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RESUMO

INVESTIGACAO DA INDUCAO DE METABOLITOS EM SOJA
[Glycine max (L.) Merr.] FRENTE A HERBIVORIA POR Spodoptera

frugiperda (J. E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE). A soja (Glycine
max (L.) Merrill) é uma cultura de grande relevancia econbmica e nutricional,
amplamente cultivada no Brasil e no mundo. Contudo, seu cultivo enfrenta desafios
significativos, sendo o ataque de pragas uma das principais ameagas a produtividade.
Entre essas pragas, a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae), destaca-se pela alta capacidade de adaptacdo e resisténcia aos métodos
tradicionais de controle, como o uso de inseticidas. Esse inseto € capaz de atacar as plantas
desde os estagios iniciais de desenvolvimento até as fases reprodutivas, comprometendo
tanto o rendimento quanto a qualidade das lavouras. O uso intensivo de inseticidas tem
gerado impactos negativos no agroecossistema, o que motiva a busca por estratégias mais
sustentaveis, como o estudo da resisténcia natural das plantas e dos metabdlitos
envolvidos nessa interacdo. Neste trabalho, investigou-se a inducdo de metabdlitos em
folhas jovens e velhas de soja em diferentes estagios vegetativos (VC, V2 e V5) da soja
submetidas a herbivoria por S. frugiperda. Por meio da andlise metabolémica néo
direcionada, realizada por UHPLC-Q-TOF-MS/MS, foi possivel identificar e anotar uma
diversidade de metabdlitos primarios e secundarios, com destaque para acidos graxos,
acidos fendlicos e terpenoides. Os resultados demonstraram que os estagios VC e V2
foram os mais responsivos ao estresse causado pela herbivoria, apresentando maiores
alteraces metabolicas. Em contrapartida, o estagio V5 exibiu menor inducdo metabdlica,
com compostos exclusivamente relacionados ao metabolismo primario. Paralelamente,
avaliou-se o efeito da resisténcia induzida nos diferentes estagios vegetativos no
desenvolvimento biolégico de S. frugiperda. Para isso, as plantas foram submetidas a
experimentos de herbivoria prévia, e, em bioensaios, as lagartas foram alimentadas com
folhas previamente induzidas. Os parametros analisados incluiram peso larval, pupal e
adulto e o consumo foliar. Os resultados revelaram que os estagios VC e V2 tiveram um
impacto significativo no desenvolvimento de S. frugiperda. No estagio VC, houve uma
reducdo expressiva nos pesos de pupas e dos adultos, enquanto no estagio V2 observou-
se uma diminuicao significativa na massa larval e do adulto. Por outro lado, o estagio V5
mostrou-se mais suscetivel, permitindo um desenvolvimento mais favoravel das lagartas,
sem alteragOes significativas nos parametros biologicos avaliados. Esses achados
reforcam que a idade da folha e o estagio de desenvolvimento da planta influenciam
diretamente tanto a magnitude da resposta de inducdo metabdlica quanto o
desenvolvimento de S. frugiperda, evidenciando a importancia de considerar essas
variaveis no manejo sustentavel de pragas agricolas.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF METABOLITE INDUCTION IN SOYA [Glycine
max (L.) Merr.] IN RESPONSE TO HERBIVORY BY Spodoptera

frugiperda (J. E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE). Soybean
(Glycine max (L.) Merrill) is a crop of great economic and nutritional importance, widely
cultivated in Brazil and around the world. However, its cultivation faces significant
challenges, with pest attacks being one of the main threats to productivity. Among these
pests, the fall armyworm, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), stands out
due to its high adaptability and resistance to traditional control methods, such as the use
of insecticides. This insect is capable of attacking plants from the early developmental
stages to the reproductive phases, compromising both yield and crop quality. The
intensive use of insecticides has had negative impacts on the agroecosystem, which drives
the search for more sustainable strategies, such as studying the natural resistance of plants
and the metabolites involved in this interaction. In this study, the induction of metabolites
in young and old soybean leaves at different vegetative stages (VC, V2, and V5) subjected
to herbivory by S. frugiperda was investigated. Through untargeted metabolomic
analysis, performed by UHPLC-Q-TOF-MS/MS, it was possible to identify and annotate
a variety of primary and secondary metabolites, with a focus on fatty acids, phenolic
acids, and terpenoids. The results showed that the VC and V2 stages were the most
responsive to stress caused by herbivory, exhibiting greater metabolic changes. In
contrast, the V5 stage showed less metabolic induction, with compounds exclusively
related to primary metabolism. At the same time, the effect of induced resistance in the
different vegetative stages on the biological development of S. frugiperda was assessed.
For this, the plants were subjected to previous herbivory experiments, and in bioassays,
the caterpillars were fed with previously induced leaves. The parameters analyzed
included larval, pupal, and adult weights, as well as leaf consumption. The results
revealed that the VC and V2 stages had a significant impact on the development of S.
frugiperda. At the VVC stage, there was a substantial reduction in pupal and adult weights,
while at the V2 stage, there was a significant decrease in larval and adult mass. On the
other hand, the V5 stage was more susceptible, allowing more favorable caterpillar
development, without significant changes in the biological parameters evaluated. These
findings reinforce that leaf age and plant development stage directly influence both the
magnitude of the metabolic induction response and the development of S. frugiperda,
highlighting the importance of considering these variables in the sustainable management
of agricultural pests.
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CAPITULO 1: Consideracdes Gerais.

1.1- INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L) Merril) € uma das mais importantes
culturas de oleaginosas do comércio agricola mundial. Esse gréo, por ter um
grande valor nutricional, é amplamente usado na alimentacdo humana (6leo,
leite de soja e tofu), animal (farelo de soja) e na producdo de
biocombustivel*=3. No Brasil, a soja é considerada a principal espécie vegetal
do agronegocio brasileiro, com uma producao estimada de 149,4 milhdes de
toneladas, o que mantém o pais como o maior produtor e exportador de farelo
e grdos de soja no mundo *°

Os insetos-praga impactam diretamente na producéo,
rendimento e qualidade das culturas agricolas. Diante disso, as lavouras de
soja sdo afetadas por muitos insetos herbivoros, resultando em perdas
devastadoras de produtividade®. Na cultura da soja, a Spodoptera frugiperda
€ vista como uma praga secundaria; no entanto, pode causar danos tdo
grandes ou até maiores que a lagarta da soja, a Anticarsia gemmatalis.

A S. frugiperda tem a capacidade de se alimentar de plantas
muito jovens, o que intensifica a perda da area fotossintética e aumenta 0s
prejuizos econémicos. Inicialmente, essa lagarta alimenta-se das folhas e, a
medida que a planta entra nos estagios reprodutivos, passa a consumir
também as vagens’®. Contudo, as plantas contam com varios mecanismos de
defesa contra o ataque de herbivoros. Por exemplo, a producdo de
metabolitos que sdo capazes de modificar o comportamento de insetos e/ou
inibir o seu crescimento e desenvolvimento®,

Os compostos defensivos das plantas podem ser expressos de

forma constitutiva ou ser induzida em resposta a ataques. Enquanto os



compostos constitutivos estdo sempre presentes, 0os metabolitos de defesa
induzidos sdo ativados pela herbivoria e representam uma estratégia
adaptativa baseada no reajuste do metabolismo primario e secundario da
planta. Esse mecanismo permite a realocacdo eficiente de recursos
energeéticos, ajudando a planta a resistir ou tolerar os danos causados por
insetos herbivoros. Além disso, os metabolitos induzidos sdo mais
especificos no combate aos herbivoros e apresentam menor custo metabdlico
para a planta em comparacgdo com as defesas constitutivas’!!.

Estudos voltados a identificacdo de fontes de resisténcia em
gendtipos de soja contra S. frugiperda tém o potencial de oferecer
alternativas viaveis aos métodos de controle atualmente utilizados,
contribuindo significativamente para 0 manejo dessa praga na cultura da
soja. Este trabalho busca analisar a inducdo de metabolitos em plantas de
soja expostas a herbivoria, além de avaliar como a resisténcia induzida
influencia o desenvolvimento biologico da S. frugiperda. Portanto, avancos
nesses conhecimentos possibilitardo entender como esse metabolismo esta
relacionado com as estratégias de defesa da soja frente ao ataque de pragas

agricolas.



1.2 - REVISAO DE LITERATURA

1. 2. 1 - Caracteristicas da Soja

A soja (Glycine max (L) Merril) € uma especie pertencente a
classe das Eudicotileddneas, familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae e
tribo Phaseoleae. E uma planta herbacea anual de autofecundagdo, que
apresenta variacdo em determinados tracos morfologicos influenciados por
condi¢bes ambientais. Seu desenvolvimento ocorre de forma mais eficiente
em temperaturas acima de 13°C, com uma faixa ideal entre 20°C e 30°C*2,

Apresenta altura variando entre 60 e 110 cm, dotada de um
sistema radicular pivotante, composto por uma raiz principal bem
desenvolvida e numerosas raizes secundarias. Essas raizes tém a capacidade
de estabelecer simbiose com bactérias responsaveis pela fixacdo de
nitrogénio atmosférico®2,

As folhas da soja séo trifolioladas, exceto pelo primeiro par de
folhas simples localizado no primeiro né acima do né cotiledonar. A planta
apresenta flores que podem ser brancas, roxas ou de tonalidade
intermediaria. Suas vagens sdo inicialmente verdes durante o
desenvolvimento, tornando-se marrons ao atingirem a maturidade!4,

As sementes possuem superficie lisa e variam de uma a cinco
por vagem, apresentando formato eliptico ou globoso, tegumento amarelo
palido e hilo preto. Quanto ao ciclo de desenvolvimento, a soja, uma planta
anual, pode ser classificada como de ciclo determinado (cessa o crescimento
apos a emissdo da primeira flor), ciclo indeterminado (continua crescendo
apos o inicio da floragdo) ou semideterminado (crescimento limitado apés a

floracéo). Os cultivares sdo agrupados em classes de maturacédo que incluem



precoce, semiprecoce, medio, semitardio e tardio, de acordo com a variedade
e as condicOes da regido de cultivo? 14,

Os estagios fenoldgicos da soja foram definidos e descritos de
maneira detalhada por FEHR e CAVINESS et al. (1971)®, que
desenvolveram um sistema de classificacdo, como mostrado nas Tabelas 1.1
,1.2 e na Figura 1.1. Nesse sistema, utilizam-se as letras "V" e "R" para
representar 0s estdgios vegetativos (fases de estabelecimento e
desenvolvimento da planta) e reprodutivos (fases de florescimento e
maturacdo das vagens), respectivamente, seguidos dos indices numericos
que diferenciam estagios especificos nessas duas fases de desenvolvimento

da planta, com excecdo dos estagios VE (emergéncia) e VC (cotilédone)®.

TABELA 1. 1 - Descricao dos Estagios de desenvolvimento da soja.

Simbolo Denominagao Descricao

Os cotilédones estdo acima da

VE Emergencia superficie do solo.
VC Cotlledoge Cotilédones totalmente abertos.
desenvolvido
o . As folhas unifoliadas estao totalmente
Vi Primeiro n6
abertas.
V2 Segundo n6 A primeira folha trifoliada esta aberta.
V3 Terceiro no A segunda folha trifoliada esté aberta.
V4 Quarto n6 A terceira folha trifoliada estd aberta.
V5 Quinto n6 A quarta folha trifoliada esta aberta.
V(n) Enésimo né Enésimo no ao longo da haste

principal com trif6lio aberto.

Fonte: (FEHR e CAVINESS,1971).



TABELA 1. 2 - Descricdo dos estagios reprodutivos da soja.

Simbolo Denominagio Descricao
R1 Inicio do Uma flor aberta em qualquer n6 da
florescimento haste principal.
. Uma flor aberta em um dos dois nds
R2 Florescimento pleno . o
superiores da haste principal.
Vagem com 0,5a 2 cm em um dos
R3 Inicio da frutificacdo quatro nos superiores da haste
principal.
Maioria das vagens no terco superior
R4 Frutificacdo plena  da haste principal com comprimento
de2a4cm.
Até 10% de granagdo méxima na
R5 Inicio da granacéo maioria das vagens localizadas no
terco superior da haste principal.
. « Gréo cheio em um dos quatro nos
R6 Final da granacéo . L
superiores da haste principal.
-~ ~ . Uma vagem com coloracdo de madura
R7 Inicio da maturagdo S
na haste principal.
i 0,
RS Maturacio plena Mais de 95% das vagens com

coloragdo de madura.

Fonte: (FEHR e CAVINESS,1971).

FIGURA 1. 1- Escala fenologica da soja.
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Adaptado por TEJO et al, 2019.



Ao longo de seu ciclo, a cultura da soja esta sujeita ao ataque de
diversas pragas e a acao de diferentes estresses abioticos, que podem causar
danos significativos e limitar a produtividade, resultando em grandes perdas.
Entre os principais desafios enfrentados, a acdo dos insetos-praga tem

impactado negativamente a producéo de soja no Brasil ®”.

1. 2. 2 - Cultivar de Soja BRS 284

A soja BRS 284 é uma cultivar ndo transgénica, de ciclo
precoce, pertencente ao grupo de maturacao 6.3, com habito de crescimento
indeterminado. Do ponto de vista botéanico, apresenta flores de coloragéo
roxa, pubescéncia cinza, hilo marrom-claro. A planta atinge uma altura
média de aproximadamente 90 cm e possui elevado potencial de ramificacao,
0 que pode favorecer a formacgédo de um maior numero de vagens e contribuir
para a estabilidade da produtividade em diferentes condi¢des ambientais®” 8,

Desenvolvida pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), essa cultivar apresenta elevado potencial
produtivo, especialmente em altitudes inferiores a 800 metros, e ampla
adaptacdo regional, sendo recomendada para os estados do Parana, Séo
Paulo, Santa Catarina, Mato Grosso do Sul, Goiés, Minas Gerais e Mato
Grossol’18,

No que se refere a resisténcia a doencas, a BRS 284 tem
demonstrado desempenho fitossanitario satisfatorio. Em avaliagdes
realizadas sob condicdes controladas (casa de vegetacdo), evidenciou
resisténcia ao cancro da haste (Diaporthe phaseolorum f.sp. meridionalis) e
a mancha "olho de ra" (Cercospora sojina). Em condi¢des de campo,

apresentou resisténcia a pustula bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv.



glycines), a podriddo parda da haste (Phialophora gregata) e moderada
resisténcia a podridao radicular de Phytophthora. Tais atributos conferem a
cultivar maior seguranca fitossanitaria, reduzindo o impacto das principais
doencas da cultura nas regides onde é recomendadal’*8,

Em relacdo aos nematoides, a BRS 284 apresenta moderada
resisténcia ao nematoide de galha Meloidogyne javanica, entretanto é
suscetivel a Meloidogyne incognita, o que demanda atencdo especial ao
historico da &rea de cultivo e a adogéo de estratégias de manejo integrado de
nematoides. Quanto a interacdo com insetos-praga, COmo ocorre com a
maioria das cultivares convencionais, a BRS 284 nédo possui resisténcia
genética especifica aos principais insetos que atacam a cultura da sojal’!,

Assim, essa cultivar é considerada suscetivel a diversas pragas,
com destaque para as lagartas desfolhadoras como Chrysodeixis includens
(falsa-medideira), Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho) e Anticarsia
gemmatalis (lagarta-da-soja). Também esta sujeita ao ataque de percevejos,
especialmente Euschistus heros (percevejo-marrom) e Piezodorus guildinii
(percevejo-verde), que causam danos diretos as vagens e graosi®2°,

Com base nas informacgdes apresentadas, observa-se que a
cultivar de soja BRS 284, embora apresente elevado desempenho produtivo
e resisténcia a diversas doencas, demonstra suscetibilidade a insetos-praga
relevantes. Diante disso, o estudo aprofundado dessa cultivar sob a 6tica das
interacOes planta-inseto se mostra fundamental, especialmente considerando
os desafios associados ao manejo de lagartas desfolhadoras.

Nesse contexto, investigacfes que visem compreender 0s
mecanismos fisioldgicos e quimicos envolvidos na suscetibilidade da BRS
284 podem contribuir para o desenvolvimento de estratégias mais eficientes
e sustentaveis de controle, bem como orientar futuros programas de

melhoramento genético com foco em resisténcia a insetos.



1. 2. 3 - Pragas que Atacam as Folhas da Soja

As lagartas desfolhadoras representam um dos principais grupos
de insetos-praga na cultura da soja, impactando diretamente a produtividade
ao reduzir a area foliar disponivel para a fotossintese. Dentre essas pragas,
destacam-se as lagartas, pertencentes a ordem Lepidoptera. As principais
espécies desse grupo incluem Anticarsia gemmatalis (HUbner) (lagarta-da-
soja); Chrysodeixis includens (Walker) (lagarta falsa-medideira);
Helicoverpa armigera (Hubner) (lagarta do velho mundo) e lagartas do
género Spodoptera, como, S. cosmioides, S. eridania e S. frugiperda®:23,

A espécie A. gemmatalis, conhecida como lagarta-da-soja, €
uma das pragas mais importantes da cultura. Suas lagartas consomem
intensamente as folhas, produzindo cortes desiguais que, em casos de
infestacOes severas, podem levar a completa desfolha da planta. J4, a lagarta
falsa-medideira, a lagarta-das-macas e as lagartas do género Spodoptera
além de consumir as folhas, atacam também outras estruturas como as flores,
vagens e as sementes da soja, sendo também consideradas pragas com alto
potencial de danos na cultura®+-2,

Em particular, a espécie Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
gera grande preocupacédo por ser uma praga polifaga, ou seja, capaz de se
alimentar de plantas pertencentes a diferentes géneros e espécies, incluindo
culturas de importancia econdmica, como milho, algodao e soja, amplamente
cultivadas no Brasil. No milho, as lagartas inicialmente colonizam a planta
durante a fase vegetativa, alimentando-se das raizes e folhas jovens. Ja no
algodao, as lagartas de S. frugiperda comegcam consumindo a face inferior
das folhas, em seguida migram para os botdes florais e flores, e por fim se
dirigem a base da planta, sob a cobertura vegetal, para se alimentar das

capsulas antes de completar seu ciclo reprodutivo®29°,
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Na cultura da soja, S. frugiperda é considerada uma praga
secundaria, mas pode causar danos equivalentes ou até mais severos que 0s
de A. gemmatalis. Essa espécie € capaz de atacar a planta em estagios iniciais
de desenvolvimento, agravando a reducdo da area fotossintética e ampliando
as perdas econdémicas. Em um primeiro momento, S. frugiperda alimenta-se
das folhas, mas, conforme a planta atinge os estagios reprodutivos, passa a

atacar também as vagens em fase inicial de formagao 2883,

1. 2. 4 - Importancia e Biologia da Spodoptera frugiperda

O género Spodoptera inclui 30 espécies descritas, sendo a
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) uma das
principais pragas que afetam culturas em regides tropicais das Américas,
especialmente no Brasil 1°32, Sua relevancia como praga se deve a elevada
polifagia, com uma ampla variedade de plantas hospedeiras, destacando-se
cultivos de grande importancia econdmica, como milho, algodéo e soja33°.

A S. frugiperda apresenta metamorfose completa, com ciclo de
vida composto por quatro fases distintas: ovo, larva, pupa e adulto. Os ovos
sdo depositados em massas, geralmente em duas camadas sobrepostas, na
face superior das folhas. Cada fémea pode colocar de 100 a 500 ovos por
postura, totalizando entre 1.500 e 2.000 ovos ao longo de sua vida. Préximo
a ecloséo, os ovos tornam-se escuros devido a coloracédo da capsula cefalica
da lagarta. O periodo de incubacdo é influenciado principalmente pela
temperatura, enquanto a umidade exerce menor impacto3*37-3,

Apos a eclosdo, as lagartas inicialmente consomem a casca do
ovo (corion) e, apos um periodo de repouso de duas a dez horas, comegam a
buscar alimento. A dispersdo inicial das lagartas ocorre por meio do

balonismo, no qual elas produzem fios de seda que permitem serem



transportadas pelo vento. No entanto, essa habilidade é perdida apds o
primeiro instar. As lagartas de S. frugiperda possuem caracteristicas
distintivas, como tubérculos em formato de trapézio nos segmentos
abdominais, com pinaculas pretas e um pelo curto e grosso na base, além de
uma marca em "Y" invertido na fronte*®43,

A duracéo dos instares larvais varia conforme a temperatura e a
qualidade do alimento disponivel. A fase larval inclui seis instares, cada um
dividido em periodos de alimentacdo e repouso, ambos associados a troca de
pele e podendo ser prolongado por temperaturas baixas. O canibalismo € um
comportamento comum entre as lagartas, atuando como regulador natural da
populagéo 404,

Ao completar o desenvolvimento larval, a lagarta migra para o
solo, onde entra na fase de pré-pupa, caracterizada pela interrupcéo da
alimentacdo e duracdo de até cinco dias, dependendo das condigdes
climéticas. Em seguida, ocorre a transformacédo em pupa, cuja duracéo € de
aproximadamente nove dias}**®4° As mariposas emergentes voam para
longe, acasalam e iniciam a oviposicéo entre o terceiro e o0 quarto dia apos a
emergéncia. Em regibes com condicGes climaticas favoraveis ao longo do
ano, podem ocorrer seis ou mais geracoes*.

