, além de atuar na producéo de fitoalexinas, a daidzeina tem sido
relacionada como importante composto de defesa de plantas a insetos, afetando
negativamente a biologia dos herbivoros, principalmente pela inibicdo do

crescimento de lagartas (ZHOU et al., 2011).
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Figura 11 - Concentracdo (ug/g) da aglicona daidzeina nos diferentes gendtipos de soja.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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Na figura 12, genisteina foi identificada em todas as cultivares,
exceto em BRS 360 RR, sendo em TMG 132 RR observada a sua maior
concentragdo. Efeitos toxicos, assim como efeitos negativos no desenvolvimento e
biologia de pragas como Nezara viridula (Linnaeus, 1758) (Hemiptera:
Pentatomidae), T. ni e A. gemmatalis dessa isoflavona juntamente com daidzina tem
sido observada por varios autores (SHARMA; NORRIS, 1991; HOFFMANN-CAMPO
et al., 2001; PIUBELLI et al., 2003b; HOFFMANN-CAMPO et al., 2006). Daidzeina e
coumestrol observadas neste trabalho podem causar efeitos antibidtico e/ou
antialimentar em lagartas de T.ni (SHARMA; NORRIS, 1991). As agliconas
daidzeina, genisteina e gliciteina s&do as formas mais bioativa dos isoflavonoides
(KUDOU et al., 1991b; DHAUBHADEL, 2011), sendo, em geral ligadas a resposta
das plantas a estresses de varias naturezas, ou seja induzidos por fatores biéticos e
abidticos. Esse fato pode explicar a sua baixa ocorréncia em folhas de soja

desenvolvidas em casa-de-vegatagao.
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Figura 12 - Concentracdo (ug/g) da aglicona genisteina nos diferentes gendtipos de soja
com media transformada « x4+ .5. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Em todas as cultivares testadas, a fitoalexina coumestrol (Figura 13)
foi encontrada, no entanto, suas concentracbes ndo diferiram estatisticamente.
Caballero et al. (1986) associaram essa substancia a reducdo da biomassa de
lagartas e aumento na mortalidade de C. includens. Ainda Neupane e Norris (1990)

relacionaram a ocorréncia de daidzeina e coumestrol a redugdo no consumo

alimentar de T. ni.

Figura 13 - Concentracado (ug/g) do coumestrol nos diferentes gendtipos de soja. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Outra substancia identificada em folhas de soja, foi o flavondl rutina
que ocorreu apenas em M9144 RR, e em baixa concentragao (Figura 14). Esse
flavonoide € reconhecido por desempenhar papel importante na defesa das plantas
contra lepidépteros (HOFFMANN-CAMPO et al.,, 2001), efeitos antibidtico e/ou
antinutricional em insetos sugadores (PIUBELLI et al., 2003a; GILMAR et al., 1982;
PIUBELLI et al., 2003b) e insetos mastigadores (STAMP; SKROBOLA, 1993;
SIMMONDS, 2001; HOFFMANN-CAMPO et al.,, 2001, PIUBELLI et al., 2005;
HOFFMANN-CAMPO et al., 2006). Sendo um dos compostos identificados no
gendtipo Pl 227687 (HOFFMANN-CAMPO, 1995), que é amplamente utilizado em
programas de melhoramento como fonte de resisténcia a insetos desfolhadores
(PIUBELLI et al., 2005). O efeito negativo de rutina foi observado na biologia de
lagartas desfolhadoras como H. virescens (HOFFMANN-CAMPO, 1995), A.
gemmatalis (GAZZONI; HULSMEYER; HOFFMANN-CAMPO, 1997; PIUBELLI et al.,
2005; HOFFMANN-CAMPO et al., 2006), constando-se aumento da mortalidade e
do periodo larval. Outros autores como Salvador et al. (2010) também constataram
que A. gemmatalis quando alimentada com dieta contendo rutina isolada ou
associada a caseina apresentou efeito negativo no desenvolvimento larval, na
quantidade de alimento consumido e no peso de pupas. Em insetos como
Spodoptera litura (Fabricius, 1775) (Lepidoptera: Noctuidae) e H. armigera o efeito
da rutina na dieta ou de extratos indicaram uma reducéo do crescimento e aumento
da mortalidade das lagartas, fato este que evidencia sua eficacia na formulacéo de
biopesticidas contra insetos praga (PANDEY et al., 2012).

