UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
ufeyem CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE ),
TECNOLOGIA )
Programa de P0s-Graduac&do em Biotecnologia

¢ rrGbiotec

_J

-

“EFEITO DA RADIAGCAO UV-VIS E INFRAVERMELHO NO
PERFIL METABOLOMICO DE COMPOSTOS ORGANICOS
VOLATEIS DE Glycine max”

Jesus David Sierra Martinez*

Dissertacdo apresentada como parte
dos requisitos para obtenc¢dao do titulo de
MESTRE EM BIOTECNOLOGIA do
Programa de Pdés-Graduacdo em
Biotecnologia da Universidade Federal
de Séo Carlos.

Orientador:
Prof. Dr. Moacir Rossi Forim.

* bolsista CAPES-88887.630504/2021-00

Sao Carlos - SP
2023



JESUS DAVID SIERRA MARTINEZ

“EFEITO DA RADIAGAO UV-VIS E INFRAVERMELHO NO
PERFIL METABOLOMICO DE COMPOSTOS ORGANICOS
VOLATEIS DE Glycine max”

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de MESTRE
EM BIOTECNOLOGIA do Programa de Pés-
Graduacdo em Biotecnologia da Universidade
Federal de S&o Carlos.

Orientador:
Prof. Dr. Moacir Rossi Forim

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Moacir Rossi Forim
Departamento de Quimica - UFSCar

Prof. Dr. Oldair Donizete Leite
Departamento de Quimica - UTFP

Prof. Dr. Flavio Henrique da Silva
Departamento de Genética e Evolugdo - UFSCar

Sao Carlos
2023



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

U,
/’ 'ﬂ Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia

Programa de Pés-Graduagdo em Biotecnologia

Folha de Aprovacéao

Defesa de Dissertacdo de Mestrado do candidato Jesus David Sierra Martinez, realizada em 11/08/2023.

Comisséo Julgadora:

Prof. Dr. Moacir Rossi Forim (UFSCar)
Prof. Dr. Oldair Donizeti Leite (UTFPR)

Prof. Dr. Flavio Henrique da Silva (UFSCar)

O Relatério de Defesa assinado pelos membros da Comissdo Julgadora encontra-se arquivado junto ao Programa de
Pés-Graduacdo em Biotecnologia.



AGRADECIMENTOS
A Deus que guia 0s meus passos e me ajuda a sonhar com o que é possivel.

A Universidade Federal de S&o Carlos por receber-me e oferecer a oportunidade
de fazer parte da sua comunidade.

Ao Programa de Pdés-graduacdo em Biotecnologia pela formacéo recebida e o
esforco do seu corpo docente.

Ao meu orientador o professor Dr. Moacir Rossi Forim pelos valiosos conselhos, o

apoio fundamental e sua valiosa amizade.

Aos professores que formaram minhas bancas examinadoras de Qualificagéo e
defesa que com seus aportes fizeram deste um melhor trabalho e de mim um
melhor profissional: Prof. Dr. Renato Lajarin Carneiro, Prof. Dr. Oldair Donizete

Leite, Prof. Dr. Flavio Henrique da Silva e Prof. Dr. Bruno Campos Janegitz.

Aos docentes, colegas e técnicos do Laboratério de Produtos Naturais, que com
seu apoio ajudaram na realizacdo deste projeto, especialmente a Dr. Dorai
Periotto Zandonai, doutoranda Maria Clara Santana Aguiar, doutoranda Victoria
Patricia Pefia Arroyo, doutorando Luis Guillermo Cuadrado Durango e p0s-

doutorado Felipe Hilario.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacgéao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) — Cddigo de Financiamento 001.

This study was financed in part by the Coordenacédo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Finance Code 001.



Sierra, Jesus. EFEITO DA RADIACAO UV-VIS E INFRAVERMELHO NO PERFIL
METABOLOMICO DE COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS DE Glycine max
(L.) Merr. 2023. Dissertacdo (Programa de Pdés-graduacdo em Biotecnologia) —
UFSCar, Séo Carlos, 2023.
RESUMO

Apesar dos avancos significativos nos meios de producéo e controles agricolas, os
insetos ainda sao o0s principais competidores dos humanos por alimento.
Decorrente de programas de melhoramento para ganhos de produtividade entre
outras caracteristicas, a maioria dos cultivares atualmente disponiveis nao
apresentam eficientes mecanismos de resisténcia contra insetos pragas. Deste
modo, o estudo metaboldbmico comparativo entre genétipos selvagens e cultivares
comerciais pode recuperar informagbes fundamentais de mecanismos de
resisténcias constitutivas e induzidas associando estes resultados a genes,
proteinas e metabdlitos secundarios de defesa vegetal abrindo um campo de
pesquisa para o desenvolvimento de produtos e praticas sustentaveis de controle
de pragas. Assim, este projeto teve como objetivo principal avaliar o efeito da
radiacdo UV-Vis e infravermelho no perfil metabolémico de compostos organicos
volateis de Glycine max (L.) Merr. buscando entender como fatores ambientais
modificam e estimulam seu metabolismo. Além disso, buscamos também o
reconhecimento de mecanismos de defesa que possam ser estimulados e usados
para o controle de insetos pragas. As analises por HS/GC-MS detectaram 16
compostos volateis, majoritariamente aldeidos, alcoois, derivados do furano e
hidrocarbonetos, entre eles alguns com reconhecida atividade quimioprotetora
frente a radia¢des luminosas como o linalool e relacionados com a defesa direta e
indireta da planta frente a herbivoros. Os cultivares selvagem (P1407270),
convencional (BRS-284) e transgénico (RR2PRO) influenciam a escolha de
alimento de S. frugiperda antes que qualquer tratamento de irradiacdo aplicado,
sendo o cultivar selvagem o maior dissuasivo, especialmente quando recebe
irradiacéo de amplo espectro. Os compostos hexanal; (E)-2-hexenal, n-hexano; 2-
ethyl-furano, e 1-octen-3-ol sdo 0s principais compostos organicos volateis que
respondem aos tratamentos de irradiacdo UV-Vis-IV, servindo como marcadores
da resposta frente ao estimulo abiotico. A presenca de compostos como n-hexano
coincide com altos indices de deterréncia de S. frugiperda.



Palavras-chave: Mecanismos de resposta vegetal; Glycine max (L.) Merr;
Andlises metabolémicas; Controle de insetos pragas; Spodoptera frugiperda.



Sierra, Jesus. EFFECT OF UV-VIS AND INFRARED RADIATION ON THE
METABOLOMIC PROFILE OF VOLATILE ORGANIC COMPOUNDS OF Glycine
max (L.) Merr. 2022. Dissertacao (Programa de Pos-graduacdo em Biotecnologia)
— UFSCar, Séo Carlos, 2022.
ABSTRACT

Despite significant advances in means of production and agricultural controls,
insects are still humans' main competitors for food. As a result of breeding
programs for productivity gains, among other characteristics, most cultivars
currently available do not present efficient mechanisms of resistance against insect
pests. In this way, the comparative metabolomics study between wild genotypes
and cultivars can recover fundamental information on mechanisms of constitutive
and induced resistances associating these results to genes, proteins, and
secondary metabolites of plant defense, opening a field of research for the
development of products and sustainable practices of pest control. Thus, the main
objective of this project was to evaluate the effect of UV-Vis radiation on the
metabolomic profile of volatile organic compounds from Glycine max (L.) Merr.
seeking to understand how environmental factors modify and stimulate their
metabolism. In addition, we also seek the recognition of defense mechanisms that
can be stimulated and used to control insect pests. The HS/GC-MS analyses
detected 16 volatile compounds, mostly aldehydes, alcohols, Furan derivatives,
and hydrocarbons, including some with recognized chemoprotective activity
against light radiation such as Linalool, and related to the direct and indirect
defense of the plant against herbivores. The wild (P1407270), conventional (BRS-
284,) and transgenic (RR2PRO) cultivars influence the choice of food for S.
frugiperda before any irradiation treatment is applied, with the wild cultivar being
the greatest deterrent, especially when it receives broad-spectrum irradiation.
Hexanal; (E)-2-hexenal; n-hexano; 2-ethyl-furano and 1-octen-3-ol are the main
VOCs that respond to UV-Vis-infrared irradiation treatments, serving as markers of
the response to the abiotic stimulus and the presence of compounds such as n-

hexano coincides with high rates of deterrence of S. frugiperda.



Keywords: Abiotic plant response mechanisms. Glycine max (L.) Merr.

Metabolomic analyses. Insect pest control. Spodoptera frugiperda.
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1 - INTRODUCAO

A radiacao ultravioleta proxima e visivel (UV-Vis) é uma pequena porcéo do
espectro eletromagnético compreendida entre 100 a 800 nm (Figura 1.1). Os raios
ultravioletas constituem cerca de 5% da luz solar terrestre enquanto que a luz
visivel representa cerca de 43% da luz solar e varia de 400 a 780 nm, dentro
desse campo se incluem as cores violeta, azul, verde, amarelo e vermelho. As
plantas sdo organismos sensiveis aos estimulos da luz visivel (Vis) e a suas
porcBes extremas, como UV e infravermelho (IV). A luz visivel € muito importante
para as plantas porque abrange a radiacdo fotossinteticamente ativa (400 aos 700
nm), e exerce acdo na fotomorfogénese, germinacéo, desetiolacdo, fototropismo,
oscilacdo circadiana, resposta de reproducdo e producdo de metabdlitos
secundéarios da planta (Dou & Niu, 2019; Mao et al., 2017).

Figura 1.1. Espectro eletromagnético.
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Adaptado de Dornelles, 2008.

Na fisiologia vegetal, o estresse ambiental é de grande importancia devido
ao seu impacto na produtividade dos cultivos. Portanto, a influéncia de fatores

abidticos (estresse hidrico, salinidade, temperatura, poluentes, radiagdo, etc.) e
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biéticos (herbivoria, fitopatdégenos, etc.) € estudada para entender a forma como
as plantas modificam seu metabolismo para manter o equilibrio fisiolégico, além
das possiveis aplicacdes biotecnoldgicas.