O comportamento alimentar da S. frugiperda varia entre 0s
diferentes instares larvais, dependendo da planta hospedeira. Em milho, as
lagartas neonatas inicialmente raspam um dos lados da folha, deixando a
epiderme do lado oposto intacta, causando o sintoma conhecido como folhas
raspadas. A partir do segundo instar, comecam a fazer perfuragdes nas
folhas®28. Do terceiro instar até a fase de pré-pupa, as lagartas consomem
grandes areas foliares, reduzindo a capacidade fotossintética e
comprometendo a produtividade da planta. Além disso, elas podem atacar as

espigas, afetando a qualidade dos gréos®44°.
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No algodéo, as lagartas de primeiro a terceiro instar alimentam-
se predominantemente das folhas localizadas nas partes média e inferior do
dossel***®. Os instares mais avancados, do quarto ao sexto, migram para a
base do dossel e passam a consumir as estruturas reprodutivas da planta,
incluindo flores e capsulas, 0 que pode causar danos severos as formas de
frutificacdo em casos de altas infestacdes®.

Na cultura da soja, as lagartas de S. frugiperda, quando nédo
controladas, atacam plantulas rentes ao solo, alimentam-se das folhas na fase
inicial e, em estagios mais avangados, podem consumir tanto as folhas
quanto as vagens em formagao“®.

Embora a S. frugiperda demonstre preferéncia por plantas da
familia Poaceae, como milho, trigo e arroz, o aumento significativo da sua
ocorréncia na soja nos ultimos anos tem representado uma preocupacao
crescente para os produtores?®3

Esse cendrio é agravado pela elevada capacidade de adaptacdo
do inseto as cultivares transgénicas (geneticamente modificadas), como a
soja Bt (Bacillus thuringiensis), desenvolvida para ser resistente a insetos.
Essa adaptacdo, aliada ao rapido crescimento populacional da praga, ao
hébito de cortar plantas jovens e ao elevado potencial de desfolha e danos
em flores e vagens, reforca a necessidade de estratégias de controle eficazes

para minimizar as perdas de produtividade?2%47,
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1. 2. 5 - Estratégias de Defesas de Plantas contra Herbivoros

Insetos e plantas tém coexistido por milhées de anos e
aprimoraram uma serie de relagdes que afetam diretamente esses organismos
em todos os niveis. Os processos evolutivos produzem uma enorme variacao
de caracteristicas que permitem adaptacéo dos individuos ao meio, tornando
essa interacao inseto-planta um sistema dinamico e complexo. As adaptacoes
podem ocorrer tanto nas plantas quanto nos insetos, num sistema onde um
age ou reage conforme a resposta do outro*->%,

As plantas, devido a sua forma séssil, desenvolveram diversas
estratégias defensivas para resistir aos estresses causados por herbivoros.
Essas estratégias podem ser classificadas em trés mecanismos principais. O
primeiro mecanismo envolve tracos de resisténcia, que incluem
caracteristicas fisicas, como tricomas, espinhos e folhas endurecidas;
quimicas, como compostos fendlicos, terpenoides, compostos nitrogenados,
taninos, lignina, celulose, hormonios vegetais, inibidores de protease e
compostos volateis; e caracteristicas bidticas, como a capacidade de atrair ou
manter inimigos naturais dos herbivoros, causando ferimentos, morte ou
reducéo no crescimento e reproducéo desses organismos®2>4,

O segundo mecanismo € a tolerancia, que atua como uma forma
de compensacdo, minimizando os efeitos da herbivoria. Este mecanismo
envolve mudangas fenologicas, aumento na eficiéncia fotossintética,
ativacdo de meristemas dormentes, utilizacdo de reservas de recursos ou
redistribuicdo de alocacdo de recursos para sustentar o crescimento e
desenvolvimento da planta mesmo sob ataque?°5°¢,

Por fim, o terceiro mecanismo é a evitacdo, que busca reduzir a
probabilidade de as plantas serem localizadas pelos herbivoros. Exemplos

incluem o crescimento de plantas altamente suscetiveis proximas a espécies
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bem protegidas ou a adocdo de padrdes fenologicos que dificultem o ataque
por herbivoros.

Além do mais, essas estratégias defensivas podem ser de carater
constitutivo, enquanto outras sdo induzidas, ativando-se apenas apés a
deteccdo de agressdes®°1°°°7, As defesas constitutivas sdo caracteristicas
presentes de forma permanente nas plantas, como tricomas, espinhos,
camadas de cera e revestimentos protetores. Esses mecanismos incluem
também a presenca de metabolitos secundarios. Apesar de ja estarem ativas
em condicdes de auséncia de ataque, observa-se que esses tipos de defesa
podem ser intensificados durante eventos de herbivoria. Por outro lado, as
defesas induzidas sdo ativadas apenas apos o reconhecimento do estresse e,
por isso, demandam menos recursos energéticos®-¢°,

A resisténcia induzida é um mecanismo em que um estimulo
especifico ativa sinais na planta hospedeira, levando a expressdo de genes
relacionados a defesa, a producdo de proteinas e a alteracbes metabdlicas
especificas. Essas alteracfes metabdlicas reduzem a atratividade e a
adequacdo da planta como hospedeira, limitando os danos causados por
pragas e patogeno!®!. Além disso, a resisténcia induzida também é sentida
nas partes ndo danificadas da mesma planta®2. A comunicacdo entre
diferentes tecidos vegetais ocorre por meio de moléculas sinalizadoras,
resultando em uma resposta sistémica. Essa resposta pode incluir a producao
das mesmas proteinas defensivas observadas na resposta local. Contudo, a
dindmica temporal dessa producéo e os detalhes das respostas podem variar
entre os dois tipos de reac0es®63%4,

A resisténcia induzida vem sendo estudada em diversos vegetais
de importancia agricola, como soja, arroz, tomate e trigo. Por exemplo,
YANG et al. (2023)% observaram aumentos significativos nos niveis de

benzoxazinoides nas folhas de milho infestadas por S. frugiperda. Em
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plantas de tomate, CHUNG e FELTON (2011)?*, investigaram as respostas
induzidas sobre o desenvolvimento da lagarta-do-tabaco, Manduca sexta.
PERUCA et al. (2018)*¢ conduziram um estudo sobre os efeitos adversos em
S. frugiperda associados as defesas induzidas em plantas de soja.

Além dessas estratégias de resisténcia, plantas também utilizam
mecanismos de defesa direta e indireta. As defesas diretas sdo caracteristicas
intrinsecas da planta que impactam diretamente a biologia dos herbivoros,
interferindo  no desenvolvimento, crescimento ou digestdo desses
organismos. Por outro lado, as defesas indiretas sdo mediadas pela liberacao
de metabdlitos volateis pelas plantas, em resposta a alimentagédo dos insetos,
que funcionam como sinalizadores quimicos para atrair predadores ou
parasitoides dos herbivoros'®°. Por exemplo, o alcaloide nicotina, um
metabdlito secundario produzido por plantas, demonstrou dificultar a
alimentacdo de insetos %°. Além disso, predadores como joaninhas da familia
Coccinellidae, e acaros da familia Tydeidae sdo frequentemente atraidos por
compostos volateis liberados pelas plantas. De maneira similar, vespas
parasitas da familia Braconidae também sdo atraidas por volateis emitidos
por plantas danificadas®.

Embora as defesas diretas e indiretas sejam frequentemente
tratadas de forma independente, sabe-se que certos compostos associados as
defesas indiretas podem influenciar o comportamento dos herbivoros. Da
mesma forma, substancias relacionadas as defesas diretas podem impactar o
desenvolvimento dos inimigos naturais dos herbivoros®®. Contudo, essas
defesas podem apresentar variagdes qualitativas e quantitativas dependendo
de fatores como: a espécie de herbivoro causador do dano, seu héabito

alimentar, o estagio fisioldgico da planta e a espécie vegetal atacadal:®’.
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1. 2. 6 - Respostas de Defesas Quimicas da Soja

Cada fase de desenvolvimento da planta de soja, desde o
estabelecimento da pléntula até a producdo de sementes, estd sujeita a
estresses por insetos herbivoros que podem afetar o seu desenvolvimento e
consequentemente, sua produtividade %8, Para combater a herbivoria, a soja
tem criado diversos mecanismos de defesa, como a producédo de compostos
especializados bioativos oriundos do seu metabolismo que podem ter acdes
repelentes, antinutritivas ou toxicas sobre os insetos herbivoros®’.

A producédo de metabdlitos secundarios € um dos principais
mecanismos de defesa quimica da soja. Dentre 0s metabdlitos secundarios
sintetizados, os flavonoides sdo os principais compostos encontrados® .
Estudos na literatura apontam os flavonoides como substéncias toxicas
relevantes na defesa da soja frente a patdgenos e insetos herbivoros. Os
flavonoides rutina (quercetina 3-O-rutinosideo) e genisteina encontrados nas
folhas de alguns genotipos de soja, apresentaram efeitos negativos nos
parametros bioldgicos (desenvolvimento larval, sobrevivéncia e peso das
pupas) e no desempenho alimentar de lagartas da Anticarsia gemmatalis °,
Trichoplusia ni (Hibner)™* e Spodoptera frugiperda®®’2. Além disso,
extratos de folhas de soja atacadas por A. gemmatalis apresentaram variagao
nos niveis de isoflavonas do tipo genisteina e afrormosina’.

Outros metabdlitos secundarios, como taninos, fibras e ligninas,
também desempenham um papel significativo na resisténcia da soja contra
insetos. Estudos demonstram que a concentracdo desses compostos em
folhas, vagens e grdos de cultivares, como a IAC-100, esta diretamente
associada a resisténcia contra Cydia virescens, sendo 0s taninos destacados

como um dos principais mecanismos quimicos de defesa’™.
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Além dos compostos toxicos presentes nos tecidos, a soja
também é capaz de liberar metabdlitos volateis em resposta a danos’7®,
Diferentes compostos tém sido identificados em plantas de soja, incluindo
terpenos, ésteres, aldeidos e alcoois. Por exemplo, foi visto que a herbivoria
por A. gemmatalis aumentou significativamente a emissao de 3-hexen-1-ol,
1-octen-3-ol, 4-hexen-1-ol, ocimeno, linalool, metil salicilico e 12-
farneseno’®%°, Por sua parte, WAN et al. (2017)8 mostraram que lagartas de
Spodoptera exigua infectadas com nucleopoliedrovirus melhoraram a funcéo
defensiva da soja por meio da liberacdo de trés volateis, 3-octanona, 2-
hexenal e 2-butil-1,1,3-trimetil-ciclohexano, 0s quais também estdo
relacionados com a atragdo de mais parasitoides®’.

Os inibidores de protease (IP) também desempenham um papel
fundamental nas estratégias defensivas das plantas contra herbivorost!82-84,
Esses compostos estdo frequentemente concentrados em tecidos de
armazenamento, onde atuam como barreiras naturais. No entanto, sua
eficacia aumenta quando sua sintese é induzida por danos fisicos ou pela
acao de herbivoros. A ativacdo dos genes responsaveis pela producéo de IP
estd diretamente associada a sinalizacdo mediada pelo acido jasmonico na
via da lipoxigenase (LOX)? .

Quando ingeridos pelos insetos, os IP inibem a atividade das
proteases digestivas presentes no trato intestinal, prejudicando a absor¢éo de
nutrientes essenciais ao crescimento e a reproducdo dos herbivoros. Um
estudo realizado por PAIXAO et al. (2013)® revelou que lagartas de A.
gemmatalis alimentadas com uma variedade de soja resistente apresentaram
alteraces fisiologicas que afetaram negativamente a digestdo de proteinas.
Esses efeitos foram atribuidos ao aumento dos niveis de IP produzidos pela
planta, destacando a eficacia desse mecanismo como uma ferramenta de

defesa quimica contra pragas agricolas.

16



Outra estratégia que as plantas utilizam é a producéo de espécies
reativas de oxigénio. Essas moléculas promovem estresse oxidativo que pode
intensificar a atividade de enzimas oxidativas, como lipoxigenase,
peroxidase e polifenoloxidase®>®. A lipoxigenase, encontrada em
leguminosas como soja e feijdo vermelho, desempenha um papel crucial
nesse processo, sendo sua acdo associada a resisténcia contra &caros na
soja®’. Estudos indicam que essa resisténcia esta fortemente correlacionada
com o aumento da peroxidacdo lipidica e a degradacdo de carotendides
induzida pela lipoxigenase®.

Adicionalmente, compostos como  &cido  azelaico,
benzotiadiazol, acido giberélico e acido jasmoénico tém mostrado capacidade
de interferir nas respostas das plantas a herbivoros e patdgenos, ou até
mesmo estimular a producédo de metabdlitos relacionados a defesa®8®. Um
exemplo é o estudo de GORDY et al. (2015)%*, que relata uma reducédo
consistente no crescimento de S. frugiperda ao serem alimentadas com

folhas de algodéo e soja tratadas com acido jasmonico.

1. 2. 7 - Metabolomica no Estudo de Resisténcia da Soja

Embora alguns mecanismos de agéo e os beneficios associados
a resisténcia das plantas contra a herbivoria sejam conhecidos, muitos dos
processos bioquimicos vegetais ainda permanecem parcialmente ou
totalmente ndo elucidados. Diversas abordagens podem ser aplicadas para
compreender as alteragdes bioquimicas induzidas por fatores externos®9:,

Entre essas, as abordagens ndo direcionadas tém se destacado
por ndo exigirem hipoteses prévias, tornando-se ideais para lidar com

cenarios complexos. As ciéncias dmicas, como gendmica, protedmica e
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metabolémica, investigam o perfil de genes, proteinas e metabolitos em
sistemas bioldgicos, respectivamente. Dentre elas, a metabolomica tem sido
amplamente utilizada para identificar moléculas bioativas relacionadas a
resisténcia de plantas a insetos na interacédo inseto-planta®-92-%,

A metabol6mica é tradicionalmente descrita como a analise
abrangente e holistica de todas as moléculas de pequeno peso molecular, ou
metab6litos com massa <1500 Da, presentes em um sistema bioldgico®’.
Com isso, informacdes detalhadas obtidas a partir de 6rgéos foliares podem
revelar padrdes caracteristicos que refletem a impresséo digital metabdlica
do sistema vegetal estudado. A aplicagdo dessa ciéncia Omica
multidisciplinar tem grande utilidade para explorar potenciais metabolitos
bioativos e investigar o mecanismo de resposta metab6lica®°.

Além disso, avancos recentes em equipamentos analiticos,
como a espectrometria de massas de alta resolucéo, tém facilitado a deteccéo
e anotacdo de uma ampla gama de moléculas, possibilitando analises
sensiveis e seletivas. Esses avancos tém impulsionado a adogdo da
metabol6mica nas ciéncias agricolas. A combinacdo da espectrometria de
massas com técnicas de Cromatografia Gasosa (GC-MS) e Cromatografia
Liquida (LC-MS) constitui uma das principais plataformas analiticas para
determinar o perfil metaboldmico abrangente de plantas. Esses métodos sdo
complementados pela disponibilidade de bancos de dados e por ferramentas
avancadas de gerenciamento de dados, incluindo andlises estatisticas
multivariadas e bioinformaticas, que auxiliam na interpretacao detalhada dos
resultados®®-103,

RAZZAQ e colaboradores (2022)1%* ressaltam a importancia
dos métodos avancados de metabolémica aliados a outras abordagens émicas
como ferramentas indispensaveis para desvendar as complexas interagdes

entre genotipo, metabdlito e fenotipo em plantas. Essas técnicas permitem o
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melhoramento vegetal assistido por metabolomica, viabilizando a
identificacdo de marcadores metabolicos associados a resposta a estresses, a
exploracdo de redes metabolicas envolvidas na resisténcia a estresses
abioticos e bidticos, bem como a triagem e selecdo de culturas mais
adaptadas as mudancas climaticas com base em perfis metabdlicos* 909299105,

Pesquisas baseadas em metabolomica tém identificado
metabolitos que conferem resisténcia a estresses bidticos em plantas de soja.
Por exemplo, ZHU et al. (2018)!% detectaram metabdlitos como aglicares
(monossacarideos e oligossacarideos), acidos organicos, derivados de
aminodcidos e metabolitos secundarios associados a resisténcia contra o
patdogeno Phytophthora sojae. De maneira semelhante, YOUSEFI-
TAEMEH et al. (2021)}7 analisaram alteragdes metabolomicas em
cultivares de soja resistentes a lagarta Chrysodeixis includens e observaram
que a resisténcia da planta esta associada a mudancas significativas em
centenas de metabolitos, sobretudo flavonoides.

Essas descobertas mostram que as respostas metabdlicas da soja
sdo altamente especificas e dependem do tipo de interacdo biotica, como
observado em estudos que analisaram respostas a microrganismos,
nematoides, pulgdes e insetosi®112, Nesse contexto, a metaboldmica se
destaca como uma ferramenta inovadora e eficiente para compreender essas
alteracdes, permitindo a identificacdo de vias metabdlicas envolvidas nas
respostas de defesa da planta. Essa abordagem oferece insights valiosos que
podem ser aplicados para uma caracterizagdo mais detalhada e precisa da

resisténcia da soja a diversos fatores bidticost3114,
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CAPITULO 2: Analise Metabolémica da Soja: Variacdes
Temporais e Espaciais em Resposta a Herbivoria por

Spodoptera frugiperda.

RESUMO - A soja (Glycine max (L) Merril) é uma cultura agricola de grande
importancia mundial, mas enfrenta desafios como pragas e estresses abidticos, que podem
resultar em perdas significativas. Entre essas pragas, a Spodoptera frugiperda afeta
negativamente a producao de soja no Brasil. O controle dessas pragas tem sido realizado
através de inseticidas. Porém, seu uso prolongado pode causar impactos negativos no
agroecossistema. Isso levou programas de manejo de pragas a explorar a resisténcia
natural das plantas com foco em entender como as moléculas produzidas podem afetar o
desempenho e desenvolvimento dos insetos-praga. Alguns estudos mostram que essas
moléculas bioativas sdo moduladas quando as plantas estdo sob estresse, e essas
alteracbes dependem de muitos fatores. Aspectos como a idade da folha e o estagio de
crescimento da planta influenciam significativamente o grau de resisténcia em genotipos
de soja. Diante do exposto, este trabalho visa investigar a inducdo de metabdlitos em
folhas de soja submetidas a herbivoria por Spodoptera frugiperda. A inducdo desses
compostos foi avaliada em folhas injuriadas jovens e velhas, e em diferentes estagios de
desenvolvimento da soja. As sementes de soja convencional do genoétipo BRS 284 foram
germinadas e mantidas em casa de vegetacdo. Amostras de folhas velhas e novas, com ou
sem herbivoria, dos estagios VC, V2 e V5 foram coletadas e extraidas em metanol/agua
1:1 (v/v). A anélise metabolémica foi realizada por UHPLC-Q-TOF-MS/MS, com uma
abordagem ndo direcionada. A abundancia dos principais metabdlitos anotados,
responsaveis pela diferenciacao dos perfis metabdlicos entre os grupos, foi avaliada por
meio de analises uni e multivariadas. Os estagios VC e V2 compartilham variacGes
metabolicas semelhantes, enquanto o estagio V5 apresenta uma distincdo clara. Os
compostos que apresentaram alteracdes significativas na abundancia pertencem, em sua
maioria, a0 metabolismo primario, como acidos graxos e seus derivados. Dentre eles,
destacaram-se os acidos volateis da familia dos octadecanoides que sdo altamente
acumulados nos estagios VC e V2. Observamos que acidos graxos, acidos fendlicos e
terpenoides sdo os principais metabolitos encontrados na soja durante a fase vegetativa,
mas sdo acumulados de maneira diferenciada em folhas jovens e velhas, de modo que os
Orgdos jovens aparentam ser mais induziveis do que os 6rgdos mais velhos. Anotamos 0s
principais metabolitos que diferiram significativamente entre os tratamentos: muurola-
4,10(14)-dien-3-ona, acido havardico F, daidzeina e &acido linolénico foram induzidos
apenas em folhas velhas de VC; enquanto nas folhas jovens sdo induzidos
majoritariamente derivados de acidos graxos. Em V2, os terpenos foram 0s compostos
secundarios mais induzidos em ambas as folhas, porém, nas folhas mais velhas houve
maior diversidade desses metabolitos como turmerona, acido smaditerpénico C, diester
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de betulina e muurola-4,10(14)-dien-3-ona. J& no estagio V5, apenas as folhas jovens
apresentaram compostos induzidos, todos pertencentes ao metabolismo primario. Assim,
a idade da folha e o estagio da soja influenciam diretamente a resposta de inducdo: os
estagios VC e V2 mostraram uma resposta metabolica mais robusta ao estresse, enquanto
V5 demonstra ser menos responsivo a herbivoria do ponto de vista do seu perfil
metabadlico.
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ABSTRACT - Soybean (Glycine max (L.) Merrill) is a globally important
agricultural crop but faces challenges such as pests and abiotic stresses, which can lead
to significant losses. Among these pests, Spodoptera frugiperda negatively affects
soybean production in Brazil. Pest control has traditionally relied on insecticides;
however, their prolonged use can cause negative impacts on the agroecosystem. This has
led pest management programs to explore the natural resistance of plants, focusing on
understanding how plant-produced molecules can affect the performance and
development of insect pests. Some studies indicate that these bioactive molecules are
modulated when plants are under stress, and these alterations depend on multiple factors.
Aspects such as leaf age and plant growth stage significantly influence the degree of
resistance in soybean genotypes. Given this context, this study aims to investigate the
induction of metabolites in soybean leaves subjected to herbivory by Spodoptera
frugiperda. The induction of these compounds was evaluated in young and old injured
leaves, and at different stages of soybean development. Conventional soybean seeds of
the BRS 284 genotype were germinated and maintained in a greenhouse. Leaf samples
(young and mature) from the VC, V2, and V5 stages, with and without herbivory, were
collected and extracted in methanol/water 1:1 (v/v). Metabolomic analysis was performed
using UHPLC-Q-TOF-MS/MS with an untargeted approach. The abundance of key
annotated metabolites responsible for differentiating metabolic profiles among the groups
was assessed through univariate and multivariate analyses. The VC and V2 stages shared
similar metabolic variations, while the V5 stage displayed a clear distinction. Most
metabolites that showed significant changes in abundance belonged to primary
metabolism, such as fatty acids and their derivatives. Among them, volatile acids from
the octadecanoid family were highly accumulated in the VC and V2 stages. We observed
that fatty acids, phenolic acids, and terpenoids are the main metabolites found in soybean
during the vegetative phase, but they accumulate differently in young and mature leaves,
with young tissues appearing more inducible than older tissues. We identified key
metabolites that significantly differed between treatments: muurola-4,10(14)-dien-3-one,
havardic acid F, daidzein, and linolenic acid were induced only in mature leaves of VC,
while young leaves primarily induced fatty acid derivatives. In V2, terpenes were the
most induced secondary compounds in both leaf types. However, mature leaves showed
a greater diversity of these metabolites, including turmerone, smaditerpenic acid C,
betulin diester, and muurola-4,10(14)-dien-3-one. At the V5 stage, only young leaves
exhibited induced compounds, all belonging to primary metabolism. Thus, leaf age and
soybean developmental stage directly influence the induction response: the VC and V2
stages exhibited a more robust metabolic response to stress, while V5 appeared to be less
responsive to herbivory in terms of its metabolic profile.
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2.1- INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L) Merril) ocupa posi¢ao importante entre
as culturas agricolas por seu valor agrondmico e nutricional e € utilizada
principalmente como fonte de proteina e éleo para consumo humano, racdo
animal e na producéo de biocombustiveis. No Brasil, a soja é considerada a
principal espécie vegetal do agronegocio brasileiro, estabelecendo o pais
como maior produtor e exportador de farelo e gréos de soja no mundo 4115,

Apesar do expressivo crescimento na producdo de soja no pais,
essa cultura frequentemente sofre com o ataque de diversas pragas e a acao
de diferentes estresses abidticos, que podem causar danos significativos e
limitar a produtividade, resultando em grandes perdas. Entre os principais
desafios enfrentados, a acdo dos insetos-praga tem impactado negativamente
a producéo de soja no Brasil 5.