No entanto, a resposta do inseto em relagdo a rutina pode variar
conforme a concentracdo testada. Em niveis acima de 10 molar foi deterrente para
Heliothis zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae) e H. armigera, no final do
estagio larval, porém, em concentragdes acima de 10 molar, a mesma substancia
estimulou a alimentagao dos insetos (BLANEY; SIMMONDS, 1983).
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Figura 14 - Concentracdo (ug/g) de rutina nos diferentes gendtipos de soja. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Os isoflavonoides daidzina, daidzeina, genistina, genisteina e as
malonis (daidzina e genistina) s&o relacionadas a uma variedade de fungdes, como
precursores da producgado 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). Embora as propriedades antinutricionais das gliceolinas contra
insetos desfolhadores tenham sido observadas sobre condicbes experimentais,
essas respostas sao aparentemente espécie-especificas (HART; KOGAN; PAXTON,
1983). Melhores desempenhos dos insetos ja foram observados, onde a
concentragéo de isoflavonoides era maior. Esse fato pode estar relacionado com as
diferentes formas de acgédo dessas substancias sobre artropodes pragas e a
capacidade de adaptagao dos insetos a essas substancias. Apesar de amplamente
distribuidos nas cultivares de soja, os isoflavonoides nao possuem alta toxicidade
aos artropodes pragas. Comparados a muitas outras substancias secundarias, os
flavonoides nao séo especialmente toxicos, e possuem baixa atividade fisiolégica em
muitos insetos (HARBORNE; GRAYER, 1993). Dependendo da concentragdo e da
espécie de inseto podem atuar de forma diferenciada, como por exemplo o
flavonoide rutina, que pode ser estimulante alimentar para o gafanhoto Schistocerca
americana (Drury, 1773) (Orthoptera: Acrididae) (BERNAYS et al.,, 1991) e atuar
negativamente na biologia de A. gemmatalis causando prolongamento do ciclo e alta
mortalidade (GAZZONI; HULSMEYER; HOFFMANN-CAMPO, 1997; HOFFMANN-
CAMPO et al.,, 2006). Além disso, flavonoides com estruturas relativamente

parecidas, podem agir de forma diferente no mesmo inseto (HARBORNE; GRAYER,
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1993), como no caso da rutina que funciona como estimulante alimentar para
Manduca sexta (Linnaeus, 1763) (Lepidoptera: Sphingidae), enquanto a quercetina
3-rhamnosidio que possue menor quantidade de agucar em relagdo a rutina, age
como deterrente (BOER; HANSON, 1987).

Para os insetos, a composi¢cdo 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
téxicos quimicos (MELLO; SILVA-FILHO, 2002) e detoxificagdo por oxidagéo,
reducdo, hidrolise ou conjugagcdo de moléculas (SCOTT; WEN, 2001). O
desenvolvimento de insetos em um numero reduzido de hospedeiros, propicia uma
forma mais eficiente de reconhecimento e adaptacdo aos metabdlitos secundarios
presentes nas plantas.

Afim de se conhecer o conteudo total de cada isoflavonoide na sua
forma aglicona a conversao das formas glicosidicas, malonis e acetis indicou que a
genisteina é o isoflavonoide com maior concentragdo nas cultivares de soja
estudadas seguidas da daidzeina e por ultimo a gliciteina com menor frequéncia e

concentragao (Figura 15).

Figura 15 - Concentragao (ug/g) total de cada isoflavonoide na sua forma aglicona nos
diferentes genotipos de soja.
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3.3.2 Analises dos Extratos do Corpo do Inseto

A andlise dos extratos do corpo de adultos de S. frugiperda permitiu
identificar compostos sequestrados em insetos alimentados com todas as cultivares
que lhes serviram de alimento na fase larval. As agliconas genisteina, daidzeina e
gliciteina foram assimiladas pelo inseto em propor¢des variadas (Tabela 1). De
modo geral, a genisteina foi identificada em 91% dos adultos analisados. Sendo
detectada em todos os extratos de adultos quando alimentadas nas cultivares BMX
Poténcia RR, BMX Apollo, TMG 115 RR e Anta 82 RR (n=10). E na cultivar V. max
RR, essa aglicona foi identificada em sete insetos.

Daidzeina foi observada em 72% dos adultos de S. frugiperda
analisados (Tabela 1). Dentre as cultivares, Anta 82 RR teve a presenca da
daidzeina em todos os insetos analisados (n=10). E, a menor deteccao foi
observada na cultivar NA 5009 para esta substancia (n=4).