Como resultado da exposicdo a radiagdes, as plantas expressam e
acumulam metabdlitos secundarios com atividades biolégicas diversas,
quimioprotecdo, resisténcia a patdégenos e herbivoros ou para influenciar o
crescimento de plantas vizinhas, etc. (Hectors et al., 2014; S. Wang et al., 2019).
Os compostos orgéanicos volateis (COV), podem ser gerados de estimulos biéticos
ou abibticos e atuam como repelentes para herbivoros (defensa direta) ou como
atrativos para predadores (defensa indireta), entre outras funcdes. Terpenoides é
0 grupo mais abundante de CQOV, seguido pelos fenilpropanoides, benzenoides e
derivados de &cidos graxos volateis. Os COV sdo de importancia para a
agricultura devido ao potencial que apresentam em resisténcia a pragas e
infeccdes (Brilli et al., 2019; Michereff et al., 2011).

Entretanto, no continente americano as pragas afetam extensas plantacoes
de diferentes cultivos anualmente. Spodoptera frugiperda € uma espécie da familia
Noctuidae (Lepidoptera) e uma das principais pragas do continente americano
(Figura 1.2) (Montezano et al., 2018). Larvas de S. frugiperda historicamente
atacam um grande namero de espécies cultivaveis como milho, sorgo, algoddo e

soja, entre os mais afetados (Yu et al., 2003).

Figura 1.2. Larva (a) e adulto (b) de S. frugiperda.
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Obtida pelo autor. Adaptado de Robert J. Bauernfeind.
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No Brasil, a aplicagdo de inseticidas a cada ano para o controle de S.
frugiperda representa um enorme gasto. Mesmo com o0 uso de sementes
transgénicas as perdas globais por infestacdes ainda sao bilionarias, além dos
riscos para a saude humana e ecossistémica relacionados com 0 uso excessivo
de produtos agroquimicos (Rani et al., 2021). Ainda, a evolugéo da resisténcia de
insetos pragas, especialmente S. frugiperda, continua sendo um desafio para a
implantacédo sustentavel de culturas (Carvalho et al., 2013), mesmo aqueles com
mecanismos de resisténcia transgénica (D. Bernardi et al., 2015; Omoto et al.,
2016; Storer et al., 2010).

Do mesmo modo, as plantacfes de soja (Glycine max (L.) Merr) um dos
cultivos basicos mais importantes do agronegdécio brasileiro, sdo suscetiveis ao
ataque de S. frugiperda e até de outras espécies do mesmo género (D. M. Silva et
al., 2017). A preocupacdo no Brasil com essa ameaga € crescente, pois se sabe
gue variedades de soja transgénica altamente cultivadas (MON 87701 e MON
89788) podem ser atacadas por individuos total ou parcialmente resistentes as
proteinas CrylAc (resisténcia Bt) (O. Bernardi et al., 2014). Isso levando em
consideracdo que o complexo soja (grdo de soja, farinha e 6leo) representa cerca
de 50% da area plantada no Brasil (Peruca et al., 2018) gerando no ano de 2017
receitas de USD 35,4 bilhdes, correspondentes a 21,7% da producéo agricola do
pais (Cattelan & Dall’Agnol, 2018).

No entanto, com o desenvolvimento e avanco nas tecnologias de
cromatografia e espectrometria de massa, a quantidade de estudos de
metabolémica de plantas € crescente, 0 que permite uma compreensao maior das
respostas fisiolégicas das plantas ante os estimulos ambientais. O estresse
ambiental induz a expressdo de genes, proteinas e metabolitos que modificam o
fendtipo da planta e por ser os metabolitos um produto final de essa complexa
rede, sdo excelentes para medir a resposta induzida, una vantagem frente a
outras disciplinas 6micas. (Feng et al., 2020).

Em definitiva, os estimulos ambientais baseados em radiacdo de tipo UV-
Vis e infravermelho, pode aportar conhecimento sobre os mecanismos de

protecdo bioquimica de diferentes genoétipos da espécie Glycine max ainda pouco
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estudados e contribuir para novas abordagens no controle integrado do inseto-
praga S. frugiperda.
1.1. — Estado-da-arte.

Radiacao e luz em plantas

A Radiacgéo solar se compde de diferentes regides espectrais (luminosas e
nao luminosas), todas elas com propriedades fisicas distintas e algumas com mais
incidéncia que outras na fisiologia de plantas. Em primeiro lugar a radiacdo solar
(espectro completo) é varidvel em quantidade e qualidade ao longo do dia e ano,
motivo que marca uma dindmica complexa estimulo-resposta nos diferentes
momentos do dia e temporadas ou estacdes do ano. Portanto, a radiacdo solar
influencia durante a vida toda dos organismos, cobrindo etapas vitais: germinacéo,

crescimento, maturacéo, reproducéo, etc. (Grant, 1997).

A radiacdo solar é percebida nas plantas por meio de receptores
(fotorreceptores) que sao sensiveis a fétones de energia e captam as diferentes
bandas de ondas incidentes sobre o tecido que os conter para dar inicio aos
correspondentes sistemas de resposta que serdo mencionados na sequéncia.
Antes que isso, é preciso entender a composicao do espectro solar, as bandas de
ondas significantes sdo caraterizadas na tabela 1.1, baseado na faixa do seu

cumprimento de onda.

Tabela 1.1. Distribuicdo da radiacao solar por bandas espectrais.

Cumprimento de onda (nm) Denominagéao
280-230 uvB
350-500 UVA-B e Violeta
400-700 Radiacgéao fotossinteticamente ativa
700-800 Vermelho distante
800-1100 Infravermelho préximo

Fonte: Elaborado pelo autor com base em (Grant, 1997).
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Respostas da planta sdo avaliadas levando em consideragéo o fluxo de
radiacdo que estas recebem, lembrando também que regides com cumprimento
de onda menor e.g. UV e violeta, s8o mais energéticas que as regides com
cumprimentos de onda maiores e.g. infravermelho proximo. Isto é muito
importante em termos biolégicos, porque bandas com cumprimentos de onda
curtos contribuem na producdo, modificacdo e/ou destruicdo de componentes

bioquimicos na planta (Grant, 1997).
Radiagao ultravioleta em plantas

Radiagdes UV (ver na tabela 1.2) sdo consideradas um fator de estresse
para o crescimento vegetal devido ao excesso de energia excitante que leva a
producado de espécies reativas de oxigénio em organelas celulares. Radiacdo UVA
€ a menos absorvida pelo ozénio atmosférico e é a banda mais abundante na
superficie, UVB é altamente filtrada pelo 0z6nio porem, consegue ter um grande
impacto fisioldgico, por ultimo, UVC é a banda mais prejudicial por ser ela a mis
enérgica, mas também sua presenca € quase nula nos ecossistemas terrestres.
Criptocromo (figura 1.3) é um fotorreceptor de tipo proteico responsavel pela
captacdo de luz azul-violeta e parte do espectro UV, também, clorofilas
conseguem absorver parte dessa radiagdo em menor proporcdo e finalmente,

carotenoides e flavinas sao possiveis receptores (figura 1.4) (Grant, 1997).

Tabela 1.2. Composi¢éo do espectro UV.

Banda Cumprimento de onda (nm)
UVA 315-400
uvB 280-315
uvcC 100-280

Fonte: Elaborado pelo autor com base em Stapleton, 1992.

Diversos autores descrevem adaptagbes sistémicas dirigidas ao
processamento de estimulos luminosos e resposta defensiva a radiacdo UV, as
respostas adaptativas variam desde o nivel anatomo-morfologico, metabdlico e

molecular. Os vegetais pelo fato de ndo poderem se deslocar e evadir o dano das
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radiacdes s6 tiveram opcgéo de evoluir com adaptacdes que diminuem os efeitos
adversos do seu entorno. Dentro das adaptacbes anatomo-morfolégicas
desenvolvidas por plantas destaca-se a orientacdo das folhas, o que é uma
estratégia (til para diminuir o intercepto de radiacdo. Em plantas
monocotileddneas, por exemplo, as folhas com formato alongado e estreito
recebem menos radiacdo que as folhas mais largas e horizontais das plantas
dicotiledbneas (Carrasco-Rios, 2009; Dou & Niu, 2019).

De forma semelhante, plantas com maior exposicdo aos raios UVB, por
exemplo, no caso da alta montanha, os vegetais apresentam caules e galhos
curtos. Estudos associam radiacdo UVB com oxidacao de fito hormonios indutores
do tamanho celular, tais como o acido indolilacético. Na soja, estudos demostram
uma menor area foliar ante a exposicao UVB, possivelmente pela reducdo da
extensibilidade da parede celular, evidencia-se aumento do &cido ferulico e
inibicdo da divisdo celular nos epitélios, assim como também em outros modelos
de estudo como o trigo ou o pepino. Finalmente, aumento na producédo de ceras
na superficie foliar e mudancas na sua composicdo conseguem aumentar a
reflexdo de radiacdo incidente e proporciona maior resisténcia (Carrasco-Rios,
2009).

Figura 1.3. Criptocromo, fotorreceptor de luz azul-violeta.
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Figura 1.4. Espectro de acao de alguns fotorreceptores.
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Adaptada de Gonzalez, 2008.

As mudancas metabdlicas sdo relacionadas com trés processos
fundamentais na dinamica fisiolégica vegetal, i.e., fotossinteses, sintese de
metabolitos secundéarios e desintoxicacdo de espécies reativas do oxigénio. A
radiacdo UVB compromete diretamente o processo fotossintético, devido
principalmente a desnaturalizacdo das proteinas D1 no complexo fotossintético
PSIl, isto porque os fétons de alta energia geram rearranjos estruturais nas
cadeias proteicas inviabilizando seu funcionamento, seguidamente o descontrole
no fluxo de elétrons leva na oxidacao da maquinaria fotossintética. Como resposta
adaptativa foram observadas algumas mudancas subcelulares tais como,
diminuicdo do numero de granulos e menor niumero de tilacoides por granulos que
se relaciona com uma maior capacidade de retencdo dos pigmentos
fotossintéticos (Carrasco-Rios, 2009).

A sintese de metabolitos secundérios € descrita em diferentes trabalhos os
guais explicam que um aumento na expressao de alguns compostos organicos de
estrutura variavel conseguiria neutralizar ou pelo menos minimizar o dano da

radiacdo UVB e das posteriores reagfes que causa. Metabdlitos secundarios
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como fendis e flavonoides se acumulam nas células da epiderme de varias
espécies vegetais e, por serem compostos que absorvem radiacdo entre 280-360
nm, reduzem o efeito deletério da luz UV-B. Os terpenoides estdo incluidos
também na lista de compostos com uma marcada presenca quando radiacdo UV é
elevada, dentro desse grupo encontram-se 0s carotenoides, que sdo pigmentos
amplamente descritos no seu rol fotoprotetor. De forma semelhante, alcal6ides
(compostos reconhecidos pelas suas propriedades farmacologicas) e
fenilpropanoides (metabolitos secundarios de tipo fendlico) participam em funcgdes
biolégicas fundamentais como regulacdo hormonal e defesa, mas também,
cumprem um papel na protecdo frente UV, especialmente os flavonoides ja
mencionados (Carrasco-Rios, 2009; Dou & Niu, 2019; Mao et al., 2017).