Um exemplo notavel é a Spodoptera frugiperda (JE Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae), que, embora tradicionalmente considerada uma
praga secundaria na cultura da soja, pode causar danos tdo extensos quanto
ou até maiores do que a lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis Hubner
(Lepidoptera: Erebidae). Esse alto potencial de dano da Spodoptera
frugiperda deve-se ao seu comportamento alimentar, que se alimenta das
folhas de plantas muito jovens, mas, a medida que a soja entra nos estagios
reprodutivos, ela passa a consumir também as vagens 2%:30:116,

O controle dessas pragas tem sido realizado atraves da aplicacédo
de inseticidas. No entanto, o uso prolongado dessas substéncias pode causar
diversos efeitos negativos no agroecossistema, como o surgimento de pragas
mais resistentes e a reducdo do complexo de inimigos naturais 1718,

Mais recentemente, isso levou programas de manejo de pragas
a explorar a resisténcia natural das plantas como estratégia ecologicamente

correta para o controle de Spodoptera, com foco em entender como as
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moléculas produzidas pelas plantas podem afetar o desempenho, a
preferéncia e parametros biolégicos dos insetos-praga. Tem sido observado
que a biossintese dessas moléculas bioativas € modulada quando as plantas
estdo sob estresse e essas alteracdes dependem de muitos fatores! 62119120

Estudos mostraram que fatores como a idade da folha e o estagio
de crescimento da planta influenciam significativamente o grau de
resisténcia em gendtipos de soja. Por exemplo, XAVIER et al. (2017)*?
relataram que as folhas mais jovens de plantas de soja eram mais suscetiveis
a infeccé@o do fungo Phakopsora pachyrhizi, causador da ferrugem asiatica.
Por outro lado, PICANCO et al. (2023)?? mostraram que 6rgéos foliares
mais velhos em plantas mais jovens sao mais suscetiveis a ferrugem da soja.

No trabalho de SOUZA et al. (2021) 123, observou-se que folhas
mais velhas e folhas de plantas em estagio reprodutivo da soja apresentaram
maior expressdo de resisténcia as lagartas Anticarsia gemmatalis e
Spodoptera frugiperda. REYNOLDS e SMITH (1985)}* também
observaram diferengas nos niveis de resisténcia nas folhas em diferentes
posicdes da planta de genotipos de soja a lagarta de Chrysodeixis includens
(Walker) (Lepidoptera: Noctuidae). Genotipos resistentes de soja, como Pl
227687, Pl 227682 e IAC 100, também afetaram negativamente o
desenvolvimento da desfolhadora Spodoptera eridania (Cramer)
(Lepidoptera: Noctuidae) *?°.

Neste contexto, compreender os metabdlitos envolvidos nas
interacdes ecoldgicas e fundamental para avaliar a resisténcia das plantas. A
metabolémica, associada a cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas (LC-MS), tem sido amplamente utilizada por ser uma metodologia
eficaz para analisar de forma abrangente mudancas metabolicas complexas.
Essa técnica analitica permite a identificacdo e quantificacdo de metabolitos

em organismos sob diferentes condic¢des de crescimento ou em momentos
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especificos, contribuindo para um melhor entendimento das dinamicas
metabolicas relacionadas a defesa das plantas. 105126-129,

Estudos metabolémicos anteriores da soja demonstraram que a
resisténcia constitutiva de algumas variedades de soja a Spodoptera
cosmioides (Walk.) (Lepidoptera: Noctuidae) pode estar relacionada ao
contelido de alguns lipideos e isoflavonas em suas folhas **°. Seguindo esta
linha de estudo, MURAKAMI et al. (2014)*3 verificaram que os niveis de
daidzina, 4',7-di-hidroflavona, daidzeina e formononetina alteraram apds a
herbivoria de Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) em
folhas de soja.

Diferentes trabalhos avaliaram o perfil quimico de genotipos
resistente e suscetivel e observaram varios compostos relacionados a
resisténcia contra Anticarsia gemmatalis. Metilquercetina, glicoconjugados
de quercetina, daidzeina, genisteina e kaempferol apresentaram niveis
elevados nos érgaos do genotipo resistente, sendo os derivados de quercetina
e kaempferol os mais abundantes 32133,

Embora a maioria dos estudos tenha focado amplamente nas
mudancas no conteddo de flavonoides ao longo dos estagios de
desenvolvimento da planta, o conhecimento sobre a caracterizacao
abrangente das respostas bioldgicas da soja sob estresse por herbivoria ainda
é limitado. Com o objetivo de aprofundar nossa compreensao sobre os efeitos
da idade das folhas e do estagio de desenvolvimento da planta na expressao
de resisténcia da soja, propusemos o uso de uma abordagem metabolomica
ndo direcionada. Através dessa abordagem, buscou-se avaliar, de maneira
abrangente, as alteracGes metabdlicas globais.

O avanco nesse campo permitird entender melhor como esse

metabolismo esté relacionado as estratégias de resisténcia da soja ao ataque
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de pragas agricolas, fornecendo uma base para o desenvolvimento de

métodos de controle de insetos mais sustentaveis.
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2.2 -0OBJETIVOS

Este trabalho visou a investigacao da inducdo de metabdlitos em
folhas de soja quando submetidas a herbivoria por lagartas de Spodoptera
frugiperda. A inducdo desses compostos foi avaliada em folhas injuriadas
jovens e velhas, em diferentes estagios de desenvolvimento da planta. O
gendtipo estudado foi a cultivar comercial (BRS 284) de soja (Glycine max
(L.) Merr).

Para isso, propusemos 0s seguintes objetivos especificos:

» Desenvolver e otimizar métodos por LC-QqTOF-MS/MS para
comparagdo das variagcoes dos compostos no perfil metabolico entre
folhas de diferentes idades e estagios de desenvolvimento da soja (VC,
V2 e V));

» Investigar ¢ comparar alteracdes metabolicas em folhas jovens e
velhas de soja antes e apds a injuria por Spodoptera frugiperda,

» Comparar e avaliar as mudangas nos perfis metabolicos antes € apos a
injuria por Spodoptera frugiperda entre os diferentes estagios de

desenvolvimento da soja (VC, V2 e V5).

27



2.3 - MATERIAL E METODOS
2. 3.1 - Obtencao das Plantas e Insetos

As sementes de soja do cultivar BRS 284 foram cedidas pela
Empresa Di Solo Sementes (Sdo Carlos, SP, Brasil). As sementes foram
selecionadas e submetidas a germinacdo em sementeiras com uma mistura
de terra vegetal da Spagnhol Plantas Ornarmentais (composta de carvéo
ativado, himus de minhoca, casca de pinus e terra preta) e areia grossa na
proporcéo 2:1, respectivamente.

Apds a germinacdo, as plantulas destinadas as analises nos
estagios VC (cotilédones desenvolvidos com dois pares de folhas opostas e
abertas) e V2 (foliolos expandidos, com a segunda folha trifoliolada aberta)
foram cuidadosamente transplantadas para vasos plasticos N° 02 (1L), e o
estagio V5 (foliolos expandidos, com a quarta folha trifoliolada aberta) para
vasos N° 04 (4,9L), a fim de evitar estresse das raizes por falta de espaco,
(FIGURA 2.1)%.

Os vasos continham a mesma proporcao de terra vegetal e areia
grossa da germinacdo. As plantas foram mantidas em casa de vegetacao
externa com cobertura, em colabora¢do com o Departamento de Botanica da
UFSCar, campus S&o Carlos, durante 35 dias, sob temperatura a 27 £ 10° C
e 70 £ 10% de umidade relativa e irrigadas sempre que necessario. Este
experimento ocorreu durante o periodo de fevereiro a marco de 2022.

Ovos de Spodoptera frugiperda foram obtidos comercialmente
da empresa Pragas.com (Piracicaba, SP, Brasil). Apés a eclosdo, as lagartas
foram individualizadas em placas de Petri e mantidas em uma incubadora
BOD (Biochemical Oxygen Demand), em condi¢cbes de temperatura e
fotoperiodo controlados (25°C, ciclo de 12:12h luz/escuro). Inicialmente, a

alimentacdo desses insetos foi realizada com dieta artificial a base de farinha
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de feijdo branco (Apéndice A.l), até alcancarem o quarto instar de

desenvolvimento 34,

FIGURA 2. 1 - Esquema de obtencéo das plantas nos estagios VC, V2 e V5.

Semeadura

Estagios utilizados

2. 3. 2 - Inducéo em folhas de soja por Spodoptera frugiperda

Antes dos testes de inducéo, as plantas foram cuidadosamente
transferidas da casa de vegetacéo para o laboratorio de Controle Biorracional
de Insetos Praga, vinculado ao Departamento de Quimica/Produtos Naturais,
com 24 horas de antecedéncia. O teste de inducdo por herbivoria foi
realizado simultaneamente nos trés estagios de desenvolvimento em estudo:
VC, V2e V5.

As lagartas de Spodoptera frugiperda, no quarto instar, foram
alimentadas com folhas de soja por dois dias. Apds esse periodo, o material
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vegetal foi retirado, e as lagartas ficaram em jejum por 24h até a realizacdo
dos experimentos.

Depois desse tempo sem alimentacdo, as lagartas foram
colocadas nas folhas velha (FV, a primeira folha préxima ao solo), e nova
(FN, dultima folha superior totalmente desenvolvida), em plantas
independentes de soja nos estagios de desenvolvimento VC, V2 e V5, e 0s
foliolos foram cobertos com sacos de organza para impedir que as lagartas
mudassem de folha durante o experimento, conforme ilustrado na FIGURA
2. 2. Levando em conta trés estagios de desenvolvimento, a herbivoria em
duas folhas de diferentes idades, o grupo controle e as 5 réplicas bioldgicas
para cada tratamento, foram utilizadas um total de 60 plantas.

Este teste foi realizado no periodo das 9:00h as 13:00h, com
duracédo de 2h para VVC e 4h para V2 e V5. O tempo final do experimento foi
de acordo com o consumo observado da area foliar para cada estagio de
desenvolvimento em estudo, o qual foi determinado antes de atingir 50% do
material vegetal consumido. Apos retirar as lagartas, as plantas que sofreram
danos por herbivoria e as plantas controle (sem danos por herbivoria)
permaneceram na bancada do laboratério sob temperatura de 27°C e luz
florescente por 24h para possivel indu¢do dos compostos que podem estar

relacionados com o metabolismo ou mecanismo de resisténcia da soja.
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FIGURA 2. 2 - Inducdo por Spodoptera frugiperda em folhas de soja. Os
circulos azul e vermelho indicam a inducdo nas folhas jovem e velha,
respectivamente.

Indugao

2. 3. 3 - Coleta e Extracao de Material Vegetal

Apbs 24 horas do término do experimento de inducdo, com o
objetivo de investigar os niveis de metabolitos nas folhas de soja de
diferentes idades e estagios de desenvolvimento, foram coletadas 60 folhas.
As folhas, incluiam tanto as folhas que sofreram herbivoria (folhas
injuriadas) quanto as folhas de plantas controle (sem herbivoria). Essas
amostras foram pesadas, congeladas rapidamente em nitrogénio liquido e
armazenadas em ultrafreezer a -80°C até a etapa de extracao.

As amostras congeladas foram extraidas em um volume

normalizado de metanol grau HPLC-UV (Merck) e agua ultrapura
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(Millipark® Express40, 0,22um (Milli-Q)) na proporc¢éo de 1:1 (v/v). Foram
utilizados tubos falcon de 50 mL para a extracdo e as amostras foram moidas
com ultraturrax® (IKA, modelo T10 B S32) na velocidade 4, em torno de
9100 rpm por 2 minutos. Para a normalizacdo do volume, considerou-se a
menor massa vegetal pesada (0,0596 g), e o volume minimo de 1 mL. Assim,
obteve-se uma concentracdo relativa de (0,0596g/mL), a qual foi levada em
consideracdo para encontrar os volumes para o restante das amostras de
massas diferentes.

Apbs a extracdo liquida, as suspensdes resultantes foram
centrifugadas em um equipamento da Universal 320R, a 4°C, 10000 g por
10 min. Os sobrenadantes foram filtrados através de filtros de seringa de
PVDF com diametro de 13 mm e poros de 0,22 um (Filtrilo), transferidos
para vials de 1,5 mL, incolor da KASVI e mantidos a -20°C para posterior
analise por LC-QqTOF-MS/MS (FIGURA 2. 3). A fim de avaliar a presenca
de interferentes na analise quimica posterior, foram preparados dois tipos de
brancos: um branco da composic¢édo do solvente de extracdo e o segundo do
processo de extracdo, o qual passou por todas as etapas, poréem, sem adicao

do material vegetal.
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FIGURA 2. 3 - Esquema simplificado da extracdo das amostras de folhas de
soja.
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2. 3. 4 - Analise Metaboldmica por LC-QqTOF-MS/MS

A analise metabol6mica foi realizada por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas de alta resolucdo LC-QqTOF-MS/MS,
baseada em uma abordagem ndo direcionada. A partir da amostra “Quality
Control” (QC), resultante da adi¢do de 40 pL de cada amostra em um unico
vial, foi desenvolvido e otimizado um método para a matriz de folhas de soja
por LC-QqTOF-MS/MS, no modo de aquisicdo full MS scan.

Os extratos obtidos no item anterior 2. 3. 3 foram analisados por
LC-HRMS/MS. As anélises cromatograficas foram realizadas em um
sistema de cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia (UHPLC) Agilent
(modelo 1290 Infinity Il, Agilent Technologies). O software HyStar (HyStar
Versédo 3.2, Bruker Daltonics) foi utilizado para a aquisi¢do de dados, e 0
Compass Data Analysis (DataAnalysis Versao 3.2, Bruker Daltonics) foi

empregado para a analise e processamento de dados.
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Os compostos foram separados utilizando uma coluna SB-C18
Agilent (2,1x100 mm, 1,8 um) Zorbax RRHD, mantida a 30 °C. A fase
movel consistia em agua ultrapura do sistema MilliparkR Express 40 de 0,22
um, Milli-Q como solvente A e acetonitrila de grau HPLC, Supelco (Sigma-
Aldrich) o solvente B, ambos contendo 0,1% de acido formico grau massas
(>98%, Sigma- Aldrich). Foram utilizados volumes de injecdo de 2 puL e
vazdo de 400 pL/min. O programa de eluicdo dos compostos utilizado
encontra-se na (TABELA 2. 1).

TABELA 2. 1 - Programa de elui¢do no modo isocrético e gradiente da fase
movel, usado na separacéo dos analitos por LC-QqTOF-MS/MS (ESI+).

Tempo (min) A% B%
0 90 10
1 90 10
8 80 20
12 60 40
14 20 80
16 0 100
18 0 100
18.1 90 10
20 90 10

Os compostos detectados foram inspecionados através de um
espectrometro de massa de alta resolucdo (HRMS) acoplado com analisador
de tempo de voo quadrupolo (QQTOF) (Impact HD QTOF™, Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha) e com uma fonte de ionizacao por eletrospray
(ESI) operando somente no modo positivo de ionizacdo (ESI+).

Os dados de MS e MS/MS foram adquiridos através do
Compass QtofControl v.3.4 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) e
processados usando o software Data Analysis 4.2 (Bruker Daltonics). Os
pardmetros da fonte de ions foram definidos da seguinte forma: tenséo

capilar, +4000V ions positivos; end plate offset, 450 V; gas nebulizador, 4
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bar; temperatura do gas de secagem, 180 °C; fluxo gas nebulizador, 8 L-min’
1. e faixa de varredura no modo de aquisicéo full MS scan, m/z 50-1300.

Para a analise no modo MS/MS foi utilizada a aquisigéo
dependente de dados (DDA), onde a radiofrequéncia (RF) de coliséo foi
estabelecida para variar de 200,0 a 550,0% Vpp; o tempo de transferéncia de
ions foi ajustado para variar de 50,0 a 90,0 us, com temporizagdo de 50% em
cada. Os funis RF 1 e 2 foram 250,0 e 150,0 Vpp, respectivamente. O RF do
hexapolo foi de 50,0 Vpp, a energia do quadrupolo foi de 5,0 eV com um
armazenamento pré-pulso de 6,0 ps. Os parametros usados para acionar a
fragmentacdo no modo de aquisicdo MS/MS foram 2,0 Hz para contagens
LOW (50.000 cts) e 4,0 Hz para contagens HIGH (500.000 cts), com um
tempo de ciclo total de 3s e excluséo ativa de 1 espectro.

A calibragdo do instrumento QqTOF-MS/MS foi realizada
externamente antes do lote de injecdo, executada com solucéo de formiato
de sddio 1 mM em acetonitrila/dgua (9:1, v/v). As massas tedricas dos ions
de calibragio no modo positivo foram 158,964069, 226,951493,
294,938917, 362,926341, 430,913765, 498,901189, 566,888613,
634,876037 e 702,863461 correspondentes a formula Na(NaCOOH)n +, n =
2-10, respectivamente. Tambem, foi realizado um teste inicial do sistema
LC-HRMS/MS, para isto foi injetado duas vezes metanol e a solucéo padréo
de (120ng/mL de acetato de L-leucina-encefalina anidro, BACHEM, Lote:
1064605) (C,sH37NsO7) apresentando massa exata de 556,2765 Da ([M+H]")
em modo de ionizagéo positivo.

Apos essa verificagdo, deu-se inicio a analise metabolémica,
onde a sequéncia de injecdo foi organizada desta seguinte maneira: trés
injecdes das amostras dos brancos, com posterior inje¢do da amostra QC por
cinco vezes para condicionar a coluna cromatografica e, em seguida, as

amostras de extratos de folhas (randomizadas). A sequéncia de injecdo das
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amostras foi randomizada para reduzir o efeito da contaminacdo da(s)
injecao(0es) anterior(es). Para monitorar o desempenho e a estabilidade do
instrumental ao longo da andlise, 0 QC foi injetado trés vezes a cada 10
amostras.

A solugéo de calibragdo também foi injetada no final de cada
corrida analitica (no tempo de 16 a 20 min, sem prejudicar a identificacdo
dos analitos), e antes do pré-processamento dos dados, todos 0s espectros
foram recalibrados internamente utilizando o modelo de regressédo
quadratica de calibracdo de alta precisdo (HPC). Os espectros foram
calibrados automaticamente usando o software ProfileAnalysis 2.0 (Bruker

Daltonics, Bremen, Alemanha).