A hidrolise acida dos extratos do corpo de insetos auxilia na
deteccdo dos metabdlitos secundarios embora nas folhas de soja as formas
agliconas ocorrem em concentragbes menores. Entretanto, esse procedimento
padroniza as diferentes formas glicosiladas e facilita os procedimentos analiticos.
Esses resultados corroboram com os observados por Harborne e Grayer (1993), que
constataram que apds a hidrélise acida dos extratos do corpo das borboletas sao
esperadas as formas agliconas sequestradas de suas plantas hospedeiras. Os
autores ainda verificaram que muito dos resultados negativos sdo de espécies de
borboletas que se alimentam de mais de uma espécie vegetal, capazes de
sequestrar outras classes de constituintes secundarios dos hospedeiros. Bjarnholt et
al. (2012) ao realizarem a quantificagdo de linamarina e lotaustralina sequestradas
por lagartas do género Zygaena, verificou que cerca de 0,5 a 50% dos compostos
ingeridos podem ser recuperados a partir das lagartas. No presente experimento, as
lagartas foram alimentadas unicamente com soja, entretanto é necessario considerar
que baixas concentragbes podem estar abaixo do nivel de deteccdo dos
equipamentos utilizados.

Gliciteina foi o isoflavonoide com menor frequéncia nas mariposas
com total geral de 9% (Tabela 1). Nas cultivares, trés insetos foram o maior numero
de sequestro observados em adultos alimentados na fase larval em BRS 360 RR e
M9144 RR. Em contrapartida nos gendtipos TMG 132 RR, 98Y30, V. max RR, BMX
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Apollo e NA5909 RR, esta substancia nao foi identificada em nenhum dos insetos
analisados. Essa variagcdo no sequestro de flavonoides também ¢é observado em
especies de borboletas como Eurytides marcellus (Cramer, 1777) (Lepidoptera:
Papilionidae), Lysandra coridon (Poda, 1761) (Lepidoptera: Lycaenidae) e
Coenonympha pamphilus (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Satyridae), a qual apenas
um dos trés glicosidios do flavonoide quercetina da planta alimentar, foi detectavel
nesses insetos (HARBORNE; GRAYER, 1993). Schittko et al. (1999) também
realizaram analises cromatograficas em HPLC com adultos da espécie Polyommatus
icarus (Rothenburg, 1775) (Lepidoptera: Lycaenidae) demonstrando que esses
insetos acumulam quantidades variaveis de flavonoides dependendo da planta
hospedeira e da razdo sexual dos individuos. As diferengcas entre os padroes de
flavonoides de plantas e insetos e mudancas no desenvolvimento dos padrbes de
flavonoides nas borboletas podem ser devido a mecanismos seletivos de excrecéo e
sequestro, bem como reagdes de biotransformacgao por insetos ou de sua flora
intestinal (WILSON, 1985; WIESEN et al., 1994).
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Tabela 1 - Numero de insetos onde houve presenga das agliconas
genisteina, daidzeina e gliciteina em adultos de Spodoptera
frugiperda alimentadas na fase larval nas diferentes

cultivares (n=10).

Cultivares Genisteina Daidzeina Gliciteina
M9144 8 6 3
TMG 132 9 8 0
98Y30 9 9 0
V. max 7 5 0
Poténcia 10 5 1
Apollo 10 9 0
TMG 115 10 7 1
NA5909 9 4 0
BRS 360 10 9 3
BRS 284 8 7 1
Anta 10 10 1
Total 100 79 10

C. includens é conhecida por ser um inseto bastante migratério
quando atinge a fase adulta (HARDING, 1976). E o fato de encontrar outras
substancias além da daidzeina, sem o processo de limpeza do Sep-Pak®, pode ser
devido as mariposas dessa espécie conter elevados niveis de lipidio no corpo,
caracteristica fisiolégica tipicamente associada a insetos migratérios (MASON;
JOHNSON; WOODRING, 1989). No desenvolvimento de C. includens, nas
diferentes cultivares foi observada uma alta mortalidade na fase larval, a qual
comprometeu o numero de repeticdes dessa espécie para a analise dos compostos
sequestrados. Devido a essa variacdo no numero de individuos por cultivar, foi
calculado a porcentagem dos resultados positivos para facilitar a comparagao. Nas
analises dos compostos assimilados em C. includens, mostraram que, em apenas
48% dos insetos criados, houve sequestro da aglicona daidzeina, observando uma
reducao de 24% quando comparado com o sequestro que ocorreu em S. frugiperda