Comumente na horticultura, diferentes espectros e intensidades de luz sao
usados para influenciar as caracteristicas do produto, como morfologia da planta,
metabolismo secundario e floracdo. Assim € o caso do cultivo de Cannabis, onde,
Existe a pratica de aumentar a intensidade de UV causando uma maior expressao
de canabindides, que podem desempenhar um papel na protecéo da planta a nivel
bioguimico, mas também sao de grande interesse pela qualidade que conferem ao
produto (Eichhorn Bilodeau et al., 2019).

Um modelo vegetal amplamente estudado que apresenta alta expresséo de
Tocoferol, poliaminas e flavonodides apds exposi¢do controlada aos raios UV-A e
UV-B é Arabidopsis thaliana. Nesse caso, 0s tocoferbis atuam na captacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), muitas delas geradas em membranas
celulares ricas em lipidios, que sdo sensiveis a luz e tendem a se oxidar
facilmente. Os flavondides desempenham um papel importante na absorcdo da
radiacao ultravioleta e também possuem propriedades antioxidantes; até mesmo,
a quercetina € suspeitada como um composto protetor do DNA porque é
encontrada em maior quantidade no nucleo da célula, lembrando que o DNA é
particularmente sensivel a radiacdo UV-B, pois os fotons do tipo ultravioleta
promovem transigdes T-T* nas bases nitrogenadas que compdem 0s
nucleotideos, alterando diretamente o estabelecimento normal das ligacdes

qguimicas. (Carrasco-Rios, 2009; Hectors et al., 2014).
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Luz violeta-azul em plantas.

Radiacao violeta-azul é percebida por criptocromos e Fototropinas (figura
1.5), que sao basicamente receptores de luz azul (400-500 nm). O criptocromo ja
anteriormente mencionado, controla funcgdes tais como alongamento celular,
floracdo fotoperiédica e abertura estomética, assim mesmo, regulam o
desenvolvimento do cloroplasto e o acumulo de antocianina nas plantas.
Fototropinas regulam alguns processos em comum com 0S Criptocromos como 0
estiolamento de mudas, fototropismo, movimento do cloroplasto, ritmos
circadianos, crescimento de raizes e abertura estomatica, etc. Ao falar da
influéncia da luz azul é dificil pensar nela como uma banda isolada que impacta na
fisiologia vegetal, como ja se explicou com a radiacdo UV, isso é dado pelo alto
grau de coordenacado das respostas fisioldégicas para uma combinacao de luz azul
e vermelha. Plantas crescidas sob luz azul mostram menos irregularidades em
biomassa total e longitude dos caules em comparacdo com plantas crescidas sob
luz multiespectral. Além disso, folhas de plantas sob luz azul mostram ser mais
grossas e com maior densidade de estomas que plantas semelhantes sob luz
vermelha, fato que pode estar em concordancia com a alta absorvancia da luz azul
pelos pigmentos fotossintéticos (clorofila a/b) e uma maior eficiéncia na
fotossinteses, como também um incremento nos carotenoides (papel fotoprotetor)

(Landi et al., 2020).

Figura 1.5. Fototropina, receptor de luz azul-violeta.

B

\,1‘/'
YL y® it Fototropina

= S Auxina

Adaptada de Goodsell, 2015.

20



Carotenoides demostram reagir com 0 oxigénio singlete além de evitar sua
formacdo por méio da captacdo de elétrons nas clorofilas com excesso de
excitacdo. Mais especificamente, a zeaxantina (figura 1.6) participa ativamente na
dissipagéo de energia excessiva consumindo NADPH e facilitando o transporte de
elétrons fotossintéticos (Demmig-Adams, 1990).

Figura 1.6. Estrutura da Zeaxantina.
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Obtida pelo autor.

Luz vermelha em Plantas

A luz vermelha por natureza é menos energética que a luz com
cumprimento de onda menor, ndo entanto, sua funcdo reguladora é muito
importante na fotobiologia vegetal. De forma isolada o vermelho é causante de um
crescimento deficiente e uma série de desregulacbes morfo-anatomicas, luz
vermelha induz a reducdo da biomassa vegetal e da area foliar, provoca
alongamento excessivo do caule e afeta o numero de folhas e o teor de clorofila
em comparagcdo com plantas cultivadas em luz branca. Os efeitos negativos
induzidos pela luz vermelha, sdo atribuidos majoritariamente a alta estimulacéo do
fitocromo devido a falta de luz vermelha distante, que leva a um desequilibrio na
proporcdo entre vermelho e vermelho distante, de forma semelhante, o

desequilibrio da relacdo luz azul: vermelha é outro fator que contribui para a

diminuicdo do rendimento das plantas quando cultivadas sob luz vermelha pura.
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Finalmente a influéncia da luz vermelha na fotossintese da planta desencadeia um
grande transtorno fisioldgico que é causado por estbmatos ndo responsivos, baixa
capacidade fotossintética, baixa eficiéncia de uso do nitrogénio fotossintético, etc.
(Landi et al., 2020).

Radiacgéao infravermelha.

Radiacdo infravermelha préxima (comecando nos 800 nm) é ainda uma
banda com um grau de influéncia na fisiologia vegetal, mesmo quando nao é
percebido visualmente e quando ndo faze parte das bandas luminosas mais
energéticas. Poucos estudos detalham a dindmica que exercem 0S raios
infravermelhos na fisiologia vegetal, no entanto, o trabalho de DEUTCH &
RASMUSSEN, 1974 procurou observar as diferencas no crescimento e
desenvolvimento de diferentes espécies cultivaveis sob diferentes lampadas com
espectros luminosos variaveis, um dos tratamentos testados estava composto por
27% de luz visivel (405-750nm) e 73% de infravermelho (acima de 750nm)
proporcionado por uma lampada de mercurio. Os autores descrevem plantas com
desenvolvimento normal e aparéncia saudavel crescidas em condi¢cbes com
suficiente radiacao infravermelha em comparacdo com tratamentos com baixa
proporcao de infravermelho, parametros como altura, numero de ramificacdes e
conteudo de clorofila foram avaliados também. O processo de floracdo mostrou a
maior demora em grupos com maior exposicao ao infravermelho, isto é explicado
porque o infravermelho simula dias mais cumpridos, quando os modelos vegetais
estudados iniciam floracdo em dias mais curtos. Finalmente os autores do estudo
defendem o poder estimulante do infravermelho na fisiologia vegetal, mesmo
gquando ndo € bem conhecido o mecanismo de captacdo e processamento do
estimulo, o fitocromo € mencionado como possivel ator na captacdo de parte da
radiacdo (porcado mais proxima), porém, ndo descartam o possivel efeito térmico
ao nivel dos tecidos internos dos 6rgaos expostos (DEUTCH & RASMUSSEN,
1974).
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Glycine max (L.) Merr.

A Soja (Glycine max (L.) Merr.) € uma planta originaria da Asia,
possivelmente do Vale do Rio Amarelo, na China, € uma espécie da familia
Fabaceae de grande importancia agrondmica a nivel mundial pelos seus graos, as
quais sdo muito ricas em 06leo e proteinas. A soja é uma leguminosa de verdo e a
maior parte da producédo ocorre em zonas temperadas dos hemisférios norte e sul.
No hemisfério norte € comum encontrar cultivares da temporada iniciando em
maio o comec¢o do junho, j& no hemisfério sul as safras sédo plantadas em
novembro (Burton, 1997).

A soja cultivada tem habito de crescimento ereto (figura 1.7), enquanto a
soja selvagem (Glycine soja) tende a ser rasteira (figura 1.8), e muitos dos tipos
de soja desenvolvidos para uso forrageiro também séo rastejantes. A soja pode ter
uma unica haste principal sem ramificacdo ou varios graus de ramificacdo. A
resposta de ramificacdo é fortemente influenciada pela densidade populacional da
planta, assim, mais ramificacdo ocorre em baixas densidades de plantas (Burton,
1997).

Figura 1.7. Exemplares da soja domestica (Glycine Max).
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Figura 1.8. Exemplares da soja selvagem (Glycine soja).
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Obtida pelo autor.

Estudos pioneiros da agéo de radiagdes na bioquimica da soja foram feitos
ainda na década dos 90’s, assim foi relacionada a concentracdo de flavonoides
glicosilados e carotenoides em espécimes de G. max sob lampadas emissoras de
UV baseados em técnicas espectrofotométricas. Nesse momento as descobertas
foram explicadas como um mecanismo de preservacao de atividade fotossintética,
correlacionando maior producdo daqueles metabdlitos com uma maior tolerancia
aos raios UV-B (Middleton & Teramura, 1993). Estudos seguintes mostram que o
crescimento e desenvolvimento da soja sdo influenciados negativamente pelos
raios ultravioleta. Basicamente, a exposi¢do a radiacdo UV-A/B condiciona menor
biomassa, menor tamanho de planta e menor rendimento (nimero e peso de
sementes). O anterior se explica porque esse fator de estresse induz a geracéao de
espécies reativas do oxigénio (ROS) (como em outros modelos de plantas) e a

maquinaria bioquimica enzimética e do metabolismo secundario também deve se
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concentrar na protecdo. Foi reportada uma maior atividade e concentracido de
Superoxido dismutase, Guaiacol peroxidase, Ascorbato peroxidase, Glutationa
redutase, acido ascorbico e a-tocoferol nos tratamentos expostos a UV (Baroniya
et al., 2013).

A tecnologia de diodos emissores de luz (LED: light-emitting diode) favorece
de forma mais simples o estudo da influéncia de qualquer banda de onda o
cumprimento de onda especifico dentro do espectro visivel e infravermelho
proximo na bioquimica da soja, estudos deste tipo demostram por exemplo, que a
luz azul (450-495 nm) é o tipo de iluminagdo mais efetiva para a sintese de
compostos flavonoides (daidzina, glicitina, genistina, daidzeina, glicerina e
genisteina) estimulando a fenilalanina amoénia-liase em compara¢do com bandas
de tipo verde (510-550 nm) e controle (Obyedul Kalam Azad et al., 2018).