2. 3.5 - Processamento dos Dados

Os arquivos dos dados brutos (formato “.d” nativo do
instrumento) recalibrados, adquiridos das analises por LC-HRMS, foram
convertidos para o formato mzXML utilizando o software MSConvertGUI
(64 bits) do ProteoWizard. Os dados mzXML foram importados no MZmine
3 versdo 3.7 e processados usando as seguintes etapas: mass detection,
feature processing, chromatogram building, smoothing in retention time
dimension, feature resolving 13C isotope filter, feature alignment,
subtraction blank e gap-filling. Os parametros utilizados para cada etapa
encontram-se no Apéndice (TABELA A.2).

A tabela contendo as informacdes como area de cada feature do
MZmine 3 foi exportado como arquivo .txt, convertido para .csv (amostras
nas linhas e caracteristicas-pares de m/z com tempo de retencéo nas colunas).
Essa matriz convertida foi inserida na plataforma MetaboAnalyst (versao

6.0) para realizar as analises estatisticas. Dentro dessa plataforma, os dados
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foram filtrados com base no desvio padrdo (DP) e valor médio de intensidade
de 80%. Através da centralizacdo na media foi realizada a normalizacéo dos
dados.

Em seguida, esses dados foram submetidos a Analise de
Componentes Principais (PCA), Anélise Discriminante de Minimos
Quadrados Parciais (PLS-DA), Analise Hierarquica de Cluster (mapa de
calor), graficos de caixa dos metabdlitos significativamente diferentes
(p<0,05) e Andlise de fold Change. A anotacdo das moléculas relevantes
obtidas dos testes estatisticos foi realizada utilizando o software gratuito
Sirius, que utiliza ferramentas de fragmentacdo in silico. A plataforma de
acesso aberto, Rede Social Molecular Global de Produtos Naturais (GNPS;
http://gnps.ucsd.edu) foi utilizada para auxiliar nessa anotagao***%.

A Analise de Variancia (ANOVA) (p<0,05) foi aplicada para

comparar as abundancias dos compostos individuais responsaveis pela

diferenciacdo dos perfis metabolicos dos grupos. Ja, a Anélise de Variancia
Multivariada Permutacional (PERMANOVA) foi realizada com o objetivo
de verificar a existéncia de diferencas significativas entre as respostas
obtidas nos tratamentos. Ambas as analises foram conduzidas utilizando o
software MetaboAnalyst.

Todas as etapas para a analise metabolomica estdo simplificadas

no fluxograma de trabalho, como mostrado na FIGURA 2. 4.
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FIGURA 2. 4 - Fluxo de trabalho da analise de metaboldmica.
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2.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

2. 4. 1 — Analise Metabolémica entre os Diferentes Estagios de

Desenvolvimento da Soja sob Herbivoria por Spodoptera frugiperda

Para investigar de forma abrangente as alteracGes metaboldmicas da
soja em diferentes estagios de crescimento (VC, V2 e V5) e desenvolvimento
(folha nova e velha) ap6s dano por Spodoptera frugiperda, utilizamos uma
abordagem metabolomica ndo direcionada por LC-QqTOF-MS/MS. Um total de
2308 features de metabolitos foram adquiridos apds o processamento dos dados
brutos e exportados em uma tabela contendo as caracteristicas (m/z e tr) e area de
cada feature. Para avaliar a validade dos resultados quimiométricos e garantir a
auséncia de erros sistematicos, aliquotas de controle de qualidade (QC) foram
medidas sistematicamente entre sequéncias de amostras. A FIGURA 2. 5 mostra
0 agrupamento proximo das amostras de QC, confirmando a reprodutibilidade do

método analitico (Apéndice A.1).
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FIGURA 2.5 - Grafico de PCA comparando o agrupamento do QC com 0s grupos
das folhas jovem e velha dos estagios VC, V2 e V5.
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2. 4.2 - Analise Metabolémica Geral entre os Estagios VC, V2 e V5.

Inicialmente, utilizamos analises multivariadas, como a Analise de
Componentes Principais (PCA) e a Analise Hierarquica de Cluster (HCA) para
fornecer uma visdo geral dos metabodlitos significativamente diferenciais que
contribuem para as variagfes metabolicas entre os estagios VC, V2 e V5 da soja.

A fim de visualizar melhor as diferencas na composic¢ao quimica das
plantas, realizamos a PCA separada para as amostras controle e tratamento. Os

resultados mostraram um agrupamento diferencial nos perfis metabdlicos
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constitutivos e induzidos da soja entre VC, V2 e V5, como ilustrado na FIGURA
2.6. Isto foi confirmado pelo teste de Analise de Variancia Multivariada
Permutacional (PERMANOVA) que mostrou diferenca significativa entre os
estagios (p< 0,05). No entanto, os perfis induzidos de VC, V2 e V5 mostraram
maiores valores de R?= 0.80, 0.55 e 0.72. Esses valores indicam o poder do

modelo para explicar a variabilidade entre os tratamentos, TABELA 2. 2.

FIGURA 2. 6 - Grafico de PCA comparando os tratamentos em folhas de soja nos
estagios VC (azul), V2 (verde) e V5 (vermelho); (a) amostras de controle (b)
amostras de inducao.
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TABELA 2. 2 - Resultados de PERMANOVA dos tratamentos controle e indugéo
dos estagios VC, V2 e V5.

Tratamentos F R? p.Valor
V2-C vs V5-C 13.73 0.43 0.002*
V2-C vs VC-C 19.17 0.51 0.001*
V5-C vs VC-C 23.35 0.56 0.001*
V2-1 vs V5-I 74.46 0.80 0.001*
V2-1vs VC-I 22.32 0.55 0.001*
V5-1 vs VC-I 47.38 0.72 0.001*

* Indica significancia p<0,05.
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Para termos uma compreensao preliminar das diferencas metabdlicas

gerais, selecionamos os metabolitos com maiores pontuacGes nos graficos de

loadings (FIGURA 2. 7). Observamos que a variagdo no contetdo total de

metabolitos das classes de acidos graxos e conjugados,

terpenos e

fenilpropanoides podem estar relacionados com o grau de variagdo entre oS

grupos.

FIGURA 2. 7 - Graficos de loadings para a primeira e segunda componentes das
amostras de folhas de soja nos estagios VC, V2 e V5; (a) amostras de controle (b)
amostras de inducéo.
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Em seguida, utilizamos o mapa de calor de agrupamento (FIGURA
2. 8) e a Analise de variancia (ANOVA) (FIGURA 2. 9) para investigar as

abundancias dos compostos que sdo significativamente responsaveis pela

diferenciacédo entre os perfis metabdlicos dos estagios e tratamentos.
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O mapa de calor foi dividido em dois clusters com base nas mudancas
de metabolitos durante o desenvolvimento da planta. Notavelmente, os estagios
VC e V2 parecem compartilhar variacbes metabolicas semelhantes, enquanto o
estdgio V5 apresenta uma distincdo clara. Os principais compostos que
apresentaram variacOes expressivas na abundancia relativa sdo provenientes do
metabolismo primario, como acidos graxos e seus conjugados.

Entre os metabdlitos, destacam-se: metil-9,10-dihidroxioctadeca-
11,13,15-trienoato, &cido 13-hidroxi-9-metoxi-10-oxo-11-octadecenoico, &cido
octadeca-3,6,9,12,15-pentaenoico e acido heptadeca-8,11-dienoico. Seguido de
alguns compostos do metabolismo secundarios da classe dos terpenos, tais como
8,8-dihidroxi-trans-neoxantina, &cido havardico F e muurola-4,10(14)-dien-3-
ona. Assim, esses compostos sao encontrados em altos niveis apenas nos estagios
VC e V2, e parecem aumentar quando a planta esta sob estresse (FIGURA 2.8).

Em contrapartida, no estagio V5, os metabolitos secundarios
pertencentes as classes dos fendlicos (derivados de kaempferol, 3,4-
metilenodioxicinamaldeido e &cido cumarico) e terpenos (turmerona e derivados
de soja saponina), também se mostraram significativos para a discriminacéo
metabolica, indicando uma evidente diferenca em relagdo aos estagios anteriores.
A anotacdo quimica dos compostos esta apresentada no Apéndice (TABELA
A.3).
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FIGURA 2. 8 - Mapa de calor da abundancia média dos 60 metabdlitos
significativos em linhas (ID), e as amostras dos diferentes estagios em colunas.
Os metabdlitos regulados para cima e para baixo sdo indicados por diferentes tons
de vermelho e azul, respectivamente. Abundancia foi significativa pela ANOVA
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FIGURA 2.9 - Comparacéo da abundéncia relativa de 20 compostos responsaveis
pela diferenciacdo dos grupos entre os estagios VC, V2 e V5 da soja. O (*)
significa que a abundancia foi significativa pela ANOVA p<0,05.
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Através dos resultados anteriores (loadings e mapa de calor),
selecionamos e classificamos um total de 318 metabdlitos significativos. Os
metabdlitos anotados foram divididos em 12 grupos, incluindo acidos graxos e
derivados (48%, 154), acidos fendlicos (11%, 35), terpenoides (10%, 33),
flavonoides (7%, 22), aminoacidos e derivados (6%, 20), carboidratos e derivados
(4%, 14), acidos organicos (4%, 12), cumarinas (2%, 6), alcaloides (1%, 3)
lignanas (1%, 3), esteroides (2%, 5), outros (5%, 3) e nédo identificados (2%, 6)
(FIGURA 2. 10).

Portanto, os acidos graxos e seus derivados, os acidos fendlicos e os
terpenoides foram os principais metabolitos encontrados na soja durante a fase
vegetativa, estando diretamente envolvidos na diferenciacdo metabolica entre os
grupos analisados. Os dados apresentados na FIGURA 2. 10, demonstram que a
técnica de extracdo, associada a integracdo dos dados obtidos nas analises por
cromatografia liquida, utilizando uma abordagem ndo direcionada, permitiu a
anotacdo de uma diversidade de classes quimicas. Os compostos classificados

como 'outros' referem-se as moléculas que foram anotadas apenas uma vez.
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FIGURA 2. 10 - Classificacdo dos 318 metabdlitos significativos em folhas jovem
e velha nos estagios de desenvolvimentos da soja (VC, V2 e V5), considerando
os tratamentos controle e indugéo.
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Neste contexto, é possivel notar o efeito temporal do
desenvolvimento da planta na variacdo e composicdo dos metabolitos nos
diferentes tratamentos. Os compostos oriundos do metabolismo priméario foram
principalmente abundantes nos estagios iniciais, e no final do ciclo vegetativo, ha
uma maior diversificacdo de metabolitos. Deve-se enfatizar que estas correlacoes
observadas sdo consequéncias diretas das reacoes e regulacbes enzimaticas, sendo
este um sistema altamente dinamico, durante o crescimento da planta. Outro ponto
interessante para considerarmos € que essa diferenca pode estar diretamente
relacionada ao paradigma custo-beneficio, uma hipotese de defesa que assume
que a producdo de compostos secundarios € custosa para a planta, pois desvia

energia e recursos do crescimento e outros processos vegetaist®3°,
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Embora a producdo de metabolitos secundarios reflita na resisténcia
da planta, varios estudos mostram relacdo direta de metabolitos priméarios na
adaptacao das plantas a estresses. Por exemplo, alteragdes no metabolismo de
aminoacidos e carboidratos na soja em resposta a infeccbes ao fungo
Phytophthora sojae %6404l Em plantas de tomate, genes envolvidos na
biossintese ou homeostase de aminoacidos e carboidratos demonstraram inducao
em resposta a Phytophthora sojae. Além do metabolismo de carboidratos e
aminoacidos, ha evidéncias de acimulo de diferentes subclasses de &cidos graxos
durante a resposta de defesa de planta Arabidopsis a Phytophthora sojae 13%142-
144.

Assim, essas analises permitiram avaliar as mudancgas gerais na
composicdo metabolica da soja ao longo do seu desenvolvimento. O
entendimento do metabolismo priméario e secundario nas plantas é crucial para
compreender ndo apenas a fisiologia basica, mas também a incrivel diversidade

de estratégias adaptativas que utilizam para prosperar sob condicGes de estresse.

2. 4. 3 - Analise Metabolémica em Folhas de Soja ap06s Herbivoria:

comparacao entre idades nos estagios VC, V2 e V5

Para compreender melhor as mudancas nos perfis metabélicos apos
a inducdo por herbivoria como estratégia de defesa, avaliamos individualmente as
plantas nos estagios VC, V2 e V5 por meio de analises multivariadas e univariadas
detalhadas. Investigamos se essas alteracOes diferem dependendo da idade da
folha, considerando o aspecto folha jovem vs. folha velha. Alem disso, buscamos
identificar os principais metabolitos que diferiram significativamente entre os

tratamentos (controle e inducéo).
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2. 4. 4 - Metabolémica Comparativa das Folhas de Soja no Estagio
VC.

Realizamos a PCA para visualizar os padrdes de acumulo de
metabdlitos entre os orgdos da soja (FIGURA 2. 11). Os resultados da PCA
mostraram uma boa separagdo entre os grupos, onde o primeiro componente
principal (PC1) e o segundo componente principal (PC2) explicaram 59.8% da
variancia total metabodlica. A maior separacdo esta relacionada com a idade do
orgdo (jovem e velha), separada por PC1 (41.7%). As amostras de controle e
inducéo foram separadas pela PC2, apresentando (18.1%) da variacéo, sugerindo
que h& diferenca na composicdo metabolémica ap6s o dano por Spodoptera
frugiperda nos grupos. Os resultados de PERMANOVA confirmam essa

magnitude na separacdo das folhas, como mostrado na TABELA 2. 3.

49



FIGURA 2. 11 - Gréfico de PCA comparando o metaboloma das folhas jovem e
velha (controle e inducdo) no estagio VC.
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TABELA 2. 3 - Resultados de PERMANOVA dos tratamentos entre as folhas
jovem e velha no estagio VC.

Tratamentos VC F R? p.Valor
Velha-C vs velha-I 123.29 0.94 0.012*
Velha-C vs jovem-C 104.92 0.93 0.012*
Velha-C vs jovem-I 692.42 0.98 0.009*
Velha-I vs jovem-C 154.43 0.95 0.009*
Velha-1 vs jovem-I 721.26 0.98 0.009*
Jovem-C vs jovem-I 58.11 0.87 0.013*

* Indica significancia p<0,05.

A fim de identificar os metabdlitos diferenciais que contribuem para
as variacdes entre diferentes grupos, empregamos a Andlise Discriminante de
Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) (FIGURA 2. 12). Os valores de
Importancia Variavel na Projecdo (VIP) é uma soma ponderada dos quadrados do
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peso do PLS, e um valor >1 é geralmente usado como critério para identificar as
variaveis importantes para o modelo*®,

A partir disso, foram utilizados valores de VIP > 1,3 como valor de
corte para selecionar as variaveis com maior influéncia na distribuicdo das
amostras observadas. Um total de 72 metabdlitos provenientes das classes de
acidos graxos e conjugados, acidos organicos, carboidratos e conjugados,
cumarinas, policetideos, terpenos e fendlicos tiveram um valor de VIP > 1,3. A
avaliacdo desse modelo é apoiada pelos valores de R?=0,83 e Q2=0,76,
confirmando a validade e fiabilidade dos resultados obtidos através da analise.

A FIGURA 2. 12(a) esta representando apenas os 25 metabolitos
com alto valor de VIP (Apéndice A.4). Os compostos que apresentaram variagdes
expressivas para a discriminacdo metabolémica das folhas de soja foram o0s
conjugados de acidos graxos, seguidos pelos terpenos. Esses constituintes sao
acumulados de maneira diferenciada nos tratamentos de ambas as folhas. Os
conjugados de acidos graxos sdo mais acumulados nas folhas velhas, destacando-
se 0s metabolitos acido 18-metoxi-18-oxooctadec-9-enoico, metil-13-
oxooctadeca-9,11-diencato e metil-11,12-dihidroxioctadeca-9-ienoato como
aqueles com maior VIP. No entanto, nas folhas velhas induzidas, ha uma
diminuicdo desse grupo de metabdlitos.

Nas folhas jovens, além do acumulo de outros acidos graxos, como
acido octadeca-3,6,9,12,15-pentaenoico e é&cido 2-(5-hidroxi-4-metil-pent-3-
enil)-6,10-dimetil-undeca-2,6,10-trienoico também se observou o acumulo dos
terpenos, acido havardico F, 2,3,4,4a,5,6,7,8-octahidro-3-hidroxi-4a-metil-7-(1-
metilenoilnaftalenocarboxaldeido e muurola-4,10(14)-dien-3-ona. E importante
mencionar que esses compostos mostraram uma alteracdo significativa na
abundancia quando a planta esta sob ataque de insetos. Assim, 0s metabdlitos
discriminantes variam tanto pela idade da folha, quanto apds a inducdo de

herbivoria na planta.
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FIGURA 2. 12 — Anadlises discriminantes por minimos quadrados parciais (PLS-
DA). (a) VIP scores destacando a variacdo dos 25 metabdlitos anotados de
relevancia significativa entre os tratamentos das folhas jovem e velha no estagio
VC da soja; (b) Capacidade preditiva do modelo PLS-DA com base no valor de
Q?validados cruzadamente em 10 vezes e a precisdo de R?e Q? superiores a 0,8.
O asterisco em vermelho em (b) representa o melhor modelo classificador.
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Com base nisso, utilizamos graficos de volcano para identificar os
metabolitos que diferiram significativamente entre os tratamentos (controle e
inducdo) nos 6rgdos em estudo. O grafico de volcano estd apresentado na
FIGURA 2. 13. O eixo x representa a taxa de variacdo entre o valor maximo e
minimo entre as duas variaveis consideradas (logaritmo do fold-change). Ja o eixo
y € 0 logaritmo do p-valor do fold change. Dessa forma, os metabdlitos de maior
significancia estatistica e tamanhos de efeitos pronunciados no grafico, sao
aqueles que aparecem mais proximos do topo e distantes do centro.

Baseados nisto, extraimos as informacdes do grafico de volcano que
mostrou que 26 metabdlitos foram significativamente regulados positivamente,

enquanto 29 metabdlitos foram regulados negativamente na folha velha (FIGURA
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2. 13(a)). Ja nas folhas jovens, 34 e 32 metabdlitos diferencialmente abundantes
foram regulados positivamente e negativamente, respectivamente (FIGURA 2.
13(b)). No Apéndice A.5 apresentamos as possiveis moléculas que tiveram

variacdo significativa nos dois érgaos.

FIGURA 2. 13 - Grafico de volcano comparando os metabdlitos diferenciais nos
tratamentos controle e inducéo de folhas de soja no estagio VC. (a) metabdlitos
regulados na folha velha; (b) metabdlitos regulados na folha jovem. Os pontos
vermelhos e azuis denotam metabdlitos significativamente regulados
positivamente e negativamente, respectivamente. Valor p<0,05; mudanca relativa
(FC)= 2,0; taxa de descoberta falsa (FDR)<0,5.
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Destacamos alguns metabdlitos alterados e anotados para discuti-los
no contexto da literatura sobre suas possiveis funcionalidades na planta e/ou em
resposta ao estresse. Dentre os compostos induzidos nas folhas jovens e/ou velhas,
temos: acido 9-oxo-10,12-octadecadienoico, &cido 9-oxooctadeca-10,12,15-
trienoico, acido  9,10,13-trihidroxioctadeca-11,15-dienoico, &cido 13-
oxooctadeca-9,11,15-trienoico, acido 12-oxo-9-octadecenoico, acido linolénico,
metil-9,11,13,15-octadecatetraenoato, acido 9-metiloctadecanoico, heptadecanal,
acido nonadecilico, pentadec-5-en-1-ol, heptadec-2-eno-1,5-diol, pentadec-2-en-
1-ol, 2-aminoheptadecano-1,3-diol, malonil-D-triptofano, 2,3,4,4a,5,6,7,8-
octahidro-3-hidroxi-4a-metil-7-(1-metilenoil)-1-naftalenocarboxaldeido, 4-
hidroxitestosterona, 5alfa-androstan-17alfa-ol-3-ona, muurola-4,10(14)-dien-3-
ona, acido havardico F e daidzeina. As informagdes dos compostos induzidos sao
apresentadas no Apéndice A.5.

Os compostos como, acido 9-0xo-10,12-octadecadienoico, acido 9-
oxooctadeca-10,12,15-trienoico, acido 9,10,13-trihidroxioctadeca-11,15-
dienoico, &cido  13-oxooctadeca-9,11,15-trienoico, acido  12-0x0-9-
octadecenoico, acido linolénico, metil-9,11,13,15-octadecatetraenoato, acido 9-
metiloctadecanoico, heptadecanal, &cido nonadecilico, pentadec-5-en-1-ol,
heptadec-2-eno-1,5-diol, pentadec-2-en-1-ol e 2-aminoheptadecano-1,3-diol séo
derivados de acidos graxos, sendo a classe mais induzida nas folhas.