(Tabela 2). Essa variagdo na assimilagdo, pode ser decorrente a diferengas no
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mecanismo de detoxificagdo de metabdlitos entre as espécies. Tal resultado,
corrobora com resultados obtidos por Ford (1941) que realizou um levantamento
com dez ordens de lepidopteros, e através da deteccdo por cromatografia, que
mostrou a forma desigual de ocorréncia de flavonoides entre as diversas ordens de
insetos estudados. Em confirmagdo com seu trabalho, apenas trés grupos
apresentaram flavonoides regularmente em seus tecidos, podendo ser essa uma
das razdes possiveis pela diferenca no sequestro de compostos secundarios entre
S. frugiperda e C. includens. Urzua et al. (1987) quantificaram as concentracdes de
acido aristoléquico nas plantas e insetos, com o objetivo de investigar a eficiéncia do
sequestro em larvas de Battus archidamas (Boisduval, 1836) (Papilionidae: Troidini)
quando criadas em Austrocedrus chilensis. Desse sequestro, foi verificado que
apenas 2% do total do composto presente na planta foi sequestrado, e 25%
excretado pelo inseto, entendendo-se que o restante do acido tenha sido
metabolizado. Lampert e Bowers (2010) analisando insetos da espécie Estigmene
acrea (Drury, 1773) (Lepidoptera: Arctiidae), também verificaram uma baixa
assimilacdo de compostos pelas mariposas. Smilanich et al. (2011) ainda,
constataram que individuos que se alimentam de dietas com altas e baixas
concentragdes de glicosideos iridoides exibem respostas imunes quase idénticas.
Os elevados niveis de melanizagdo sobre as dietas vegetais, bem como a baixa
variagao entre todas as dietas sugerem que individuos de Grammia incorrupta (Hy.
Edwards, 1881) (Lepidoptera: Arctiidae) tem uma forte resposta imune. As respostas
imunes podem ser altamente variaveis em insetos (ROLFF; SIVA-JOTHY, 2003) e
essa variagdo pode ser atribuida ao estresse ambiental (VAN OOIK; PAUSIO;
RANTALA, 2008), dieta alimentar (SMILANICH et al., 2009a), variacdo genética
(LAZZARO; SCEURMAN; CLARK, 2004), ou presséao de predacgao.

No presente trabalho, insetos alimentados a base de dieta artificial,
tanto S. frugiperda quanto C. includens, ndo apresentaram o sequestro de nenhuma
das agliconas analisadas. Essa auséncia da substancia mostra que devido a baixa
concentracido de isoflavonoides na dieta artificial, esses nao foram suficientes para
qgue os insetos 0 sequestrassem. Esse fato também comprova que os flavonoides
foram sequestrados pela lagarta ao se alimentar da cultura da soja, e que n&do foram
sintetizadas pelo proprio inseto, assim como Harborne e Grayer (1993) ja haviam
constatado em estudos com a borboleta Melanargia galathea (Linnaeus, 1758)

(Lepidoptera: Satyridae).
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Tabela 2 - Numero de insetos onde houve presenca da aglicona daidzeina em
adultos de Chrysodeixis includens alimentadas na fase larval nas

diferentes cultivares.

Cultivares Daidzeina
M9144 (n=7)
TMG 132 (n=1)
98Y30 (n=5)
V. max (n=7)
Poténcia (n=7)
Apollo (n=5)
TMG 115 (n=6)
NA5909 (n=8)
BRS 360 (n=3)
BRS 284 (n=8)
Anta (n=7)

N

A~ AN A OO -~ W B O

w
-

Total

A possibilidade de identificar nos insetos adultos as plantas
hospedeiras utilizadas pelo inseto na fase larval torna-se importante para
monitoramento do cenario agricola, principalmente para as tecnologias que possam
gerar uma pressao de selegao, como no caso das cultivares Bt. Muitos metabdlitos
secundarios sao relativamente limitados em sua distribuicdo nas espécies vegetais
e, em fungéo de sua toxicidade, insetos herbivoros tendem a sequestra-los (ORTH,;
HEAD; MIEROW, 2007), permanecendo em diferentes células de seu organismo até
a fase adulta. Burghardt et al. (2000) estudaram o teor de flavonoides em borboletas
alimentadas em diferentes espécies de plantas com conhecidos teores de
flavonoides, sendo possivel observar que os niveis de flavonoides nos insetos s&o
associados positivamente com as quantidades de flavonoides no alimento
consumido. Os autores mencionam que as lagartas também s&o capazes de
sequestrar flavonoides de alimentos que normalmente ndo se alimentam (nao-
hospedeiros) e que essa assimilagao de flavonoides € maior nas fémeas do que nos