Defesa da soja frente a herbivoria.

As plantas desenvolvem diferentes mecanismos de protecdo para evadir a
herbivoria, entre eles a producdo de compostos que neutralizam os ataques e
mantem as infestacbes ao minimo. Os compostos organicos volateis antes
mencionados sdo um grupo destacado no controle de inimigos, sejam eles,
lepidopteros ou afidios por meio de deterréncia direta com compostos de tipo
sesquiterpeno, hemiterpeno ou volateis de folhas verdes, ou atraindo inimigos
herbivoros, como vespas parasitas, artropodes predadores e possivelmente
passaros insetivoros (Unsicker et al., 2009).

Os estudos de deterréncia de insetos praga com plantas de soja
estimuladas com algum tipo de radiacdo sdo minimos, limitando-se s a radiacfes
altamente enérgicas de tipo UV. Por exemplo, ensaios foram feitos em condicdes
de exclusdo de radiacdo UV solar com filtros, onde as plantas de soja foram
condicionadas a 5, 10 ou 30 dias com radiacdo UV atenuada, os investigadores
encontraram um aumento na concentracao de flavonoides nas plantas com total
aceso a UV e concentragbes menores em plantas atenuadas, contudo, nédo
encontraram diferencas na preferéncia alimentar de Spodoptera frugiperda nos

diferentes tratamentos e controles. De forma semelhante, o inimigo natural Cotesia
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marginiventris (Hymenoptera) foi atraida até as plantas estudadas sem mostrar
preferéncia por nenhum grupo tratado ou controle. Os resultados desse estudo
levantam grande interesse e motivam a continuar estudando a influéncia de
radiacdes especificas no perfil de compostos defensivos da soja (Winter & Rostas,
2008).

Em estudos subsequentes conduzidos sob condicdes semelhantes de
exclusdo de UV no campo, uma diminuicdo significativa na herbivoria de S.
frugiperda foi encontrada. Os autores reconhecem um possivel efeito mediado
pela fitoquimica vegetal, onde véarios metabdlitos (principalmente compostos
fendlicos) causados pela radiacdo solar UV-B tém dupla funcdo, atuando como

fotoprotetores e defesas anti-herbivoros (Mazza et al., 2012).
Resisténcia de S. frugiperda a inseticidas e culturas transgénicas.

O uso extenso de inseticidas e culturas transgénicas com tecnologia Bt
exerceu uma pressao seletiva intensa sobre S. frugiperda, que em resposta
desenvolveu resisténcia a diferentes defensivos e variedades geneticamente
modificadas. Em estudos gendmicos, cepas de S. frugiperda (OP e PYR) do Brasil
resistentes ao clorpirifds apresentaram mutacdes em genes responsaveis pela
resisténcia a organofosforados (ace-1) e piretrdides (VGSC). Além disso, foi
encontrada uma superexpressao de glutationa S-transferases, citocromo P450s e
carboxilesterases relacionada a desintoxicacdo e resisténcia metabdlica nessas
cepas (Carvalho et al., 2013).

Por outro lado, a efetividade das variedades de soja geneticamente
modificada € uma preocupacdo adicional. Duas variedades Bt (MON 87701 e
MON 89788) que expressam a proteina CrylAc foram expostas a trés espécies do
género Spodoptera em casa de vegetacdo e em laboratorio, encontrando eficacia
intermediaria no controle de S. frugiperda e baixa para Spodoptera cosmioides e
Spodoptera eridania. Os autores destacaram a importancia de integrar outras
estratégias de controle desses insetos nos cultivos transgénicos estudados (O.
Bernardi et al., 2014).
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Estudo de compostos organicos voléateis por HS-GC-MS

A Cromatografia gasosa (GC do inglés) € uma técnica bem estabelecida e
apropriada para analises qualitativas e quantitativas de COVs foliares de plantas.
O instrumento GC (Figura 1.9) consiste em um forno com temperatura controlada,
capaz de aumentar rapidamente de forma reprodutivel desde a temperatura
ambiente até mais de 300 °C. O instrumento também abriga uma série de
sistemas de controle de pressédo e fornece as interfaces para a introducdo de
amostras e detectores analiticos. Dentro do forno ha uma coluna tubular aberta
(30—-60 m), contendo um filme de fase estacionaria capaz de separar 0S
compostos de acordo com suas propriedades fisicas e quimicas. Uma
extremidade da coluna do cromatografo a gas € conectada a entrada (geralmente
um injetor) e a outra extremidade (saida) é conectada ao detector. As amostras
sao introduzidas por meio de uma entrada aquecida e, em seguida, transportadas
pelo fluxo de gas de arraste (geralmente hélio) através da coluna. Cada um dos
compostos interage de maneira diferente com a fase estacionaria da coluna e,
portanto, é particionado diferencialmente entre a fase estacionaria e a fase mével
(hélio). Um aumento na temperatura altera o coeficiente de particdo, resultando,
em ultima instancia, no composto sendo completamente movido para a fase mével
e sendo arrastado para o detector, por meio de uma linha de transferéncia
aguecida. Assim, diferentes compostos saem da coluna em tempos diferentes
(conhecidos como tempo de retencdo) e, apdés sairem da coluna, podem ser
identificados e quantificados por um espectrémetro de massa ou outro detector.
Os sistemas modernos de cromatografia a gas sdo altamente reprodutiveis e,
portanto, tanto os tempos de retencédo caracteristicos (conhecidos como indice de
retencdo) quanto o padrdo de fragmentacdo de massa podem ser usados para

identificar e quantificar os compostos injetados (Materi¢ et al., 2015).

A andlise cromatogréafica acoplada a espectrometria de massas (GC-MS),
geralmente, requer uma etapa prévia de preparo de amostra, na qual os volateis
sdo isolados da matriz e, se possivel, pré-concentrados. Diferentes técnicas

baseadas na extracdo por solvente surgiram nos ultimos anos para amostragem
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de volateis. No entanto, as vantagens inegaveis dos métodos baseados em
headspace (HS), como procedimentos amigos do ambiente, faceis de implementar
e versateis, promoveram a sua aplicacdo em diferentes campos (Soria et al.,
2015).

Figura 1.9. Esquema geral do sistema GC-MS.
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Adaptada de Emwas et al., 2015.

O termo “headspace” (HS) refere-se a fase gasosa (em equilibrio ou nao
com a matriz) acima de uma amostra soélida ou liquida quando esta € colocada em
um recipiente fechado (geralmente um frasco lacrado com um septo). A
amostragem HS é geralmente classificada em dois tipos: estatica (S-HS) ou
dindmica (D-HS). Na extracdo S-HS (Figura 1.10 (a)), esse sistema é aquecido
por um determinado periodo de tempo a uma temperatura definida e os volateis
sao distribuidos entre a fase da amostra e a fase gasosa até que o equilibrio seja
alcancado. Uma pequena fracdo do HS é posteriormente removida e, por manter
somente compostos volateis, pode ser analisada diretamente por CG. A extracao
S-HS também pode ser realizada em condi¢6es de ndo equilibrio, desde que os
parametros operacionais sejam cuidadosamente definidos para analise
reprodutivel. Por outro lado, a técnica D-HS (Figura 1.10 (b)), ao contrario do S-

HS, tém a caracteristica de usar um fluxo de gas inerte para extracao continua de

28



compostos volateis de uma amostra e sua pré-concentracdo adicional em um
adsorvente ou armadilha. A liberacdo de compostos volateis dessa armadilha,
geralmente realizada pelo aumento da temperatura, permite sua transferéncia
para o sistema cromatogréfico para posterior andlise (Soria et al., 2015; Y. Wang
et al., 2008).

Figura 1.10. Extracdo por Headspace. (a) Headspace estético, (b) Headspace

dinamico.
(a) (b) conectado a SPME ou
PTR-MS
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Adaptada de lijima, 2014.
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1.2. OBJETIVOS.
Objetivo geral

Analisar o efeito de diferentes radiacdes do espectro UV-Vis-IR no perfil
quimico de compostos organicos volateis de Glycine max (L.) Merr. e sua agéo na
preferéncia alimentar do inseto praga Spodoptera frugiperda.

Objetivos especificos

1) Cultivar trés gendtipos de soja sendo: a) cultivar selvagem; b) cultivar

comercial convencional; e c¢) cultivar comercial transgénico.

2) Realizar ensaios fotoquimicos expondo os cultivares de soja a diferentes

fontes de radiacdo UV-Vis-IR.

3) Avaliar o efeito dos gendtipos previamente expostos a radiacdes UV-Vis-

IR sobre ensaios de preferéncia alimentar do inseto S. frugiperda.

4) Sobrepor e comparar os perfis quimicos dos compostos organicos

volateis aos ensaios inseticidas.

30



2 — MATERIAIS E METODOS
Sementes de soja

As sementes de soja do cultivar comercial-convencional BRS 284 foram
cedidas pela Di Solo Sementes (Sao Carlos-SP), para o cultivar selvagem PI
407270 (Glycine max subsp. soja (Siebold & Zucc.) H.Ohashi) foram cedidas pelo
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Soja (Londrina-PR), finalmente
para o cultivar comercial-transgénico RR2 PRO Intacta as sementes foram

adquiridas no comercio de Sao Carlos-SP (figura 2.1).

Figura 2.1. Sementes de soja cultivadas.

Obtida pelo autor.

Cultivo vegetal

As plantas foram cultivadas em casa de vegetacéo, no Jardim Experimental
do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Sao Carlos, no
municipio de Sao Carlos, Sao Paulo, regido sudeste de Brasil (Figura 2.2),
coordenadas: -21.983181832589356 S, -47.879889301290824 O, na metade do
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verdo (janeiro) de 2022. Todas as plantas foram cultivadas em condigdes
homogéneas de temperatura (30 + 2°C) e fotoperiodo natural de 14 hde luz e 10 h
de escuriddo em sacos plasticos de 4.5 L preenchidos com uma mistura de terra
vegetal (carvéo ativado, humus de minhoca, casca de pinus e terra preta) e areia

grossa na proporcao 2:1 com irrigagao e humidade ambiental regular (Figura 2.3).

Figura 2.2. Localizacéo da area de estudo.