Para melhor visualizar esse grau de interacdes, utilizamos o diagrama
de Venn com todos os IDs referente as moléculas induzidas nas folhas jovem e
velha (FIGURA 2. 14).
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FIGURA 2. 14 - Diagrama de Venn representando os IDs exclusivos e comuns
dos metabdlitos significativos pelo volcano nas folhas jovem e velha do VC. As
setas vermelha e azul, referem-se as moléculas reguladas positivamente e
negativamente, respectivamente.
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Na planta, os acidos graxos, metabolitos primarios, séo compostos
cruciais para os mecanismos fisioldgicos basicos. Além disso, estudos mostram
que eles desempenham um papel importante na adaptacdo das plantas e estdo
ganhando destaque como um dos sistemas gerais de defesa contra varios estresses
bidticos e abidticos 146,

Por exemplo, ADIGUN et al. (2023)!2 mostraram que acido 13-0xo-
9,11-octadecadienoico e outros conjugados foram induzidos em cultivares de soja
tolerantes apos a infeccdo por Phytophthora sojae. O &cido linolénico € um

precursor para a producdo do acido jasménico, um importante composto de
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sinalizacdo envolvido na defesa e desenvolvimento das plantas, (FIGURA 2.
15(a)).

Estudos genéticos e com a avaliagdo do aumento da radiagédo UVB
revelaram um papel essencial do &cido jasménico na regulacdo da defesa das
plantas contra ataques de insetos!*’~°0, Em tomateiro, o 4cido jasmonico pode
desencadear sistemicamente rotas de sinalizacdo para a ativacao de defesas, como
visto na FIGURA 2. 15(b)15+1%,

O acido linolénico também desempenha um papel crucial na
biossintese de eliciadores presentes na saliva de insetos, como a volicitina, um
conjugado de &cido linolénico com aminoacido. Esse composto é formado a partir
da ingestdo do 6rgdo vegetal contendo acido linolénico, em conjunto com uma
enzima liberada pelo inseto. Por exemplo, em plantas de milho, o conjugado
demonstrou potencial para induzir a producéo de metabdlitos secundéarios volateis
apos dano causado pela Spodoptera exigua®* 1%,

A aplicacdo exogena de acido linolénico também foi avaliada por
SUMAYO et al. (2014)*7, que observaram uma série de mudancas fisioldgicas e
bioquimicas que resultaram em maior resisténcia do tabaco a podriddo mole

causada por Pectobacterium carotovorum subsp. Carotovorum.
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FIGURA 2. 15 - Etapas na rota de conversdo do acido linolénico em &cido jasménico (a) e rota de sinalizacao para ativacdo

das respostas induzidas em tomateiro (b).
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Heptadecanal, pentadec-5-en-1-ol, heptadec-2-eno-1,5-diol e
pentadec-2-en-1-ol sdo derivados de aldeidos e alcoois, cuja produgdo em plantas
tem sido relacionada ao cheiro de folhas frescas!®®. Esses compostos volateis séo
considerados sinalizadores quimicos da inducdo da expressao génica associada a
condicOes de estresse.

Os volateis produzidos pelas plantas desempenham diversas funcdes
ecologicas, que vao além da mediacéo das interacdes entre plantas e insetos. Esses
compostos podem atrair inimigos naturais e parasitoides, além de atuar como
sinais sistémicos dentro da prépria planta. Também podem funcionar como sinais
a longa disténcia, comunicando-se com plantas vizinhas para iniciar mecanismos
de defesa, (FIGURA 2. 16)*81%° Porexemplo, plantulas de milho tratadas com
volicitina liberam grandes quantidades de terpenos, 0s quais atraem as vespas

parasitoides Microplitis croceipes.
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FIGURA 2. 16 - Representacdo esquematica das funcdes ecoldgicas dos volateis
induzidos por insetos herbivoros.
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Em artemisia, estudos demonstraram que 0s volateis induzem
resisténcia a herbivoros em diferentes ramos da planta'® !, Os élcoois aqui
induzidos podem ter sido produzidos a partir da reducédo dos aldeidos por enzimas
redutases (aldeido redutases). Uma importante correlacdo é que essa cascata de
modificacbes pode ter como precursor 0 acido linolénico, indicando uma forte
ativacdo dessa via biossintética em resposta ao dano causado pela Spodoptera
frugiperda.

Outro ponto interessante € que a daidzeina, uma isoflavona, foi

induzida exclusivamente na folha velha. Na literatura, essa isoflavona esta
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diretamente relacionada a defesa da planta contra estresse de insetos e patdgenos.
MURAKAMI et al. (2014)*! observaram que a daidzeina foi induzida em folhas
de soja ap6s herbivoria por Spodoptera litura. ZHOU et al. (2011)%2 também
demonstraram que a daidzeina pode inibir significativamente o crescimento larval
de Spodoptera litura.

Outros compostos que sdo metabolitos induzidos diferencialmente
entre 0s 6rgdos foram os diterpenoides muurola-4,10(14)-dien-3-ona e acido
havardico F, induzidos somente na folha velha. Por outro lado, o sesquiterpenoide
2,3,4,4,5,6,7,8-octahidro-3-hidroxi-4-metil-7-metilenoilnaftalenocarboxaldeido
foi induzido exclusivamente na folha nova. Na FIGURA 2. 17 apresentamos as
estruturas quimicas de algumas moléculas que foram anotadas e induzidas em

folhas jovem e velha.
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FIGURA 2. 17 - Estruturas quimicas de moléculas induzidas em folhas jovem e
velha de VC. As setas em vermelho indicam que o metabdlito aumentou em
relagdao ao controle.

0 0 o o X
| P PP W B 1

Acido 9-ox0-10,12-octadecadienoico

I e

Heptadecanal

Daidzeina

0 ~_

| ;
OH :

Acido linolénico

—

I _O

XX =

2,10-dimetil-6-metilidenododeca-2,7,9,11-tetraenal

Acido havardico F

O estagio VC é uma fase crucial durante o ciclo de vida das plantas,
caracterizado por pouco 6rgéo foliar e intensa atividade metabdlica complexa.
Diante disso, para compararmos a inducdo temporal, decidimos coletar o
cotiledone (folha ndo verdadeira com baixa taxa fotossintética) como 6rgao aéreo
mais velho. O cotilédone, por sua vez, é uma folha embrionaria modificada,
responsdvel por fornecer nutrientes essenciais nas fases iniciais do

desenvolvimento, sendo, portanto, fundamental para o estabelecimento da planta.
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Dessa forma, sua funcdo nutricional e seu estagio de
desenvolvimento podem influenciar diretamente na forma como a planta responde
ao estresse causado pela herbivoria, contribuindo para a diferenciacdo das
respostas observadas entre os 6rgdos analisados. Outra hipotese a se considerar é
que todos os 6rgdos sao importantes, o que pode explicar a grande semelhanca de
perfis metabdlicos entre as folhas quando a planta esta sob ataque de insetos.

Diante disso, além de mostrar tolerancia e direcionar também energia
para a emergéncia de novas folhas, a planta parece investir em defesa indireta e/ou
em defesa sistémica devido a grande correlacdo de compostos volateis emitidos.
Portanto, como a planta se encontra em uma fase critica para a sua sobrevivéncia,

estas podem ser as possiveis estratégias para superar o estresse de herbivoria®®,

2. 4.5 - Metabolémica Comparativa das Folhas de Soja no Estagio
V2.

Para observar padrdes de separacdo de grupos no estagio V2 da soja,
também aplicamos a PCA (FIGURA 2. 18). Observamos que a maior separacdo
dos grupos esta relacionada aos tratamentos das folhas (controle e inducdo), PC1
(24.3%). A separacdo relacionada a idade das folhas é menor, sendo mais
pronunciada quando as plantas estdo sob estresse por insetos, PC2 (21.6%).
Assim, esses resultados sugerem uma contribui¢do importante da inducéo para a
modulacdo dos niveis de metabdlitos e para a diferenciacdo entre as folhas. Os
valores da PERMANOVA refletem esse grau de separacao dos grupos, conforme
mostrado na TABELA 2. 4.
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FIGURA 2. 18 - Gréafico de PCA comparando o metaboloma das folhas jovem e
velha (controle e inducdo) no estagio V2.
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TABELA 2. 4 - Resultados de PERMANOVA dos tratamentos entre as folhas

jovem e velha no estagio V2.

Tratamentos V2 F R? p.Valor
Velha-C vs velha-I 14.19 0.64 0.006*
Velha-C vs jovem-C 4.25 0.35 0.052

Velha-C vs jovem-I 22.88 0.74 0.008*
Velha-I vs jovem-C 22.55 0.74 0.013*
Velha-1 vs jovem-I 54.17 0.87 0.006*
Jovem-C vs jovem-I 14.40 0.64 0.008*

* Indica significancia p<0,05.
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Em seguida, utilizamos o valor de VIP para determinamos as
moléculas com abundancias significativas entre os 6rgdos (FIGURA 2. 19(a)).
Dentre os 25 metabolitos que apresentaram variacdes significativas, 12 pertencem
a classe dos &cidos graxos e conjugados, 4 sdo aminoacidos e conjugados, 3 sdo
terpenos, 3 sdo acidos cinamicos e derivados, e 0os demais incluem 1 derivado de
carboidrato e 1 esteroide. Esses compostos mostraram-se alocados
diferencialmente em ambos os tratamentos das folhas jovens e velhas.

Os acidos graxos e conjugados metil 8-[3-(1-hidroxiocta-2,5-dien-1-
il)oxiran-2-ilJoctanoato,  acido  12,14-dihidroxi-13-(metoxicarbonil)-3,5,7-
trimetiltetradeca-2,4-dienoico,  &acido  2,16-dimetilidenoheptadecanodioico,
colelenato de metila, acido 8-hidroxioctadeca-11,17-dien-9-inoico, é&cido 2,8-
dietilnonanodioico, o aminoéacido (glicilfenilalanileucilglicina), o terpenoide
(turmerona), e o esteroide (estra-2,5(10)dien-17-ona) sé@o constitutivamente mais
presentes nas folhas jovens. No entanto, observamos que nas folhas induzidas
(jovens e velhas), os niveis desses metabolitos aumentam, sendo esse aumento
mais pronunciado no o6rgao jovem.

Por outro lado, a pisumsaponina | (terpenoide), acido ferulico (a4cido
fenodlico), acido tuberbnico-f-D-glicosideo, (derivado de acido graxo), e o
aminoacido  N,N'-[4-(2-fenil-hidrazinilideno)-4H-pirazol-3,5-diil]diacetamida,
diminuem na folha velha induzida, enquanto aumentam na folha jovem induzida.

Diante dessas analises, observamos diferencas marcantes entre 0s
perfis metabdlicos das folhas, com destaque para as folhas jovens, que
apresentaram maior variacdo na abundancia de compostos em resposta a inducao.
De forma semelhante, Meldau et al. (2012) também ressaltam que tecidos jovens
tendem a ser mais responsivos a estimulos induzidos do que os tecidos mais
velhos. Essa maior responsividade pode estar associada ao fato de que as folhas
jovens sdo mais ativas do ponto de vista fotossintético e recebem maior incidéncia

de luz em comparacéo as folhas mais velhas.%*
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FIGURA 2. 19 - Analises discriminantes por minimos quadrados parciais (PLS-
DA). (a) VIP scores destacando a variacdo dos 25 metabdlitos anotados de
relevancia significativa entre os tratamentos das folhas jovem e velha no estagio
V2 da soja; (b) Capacidade preditiva do modelo PLS-DA com base no valor de
Q?validados cruzadamente em 10 vezes e a precisdo de R%e Q? superiores a 0,6.
O asterisco em vermelho em (b) representa 0 melhor modelo classificador.
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Com base nas informacbes do grafico de volcano,

selecionamos

algumas moléculas que diferiram significativamente entre o controle e inducéo

(FIGURA 2. 20). Esses metabdlitos induzidos pertencem a diferentes classes

como acidos graxos e conjugados, carboidratos e derivados, terpenoides,

alcaloides e benzoides, como mostrado no Apéndice A.7.

Os metabolitos significativamente

induzidos em

resposta a

herbivoria nas folhas jovem e velha foram: &cido 3-hidroxitetradecanoico, &cido

12-hidroxiheptadeca-8,10,14-trienoico, turmerona, &cido indol-3-acrilico e o

9,10,13-trihidroxioctadeca-11,15-dienoico. Enquanto isso, o &cido 3-hidroxi-12-

metiltridecanoico, acido 2,6-hexadecadiinoico, acido 2-prop-1-en-2-ildecanoico,
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hexoato de etila, acido smaditerpénico C, diéster de betulina, muurola-4,10(14)-
dien-3-ona e o triptofano foram exclusivos na folha velha.

Por outro lado, os compostos restritos na folha jovem foram: metil
3,6-octadecadiinoato, é&cido 5-hidroxi-4-metilpent-3-enil-6,10-dimetilundeca-
2,6,10-trienocico, acido 9-oxooctadeca-10,12,15-trienoico e acido 12-
hidroxioctadec-9-enoico. No diagrama de Venn também representamos essas
comparagOes, porém com todas as moléculas induzidas em ambas as folhas
(FIGURA 2. 21).

66



FIGURA 2. 20 - Grafico de volcano comparando os metabdlitos diferenciais nos
tratamentos controle e inducdo de folhas de soja no estagio V2. (a) metabdlitos
regulados na folha velha; (b) metabdlitos regulados na folha jovem. Os pontos
vermelhos e azuis denotam metabdlitos significativamente regulados
positivamente e negativamente, respectivamente. Valor p<0,05; mudanca relativa
(FC)= 2,0; taxa de descoberta falsa (FDR)<0,5.
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FIGURA 2. 21 - Diagrama de Venn representando os IDs exclusivos e comuns
dos metabdlitos significativos pelo volcano nas folhas jovem e velha do V2. As
setas vermelha e azul, referem-se as moléculas reguladas positivamente e
negativamente, respectivamente.
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Com base nisso, as moléculas da classe dos &cidos graxos e seus
conjugados foram mais induzidas em comparagdo com o controle, tanto nas folhas
jovens quanto nas velhas. No caso dos metabolitos secundarios, os terpenos
volateis se destacaram como 0s compostos mais induzidos em ambas as folhas.
Embora os perfis metabolémicos dos 6rgdos fossem semelhantes, observou-se
que as folhas velhas apresentaram uma maior quantidade de terpenos induzidos
(Apéndice A.7).

Dentre os compostos anotados, podemos destacar 0s sesquiterpenos
e triterpenos que apresentam estrutura quimica similar a turmerona, muurola-
4,10(14)-dien-3-ona, acido smaditerpénico e diéster de betulina. Embora ainda
ndo existam relatos da presenca desses metabolitos especificos na soja, em plantas

como o milho, a turmerona demonstrou efeitos inseticidas e repelentes sobre a
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lagarta-da-couve (Trichoplusia ni), o gorgulho do milho (Sitophilus zeamais M.)
e a lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda J.E. Smith). No arroz e no pepino,
essa molécula exibiu atividade antifungica significativa contra os patdgenos
flngicos Bipolaris oryzae e Podosphaera xanthii, respectivamente 65168 E
interessante mencionar que essa molécula também se mostrou significativa pelo
valor de VIP score. A muurola-4,10(14)-dien-3-ona, foi isolado pela primeira vez
do cerne de Chamaecyparis obtusa var. formosana, e o acido smaditerpénico foi
encontrado em folhas de Yacon (Smallanthus sonchifolius). Na FIGURA 2. 22
mostramos as estruturas quimicas das moléculas anotadas e induzidas em ambas

as folhas.
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FIGURA 2. 22 - Estruturas quimicas de moléculas induzida em folhas jovem e
velha de V2. As setas em vermelho indicam que o metabolito aumentou em

relagdao ao controle.
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Esta bem estabelecido que os volateis induzidos das plantas ajudam
nas interacdes bidticas e abioticas. Assim, a liberacdo de terpenos volateis pode
ter varios efeitos ecoldgicos, servindo como componentes essenciais de varios
fitohormonios, pigmentos e esterois. Além disso, eles também atuam como
aleloquimicos, toxinas defensivas e dissuadores de herbivoros!®®-17,

Além dos volateis induzidos, temos o acido indol-3-acrilico (acido
butirico), um fitohorménio relacionado com o crescimento vegetal. Este
metabdlito tem como precursor o triptofano, que também se mostrou induzido no
estagio V2. O triptofano € um dos aminoacidos essenciais nas plantas e
intermediario na biossintese das auxinas. Assim, essas moléculas estdo envolvidas
em alterag6es morfoldgicas das plantas, como no crescimento das raizes e no
surgimento de novas folhas!’2173,

A hipotese de defesa Otima prevé que as folhas jovens sdo mais
defendidas que as folhas velhas pela maior aptiddo metabdlica para a planta. De
fato, muitos estudos em diferentes plantas tém mostrado isso. No entanto, neste
estudo a soja parece ndo atender a essa hipotese. Essa discordancia também foi
vista por BOICA JUNIOR et al. (2015)* e SOUZA et al (2021)*23,

Em geral, as plantas tendem a aumentar sua resisténcia e reduzir o
crescimento como resposta a ataques de herbivoros. No entanto, observamos que
a cultivar suscetivel BRS 284, melhorada com foco em alta produtividade, adota
estratégias distintas para lidar com o estresse. Nossos resultados indicam que,
além de ativar uma intensa cascata de sinalizacdo capaz de induzir a biossintese
de diversos compostos, essa cultivar também mantém o investimento em
crescimento, sugerindo um possivel balanco entre defesa e desenvolvimento.

Como a maioria dos compostos induzidos sdo volateis e podem atuar
como sinalizadores, supomos que a planta esteja investindo em defesa indireta
e/ou induzindo sistemicamente em outros orgdos. Alternativamente, devido ao

tempo de inducdo analisado, a planta pode ainda estar no inicio da ativacdo das
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defesas. Outra hipdtese é que, por estar em um estagio vegetativo inicial e ao
investir em crescimento para alcancar a fase de reproducéo, a planta apresente
caracteristicas bioguimicas de tolerancia ao estresse por herbivoria.

Para responder a essas hipdteses, € importante realizar uma anotagdo
precisa dos compostos. Além dos experimentos realizados, € necessario promover
estudos para entender melhor os papéis fisioldgicos e ecoldgicos dos terpenos no
sistema soja-inseto. Outro ponto relevante é realizar estudos de expressdo dos
genes biossintéticos e testes de toxicidade para avaliar a alocacdo e acdo desses
compostos. Ademais, € interessante conduzir testes com as folhas sistémicas para

verificar a magnitude de resisténcia nesses 0rgaos.

2. 4. 6 - Metabolomica Comparativa das Folhas de Soja no Estagio
V5.

Os resultados da anélise de PCA para 0s grupos no estagio V5
mostraram que a maior diferenca nos niveis de metabdlitos esta relacionada com
a idade da folha, PC1 (55.7%). Ao comparar o0s tratamentos, induzido e controle,
0S grupos apresentaram forte sobreposicdo. Porém, é possivel observar uma
tendéncia de separacdo entre o controle e a inducgéo na folha jovem, PC2 (12.4%)
(FIGURA 2. 23). Dessa forma, o dano causado pelo herbivoro pouco impacta na
diferenciacdo da composicdo metabodlica entre as folhas de soja. Dentre o0s
estagios em estudo, o V5 foi 0 que apresentou o menor grau de indugdo apdés o
ataque por Spodoptera frugiperda. Os resultados da PERMANOVA,

apresentados na TABELA 2. 5, refletem esse padréo de agrupamento.
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FIGURA 2. 23 - Gréfico de PCA comparando o metaboloma das folhas jovem e
velha (controle e inducdo) no estagio V5.
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TABELA 2. 5 - Resultados de PERMANOVA dos tratamentos entre as folhas
jovem e velha no estagio V5.

Tratamentos V5 F R? p.Valor
Velha-C vs velha-I 1.62 0.17 0.247

Velha-C vs jovem-C 55.69 0.88 0.012*
Velha-C vs jovem-I 38.59 0.83 0.008*
Velha-1 vs jovem-C 53.84 0.87 0.006*
Velha-I vs jovem-I 41.35 0.84 0.005*
Jovem-C vs jovem-| 7.55 0.49 0.027*

* Indica significancia p<0,05.

Baseado nisso, utilizamos o valor de VIP para identificar os
compostos que apresentaram variagdes expressivas na discriminagéo
metabol6mica das folhas de soja. Os 25 metabolitos com maior valor de VIP estédo

apresentados na FIGURA 2. 24(a). Esses metabdlitos apresentam alocacao
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diferencial entre os 6rgaos e pertencem as classes de acidos graxos e derivados,
acidos cindmicos e seus derivados, carboidratos e derivados, benzoides,
terpenoides, e cumarinas e seus derivados.