machos. Um outro exemplo é o gossipol, composto exclusivamente relacionado ao
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algodao (Gossypium spp.). Rojas et al. (1992) demonstraram que embora grande
parte desse composto seja excretado pelas lagartas de H. virescens, pelo menos
33% se dispersou na hemolinfa e pode ser detectado nos adultos.

Dependendo da planta consumida, outros compostos secundarios
podem ser estudados com o mesmo objetivo. Os acidos hidroxdmicos podem se
constituir como bons indicadores para gramineas, tanto selvagens como cultivadas
(LONG et al.,, 1977; ZUNICA et al., 1983). Entretanto, a separacdo entre as
diferentes espécies de gramineas fica mais dificil pois, por exemplo,
especificamente, o composto 2,4-diidroxi-7-metoxi-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-ona
(DIMBOA) que é o principal acido hidroxamico do milho (ARGANDONA et al., 1983),
foi também identificado em trigo (MORAES et al., 2008).

Como pode ser observado nesta pesquisa, a assimilagao
(sequestro) ou a detoxificagdo de metabdlitos secundarios depende largamente da
espécie do insetos praga. C. includens e S. frugiperda pertencem a mesma ordem
de insetos (Lepidoptera) e a mesma familia (Noctuidae), entretanto possuem
diferentes padroes de assimilacdo e/ou detoxificagdo, sendo necessarios diversos
estudos adicionais para determinar com maior precisdo seus padrdes de

metabolicos.
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3.4 CONCLUSAO

Nas analises cromatograficas dos metabdlitos secundarios em folhas
de soja, foram identificadas isoflavonas glicosidicas (daidzina, genistina e glicitina),
malonis (daidzina, genistina e glicitina), agliconas (daidzeina e genisteina), e a acetil
daidzina, além da fitoalexina coumestrol e o flavondl rutina.

Ao realizar a transformacéo do conteudo total de cada isoflavonoide
em sua forma aglicona, os dados obtidos indicaram que a genisteina é o
isoflavonoide com maior concentragdo nas cultivares de soja estudadas, seguidas
da daidzeina, e por ultimo a gliciteina, em menor concentragdo. Assim, as analises
cromatograficas e espectrométricas sugerem que genisteina € a aglicona
sequestrada pelo maior numero de insetos. Tal resultado justifica o fato de adultos
de S. frugiperda teremsequestrado genisteina em maior propor¢édo em relagao as
demais agliconas.

Em C. includens, os dados sugerem que daidzeina ocorre em menos
da metade dos extratos de insetos analisados, o que também indica a nao
adequacao de sua utilizacdo como indicador alimentar em soja para a lagarta falsa-
medideira (C. includens). No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para

verificar a assimilagdo de genisteina e gliciteina nesta espécie.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O alto percentual de genisteina identificado em S. frugiperda, sugere
que este composto € o indicador da fonte alimentar mais adequado para essa
espécie comparado a daidzeina.

A transformagao das formas glicosidicas e malonis de glicitina em
gliciteina, mostrou que essa aglicona ocorreu em baixa concentragdo nos genétipos
de soja estudados e, consequentemente o sequestro dessa substancia pelos insetos
ficou abaixo do nivel de detecgcdo dos equipamentos utilizados, mesmo nas
amostras hidrolizadas. Dessa forma, essa aglicona ndo se caracteriza como um bom
indicador de alimentagao de lagartas da cultura da soja.

Em C. includens, daidzeina ndo se mostrou um bom marcador
alimentar para a cultura da soja, assim estudos adicionais para verificar a
assimilagao de genisteina e gliciteina nessa espécie sao necessarios.

Os resultados obtidos nesse trabalho indicam genisteina como
marcador bioquimico relacionado a cultura da soja para insetos oriundos do campo,
sem conhecimento prévio da planta hospedeira na fase larval. Sendo importante

verificar a assimilacdo dessa substancia em outras espécies pragas da soja.
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