Estado de
S&o Paulo
Brasil

Adaptada de Lorenzeto, 2006 por meio de Wikipedia.org

Figura 2.3. Casa de vegetacao (a) e cultivo (b).

b

Obtida pelo autor.
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Irradiacdo UV-Vis-IR

Uma vez as plantas alcancaram o estagio de desenvolvimento V4
(presenca de quatro folhas trifoliadas), foram levadas ao laboratorio uma noite
antes de entrar na camara de exposicdo UV-Vis-IR com exclusdo de radiacdo
externa. A camara (Figura 2.4) foi equipada com lampadas LED (Figura 2.5)
configuradas em 4 longitudes de onda (Tabela 2.1) por meio de um modulo de
controle externo (Figura 2.6). Os trés fenotipos em estudo foram expostos aos
tratamentos (radiagbes) por periodo de 2 h cada grupo em condi¢cdes constantes
de temperatura (27°C) e humidade (51%). A quantidade de luz emitida pelo
sistema de LED’s, conhecida como Densidade de Fétons de luz (DFL) foi
guantificada com ajuda de um radidmetro Quantum meter MQ-500 (Apogee
Instruments Inc.). Apoés irradiagdo as plantas foram mantidas no laboratério junto
com as plantas controle (n&o irradiadas), fora da camara UV-Vis-IR sob uma

exposicao a luz artificial convencional até o momento da coleta 24 horas depois.

Figura 2.4. Camera de irradiacdo, coberta com lona preta para blogueio de luz

exterior.

Obtida pelo autor.
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Figura 2.5. Placas LED instaladas no teto da cAmera de irradiacao.

B

Obtida pelo autor.

Figura 2.6. Modulo de controle de irradiacao.

Obtida pelo autor.
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Tabela 2.1. CondigGes de irradiagéo e controle.

Tratamento Cumprimento de Onda DFL (umol.m?.s™)
(nm)
Violeta 400 13
Vermelho 630 38
Infravermelho 850 Indeterminado
Full espectro 400-850 Aprox. 11
Controle Luz ambiental 3

(400-850 Aprox.)

Fonte: Elaborado pelo autor.
Coleta e conservacéo de amostras

Um periodo de 24 h ap6s exposicdo, folhas saudaveis e morfologicamente
semelhantes foram coletadas do terceiro conjunto de folhas trifoliadas, para serem
congeladas instantaneamente com nitrogénio liquido e armazenadas
separadamente por tratamentos e réplicas em sacos de papel aluminio, em ultra-

freezer a —-80-C.

Preparo de amostra para analise HS-GC-MS.

As amostras foram retiradas do ultra-freeer a —80-C e maceradas com nitrogénio
liquido até ficar um pé de textura fina, imediatamente foram pesados 200 mg de
amostra dentro de um vial de 20 ml para Headspace, da mesma forma foram
colocados no vial, 300 mg de Na2SO4 anidro que serviu como dessecante. Apos
homogeneizar manualmente o contetdo do vial, foram adicionados 10 pL do
padréo interno Levomenthol na concentragéo de 1 mg/ml.

Andlise por cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa

(GC-MS)

As amostras foram analisadas por HS-GC-MS com Cromatégrafo a Gas
Multidimensional Shimadzu MDGC 2010AF Plus (a) com injetor headspace AOC-
5000 (b) e detector Espectrometro de Massas Sequencial TQ8030 (c) (Figura
2.7). O sistema de injecdo Headspace foi testado experimentalmente sob
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diferentes condi¢cdes de extracdo até encontrar as condi¢cdes G6timas de extracdo

descritas na tabela 2.2.

Figura 2.7. (a) Cromatografo a Gas Multidimensional Shimadzu MDGC 2010AF
Plus, (b) injetor headspace AOC-5000, (c) detector Espectrometro de Massas
Sequencial TQ8030.

!

Obtida pelo autor.

Tabela 2.2. Parametros de extracdo Por Headspace para analise de

compostos organicos volateis de folhas de soja.

Parametro Selecéo
Método HS-GCMS
Ciclo HS-Inj
Seringa 2.5 mL-HS
Volume de amostra 1.00 mL
Temperatura de incubacgéo 70.0 °C
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Tempo de incubagéo 00:30:00

Velocidade de agitacéao 250 rpm
Duracéao de cada agitacéo 3s
Duracéo de cada descanso entre 2s
agitacao
Temperatura da seringa 70.0 °C
Velocidade de preenchimento 100 pL/s
Atraso de pull-up 1ls
Puerto de injecao GC Inj1
Velocidade de injecéao 500 uL/s
Atraso de pre-injecéo 0 ms
Atraso pés-injecédo 0 ms
Lavado da seringa 00:05:00
Tempo de corridado GC 00:30:00

Fonte: Elaborado pelo autor.

O cromatografo a gas foi equipado com uma coluna DB-5MS Ul Agilent
(30m x 0.250mm, 0.25 Micron) usando Hélio como géas transportador. Cada
experimento foi realizado em triplicata seguindo as condicbes cromatogréficas e
de aquisicdo de dados descritos na tabela 2.3. Os dados obtidos foram
processados com o software do fabricante CGMS Postrun Analysis e Microsoft
Excel para correcdo de area baseado no padrdo interno Levomenthol. A
identificacdo dos compostos foi feita por comparacdo do padrdao de fragmentacao
e intensidade de ions com a base dados para GC/MS NIST17 do Instituto Nacional
de Padrdes e Tecnologia dos Estados Unidos (fornecido pelo fabricante do
equipamento) e determinacdo do indice de retencdo dos compostos. Para
determinar o indice de retencdo dos compostos foi injetado em triplicata uma
mistura padrao de alcanos saturados C7 - C40 SIGMA — ALDRICH (49452-U) nas
mesmas condi¢des cromatograficas descritas na tabela 2.3 O calculo dos indices
de retencéo (RI) foi feito usando a Formula 1, onde: n é o numero de atomos de
carbono n n-alcano que elui antes do composto de interesse (seu tempo de

retencdo é tRx); tRn e tRN sdo tempos de retengdo dos n-alcanos com numeros
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de carbono n e N, respectivamente, eluindo imediatamente antes e depois do

analito de interesse (Stashenko & Martinez, 2010).
Formula 1. indice de retenco.
LRI = 100n + 100 (tRx —tRn)/(tRN —tRn)
Fonte: Stashenko & Martinez, 2010.

Tabela 2.3 Parametros do GC-MS.

Parametros do GC Selecéo
Temperatura inicial do forno de 30
coluna
Temperatura de injecao 250.0
Modo de injecéo Split
Modo de controle de fluxo Pressao
Pressao 54.4 kPa
Fluxo total 9 mL/min
Fluxo de coluna 1.00 mL/min
Velocidade linear 35.9 cm/sec
Fluxo de Purga 3.0 mL/min
Split Ratio 5.0
Programa de temperatura do forno 30°C (3 min.), 30 — 250°C taxa de
de coluna 10°C/min, 250°C (5 min.)
Parametros MS
Temperatura da fonte de ions 290°C
Temperatura da interface 290°C
Tempo de corte do solvente 0 min
Voltagem do detetor Relativo ao resultado do ajuste
Tempo de inicio (min) 0.00
Tempo final (min) 30.00
Modo de aquisicao Q3 Scan
Tempo de evento (seg.) 0.300
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Velocidade de Scan 2500
m/z inicial 45.00
m/z final 700.00

Fonte: Elaborado pelo autor.
Cultivo de S. frugiperda

Lagartas de S. frugiperda foram adquiridas comercialmente na empresa
especializada Pragas.com (Rua Princesa Isabel, 575, Jardim Pacaembu, CEP:
13.424-586, Piracicaba — SP) em estadio ovo e foram incubadas a 24°C, umidade
relativa a 60% e um fotoperiodo 12:12 até ecloséo total. Seguidamente, os insetos
foram individualizados em caixas de Petri e alimentados com dieta artificial a base
de farinha de feijdo branco até atingir o terceiro instar (Figura 2.8), que foi o
estadio indicado para os testes biologicos (Jiménez R. et al., 2013). Em todo
momento as condi¢cdes de temperatura, umidade e luz foram controladas para

garantir a homogeneidade da populacao.

Figura 2.8. Spodoptera frugiperda. (a) vista dorsal, (b) vista ventral.

Obtida pelo autor.
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Efeito da radiacdo UV-Vis-IR na preferéncia alimentar de S. frugiperda

Foram realizados ensaios de preferéncia alimentar com e sem chance de
escolha empregando plantas de soja tratadas com radiacdo UV-Vis-IR e lagartas
de S. frugiperda no instar L3 segundo o protocolo de Jiménez R. et al., 2013. Os
testes de preferéncia para alimentacdo com e sem chance de escolha foram
instalados em delineamento inteiramente casualizado, com 10 repetices em cada

teste.

Para os testes com chance de escolha, foram preparados discos foliares de
2,5 cm de diametro, os quais foram dispostos em placas de Petri de 11 cm de
diametro sendo comparados separadamente em cada placa de Petri discos
foliares de plantas induzidas por UV-Vis-IR vs. plantas controle dos diferentes
gendtipos apoés 24 horas de irradiagdo. Em cada placa de Petri, usou-se um disco
foliar de cada tratamento e um disco controle, dispostos de forma equidistante
entre si. Em seguida, uma lagarta de terceiro instar de S. frugiperda foi liberada no

centro da placa com o auxilio de um pincel fino (Figura 2.9).

O teste finalizou as 24 horas ou quando a lagarta de cada unidade de
amostragem consumiu até 50% do disco foliar escolhido. Ao final do ensaio, a
area foliar consumida foi quantificada utilizando-se o medidor de area foliar
BioLeaf (Machado et al., 2016) com ajuda de um telefone Motorola G9 Plus

equipado com camera de 64 Megapixels.

O indice de deterréncia (ID) foi calculado com a Formula 1, onde: C =
Consumo de discos de folhas de controle e T = consumo de discos de folhas

tratadas.
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Figura 2.9. Testes de escolha.

Tratamento | | Controle “M é(\'

e o

Obtida pelo autor.

Formula 1. indice de deterréncia.
ID = [(C-T)/(C+T)] x 100%
Fonte: Jiménez R. et al., 2013.

No teste sem chance de escolha, apenas um disco foliar representando
cada um dos tratamentos e controle foi disposto em uma placa de Petri de 9,0 cm
de didmetro, onde uma lagarta de terceiro instar de S. frugiperda foi liberada por
meio de um pincel fino (figura 2.10). O teste finalizou quando a lagarta de cada
unidade de amostragem consumiu até 50% do disco foliar escolhido ou as 24
horas apoés liberacdo da lagarta. Ao final do ensaio, a area foliar consumida foi
quantificada utilizando-se o medidor de &rea foliar BioLeaf (Machado et al., 2016)
com ajuda de um telefone Motorola G9 Plus equipado com camera de 64
Megapixels. O indice de anti-apetitivo foi calculado com a Formula 2, onde: C =
Consumo de discos de folhas de controle e T = consumo de discos de folhas

tratadas.
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Figura 2.10. Teste de ndo-escolha. (a) com disco tratado (b) com disco controle.