Assim, na folha velha, os niveis constitutivos de compostos como 7-
(hidroximetil)-4-({[3,4,5-trihidroxi-6-({[3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-
ilJoxi}metil)oxan-2-ilJoxi}metil)-ciclopenta[c]piran-1-il, 6-[[6-[6-(2-etil-4,5-
dihidroxi-6-metiloxan-3-il)oxi-4,5-dihidroxi-2-(hidroximetil)oxan-3-ilJoxi-4,5-
dihidroxi-2-metiloxan-3-ilJamino]-4-(hidroximetil)ciclohex-4-eno-1,2,3-triol, 2-
butil-4-metoxi-6,6-dimetilciclohexa-2,4-dien-1-ona, 6,10-dimetilundeca-5,9-
dieno-2,8-diona, 2-oxo-4-(2,6,6-trimetilciclohexen-1-il)butanal, 4&cido 2-[4-
butan-2-il]fenil]propanoico, 5-hidroxi-1,3-dimetil-2-(3-oxobutil)ciclohex-2-eno-
1-carbaldeido, é&cido 5-[[5-[3,4-dihidroxi-4-(hidroximetil)tetra-hidrofuran-2-
ilJoxi-3,4-dihidroxi-6-(2-metil-4-oxo-piran-3-il)oxi-tetrahidropiran-2-ilmetoxi]-
3-hidroxi-3-metil-5-oxo0-pentanoico, 4-(2,4-dimetoxifenil)-3-metilbutan-2-ol, 4-
[4-hidroxi-2,6,6-trimetilciclohex-2-en-1-il]but-3-eno-2,2-diol, 2-[2-amino-3-
3,4,5-tri-hidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-ilJoxipropoxi]-6-(hidroximetil)oxano-
3,4,5-triol e teasaponina A5 sdo mais elevados. Em contrapartida, na folha
jovem, estdo em menor abundancia. No entanto, sob condi¢des de ataque, foi
observada uma modulacdo nesses padrdes: 0s niveis desses metabolitos

diminuiram nas folhas velhas, enquanto aumentaram nas folhas jovens.
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FIGURA 2. 24 - Analises discriminantes por minimos quadrados parciais (PLS-
DA). (a) VIP scores destacando a variacdo dos 25 metabdlitos anotados de
relevancia significativa entre os tratamentos das folhas jovem e velha no estagio
V5 da soja; (b) Capacidade preditiva do modelo PLS-DA com base no valor de
Q?validados cruzadamente em 10 vezes e a precisdo de RZe Q? superiores a 0,7.
O asterisco em vermelho em (b) representa o0 melhor modelo classificador.
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Entre as moléculas responsaveis pela maior diferenciacdo entre os
orgaos, os metabdlitos secundarios desempenham um papel central. Considerando
que o estagio V5 esta temporalmente mais proximo do inicio da fase reprodutiva,
ocorre uma reconfiguracdo metabolica nas folhas, refletindo o equilibrio entre a
alocacdo de recursos para o desenvolvimento reprodutivo e a manutencdo das
defesas contra estresses!4>175176,

Durante esse estagio, a planta redireciona compostos primarios,
como acgucares e aminoacidos, para sustentar o crescimento de flores, vagens e
sementes. Como consequéncia, 0 metabolismo priméario nas folhas diminui,
enquanto a producdo de metabdlitos secundarios € intensificada. Os resultados
observados corroboram os achados de PARK et al. (2023) > e KOCH et al.
(2004)8, que indicam que, nos estagios reprodutivos da soja, como o inicio da
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floracdo (R1), a concentracdo de acglUcares aumenta, refletindo a redistribuicdo
desses carboidratos das folhas para os 6rgdos coletores, como as sementes, para
dar suporte a sua maturacdo. Esse fendmeno também esté relacionado a intensa
reprogramacao metabdlica que prepara a planta para suportar os desafios do
desenvolvimento reprodutivo.

Em seguida, construimos o grafico de volcano (FIGURA 2. 25) para
detectarmos as moléculas com variacBes significavas entre os tratamentos.
Notamos que apenas a folha jovem apresentou moléculas induzidas, o que pode
ser explicado pelo fato de essas folhas serem metabolicamente mais ativas em
comparacédo as folhas velhas, que ja se encontram em processo de senescéncia
(processo de envelhecimento e morte natural das folhas de uma planta).

Dentre as moléculas induzidas estdo um dissacarideo 6-O-(f-L-
ramnopiranosil)-D-glicose, regulado positivamente, e quatro derivados de acidos
graxos: acido tridecanodioico, &cido 9-oxooctadeca-10,12,15-trienoico, acido 16-
hidroxihexadecanoico e acido 3-hidroxi-10-metil-6-fenilmetoxiundecanoico, que
mostraram regulados negativamente. E interessante mencionar que esses
resultados refletem no agrupamento dos grupos da PCA. As estruturas quimicas

desses compostos estdo apresentadas na FIGURA 2. 26.
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FIGURA 2. 25 - Grafico de volcano comparando os metabdlitos diferenciais nos
tratamentos controle e inducdo de folhas de soja no estagio V5. (a) metabdlitos
regulados na folha velha; (b) metabdlitos regulados na folha jovem. Os pontos
vermelhos e azuis denotam metabdlitos significativamente regulados
positivamente e negativamente, respectivamente. Valor p<0,05; mudanca relativa
(FC)=2,0; taxa de descoberta falsa (FDR)<O0,5.
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FIGURA 2. 26 - Estruturas quimicas dos compostos induzidos na folha jovem de
V5. As setas vermelha e azul indicam, respectivamente, o aumento e a diminuigéo
do metabolito em relacéo ao controle.
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A partir dos resultados, uma das hipoOteses de defesa vegetal é
baseada na premissa de que ha um trade-off fisiologico, onde as plantas so
direcionam energia para a defesa quando o custo € menor que o beneficio. Ou
seja, a alocacdo de recursos da reproducdo para a defesa, como resisténcia
induzivel e metabdlitos secundarios que séo altamente bioativos em baixas
concentragOes®4177:178,

Portanto, a resposta de inducdo em V5 pode estar relacionada a fase
de desenvolvimento da planta. Neste estagio, a planta ja estd estabelecida e
encontra-se em transicdo para a fase reprodutiva. Possivelmente, a planta esteja
direcionando suas energias para o surgimento de novos 0rgéos, que passam ser de
extrema importancia para alcancar seu alvo final. Assim, a planta pode estar
priorizando esses processos ao invés de alocar recursos para a defesa contra o
dano foliar.

Diante desses resultados, € interessante observar que a maior
diferenca entre os orgdos no estagio V5 esté relacionada com a idade da folha.

Essa dindmica de alocacdo diferencial é consistente com estudos anteriores na
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literatura’®4%17° Ao comparar entre os estagios, o V5 apresentou menor variagéo

metabdlica entre os tratamentos, FIGURA 2. 27.

FIGURA 2. 27 - Diagrama de Venn representando a quantidade de IDs exclusivos
e comuns dos metabdlitos significativos induzidos (aumentados e reduzidos em
relacdo ao controle), conforme identificado pela analise de volcano nas folhas
jovem e velha dos estagios VC, V2 e V5.
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Assim, € importante destacar que a resposta de indugéo da planta a
herbivoria pode variar qualitativa e quantitativamente, dependendo de fatores
como a especie de herbivoro que causa o dano, o habito alimentar do inseto, o

estagio fisioldgico, e a espécie da planta hospedeira®-6067180,
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2.5- CONCLUSOES

Neste estudo, demonstramos que a técnica de extracdo associada a
uma abordagem metaboldmica ndo direcionada permitiu a deteccéo e anotagéo de
uma diversidade de metabdlitos de diferentes classes quimicas. Ficou evidente
que, além do efeito temporal do desenvolvimento da planta, o estresse por
herbivoria também modula os niveis dos metabdlitos nos diferentes estagios de
desenvolvimento (VC, V2 e V5).

Os estdgios VC e V2 compartilham variacbes metabolicas
semelhantes frente a herbivoria, enquanto o estadgio V5 apresenta um perfil
diferente. Nos estagios VC e V5, a idade da folha (jovem versus velha) é o fator
predominante nas diferencas de perfil quimico. Por outro lado, o estagio V2 é a
fase em que a inducéo por herbivoria mais influenciou as separac¢des dos grupos.

Os compostos que apresentaram alteracGes significativas na
abundéncia relativa pertencem, em sua maioria, a0 metabolismo primario, como
acidos graxos e seus derivados. Dentre eles, destacaram-se o0s acidos volateis da
familia dos octadecanoides que sdo altamente acumulados nos estagios VC e V2.
Observamos que acidos graxos, acidos fenolicos e terpenoides sdo os principais
metabdlitos encontrados na soja durante a fase vegetativa, mas sdo acumulados
de maneira diferenciada em folhas jovens e velhas, de modo que os 6rgéos jovens
aparentam ser mais induziveis do que os 6rgdos mais velhos.

Anotamos os principais metabolitos que diferiram significativamente
entre os tratamentos (controle e indugdo). Muurola-4,10(14)-dien-3-ona, acido
havardico F, daidzeina e &cido linolénico foram induzidos apenas em folhas
velhas de VC. Enquanto nas folhas jovens sdo induzidos derivados de &cidos
graxos. Em V2, os terpenos foram os compostos secundarios mais induzidos em
ambas as folhas, porém, nas folhas mais velhas houve maior diversidade desses
metabdlitos como turmerona, acido smaditerpénico C, diéster de betulina e
muurola-4,10(14)-dien-3-ona.
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Muurola-4,10(14)-dien-3-ona foi o metabolito secundario comum
entre as folhas velhas dos estagios VC e V2. A turmerona, por sua vez, foi o Gnico
terpenoide induzido exclusivamente no estagio V2, tanto nas folhas velhas quanto
nas jovens. No estagio V5, apenas as folhas jovens apresentaram compostos
induzidos, todos pertencentes ao metabolismo primario. Isso sugere que a planta
pode estar priorizando processos bioguimicos voltados para o crescimento da
planta para o estagio reprodutivo, em vez de alocar recursos para a defesa contra
danos foliares.

Em sintese, a idade da folha e o estdgio da soja influenciaram
diretamente a resposta de inducdo. As folhas velhas parecem responder mais
fortemente a herbivoria que folhas jovens do ponto de vista da diversidade e
abundéncia de metabdlitos secundarios induzidos. Além disso, os estagios VC e
V2 mostraram uma resposta metabolica mais robusta ao estresse por herbivoria,
enquanto V5 demonstra ser menos responsivo a herbivoria do ponto de vista do
seu perfil metabdlico.

Entender o papel dos metabdlitos priméarios e secundarios durante a
interacdo planta-inseto é crucial para compreender ndo apenas a fisiologia béasica
da planta, mas também a diversidade de estratégias adaptativas que ela utiliza para
prosperar sob condicbes de estresse. Do ponto de vista pratico, o conhecimento
sobre a alocacdo espacial e temporal dos metabdlitos que mediam a interacédo
planta-inseto podera contribuir para a implementacdo de novas abordagens de
monitoramento e controle de pragas agricolas. Focar em partes da planta e
estagios fenoldgicos nos quais a expressdo de resisténcia ao ataque de insetos é
maior pode colaborar para uma agricultura mais produtiva, adaptavel e
sustentavel, além de aumentar a resisténcia das plantas aos estresses bioticos e

abioticos.
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CAPITULO 3: Estudo do Desenvolvimento de Spodoptera

frugiperda em Diferentes Estagios da Soja

RESUMO — A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma cultura agricola de grande
importancia econémica e nutricional. Entretanto, seu cultivo enfrenta desafios significativos
relacionados ao ataque de pragas, sendo a Spodoptera frugiperda uma das principais ameacas
a produtividade e a qualidade das lavouras. Este inseto destaca-se pela elevada capacidade de
adaptacdo e resisténcia aos métodos convencionais de controle, como o uso de inseticidas
quimicos, além de ser capaz de atacar as plantas desde os estagios iniciais de desenvolvimento
até as fases reprodutivas. Diante desse cenario, pesquisas tém se concentrado na exploracdo da
resisténcia natural das plantas, visando o desenvolvimento de cultivares de soja mais resistentes
ou tolerantes ao ataque de S. frugiperda. Este trabalho objetivou avaliar o efeito da resisténcia
induzida em plantas de soja e dos diferentes estagios vegetativos (VC, V2 e V5) no
desenvolvimento biolédgico de S. frugiperda alimentada com folhas previamente submetidas a
herbivoria pela mesma espécie. As sementes da cultivar BRS 284 foram germinadas e mantidas
em casa de vegetacdo. Apds o transplante para vasos, as plantas foram utilizadas nos
experimentos de herbivoria prévia e bioensaio de alimentacdo. Para a inducdo por herbivoria,
utilizaram-se lagartas no 4°%5° instar, enquanto no bioensaio, lagartas no 3°%4° instar foram
alimentadas com foliolos de soja previamente induzidos. Foram avaliados cinco tratamentos:
controle (sem herbivoria) e herbivoria prévia nos trés estagios da soja (VC, V2 e V5), com 20
repeticdes por tratamento. Os parametros como consumo foliar, peso larval, peso pupal e peso
dos adultos, foram avaliados por meio de analise univariada. Os resultados demonstraram que
o desenvolvimento de S. frugiperda foi significativamente influenciado pelo estagio de
desenvolvimento da planta, enquanto a inducgdo prévia tendo pouco efeito sobre a lagarta. Os
estagios VC e V2 apresentaram maior impacto no desenvolvimento da praga: no estagio VC,
houve reducao significativa no peso de pupas e adultos, enquanto no estagio V2, observou-se
uma diminuicdo expressiva na massa larval e do adulto. Em contrapartida, o estagio V5 revelou-
se mais suscetivel, permitindo um melhor desenvolvimento da lagarta, sem alteracdes
significativas em sua biologia.

82



ABSTRACT - Soybean (Glycine max (L.) Merrill) is an agricultural crop of great
economic and nutritional importance. However, its cultivation faces significant challenges
related to pest attacks, with Spodoptera frugiperda being one of the main threats to crop
productivity and quality. This insect stands out for its high adaptability and resistance to
conventional control methods, such as the use of chemical insecticides, and is capable of
attacking plants from the early developmental stages to the reproductive phases. In this context,
research has focused on exploring the natural resistance of plants to develop soybean cultivars
that are more resistant or tolerant to S. frugiperda attacks. This study aimed to evaluate the
effect of induced resistance in soybean plants and the influence of different vegetative stages
(VC, V2, and V5) on the biological development of S. frugiperda fed with leaves previously
subjected to herbivory by the same species. Seeds of the BRS 284 cultivar were germinated and
maintained in a greenhouse. After transplanting into pots, the plants were used in the prior
herbivory and feeding bioassay experiments. For herbivory induction, caterpillars in the 4th/5th
instar were used, while in the bioassay, caterpillars in the 3rd/4th instar were fed with soybean
leaflets previously induced by herbivory. Five treatments were evaluated: control (no
herbivory) and prior herbivory at the three soybean stages (VC, V2, and V5), with 20 repetitions
per treatment. Parameters such as leaf consumption, larval weight, pupal weight, and adult
weight were evaluated through univariate analysis. The results demonstrated that the
development of S. frugiperda was significantly influenced by the plant's developmental stage,
while the prior induction had little effect on the caterpillar. The VC and V2 stages had the most
significant impact on pest development: at the VC stage, there was a significant reduction in
pupal and adult weights, while at the V2 stage, a substantial decrease in larval and adult mass
was observed. In contrast, the V5 stage proved to be more susceptible, allowing better
caterpillar development without significant changes in its biology.
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3.1- INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma cultura agricola de alta
relevancia econdmica e nutricional®!, No entanto, o cultivo da soja enfrenta
desafios significativos relacionados a pragas, sendo a lagarta-do-cartucho,
Spodoptera frugiperda, uma das principais ameacas ao rendimento e a qualidade
das lavouras®:%,

A S. frugiperda é um inseto polifago com elevada capacidade de
adaptacdo e resisténcia a métodos convencionais de controle, como 0 uso de
inseticidas quimicos®®!!’. Essa espécie pode atacar plantas desde os estagios
iniciais de desenvolvimento até as fases reprodutivas, causando Serios prejuizos a
produtividade. Esse cendrio tem incentivado pesquisas voltadas para a exploracéo
da resisténcia natural das plantas, com o objetivo de desenvolver cultivares de
soja mais resistentes ou tolerantes ao ataque dessa praga®?28:62.182,

As caracteristicas de resisténcia das cultivares de soja a S. frugiperda
impactam diretamente a biologia das lagartas, influenciando aspectos como
sobrevivéncia, crescimento, reproducao e comportamento alimentar. Esses efeitos
sdo atribuidos a mecanismos de resisténcia da planta que podem ser classificados
como antibiose e antixenose!83-18°,

A antibiose € uma forma de resisténcia em que a biologia do inseto €
prejudicada, impactando negativamente seu crescimento, desenvolvimento,
reproducdo e sobrevivéncia. Essa resisténcia é avaliada por pardmetros como
reducdo do peso e tamanho corporal, prolongamento do ciclo de vida,
deformacdes nos adultos e diminuicdo da fecundidade. Por outro lado, antixenose
estd associada ao comportamento do inseto, influenciando a atratividade e a
colonizagcdo da planta hospedeira. Para avalia-la, analisam-se fatores como
consumo alimentar, preferéncia de alimentacéo e oviposicdo!8+-188,

Por exemplo, lagartas de Spodoptera cosmioides, Helicoverpa

armigera e Anticarsia gemmatalis apresentaram reducdo de peso ao serem
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alimentadas com cultivares de soja resistentes!8318418%_Similarmente, genétipo de
soja apresentou alto grau de resisténcia a Spodoptera eridania do tipo néo
preferéncia para alimentacdo, em testes com e sem chance de escolha®.

Outros estudos também tém destacado caracteristicas de resisténcia
em gendtipos de soja contra importantes pragas. WILLE et al. (2017)%
demonstraram que o genotipo Benso 1RR prolongou o ciclo de vida da lagarta-
falsa medideira (Chrysodeixis includens) e reduziu os pesos larval e pupal dessa
espécie. MORAES (2017)**! concluiu que os gendtipos IAC 100 e Pl 227682
apresentaram menor atratividade para alimentacdo de H. armigera. Os gendtipos
M8230 RR e Pl 227687 também causaram efeitos negativos no desenvolvimento
de H. armigera, incluindo o prolongamento do periodo larval e do ciclo total.

Para espécies do género Spodoptera, que sdo pragas importantes em
areas de cultivo sucessivo, também foram observadas caracteristicas de
resisténcia em gendtipos de soja. SOUZA et al. (2014)'% relataram que 0s
gendtipos Pl 227687 e Pl 227682 prolongaram os periodos larval, pupal e de
lagarta a adulto da S. eridania. Esses genotipos também causaram reducédo no peso
larval e pupal, além de diminuir a sobrevivéncia larval. Estudos de BOICA
JUNIOR et al. (2015)!# indicaram que os gendtipos P1 227687, Pl 227682 e IAC
100 afetaram negativamente o desenvolvimento de Spodoptera cosmioides.

Embora a resisténcia de diferentes genotipos de soja a diversas
lagartas seja amplamente estudada, o papel dos estagios fenoldgicos da planta e o
impacto da inducdo prévia nesse mecanismo de defesa permanecem pouco
explorados. Compreender como essas caracteristicas influenciam a biologia das
lagartas € fundamental para aprofundar o entendimento das interacdes planta-
inseto, fornecendo bases cientificas para o desenvolvimento de préaticas de manejo

integrado de pragas mais eficazes e sustentaveis.
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3.2-0OBJETIVOS

Obijetivou-se, por meio desta pesquisa, avaliar o efeito da resisténcia
induzida em plantas de soja e dos diferentes estagios, no desenvolvimento de
Spodoptera frugiperda alimentada com folhas submetidas a herbivoria prévia pela

mesma espécie, utilizando a variedade convencional BRS 284.

Para isso, 0s seguintes objetivos especificos sdo propostos:

» Comparar o efeito da resisténcia constitutiva e induzida da soja BRS 284
em funcdo dos estagios VC, V2 e V5 nos parametros biologicos da S.
frugiperda;

» Avaliar o desenvolvimento larval, pupal e do adulto de S. frugiperda
alimentada com foliolos de soja nos estagios VC, V2 e V5, submetidas a
herbivoria prévia;

» Avaliar o consumo foliar de S. frugiperda alimentada com foliolos de

plantas de soja nos estagios VC, V2 e V5, submetidas a herbivoria prévia.
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3.3- MATERIAL E METODOS

3. 3. 1 - Bioensaio de Desenvolvimento com Spodoptera frugiperda

3. 3. 2 - Obtencao das Plantas e Insetos

As sementes de soja (BRS 284), fornecidas pela Empresa Di Solo
Sementes, situada em S&o Carlos, SP, Brasil, foram semeadas de forma
escalonada, visando sincronizar os estagios das plantas com as lagartas aptas para
infestacdo. De forma que, no momento da infestacdo das lagartas, as plantas
estivessem nos estagios VC-V1, V2-V3 e V5-R1%. Nas sementeiras, foi utilizada
uma mistura de terra vegetal da Spagnhol Plantas Ornamentais, composta por
carvao ativado, humus de minhoca, casca de pinus e terra preta e areia grossa na
proporcéo de 2:1, respectivamente.

Apds a germinacdo, a quantidade de plantula transplantada por vaso
foi estabelecida de acordo com os estagios que foram utilizados no teste: uma
plantula para cada vaso pléastico de 0,24 L (N° 8) para o estagio VC-V1, enquanto
duas plantulas foram transferidas para vasos de 1 L (N° 02) destinados aos
estagios V2-V3 e V5-R1. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo
externa do Departamento de Botanica da UFSCar, campus Sdo Carlos, sob
condi¢Ges controladas com temperatura de 27 £ 10°C e umidade relativa a 70 +
10%, sendo irrigadas conforme necessario. Os vasos com as plantas de soja
permaneceram nessas condi¢Oes até sua utilizagdo nos ensaios de alimentacéo
com S. frugiperda (FIGURA 3.1)
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FIGURA 3. 1 - Obtencédo das plantas nos estagios VC, V2 e V5 para o teste de
inducdo prévia por S. frugiperda.

Os ovos da espécie S. frugiperda foram adquiridos comercialmente
da empresa Pragas.com, localizada em Piracicaba, SP, Brasil. Apos a ecloséo, as
lagartas foram mantidas em uma incubadora BOD (Biochemical Oxygen
Demand), com controle de temperatura de 25°C, umidade relativa 60 = 10% e
fotoperiodo de 12 horas. A alimentacdo desses insetos foi com dieta artificial
composta principalmente por farinha de feijdo branco**. Ao atingirem o terceiro
instar de desenvolvimento, dois grupos de lagartas foram separados: um grupo
para fazer o dano prévio nas folhas de soja, e 0 segundo era destinado ao ensaio
bioldgico de alimentagdo com folhas previamente induzidas do grupo anterior.

Para avaliar a influéncia dos estagios e da herbivoria prévia em
planta de soja no desenvolvimento de S. frugiperda, foram realizados dois
experimentos simultaneos: A inducéo prévia em folhas de soja por lagartas de S.
frugiperda e o bioensaio de alimentacdo de S. frugiperda com folhas de soja
previamente induzidas. Esses testes foram conduzidos em margco de 2024 no
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laboratério de multiusuario do Departamento de Botanica da UFSCAR, campus

Séao Carlos.

3. 3. 3 - Inducéo Prévia em Folhas de Soja

Antes de realizar o experimento de herbivoria prévia, as lagartas de
quarto ou quinto instar de S. frugiperda foram submetidas a 48 horas de
alimentacdo exclusiva com folhas de soja, a fim de se adaptarem ao tipo de
alimento. Em seguida, as lagartas ficaram em jejum por 24 horas para garantir que
consumissem uma quantidade significativa de orgdo foliar. Apds esse periodo
sem alimentacdo, as lagartas foram colocadas nas folhas novas, Gltima folha
superior totalmente desenvolvida, em plantas de soja em trés estagios de
desenvolvimento diferentes: VC-V1, V2-V3 e V5-R1 (FIGURA 3.2).

Os foliolos que receberam as lagartas foram cobertos com sacos de
organza para impedir o consumo de outra folha durante o experimento. As lagartas
permaneceram nas plantas por aproximadamente 4h, nas quais consumiram, em
média, 30% da area foliar. Posteriormente, as lagartas foram retiradas, e as plantas
que sofreram danos causados pela herbivoria, juntamente com as plantas controle
(sem danos), foram mantidas na bancada do laboratério, sob temperatura de 27°C
e luz elétrica, por 24 horas, para possivel inducdo de metabdlitos. A inducéo foi
realizada diariamente, no periodo das 8:00h as 13:00h, e a quantidade de planta
para cada estagio foi proporcional ao consumo foliar observado no segundo

experimento de bioensaio de alimentagédo de S. frugiperda.
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FIGURA 3. 2 - Experimento de inducédo prévia em plantas de soja nos estagios
VC, V2 e V5 por herbivoria de S. frugiperda.

3. 3. 4 - Bioensaio de Alimentacdo de Spodoptera frugiperda com
Folhas de Soja Previamente Induzidas

Lagartas com oito dias ap0ds a eclosao, aproximadamente no quarto
instar, com tamanho e massa semelhantes, foram submetidas a um jejum de 3

horas para limpeza do trato intestinal. Em seguida, foram pesadas novamente em

uma balanca analitica e individualizadas em placas de Petri de 60x15 mm para
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acompanhamento de seu desenvolvimento. Para cada tratamento e estagio,
utilizou-se 20 individuos (totalizando 120 lagartas em 6 tratamentos).

Apbs as primeiras 24 horas do experimento de indugdo previa em
folhas de soja do item anterior 3. 3. 3, as lagartas de S. frugiperda individualizadas
foram alimentadas com folhas novas inteiras destacadas das plantas, tanto
previamente induzidas quanto ndo induzidas (controle), durante todo o periodo
larval. Optou-se por usar foliolos inteiros para padronizar uma area media para
cada tratamento.

Diariamente, o0s excrementos eram removidos, as folhas
substituidas, e algodao levemente umedecido com agua destilada era adicionado.
A alimentacéo foi interrompida quando as lagartas pararam de consumir o tecido
vegetal, indicando o inicio da fase de pré-pupa. As pupas permaneceram nas
placas de petri com umidade proporcionada (borrifamento cuidadosamente de
agua destilada na tampa da placa) até a emergéncia dos adultos.

Para cada tratamento, foram avaliados 0s seguintes parametros
bioldgicos: peso ganho das lagartas no sexto dia apds inicio do experimento, peso
e sexagem de pupas com 24 horas de idade, razdo sexual e a biomassa do adulto.
Apds o periodo pré-pupal, as pupas obtidas foram pesadas em uma balanca de
precisdo e separadas por sexo.

A sexagem foi realizada com o auxilio de um microscépio
(Labomed, 15000, CZM6). Para fazer a correcdo das massas das pupas, a razéo
sexual foi calculada, pois a fémea possui pupa maior que 0 macho. Essa razao foi
obtida dividindo-se o numero de fémeas pelo total de individuos (machos +
fémeas)*®,

Para determinar a biomassa do adulto, foi obtido o peso fresco dos
adultos nas primeiras 24 horas de emergéncia. Os adultos foram entdo guardados

em papel manteiga, congelados a -20 °C. Em seguida, foram secos em uma estufa

91



de circulacédo de ar a 45°C por 72 horas e pesados novamente em uma balanca
analitica.

Além dos parametros dos insetos, avaliamos também a area foliar
consumida. Os foliolos foram fotografados antes e apds 24 horas de consumo. A
captura das imagens foi realizada com um smartphone, utilizando a resolucgéo
méaxima e sem flash. O smartphone foi apoiado em um tripé comum e posicionado
verticalmente, a uma distancia média de 30 centimetros da mesa.

Na mesa, foi fixado um bloco de calibragdo impresso fornecido pela
empresa PETIOLE, onde o foco da camera foi ajustado e as folhas de soja foram
posicionadas. A medicdo da area foliar foi feita atraves do aplicativo modvel
gratuito Petiole PRO, baixado da Play Store, que exibiu a medida da area foliar

em centimetros quadrados (cm?) com base nas folhas capturadas na foto.

3. 3. 5 - Analises Estatisticas

Todas as analises foram desenvolvidas com auxilio de diferentes
pacotes do software R, versdo 4.3.3 (R Core Team; 2024)'%, em colaboracéo com
o professor Dr. André Rangel Nascimento (Departamento de Biologia/UFSCAR).
Realizamos analises de variancia para testar se ha diferenca entre a biomassa e
area foliar consumida por Spodoptera frugiperda.

O experimento foi desenvolvido em forma de dois blocos de
tratamentos: com e sem inducéo prévia de metabolitos da soja através do estimulo
de herbivoria de imaturos de S. frugiperda; trés estagios de desenvolvimento de
soja, VC, V2 e V5. Para todos os testes foram verificados a normalidade dos
residuos através do teste de Shapiro Wilk e a homoscedasticidade das variancias

através do teste de Levene encontrado no pacote car 1%,
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Quando os pressupostos das analises foram verificados com os dados
brutos, optamos por aplicar a analise de variancia de dois fatores (two way
ANOVA). Apo6s verificacdo, ao observar que a distribuicdo dos residuos nédo
seguiu o padrdo de normalidade e/ou de homocesdasticidade, aplicamos uma
transformacdo de ranqueamento nos dados para se assegurar a ocorréncia dos
pressupostos da ANOVA 1%,

Se apos a transformacao, a normalidade e ou a homoscedasticidade
ndo foram observadas, um teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis de um fator
foi aplicado separadamente para cada um dos blocos de tratamentos, inducéo do
metabolismo e para os diferentes estagios de desenvolvimento da soja.

Os testes poshoc de Tukey para dados paramétricos, de Dunn para
dados ndo paramétricos, foram calculados para se averiguar a ocorréncia das
interacdes par-a-par e as interacdes entre os diferentes blocos hierarquicos de
tratamento.

Como variaveis respostas, especificamente testamos: peso umido de
lagarta aproximadamente no sexto da lagarta apds inicio do experimento, peso
umido da pupa, peso seco da mariposa e area foliar total consumida durante o
desenvolvimento dos imaturos.

Uma segunda série de ANOVAs de dois fatores, similar ao descrito
acima, foi desenvolvida para averiguar se as diferencas encontradas ndo tiveram
influéncia do dimorfismo sexual dos individuos de S. frugiperda estudados. Os

valores de todos os testes estatisticos encontram-se no Apéndice (A.10 a A.18).
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3.4 —-RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1-Biologia das Lagartas de Spodoptera frugiperda e Consumo

Foliar

A fim de avaliar a influéncia do estagio de desenvolvimento da planta
e da inducdo prévia em soja sobre o desenvolvimento da lagarta S. frugiperda,
analisamos 0s seguintes parametros: peso das lagartas, peso das pupas e peso dos
adultos. Para isso, empregamos analises univariadas, abrangendo metodos
paramétricos e ndo parametricos.

O ganho de peso das lagartas no sexto dia de alimentacdo com folhas
de soja previamente induzidas foi significativamente influenciado pelo estagio da
planta. Entretanto, ndo foi observada interacao significativa entre os tratamentos
de controle e a inducéo prévia. As lagartas alimentadas com folhas de plantas no
estagio V2 apresentaram menor peso corporal (p<0,05) em comparacdo com
aquelas alimentadas com plantas nos estagios VC e V5. Por outro lado, o0 peso
larval das lagartas que consumiram plantas nos estagios VC e V5 foi maior e ndo
apresentou diferenca significativa entre esses dois estagios (FIGURA 3.3 (a)).

Em relacdo ao consumo foliar, também observou-se uma diferenca
significativa entre os estagios avaliados (FIGURA 3.3 (b)). As lagartas
apresentaram maior consumo no estagio V2, enquanto os estagios VC e V5 o
consumo foi menor para folhas desses dois estagios. Além disso, de acordo com
as anotacdes e observacOes diarias, o tempo de desenvolvimento larval foi
prolongado em 1,6 dias para as lagartas que se alimentaram de folhas no estagio
V2, totalizando 13,6 dias. Em contrapartida, as lagartas alimentadas com folhas
dos estagios VC e V5 apresentaram tempos de desenvolvimento semelhantes,

com uma duracdo media de 12 dias.
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FIGURA 3. 3 - Peso ganho das lagartas no sexto dia de alimentacdo com folhas
de soja previamente induzidas dos estagios VC, V2 e V5 (a). Area foliar
consumida das lagartas alimentadas com folhas de soja previamente induzidas dos
estagios VC, V2 e V5 (b). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre
e dentro dos tratamentos.
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Diante desses resultados, o estagio V2 destacou-se por impactar
significativamente a fase larval, reduzindo a capacidade do inseto de converter a
folhagem ingerida em massa corporal. Essa reducdo pode estar associada a um
mecanismo compensatorio das lagartas, que ajustam seu comportamento
alimentar para superar condi¢Ges nutricionais adversas 1841%,

Provavelmente, essa inadequacdo esteja relacionada a presenca de
um ou mais inibidores de digestdo ou a producdo de metabdlitos de defesa pelas
plantas, que prejudicam o desenvolvimento larval?®1971% Em resposta, as lagartas
necessitaram consumir maior quantidade de planta no estagio V2 para atender as
suas demandas metabdlicas para chegar a fase de pupa e posterior reproducao.

BORTOLI et al. (2005)**°, ao estudar a biologia de A. gemmatalis em
soja e amendoim, observaram que lagartas alimentadas com folhas de amendoim
apresentaram um periodo larval mais longo em comparacdo as alimentadas com
soja. No entanto, apesar do maior tempo de alimentacdo, essas lagartas nédo
apresentaram 0s maiores pesos.

De forma semelhante, PIUBELLI et al. (2005)!° investigaram a
capacidade de assimilacdo alimentar de A. gemmatalis e constataram que 0 peso
dos insetos ndo estava relacionado ao tempo de alimentacdo ou a quantidade
consumida, mas a eficiéncia de assimilacdo do alimento. Assim, alimentos
consumidos em menor quantidade, mas com maior facilidade de absorcéo, podem
resultar em um aumento significativo na massa corporal.

Além disso, SOUZA et al. (2014)!° e WILLE et al. (2017)%
analisaram diferentes gendtipos de soja e relataram fortes efeitos de resisténcia do
tipo antibiose nas plantas, que impactaram negativamente o peso larval de
Spodoptera eridania e Chrysodeixis includens, respectivamente. De forma
consistente, PERUCA et al. (2018)%observaram que genotipos de soja
danificados por herbivoria também influenciaram na reducéo do peso das lagartas
de S. frugiperda.
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Esses efeitos, como o atraso no crescimento e a diminui¢do no ganho de peso das
lagartas, tornam os insetos, em ambientes naturais, mais suscetiveis a fatores de
mortalidade, como predacdo e infeccdo por patdgenos?20-22,

Na fase pupal, os pesos das pupas diferiram significativamente entre
0s estagios de desenvolvimento da soja (p<0,05) (FIGURA 3.4 (a)). Pupas de
lagartas que se alimentaram de plantas no estagio VC apresentaram menor peso
médio em compara¢do aos demais estagios avaliados. A inducao em folhas de VC
pode ter contribuido adicionalmente para a reducéo do peso das pupas em relacéo
as folhas controle de VC, embora essa diferenca ndo tenha sido significativa.
Observando o peso pupal de lagartas que consumiram plantas nos estagios V2 e
V5, os resultados mostraram um efeito oposto: as pupas apresentaram maior peso,
e a inducdo prévia pode ter influenciado positivamente esse aumento.

Jaem relacdo a biomassa dos adultos, os estagios VC e V2 mostraram
maior influéncia sobre esse parametro biolégico do inseto (FIGURA 3.4 (b)).
Contudo, apenas a inducdo nas folhas de VC impactou significativamente na
reducdo do peso das mariposas.

Adicionalmente, testes de razdo sexual foram conduzidos para
verificar se as variacOes nos pesos das lagartas, pupas e adultos estavam
associadas a proporcdo de machos e fémeas. Os resultados indicaram que tais

diferencas ndo estavam relacionadas a esse parametro (Apéndice A.14).
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FIGURA 3. 4 - Peso das pupas de lagartas alimentadas com folhas de soja
previamente induzidas dos estagios VC, V2 e V5 (a). Biomassa dos adultos de
lagartas alimentadas com folhas de soja previamente induzidas dos estagios VC,
V2 e V5 (b). Letra diferente indica diferenca significativa entre e dentro dos

tratamentos.
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Como observado, S. frugiperda que consumiram folhas de VC
apresentaram maior massa larval, mas menor massa pupal e biomassa do adulto.
Esses resultados podem ser atribuidos a reducdo na qualidade ou assimilacdo de
nutrientes pelas lagartas durante o periodo larval, supostamente acumulando mais
agua do que energia ou biomassa.

Essa diferenca é perdida durante a metamorfose, provavelmente
devido a presenca de inibidores de proteina ou metabdlitos de defesa provenientes
da soja. Esses compostos podem reduzir a biodisponibilidade de aminoacidos e
prejudicar a sintese de proteinas essenciais para o crescimento, desenvolvimento
e reproducéo do inseto!1%184,

No que se refere a influéncia da inducdo de defesas de planta na
biologia do inseto, € plausivel que compostos tdxicos, inicialmente presentes em
baixa concentracdo no 6Orgdo vegetal, aumentem sob ataque de herbivoros.
Consequentemente, esses compostos podem ter um impacto mais expressivo no
peso das pupas e mariposas’>1%,

Esse mecanismo pode representar uma possivel estratégia de defesa
ou resisténcia da planta. Por exemplo, AGUIAR et al. (2022)*% identificaram que
a resisténcia constitutiva de determinadas variedades de soja a Spodoptera
cosmioides pode estar associada aos niveis de lipideos e isoflavonas presentes nas
folhas. Complementarmente, BOICA JUNIOR et al. (2022)™ investigaram
fenolicos, taninos, fibras e ligninas em folhas, vagens e graos de cultivares de soja,
observando que esses compostos estdo correlacionados com a resisténcia a Cydia
virescens.

PERUCA et al. (2018)'% relataram que a herbivoria em plantas de
soja induziu a producdo de substancias fendlicas, resultando em efeitos
prejudiciais ao desenvolvimento de S. frugiperda. De forma similar,

BENTIVENHA et al. (2018)% destacaram que a resisténcia de varios cultivares
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de soja contra o percevejo Piezodorus guildinii esta associada aos flavonoides
rutina e genisteina.

Diferentes estudos mostram que esses efeitos afetam diversos
parametros bioldgicos dos insetos. Por exemplo, ONGARATTO et al. (2021)8
analisaram genotipos resistentes de soja e observaram redugdo no niumero de ovos
postos por A. gemmatalis em cultivares como 'lAC 24','IAC 17','IAC 100' e '1AC
19'. FAVETTI et al. (2015)% avaliaram a biologia de S. eridania em diferentes
cultivares de soja e relataram variagdes na longevidade das fémeas, no nimero e
na duracdo do estagio do ovo.

Da mesma forma, SPECHT et al. (2016)?% estudaram o potencial
reprodutivo de S. eridania e encontraram diferencas na fertilidade dos ovos e na
longevidade dos adultos. Além disso, MENDONCA et al. (2019)?" demonstraram
que inibidores de protease de plantas de soja podem causar atrasos no
desenvolvimento larval e reducéo do peso pre-pupal de A. gemmatalis.

Curiosamente, lagartas alimentadas com folhas no estdgio V2
apresentaram menor peso na fase larval, mas as pupas resultantes exibiram maior
biomassa. Esse fenbmeno pode ser resultado de um mecanismo de adaptacdo do
inseto a condicdes adversas, por meio de uma estratégia compensatoria que
redireciona recursos energéticos para o acumulo de lipidios e proteinas,
priorizando a formacao de reservas essenciais e favorecendo o desenvolvimento
de uma pupa mais robusta 123:204-206,

No capitulo anterior, analisamos a indugéo de metabolitos em folhas
de diferentes idades e estdgios da soja BRS 284 apds o dano causado pela S.
frugiperda. Observamos que o0s metabolitos mais induzidos, pertencem,
predominantemente, ao grupo das oxilipinas, seguidos pelos terpenos. As
oxilipinas constituem um amplo grupo de acidos graxos oxidados e seus
conjugados, derivados principalmente de &cidos graxos poliinsaturados, como

acido linolénico e acido linoleico.
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A importancia das oxilipinas na defesa contra herbivoros foi
evidenciada por YUAN et al. (2023)%, que realizaram um ensaio de alimentacéo
com lagartas de S. frugiperda utilizando uma dieta artificial enriquecida com 9,10-
KODA, um derivado de oxilipina. Os resultados revelaram que esse composto
apresentou atividade inseticida moderada, retardando significativamente o
crescimento das lagartas em comparagdo com aquelas alimentadas com uma dieta
sem adicéo de 9,10-KODA.

Adicionalmente, evidéncias na literatura destacam que metabolitos
relacionados a biossintese do acido linolénico tém demonstrado atividade como
fitoalexinas em outras culturas, como o milho. Esses compostos foram capazes de
suprimir o crescimento de fungos e herbivoros, incluindo Aspergillus flavus,
Fusarium verticillioides e Helicoverpa zea?"-2%,

Baseando-nos nesses resultados, verificamos que os estagios VC e
V2 apresentaram uma resposta metabdlica mais robusta ao estresse, enquanto o
estdgio V5 demonstrou ser menos responsivo a herbivoria, considerando seu
perfil metabdlico. Os estagios VC e V2, que mais impactaram o desenvolvimento
de S. frugiperda, foram os mesmos que exibiram maior resposta de inducéo
metabolica.

Essa relacdo pode estar ligada ao estagio de desenvolvimento da
planta, uma vez que VC e V2 correspondem a fases iniciais e criticas para o
crescimento e o desempenho da soja ao longo de seu ciclo de vida. Nessas etapas,
as plantas parecem priorizar estratégias de defesa mais robustas, como a producéo
de metabolitos tdxicos e a inducdo de respostas defensivas em reacao a herbivoria.
Essa dindmica pode configurar estratégia importante de resisténcia da soja.

Dessa forma, os estagios VC e V2 demonstraram resisténcia do tipo
antibiose sobre os parametros bioldgicos de S. frugiperda, interferindo no

desenvolvimento do inseto em distintas etapas do ciclo. Em contrapartida, o
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estagio V5 da soja e a inducdo prévia de herbivoria impactaram menos nas fases
de desenvolvimento do inseto.