Wg 3 Conol |\
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Obtida pelo autor.
Formula 2. indice de anti-apetitivo.

ID = [(C-T)/(C+T)] x 100%
Fonte: Jiménez R. et al., 2013.
Analise estatistico.

Os dados da atividade bioldgica foram tabulados com o software Microsoft
Excel versdo 2019. Analises estatisticos e graficos foram preparados usando
GraphPad Prism 8. Todos os dados foram expressos como a média + desvio
padrdo (DP) das repeticbes independentes em cada experimento. Os dados
obtidos do estudo quimico foram analisados usando a ferramenta on-line
Metaboanalyst, com ela se realizou uma analise discriminante de minimos
quadrados parciais ou Partial Least Squares - Discriminant Analysis (PLS-DA)
contendo gréaficos de VIP score que servem para entender quais variaveis sao
responsaveis pela diferenciacdo nos dados. Por ultimo, foram feitos mapas de
calor que ajudaram na compreensao do efeito dos tratamentos sobre os grupos de

G. max.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
Cultivo vegetal e estimulacdo UV-Vis-IR

Cultivares de soja Pl1407270, BRS-284 e RR2 PRO foram estabelecidos
com sucesso na temporada de janeiro-fevereiro de 2022, em casa de vegetagao
com temperatura média de 23°C, radiacdo solar média de 1532 pmol.m=2.s? e
umidade relativa média de 70%. Os exemplares dos cultivares comerciais
cresceram uniformemente entanto que o cultivar selvagem apresentou uma
morfologia de tamanho menor carateristica (Figura 3.1), ndo se identificou
infestacdo de insetos praga interferentes no estudo. Irradiacbes foram feitas
satisfatoriamente nos diferentes cumprimentos de onda sob as condicdes

preestabelecidas (Tabela 3) (Figura 3.2).

Figura 3.1. Cultivo de soja. (a) Cultivar selvagem (P1407270). (b) cultivar comercial

convencional (BRS-284). (c) cultivar comercial transgénico (RR2 PRO).
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Obtidas pelo autor.
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Figura 3.2. Estimulagcéo UV-Vis. (a) Violeta-400 nm, (b) Vermelho-630 nm, (c)

Infravermelho-850 nm. (d) Full espectro.

Obtida pelo autor.
Cultivo de S. frugiperda

As lagartas de S. frugiperda apresentaram alta sobrevivéncia na etapa de
eclosdo e seu desenvolvimento foi monitorado com regularidade (figura 3.3).
Caracterizacbes do estagio larval foram feitas baseado em critérios morfoldgicos
tais como o numero de pelos por segmento, cumprimento total, largura da cabeca,
coloragéo da regido ventral e dorsal (Schmidt-Duran et al., 2015; Villa Castorefia &
Catalan Valencia, 2004).
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Figura 3.3. Larvas de S. frugiperda. (a) Ovos e larva instar L1. (b) Larva instar L2.

(c) Larva instar L3. (d) Larva instar L3 evoluido.

N = b

Obtidas pelo autor.
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Efeito da radiacdo UV-Vis-IR na preferéncia alimentar de S. frugiperda

Experimentos in vivo para determinar comportamento de deterréncia de S.
frugiperda em relacéo aos tratamentos (UV-Vis-IR) mostraram resultados descritos
a continuacgao: O teste de escolha mostrou uma resposta diferencial das lagartas
frente aos cultivares e os tratamentos (Figura 3.4), evidencia-se efeito de
deterréncia no cultivar selvagem em todos os tratamentos e no cultivar transgénico
sob a irradiacdo Vermelho-630 nm, provado pelos valores positivos do indice. O
efeito mais intenso correspondeu ao tratamento [Selvagem-Full espectro] com
uma média de 51%, entanto que, outros trabalhos referem que valores dos indices
acima de 50% séo indicadores de deterréncia significativa de S. frugiperda
(Jiménez R. et al., 2013).

Figura 3.4. indice de deterréncia no teste de escolha 24 horas ap0s radiacao.
Valores sao expressados em forma de medias com SD.
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Obtida pelo autor.

A ANOVA realizada (alpha 0.05) mostrou que o fator “cultivar’ foi
responsavel pela variagdo observada (P-valor 0.0353), porém, os tratamentos de
irradiacdo ndo mostraram uma significdncia estatistica que explicara o

comportamento dos dados (P-valor 0.7943). Adicionalmente foi gerado um gréfico

46



QQplot que mostra a distribuicdo normal dos dados analisados (Figura 3.5) e a
Tabela 3.1 contém os P-valor do teste de Shapiro-Wilk que avalio a normalidade

dos dados do teste de escolha apos 24 horas de irradiacao.

Figura 3.5. Distribuicdo normal de dados no teste de escolha-24.
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Obtida pelo autor

Tabela 3.1. Resultado teste de normalidade para dados do experimento de

escolha-24.
Teste Shapiro-Wilk Violeta Vermelho Infravermelho Full espectro
w 0.8710 0.9623 0.9987 0.8582
P valor 0.2983 0.6268 0.9301 0.2627
Passou no teste de normalidade (alfa=0,05)? Sim Sim Sim Sim

Fonte:Elaborado pelo autor.

Um segundo estudo de comportamento foi feito na modalidade N&o-
escolha, determinou-se o indice antiapetitivo apos 24 horas de irradiacao (Figura
3.6) obtendo-se indices antiapetitivos positivos para todos os tratamentos. Valores

mais altos foram obtidos no cultivar transgénico nos tratamentos Full espectro
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(68%) e infravermelho (44%), enquanto que o cultivar selvagem registrou valor 0%

para o tratamento full espectro.

Os resultados da andlise estatistica (ANOVA, alpha 0.05) mostraram que o
fator “cultivar” influenciou significativamente o comportamento de S. frugiperda na
hora de comer a Unica fonte de alimento que tinha disponivel (P-valor 0.0033),
sendo o cultivar transgénico o menos consumido (maiores indices antiapetitivos).
Por outro lado, o fator “radiagdes” ndo afetou o resultado do teste (P-valor 0.1249)
dentro da janela de significAncia estabelecida mesmo quando o valor do indice
para o tratamento Full espectro no cultivar selvagem superou o umbral do 50%
considerando-se uma resposta intensa. O grafico QQplot mostra a distribuicéo
normal dos dados analisados devido a sua tendencia lineal (Figura 3.7) e a
Tabela 3.2 contém os P-valor do teste de Shapiro-Wilk que avalio a normalidade

dos dados do teste sem chance de escolha apos 24 horas de irradiacao.

Figura 3.6. indice antiapetitivo apos 24 horas de radiacdo. Valores s&o

expressados em forma de medias com SD.
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Obtida pelo autor
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Tabela 3.2. Resultados teste de normalidade para dados do experimento

sem chance de escolha-24.

Teste Shapiro-Wilk Violeta Vermelho Infravermelho Full espectro
W 0.8260 0.9483 0.9886 0.9129
P valor 0.1783 0.5621 0.7955 0.4279
Passou no teste de normalidade (alfa=0,05)? Sim Sim Sim Sim

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 3.7. Distribuicdo normal de dados no teste sem escolha-24.
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Obtida pelo autor.
Compostos organicos volateis.

A analise por cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa
permitiu a detecgdo de 16 compostos volateis a partir das folhas de soja. A maior
parte dos compostos sdo alcoois, aldeidos, e hidrocarbonetos volateis de seis e
oito carbonos. Os compostos pertencem ao tipo conhecido como volateis de folhas
verdes (GLV, Green leaf volatiles), emitidos em pequenas quantidades no tecido
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vegetal ndo estressado, mas sao rapidamente liberados em grandes quantidades
apos o estresse. A liberacdo de GLV geralmente ocorre apos lesdo mecanica e €
influenciada por condicbes ambientais, entre elas, a luz é um fator importante que
influencia sua liberacdo e pode estar relacionada a biodisponibilidade de alguns
lipidios das membranas do cloroplasto, que em momentos de alta excitacdo

luminosa podem ser integrados nas vias de sintese de GLV,s (Scala et al., 2013).

Experimentos anteriores detectaram (E)-2-hexenal- em Arabidopsis quando
expostos a condicbes de alta luminosidade (Loreto et al.,, 2006), 0 mesmo
composto foi registrado em nosso estudo como um dos principais constituintes dos
perfis volateis, esteve presente em todas as amostras acompanhadas de,
Hexanal; 1-octen-3-ol; Furan, 2-etil-; 1-penten-3-ol; e n-hexano que indicam que
sdo todos compostos da soja com fungdes comuns independentemente do
fendtipo ou tratamento de exposicdo a luz. Os compostos detectados no fendtipo

selvagem estéo listados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3. Compostos organicos volateis detectados no fenétipo selvagem
(P1407270).

Fentipo selvagem (P! Abundancia relativa (%)

407270)
tr(min. I.R.ret Control Violet Full
Composto ) I.R. e a Vermelho \% esp(;actr

n-hexano 2.584 - - 3.58 3.49 2.15 2.76 6.76

1-Penten-3-ol 3.933 - - 7.84 8.7 9.2 6.27 11.08

2-ethyl-furano-  4.209 702 70l1a 22.01 2361 24.59 23.49 20.75

(2)-2-penten-1-ol 5.852 775 767b  0.79 1.42 1.35 - 1.27

Hexanal 6.482 803 803c 1582  15.76 18.58 17.92 16.7

(E)-2-hexenal-* 7.539 851 857d 0.44 0.4 0.37 0.31 0.38

(E)-2-hexenal-  7.678 857 857d  31.3 31.42 29.19 28.35 27.69

1-octen-3-ol 10.281 982 982e 1828  13.78 14.45 17.41 15.71
tr(min.) = Tempo de retencdo; I.R. = indice de retencdo; I.R.ret= Indice de

retencdo de referéncia; IV = Infravermelho. Referencias: a. (Venskutonis et al.,
2002) b. (Jordan et al., 2002) c. (Carunchia Whetstine et al., 2005) d. (Radulovi¢ et
al., 2007) e. (Majcher & Jelen, 2005).

Os compostos detectados no fendtipo convencional estdo listados na
Tabela 3.4, sendo os mesmos compostos detectados no cultivar selvagem porem

com diferengas na abundancia relativa dos constituintes. A maioria dos compostos
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detectados no fenotipo convencional séo menos abundantes em comparagdo com
o fenotipo selvagem, contudo, o composto 1-Octem-3-ol apresenta uma maior
abundancia relativa. O perfil do cultivar transgénico € apresentado na Tabela 3.5
com a anotacdo de mais dois compostos o (E)-2-pentenal e o linalool no
tratamento com luz vermelha, o primeiro é um aldeido que pode atuar como
atraente de inimigos naturais de algumas pragas quando testado individualmente
ou em misturas com outros compostos volateis proprios da planta (Huang et al.,
2009; Mu et al.,, 2012). O linalol é um composto de expressdo e acumulo
aprimorados quando o vegetal € exposto a radiacdo luminosa (Sasaki et al., 2016;
Semenova et al., 2022; Zeng et al., 2021), outros trabalhos ja aproveitam a
bioatividade do linalool e o usam em misturas com inseticidas piretroides para
melhorar a eficacia no controle de s. frugiperda, principalmente porque o linalool
gera um efeito neurotéxico no inseto, por isso a relevancia da sua presenca no

perfil quimico das plantas tratadas (S. M. Silva et al., 2017, 2020).

Tabela 3.4. Compostos organicos volateis detectados no fendtipo convencional

(BRS-284).
Fenotipo Cog\éi)nmonal (BRS Abundancia relativa (%)
Composto tr(min. IR, I.R.ret Control Violet Vermelh I\ Full
) , e a 0 espectro
n-hexano 2584 . : 1.94 2.74 256  2.06 2
1-Penten-3-ol 3.933 . : 5.88 5.73 8.86  8.86 7.52
2-ethyl-furano- 4.209 720 70la 173 2158 2242 Zi'G 18.41
(2)-2-penten-1-ol 5.852 757 767b 091 095 142 165 13
Hexanal 6.482 830 803c 1425 1407 13.66 138'6 12.62
(E)-2-hexenal- * 753 50 851d 047 044 03 03 0.49
(E)-2-hexenal- 7.678 875 857d 3345 2966 26.84 26;'6 33.56
1-octen-3-ol 10.281 928 982e 2563 2413  23.67 23;'6 23.13
tr(min.) = Tempo de retencdo; I.R. = indice de retencdo; I.R.ret= Indice de

retencéo de referéncia; IV = Infravermelho. Referencias: a. (Venskutonis et al.,
2002) b. (Jordan et al., 2002) c. (Carunchia Whetstine et al., 2005) d. (Radulovi¢ et
al., 2007) e. (Majcher & Jelen, 2005).
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Tabela 3.5. Compostos organicos volateis detectados no fenétipo transgénico

(RR2-PRO).

Fenotipo Tr;‘g%%e”'co (RR2 Abundancia relativa (%)

Composto tr(mMin. LR. IR.ger Control Violet Vermelh Y, Full
) e a 0 espectro

n-hexano 2.584 . : 1.19 2.76 293 5.36 1.62
1-Penten-3-ol 3.933 . . 7.54 8.37 9.65  9.57 10.88
2-ethyl-furano- 4209 702 701a 2191 2037 23.36 2%'1 20.01
(E)-2-Pentenal 5504 760 752b  0.44 0.32 - 0.3 0.52
(2)-2-penten-1-ol 5.852 775 767c 1.35 1.33 149 246 2.04
Hexanal 6.482 803 803d 16.45 13.18 12.36 1::’1'6 15.76
(E)-2-hexenal- * 7539 851 85le 0.46 0.54 0.31 0.38 0.38
(E)-2-hexenal- 7.678 857 857e 32.73 33.7 32.2 2%1 33.11
1-octen-3-ol 10281 982 982f 17.74 19.68  18.2 1%6 14.87

Linalool 12.486 1;0 11901 - - 0.28 - -

tr(min.) = Tempo de retencdo; I.R. = Indice de retencdo; |.R.rer= Indice de

retencdo de referéncia; IV = Infravermelho. Referencias: a. (Venskutonis et al.,
2002) b. (Liu et al., 2007) c. (Jordan et al., 2002) d. (Carunchia Whetstine et al.,
2005) e. (Radulovi¢ et al., 2007) f. (Majcher & Jelen, 2005) g. (Angioni et al.,
2006).

Andlise discriminante de minimos quadrados parciais ou Partial Least Squares -
Discriminant Analysis (PLS-DA)

O PLS é um método supervisionado que utiliza técnicas de regressao
multivariada para extrair por meio de combinacéo linear de variaveis originais (X)
as informacdes que podem predizer a pertinéncia da classe (Y), isto serve para
testar se as variaveis (Compostos) permitem discriminar os grupos tratados do
controle, e visualizar as observacbes em um mapa bidimensional que mostre o
melhor possivel o quao separados estdo os grupos. Os resultados da analise HS-
GC/MS foram divididos em trés grupos, utilizando o fend6tipo como caractere
distintivo para estudar o efeito das radiagdes em cada um, assim, os dados foram
divididos em trés sets contendo: Nome da amostra, categoria (Controle ou

tratamento) e resposta analitica normalizada pelo padrdo interno (intensidade de

pico).
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Os conjuntos de dados dos trés cultivares foram submetidos a filtrado de
dados baseado na média com o objetivo de identificar e remover variaveis que
provavelmente ndo seriam Uteis ao modelar os dados, desta forma a anélise do
cultivar selvagem e convencional teve 8 variaveis (features) que foram
processadas dentro de um total de 11 variaveis em cada um, enquanto no cultivar

transgénico 10 variaveis foram processadas das 11 totais.

A andlise do cultivar selvagem permitiu identificar dois grupos
marcadamente diferentes do controle, corresponde aos tratamentos violeta e
vermelho que no gréfico de projecdo em duas dimensfes do PLSDA (Figura 3.8)
aparecem no quadrante positivo do componente principal 1, enquanto 0s grupos,
controle, infravermelho e Full espectro localizam-se no quadrante negativo além
de apresentar grande proximidade entre eles. A proximidade entre grupos pode
interpretar-se como uma semelhanca na presencia e abundancia relativa dos

compostos volateis.
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Figura 3.8. Projecdo em duas dimensdes dos grupos presentes no cultivar

selvagem. Pontuacdes entre os componentes principais 1 (97.3%) e 2 (1.4%).
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Obtida pelo autor.

Com ajuda do calculo VIP Score representado na Figura 3.9. é possivel
observar quais sdo os compostos ou features mais importantes no cultivar
Selvagem. Os compostos (E)-2-hexenal e 2-ethyl-furano apresentam valores
acima de 1, considerando-se de grande importancia para explicar a diferenciacéo

dos tratamentos Violeta e Vermelho que apresentam maior concentracao relativa
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desses volateis frente ao resto de tratamentos e grupo controle. Outros compostos
como Hexanal e 1-octen-3-ol ainda apresentam valores acima de 0.5 e uma maior

concentracdo no cultivar violeta, porém, com menor importancia estatistica.

Figura 3.9. Variaveis importantes identificados pelo PLS-DA para o cultivar
selvagem. As caixas coloridas a direita indicam as concentracdes relativas do

metabalito correspondente em cada grupo em estudo.
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Por outro lado, o cultivar convencional apresentou também dois grupos
marcadamente separados no grafico em duas dimensdes do PLSDA (Figura
3.10.), foram o tratamento vermelho e infravermelho os quais estéo localizados no
guadrante positivo do componente principal 1 (direita) e no quadrante positivo do

componente principal 2 (acima), esta separacdao dos dados representa mais uma
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vez um diferencial na expressdo de compostos organicos volateis quando
submetido a radiacfes de cumprimento de onda fixa. O tratamento vermelho (630
nm) novamente apresenta distanciamento do grupo controle da mesma forma que
aconteceu quando o fenétipo selvagem foi estudado, nesta oportunidade os dados
apresentam uma area maior de confianca a 95% que é interceptada pelo conjunto
de dados do cultivar infravermelho. Curiosamente o tratamento Violeta localiza-se
no quadrante negativo do componente principal 2 junto com o grupo controle e a
dispersédo dos seus dados, gera intercepgdo com o grupo mencionado significando
que existem features ou compostos que apresentam um
comportamento/expressao com semelhancas em relacdo ao grupo que nao foi

irradiado.

O tratamento full espectro novamente apresenta uma proximidade do grupo
controle, indicando que as variaveis respondem de maneira muito semelhante nos
dois grupos e isto pode estar relacionado com a natureza do tratamento aplicado
ao grupo full espectro, como foi descrito na Tabela 3, o grupo controle esteve
exposto a luz ambiental que € composta por uma ampla faixa dentro do espectro
visivel, enquanto o grupo Full espectro recebeu irradiacdo numa faixa desde os
400 nm até 850 nm aproximadamente, desta forma os dois grupos compartilham
condicBes fotossintéticas ou de estimulo que poderiam influenciar de forma
parecida a geracdo e acumulo de compostos relacionados com a fotobiologia da
soja.

Seguidamente, o grafico de VIP Score para o cultivar convencional (Figura
3.11.) apresenta o 2-etil-furano como feature de maior importancia na segregacao
dos tratamentos, especialmente aqueles onde o composto € mais abundante: o
cultivar violeta e vermelho. Logo apds, o n-hexano e 1-octen-3-ol ainda
apresentam valores significativos para explicar a distribuicdo dos grupos na

andalise.
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Figura 3.10. Proje¢&o em duas dimensdes dos grupos presentes no cultivar

convencional. Pontuagcdes entre os componentes principais 1 (48.6%) e 2 (36.1%).
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O aldeido Hexanal aparece como um composto com VIP score proximo a 1,
com uma expressdo proporcionalmente parecida com a do composto 2-ethyl-
furano, porem com menor importancia no PLSDA. Compostos como 1-Penten-3-
ol; (E)-2-hexenal e 2-Penten-1-ol registram valores de VIP score baixos, indicando
que sdo de menor importancia enquanto a diferenciagdo estatistica de um
tratamento para outro, 0 que ndo descarta por completo a sua importancia no

desenvolvimento dos ensaios de atividade biologica.
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Figura 3.11. Variaveis importantes identificados pelo PLS-DA para o cultivar
convencional. As caixas coloridas a direita indicam as concentracdes relativas do

metabalito correspondente em cada grupo em estudo.
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Finalmente, o resultado do perfil metabolémico do cultivar transgénico

passou por analise PLSDA também (Figura 3.12) mostrando maior proximidade

entre 0s grupos no grafico em duas dimensdes. O grupo controle ocupa uma

posicdo entre os quadrantes negativo e positivo do componente principal 1, que

explica o 87% do comportamento dos dados, de forma semelhante o tratamento

Full espectro apresenta essa mesma distribuicdo e s6 os tratamentos Violeta e

Vermelho localizam-se apenas no quadrante positivo do componente principal 1.

Mesmo assim, o tratamento violeta apresenta um intercepto com o grupo controle
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e sO a area de confianca do tratamento Vermelho fica sem cruzamento com o
grupo controle.

Figura 3.12. Projecdo em duas dimensdes dos grupos presentes no cultivar

transgénico. Pontuacdes entre 0s componentes principais 1 (87%) e 2 (2.9%).
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Consequentemente o grafico de VIP Score mostra o Hexanal e (E)-2-
hexenal como features mais importantes para a analise dos tratamentos aplicados
no cultivar transgénico (Figura 3.13), sendo eles compostos com concentracdo
relativa elevada nos grupos controle e Full espectro. 2-etil-furano e 1-Penteno-3-ol
ainda apresentam valores proximos a 1, enquanto os demais compostos foram

categorizados com a menor importancia estatistica no PLSDA. Curiosamente, no
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cultivar transgénico o n-hexano e 1-octen-3-ol parecem n&o cumprir um papel
importante na diferenciacdo dos grupos em comparacdo com o cultivar
convencional onde esses compostos volateis fizeram diferencia na hora de

analisar os perfis metabol6micos.

Figura 3.13. Variaveis importantes identificados pelo PLS-DA para o cultivar
transgénico. As caixas coloridas a direita indicam as concentragdes relativas do

metabalito correspondente em cada grupo em estudo.
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Mapa de calor ou Heatmap.

O Hetmap (mapa de calor) € uma ferramenta que permite visualizar o
agrupamento dos tratamentos com base na presenga de compostos e sua
abundancia relativa. Além disso, permite visualizar de forma simples as mudancas
na expressdo de um composto tanto em um grupo como em outro segundo uma
escala de cor. O mapa de calor do cultivar selvagem (Figura 3.14.) permite
destacar uma maior concentracdo dos COVs nas plantas tratadas com luz violeta,
exceto o0 n-hexano que apresentou maior concentracdo no tratamento Full
espectro. O grupo controle e tratamento com radiacao infravermelha mostraram
menor concentracdo de todos 0s compostos 0 que permitiu separar eles em um
cluster proprio enquanto os tratamentos Violeta, Full espectro e Vermelho

pertencem ao mesmo cluster onde h& maior expressdo de compostos.

Figura 3.14. Mapa de calor compostos presentes no cultivar selvagem.

 — [_
— N class 15 class

Controle

1-octen-3-ol
1 Full espectro

Hexanal Infravermelho
2-ethyl-furano 05 errmelho

Violeta

(E)-2-hexenal

n-hexano

1-penten-3-ol -0.5

(Z)-2-penten-1-ol

ajoNuod
EIETITY
TENTIEY
KN
a

oyjawianequl
oljoadsa |n4

Obtida pelo autor

Interpolando a expressdo de COVs com os indices de deterréncia é

interessante destacar que a maior atividade no teste de escolha para o cultivar
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selvagem (Figura 3.4) aconteceu quando testado o tratamento Full espectro,
guem apresentou maior concentracdo de n-hexano e 1-Penten-3-ol no seu perfil
quimico. No entanto, outros tratamentos apresentaram indices de deterréncia
baixos mesmo quando a expressao de outros COVs foi elevada, por exemplo, no
casso do tratamento com luz violeta, que mostrou concentragbes mais elevadas
de 1-octeno-3-ol; Hexanal; 2-etil-Furano e (E)-2-hexenal-; porém, uma menor
guantidade de n-hexano em comparacdo com o0 grupo que teve melhor atividade
biologica. Em relagdo ao teste sem chance de escolha (Indice antiapetitivo) para o
cultivar selvagem (Figura 3.6), os valores do indice foram todos baixos (sob 50%),
especialmente com o tratamento Full espectro que apresentou valor de zero,
porém, vale a pena lembrar que a ANOVA realizada mostrou que o fator

“radiagbes” n&do afetou o resultado do teste (P-valor 0.1249).

O cultivar convencional conta também com seu Heatmap (Figura 3.15.) que
permite identificar mais uma vez trés grupos predominantes devido a maior
acumulo de COVs, sendo eles o tratamento com luz Violeta, Full espectro e

Infravermelho.

Figura 3.15. Mapa de calor compostos presentes no cultivar convencional.
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O tratamento com luz vermelha gerou a maior concentragéo de n-hexano

que também é um Feature destacado no VIP Score do PLSDA para o cultivar

convencional, contudo, o efeito sobre a escolha de S. frugiperda nédo foi

significante pelos baixos indices de deterrencia (Figura 3.4) e antiapetitivos

(Figura 3.6) apresentados na fase de ensaios bioldgicos, mostrando que sé o0 n-

hexano pode nado ser suficiente para gerar um estimulo negativo no consumo de

disco folhares das plantas tratadas. Entre eles s6 o tratamento infravermelho, com
maior propor¢do dos alcoois 1-Penten-3-ol e (Z)-2-penten-1-ol conseguiu um
indice acima do 20% no teste sem chance de escolha, todavia sendo uma

atividade baixa.

Figura 3.16. Mapa de calor compostos presentes no cultivar transgénico.
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Por ultimo, ao analisar o Heatmap do cultivar transgénico (Figura 3.16.), €

possivel distinguir rapidamente o tratamento Full espectro do resto de grupos por

ele apresentar uma maior concentracdo de compostos, seguido pelo tratamento

com Infravermelho, grupo controle e Violeta. Essas diferencias na composi¢cédo do

63



perfil bioquimico parecem néo haver influenciado no teste de escolha, onde os
indices de deterréncia foram baixos, e mesmo, quando o fator “radiagbes” nao
afetou o resultado do teste (P-valor 0.1249) segundo a ANOVA realizada, é
possivel observar que o tratamento com Full espectro coincide com um maior
indice antiapetitivo quando S. frugiperda s6 tem uma Unica fonte de alimento
(indice de 68%), seguido pelo tratamento com Infravermelho (indice de 44%), o

segundo grupo com maior acumulo de COVs.

Em consequéncia do anteriormente descrito € importante esclarecer que
nao todos os COVs tém funcdo defensiva direta, mas sim participam na
sinalizacao para inimigos naturais ou a liberacdo de outro tipo de compostos em
orgaos distintos da planta (Rostas & Eggert, 2008). Nesse sentido € importante
compreender que os constituintes dos perfis volateis descritos no presente
trabalho podem influenciar de maneira diferente o comportamento de organismos
sensiveis como S. frugiperda, de forma variavel dependendo de fatores como a
guantidade dos compostos, a taxa de liberacdo do composto, a presenca de
outras sustancias na mistura de VOCs que podem potencializar ou diminuir 0s
efeitos, o tempo de meia-vida do composto e finalmente a capacidade individual
de resposta das lagartas de S. frugiperda ante os tratamentos em condi¢cGes de

laboratorio.
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6 — CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O estudo das interacdes bidticas e abidticas com plantas de interesse
medicinal e agronbmico € muito amplo, favorece a compreensdo do potencial
biotecnolégico de um recurso praticamente infinito. O cultivo da soja sob
condicdes de irradiacdo no UV-Vis e as porgdes extremas ultravioleta e
infravermelho é ainda pouco estudado, desta forma o presente trabalho oferece
conhecimento pioneiro que serve como base para o0 aproveitamento da
plasticidade genotipica de cultivos de grande importancia.

Os fendtipos selvagem (P1407270), convencional (BRS-284) e transgénico
(RR2PRO) influenciam a escolha de alimento de S. frugiperda antes que qualquer
tratamento de irradiacdo aplicado, sendo o cultivar selvagem o maior dissuasivo.
Os efeitos do cultivar selvagem sobre as lagartas de S. frugiperda é aumentado
quando recebe irradiacdo de amplo espectro. Os cultivares convencional e
transgénico apresentam baixo efeito dissuasivo sem importar o tratamento de
irradiacdo. O cultivar transgénico oferece maior efeito de deterréncia quando nao
existe escolha, especialmente quando exposto ao tratamento Full espectro, bem a
pesar de ndo apresentar resisténcia genética especifica para S. frugiperda.

Dentre os 16 compostos volateis detectados das folhas de soja, dois
aldeidos, dois alcoois um derivado do Furan e um hidrocarboneto estdo presente
em todas as amostras, indicando que sdo todos compostos intrinsecos
independentemente do fendtipo ou tratamento de exposicdo a luz. Varios dos
compostos detectados tem reconhecida atividade de protecdo fotoquimica e
dissuasiva de herbivoros seja direta ou através de sinais para outros organismos.

Apesar do analise estatistico ter demostrado que que as radiacdes nao
influenciaram significativamente o comportamento de S. frugiperda sob as
condicOes testadas, € importante destacar que tratamentos com radia¢cdes mais
enérgicas (cumprimento de onda mais curta) como a violeta aprimoram a
expressdo de COVs frente a aqueles que carecem desta porcao.

Os compostos Hexanal; (E)-2-hexenal; n-hexano; 2-ethyl-furano e 1-octen-
3-ol séo os principais VOCs que respondem ao tratamento de irradiagdo UV-Vis-

infravermelho com LEDs nos cultivares de soja estudados e a expressao de
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alguns desses compostos coincide com maiores indices de antixenose frente a S.
frugiperda de terceiro instar. Contudo, os efeitos desses volateis por separado
pode nado ser suficiente para gerar um estimulo negativo no consumo da planta e
nem todos os VOCs tém funcéo defensiva direta.

Em consequéncia, novos estudos podem ser abordados na linha de
pesquisa, usando como base a metodologia proposta e os resultados do presente
trabalho. Aplicacdo de outros cumprimentos de onda, tempos de exposicdo a
radiacdo, metabolitos alvo e medicdes da resposta biologia seriam de grande valor
para ter uma compreensdo mais profunda sobre o papel dos estimulos abi6ticos
na resposta defensiva da soja e poder transformar esse conhecimento em

tecnificacdo de valor para o agronegdcio e a sociedade brasileira.
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