Com base no cenario observado, sugere-se que o estagio V5 priorize
uma estratégia de tolerancia em vez de antibiose, uma vez gue se mostrou mais
suscetivel ao ataque de S. frugiperda, permitindo o desenvolvimento adequado da
praga sem alteracdes significativas em seu ciclo. Por estar proximo da transicéo
para 0 estagio reprodutivo, o estdgio V5 pode apresentar uma realocacdo
metabdlica que favorece os processos reprodutivos em detrimento das defesas
64178 No entanto, para comprovar essa hipotese, seria necessario avaliar o impacto
da herbivoria na aptiddo da planta em cada estagio, medindo pardmetros como
biomassa, quantidade e viabilidade das sementes ap0s o ataque em cada fase.

Portanto, a inducdo prévia parece ter pouca influéncia na biologia da
S. frugiperda, sendo o estagio da planta o principal fator determinante. 1sso pode
indicar que essa cultivar ndo apresenta muitas defesas induzidas ou que, ao retirar
as folhas da planta e oferecé-las separadamente em uma placa de Petri, 0s
resultados foram influenciados. Isso pode ter ocorrido porque todas as folhas
estavam induzidas de maneira semelhante ou porque a retirada das folhas
interrompeu a comunicagdo com o restante da planta.

Outra hipdtese € que a resposta sistémica de inducdo pode ser mais
pronunciada em folhas mais distantes do local do dano, como nas folhas mais
velhas. No entanto, devido a limitacdo de 6rgéos vegetais mais velhos no estagio
VC, como os cotilédones (que sdo menores e mais espessos), nao foi possivel
avaliar sob esse aspecto.

Outros fatores, como o0 grande nUmero de plantas e insetos
envolvidos, além da gestdo do tempo de inducdo, tambeém representaram desafios
que limitaram a analise. Estudos futuros podem considerar abordagens

alternativas, como a andlise de folhas mais velhas e das folhas distantes
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espacialmente, ou a avaliacdo da inducéo diretamente na planta intacta, a fim de
proporcionar uma compreensdo mais aprofundada desse processo.

Os resultados apresentados destacam a relevancia de entender as
interacdes entre diferentes estagios de desenvolvimento da planta de soja, a
inducdo de defesas quimicas e seus efeitos na biologia de insetos-praga, como S.
frugiperda.
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3.5- CONCLUSOES

O desenvolvimento de S. frugiperda é fortemente influenciado pelo
estadgio de desenvolvimento da planta, enquanto a indugédo previa tendo pouco
efeito sobre a lagarta. Embora os diferentes estagios e inducdo ndo tenham
causado mortalidade nas lagartas, eles exerceram efeitos significativos em todo
ciclo de vida deste inseto.

Os estagios VC e V2 demonstraram ter um impacto expressivo no
desenvolvimento de S. frugiperda: no estagio VC, houve reducdo significativa no
peso das pupas e dos adultos, enquanto no estagio V2, a massa larval e do adulto
foi significativamente reduzida. Por outro lado, o estdgio V5 mostrou-se mais
suscetivel, resultando em maior massa das lagartas, pupas e adultos em
comparagdo aos outros grupos testados.

Em sintese, a inducdo prévia parece ter uma influéncia limitada na
biologia de S. frugiperda, com o estagio da planta sendo o fator mais
determinante. Isso sugere gque esta cultivar pode ndo apresentar defesas induzidas
de maneira significativa. Outra possibilidade é que a resposta de inducgéo tenha
sido mais pronunciada em folhas distantes do local do dano, como nas folhas mais
velhas.

Esses resultados reforcam a importancia do conhecimento sobre 0s
estagios de desenvolvimento da planta em que a expressdo dos mecanismos de
resisténcia por antibiose é mais pronunciada. Tal informacdo € essencial para
aprimorar as estratégias de manejo integrado de pragas, auxiliando na
determinacdo do momento ideal para intervengGes e na reducdo da dependéncia

de produtos quimicos, promovendo praticas agricolas mais sustentaveis.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho apresentou avancos significativos no entendimento das
respostas metabolicas de soja (Glycine max) frente a herbivoria por Spodoptera
frugiperda. A aplicacdo da abordagem metabolémica nédo direcionada permitiu
determinar e anotar uma diversidade de metabdlitos pertencentes a diferentes
classes quimicas, fornecendo uma visdo abrangente das alteracdes metabdlicas
pela herbivoria nos diferentes estagios de desenvolvimento da planta (VC, V2 e
V5).

Os resultados evidenciam que a planta adota estratégias especificas
de alocacdo de recursos, priorizando a defesa em fases criticas do seu ciclo de
vida. Entre os estagios vegetativos analisados, VC e V2 destacaram-se como 0s
mais responsivos ao estresse causado pela herbivoria, apresentando alteracdes
metabdlicas expressivas. Esses estagios também exerceram maior impacto no
desenvolvimento de S. frugiperda, com reducdes significativas nos pesos larval,
pupal e no adulto. Em contrapartida, o estagio V5 parece ser mais suscetivel,
apresentando menor capacidade de inducdo metabdlica e permitindo o
desenvolvimento mais favoravel das lagartas.

A andlise detalhada da dinamica de inducdo e alocacdo de
metabolitos primarios e secundarios em resposta a herbivoria reforca a
importancia de estratégias baseadas no manejo integrado de pragas. Os achados
deste trabalho destacam a relevancia de considerar os estagios fenoldgicos da
planta na formulacéo de praticas de controle, contribuindo para a reducéo do uso
de produtos quimicos e promovendo uma agricultura mais eficiente e sustentavel.

Essas descobertas ampliam o conhecimento sobre as interagdes
planta-inseto e oferecem subsidios valiosos para o desenvolvimento de estratégias

que equilibrem produtividade agricola e sustentabilidade ambiental.
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APENDICE

TABELA A.1 - Dieta minima de farinha de feijdo branco para lepidoptera.

Receita 1 2 3 5 10

Farinha de feijdo branco 259 50¢ 759 125¢ 250 ¢

Acido ascorbico 0.45¢g 09g¢ 1359 2.25¢ 459

Acido benzoéico 0.25¢ 059 0.75¢ 1.25¢ 259
Agua 25+80(mL)  50+160 75+240 (mL)  125+400 250 + 800 (mL)

) (mL) (mL)

Agar 2449 48¢ 729 12 g 24 g

Formaldeido 3.7% 0.2 mL 0.4 mL 0.6 mL 1mL 2mL

Solucgdo de vitaminas 0.9 mL 1.8 mL 2.7mL 4.5mL 9mL

(Vitagold)
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TABELA A.2 - Principais parametros usados nas etapas do pré-processamento
dos arquivos mzXML no software MZmine, verséo 3.9.0.

Etapas Parametros
Tr: 1-16,5 min
m/z: 50-1300

Crop filter Polarity: + (RPLC-ESI(+)-MS)

Mass Detection (MS1)

Mass Detection (MS2)

ADAP Chromatogram Builder

Local minimum feature
resolver

13C isotope filter

Join aligner

Filtering

Gap-Filling

Mass detector: centroid
MS level: 1
Noise level: 8E2

Mass detector: centroid
MS level: 2
Noise level: 3E2

Min group size in # of scans: 4
Group intensity threshold: 8E2 and 3E2 (MS1 noise level)
Min highest intensity: 24E2-6E2 (three times MS1 noise level)
Scan to scan accuracy (m/z): 0,005-10 ppm

Chromatographic threshold: 80
Minimum relative height: 0
Minimum search range RT: 0,1
Minimum absolute height: 8E2 — 2E3
Min ratio peak top: 2
Peak duration range: 0-2
Min of data point: 4

m/z tolerance: 0,0010 - 5.0 ppm

RT tolerance:0.030
Maximum charge: 2
Representative isotope: most intense.

m/z tolerance: 0,0010 - 5.0 ppm
Weith for m/z: 3
Tr tolerance: 0,100 (absolute)
Weith RT: 1
Mobility weight: 1.000

Minimum features in a row (abs or %): 2
Never remove feature with MS2 scan: checked.

Intensity tolerance: 20.0%
m/z tolerance: 0,0010 - 5.0 ppm
RT tolerance: 0.100 min (absolute)
Minimum data points: 2
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FIGURA A.1 - Cromatograma de intensidade total dos ions detectados ha amostra
de Controle de Qualidade (QC).
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TABELA A.3 - Anotacdo quimica dos principais compostos com abundancia média significativa identificados pelo mapa de

calor entre os estagios (VC, V2 e V5) e tratamentos da soja.

ID Presumivel Metabdlito de Soja Taanqmla TR [M,H._'] [M.+ al S Aduto Erro
Quimica Tedrico Experimental Molecular (ppm)
ID_ 5846 Metil 9,11,13,15-octadecatetraenoato Ac'ggrsi\gg‘;‘ss © 1573 2012324  291.2323  CiHs10; [M+H]*  0.39
ID_ 3335 Acido 13-hidroxi-9-metoxi-10-oxo-11-octadecenoico Ac'g:rsi\gggss © 1391 3652304 3652297  CiwHwuOs  [M+Na]*  1.88
ID_ 6105 Acido octadeca-3,6,9,12,15-pentaenoico Ac'g:rsi\g:;‘:s © 1597 2752011 2752005  CisHrO: [M+H]* 2.26
ID_6103  Acido 2-(5-hidroxi-4-metil-pent-3-enil)-6,10-dimetil-undeca-2,6,10-trienoico Ac'georsi\?;gggs © 1597 307.2273  307.2271  CioHs10s [M+H]* 053
ID_ 6106 4-(4-etenil-4,7-dimetilocta-1,6-dien-2-il)fenol Benzoides 15.97 257.1905 257.1898 Ci1sH240 [M+H]* 2.84
Acidos
ID_6118 8,8-dihidroxi-trans-neoxantina organicos e 15.97 635.4289 635.4279 C3sHe006 [M+H]* 1.59
derivados
ID_ 6116 Muurola-4,10(14)-dien -3-ona Terpenoides  15.98 219.1749 219.1743 Ci5H230 [M+H]* 2.90
ID_ 6109 Acido heptadeca-8,11-dienoico Ac'gé’rsi\?;gggs © 1597 2802143 2892161  CyHx0:  [M+Na]*  -6.11
ID_ 6102 Acido havardico F Terpenoides  15.97 329.2093 329.2088 C19H3003 [M+Na]* 1.58
ID_ 2703 NA 13.18 564.3376
ID_ 6448 Acido 2-pentilnonanoico Ac'ggrsi\ggggs © 1628 2511987 25120038  CuHxO,  [M+Na]*  -6.18
ID_3703 Acido octadeca-8,10,12,14,16-pentaenoico Ac'ggrsi\ggggs © 1423 2752005 2752003  CigHosOs [M+H]*  0.56
ID_ 6450 5alfa-androstan-17alfa-ol-3-ona Esteroides 16.28 291.2324 291.2317 Ci9H3102 [M+H]* 2.24
) . Acidos graxos e .
ID_ 5264 Metil tetradecano-1,5,9,13-tetracarbaldeido derivados 15.21 347.2198 347.2194 C19H3,04 [M+Na] 1.18
ID_ 3284 Dimetil 8-oxopentadecano-1,15-dicarboxilato Ac'g;’rsi'\gggss © 1388 360275 3602743  CioHwuOs [M+HsN+H]*  1.89
ID_ 5250 Acido octadeca-10,14,16-trien-12-inoico Ac'gé’rsi'\gggss © 1520 257.1892 2571897  CisHzuO:  [M-HO+H]* -1.87
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ID_5233
ID_5276
ID_3301
ID_3278
ID_ 4327
ID_ 4337
ID_5083
ID_4372
ID_5271
ID_5239

ID_5277
ID_ 5260
ID_ 5252

ID_ 5284
ID_3338
ID_ 4333
ID_5386

ID_ 5374

ID_ 4803
ID_ 3045

Acido 2,16-dimetilidenoheptadecanodioico

Metil 3,12-dihidroxihexadecanoato

Acido 2,2,14,14-tetrametil-8-oxopentadecanodioico

Metil 8-(4-oxo-5-(pent-2-en-1-il)ciclopent-2-en-1-il)octanoato

Dimetil 9-oxooctadecanodioato

Acido 7-[5-hidroxi-2-[3-hidroxioctil]-3-oxociclopentilJheptanoico

Acido 2-decilpent-2-enedioico
Acido tridecanodioico
Acido 2,6-hexadecadiinoico
Acido 9-oxooctadeca-10,12,15-trienoico
Acido 2-prop-1-en-2-ildecanoico
Diéster de betulina

Metil octadeca-9,12,15-trien-6-inoato
3-hidroxitetradecanoico
Acido 3-hidroxi-12-metiltridecanoico
Acido 12-hidroxiheptadeca-8,10,14-trienoico
Acido 13-0x0-9,11-octadecadienoico

Acido 9-oxooctadeca-10,12-dienoico

17-hidroxiandrost-1-en-3-ona
NA

Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados

Terpenoides

Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados

Esteroides
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15.20

15.21

13.89

13.87

14.59

14.59

15.07

14.61

15.20

15.20

15.21
15.21
15.20

15.21

13.91

14.58

15.31

15.30

14.87
13.67

342.2644

325.2358

325.2355

307.2273

374.2906

379.246

235.1689

227.1638

249.1855

275.2006

235.1674
671.4518
289.2168

267.1936

267.1936

281.2111

317.2093

277.2165
289.2168

342.2640

325.2371

325.2370

307.2266

374.2900

379.2454

235.1690

227.1641

249.1847

275.2005

235.1691
671.4488
289.2162

267.1953

267.1952

281.2109

317.2086

277.2161

289.2160
173.1171

Ci19H3204
Ci19H5204
Ci19H3405
Ci19Hz103
Ca0H360s
Ca20H3605
Ci5H2202
Ci13H2404
Ci16H240;
Ci8H2503

C13H2402
Ca0Hs208
C19H2802

C14H2503
C14H2503
Ci17H2503
Ci18H3003

C18H3003
C19H2002

[M+HsN+H]*
[M+H]*
[M-H,0+H]*
[M+H]*
[M+HsN+H]*
[M+Na]*
[M-H,0,+H]*
[M-H,0+H]*
[M+H]*
[M-H,0+H]*
[M+Na]*
[M+H]*
[M+H]*
[M+Na]*
[M+Na]*
[M+H]*
[M+Na]*
[M-H,0+H]*
[M+H]*

1.29

-4.04

-4.64

2.31

1.52

1.68

-0.49

-1.12

3.27

0.49

-7.31
4.50
2.21

-6.42

-6.15

0.54

2.25

1.46
2.65



ID_3310
ID_4815
ID_ 5565
ID_ 5404
ID_ 4528
ID_ 4531

ID_5173

ID_ 266

ID_1158
ID_ 1154
ID_ 1367
ID_ 1229
ID_1521
ID_ 1532

ID_ 692

ID_ 363

ID_528

ID_712

ID_ 3025

Acido 3,7-dietilnonanodioico
Colelenato de metila
Metil 11,12-dihidroxioctadeca-9-ienoato
Acido 8,11,12-tri-hidroxioctadec-9-enoico
Acido 8-[2-(3-hidroxipent-1-en-1-il)-5-oxociclopent-3-en-1-ilJoctanoico
Acido 9,14-dioxo-10,12-octadecadienoico

Heptadeca-1,6,11,16-tetraeno-9-ona
Acido isofertlico

Derivado de Kaempferol
Kaempferol 3-rutinosideo-7-glicosideo
Derivado de Kaempferol
Kaempferol 3-laminaribiosideo-7-rhamnosideo
Kaempferol-3-glicosideo-7-ramnosideo
Kaempferol-3-glicosideo-7-ramnosideo

Acido cumérico

Acido 3-(3,4-dihidroxifenil)-2-metilprop-2-enoico
3-(3,4-metilenodioxifenil)propenal

Acido cis-ferdlico

Metil 5-{[4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)-3-[(3,4,5-trihidroxi-6-metiloxan-2-
il)oxiloxan-2-ilJoxi}-3,4-dihidroxi-6-{[9-hidroxi-4,11-bis(hidroximetil)-

Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos
cinamicos e
derivados
Flavonoides

Flavonoides
Flavonoides
Flavonoides
Flavonoides

Flavonoides

Cumarinas e
derivados
Acidoscinamicos
e derivados
Acidos
cinamicos e
derivados
Acidos
cinamicos e
derivados

Terpenoides
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13.89

14.88

15.47

15.32

14.71

14.70

15.14

1.70

6.20
6.20
7.06
6.41
8.40
8.41

3.43

2.01

2.62

3.53

13.64

227.1648

307.2273

344.2801

295.2268

309.2066

326.2331

279.2324

177.0546

287.0552
757.2191
287.0556
757.2191
596.1692
595.1663

147.0435

177.0544

177.0545

177.0545

1117.577

227.1640

307.2266

344.2792

295.2266

309.2059

326.2326

279.2316

177.0544

287.0547
757.2191
287.0547
757.2190
596.1691
595.1660

147.0437

177.0543

177.0544

177.0543

11175774

C13H2404
Ci19H2503
Ci19H3404
Ci18H3405
Ci18H2504
Ci18H2504

CigH340

C10H1004
C15H1006
C15H1006
Ca3H40020

Ca7H30015
Ca7H30015

CoHgO3

C10H1004

C10H1005

C10H1006

Cs5Ho0024

[M-H,0+H]*
[M+H]*
[M+HgN+H]*
[M-CH,O+H]"*
[M+H]*
[M+Na]*
[M+CH,O+H]*
[M-H,0+H]*
[M+H]*
[M+H]*
[M+H]*
[M+H]*
[M+H]*
[M-H,0+H]*

[M-H,0+H]*

[M+H]*

[M-HO+H]*

[M-H0+H]*

3.57

2.26

2.64

0.55

2.17

1.46
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1.38

1.72
0.02
3.18
0.17
0.21
0.54

-1.18

0.32

0.84

0.86

-0.12



4,6,6,8,11,14-hexametil-10-[(3,4,5-trihidroxi-6-metiloxan-2-il)oxi]-
1,2,3,4,5,6,6,7,8,9,10,11,12,14-icosahidropicen-3-il]Joxi}oxano-2-carboxilato
Metil 6-[-9-hidroxi-4-(hidroximetil)-4,6,8,11,14-hexametil-11-[-3,4,5-
trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-ilJoximetil]-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,12,14-
tetradecahidropicen-3-il]oxi]-5-[(4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)-3-[-3,4,5-
trihidroxi-6-metiloxan-2-ilJoxioxan-2-ilJoxi-3,4-dihidroxioxano-2-carboxilato
2-[(5-{[4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)-3-[(3,4,5-trihidroxioxan-2-il)oxiJoxan-2-
illoxi}-2-{ [8,9-dihidroxi-8-(hidroximetil)-4,4,6,6,,11,14-he ptametil-
1,2,3,4,4,5,6,6,7,8,8,9,10,11,12,12,14,14-icosahidropicen-3-il]oxi}-4-
hidroxioxan-3-il)oxi]-6-(hidroximetil)oxano-3,4,5-triol
6-[9-hidroxi-4,11-bis(hidroximetil)-4,6,6,8,11,14-hexametil-10,3,4,5-
trihidroxi-6-metiloxan-2-iljoxi-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,12,12,14,14-
tetradecahidropicen-3-il]oxi]-5-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)-3-[3,4,5-tri-
hidroxi-6-metiloxan-2-ilJoxioxan-2-il]oxi-3,4-dihidroxioxano-2-carboxilico
ID_ 5266 Turmerona Terpenoides  15.21 217.1592 217.1583 CisH200 [M+H]* 4.00

ID_ 3173 Terpenoides  13.79 1117.578 11175773  CssHgO2  [M-HO+H]*  0.42

ID_ 3022

Terpenoides  13.64 1085.5508  1085.5507  CssHgO24  [M-HO+H]*  0.12

ID_ 3018 Terpenoides  13.64 10855510 10855515  CssHogO2s  [M-H,O+H]*  -0.42

NA= ndo anotado

TABELA A.4 - Anotacédo quimica dos compostos que apresentaram os maiores valores de VIP Score nas folhas de soja no

estagio de desenvolvimento VC e tratamento.

ID Presumivel Metabdlito de Soja Taxonomia Quimica TR '[I"teﬂétlszg Exggf';nl-:e]r:tal I\I/I:gI"eTLLJ]IIaar Aduto (IFE);;?) S\Q)I:e
ID_5153  Acido 18-metoxi-18-oxooctadec-9-enoico ACig;Si\ggggs © 1511 3442801 344.2786 C1oH3:04 [M+H:N+H]* 446 158
ID_ 5569 Metil 13-oxooctadeca-9,11-dienoato Acfgrsi\gggss © 1547 309.2430 309.2419 C1oH3:03 [M+H]* 345 158
ID_ 5565 Metil 11,12-dihidroxioctadeca-9-ienoato ACigé’r?\?;gg:s © 1547 3442801 344.2792 C1oH3:04 [M+HsN+H]*  2.64 157
ID_ 5610 Tridecano-4,7,10-triona ACigg’rsi\?;gg:S © 1550 2271647  227.1640 CisHsOs [M+H]* 289 156
ID_ 5599 Acido nonadec-9-enedioico ACigg’rsi\?;gc’)‘:S © 1549 349.2355 349.2345 C1oH3:04 [M+Na]* 279 156
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ID_ 3820
ID_5147
ID_6103
ID_ 4710

ID_ 3552
ID_ 6102
ID_ 6105
ID_5825
ID_3338
ID_6116
ID_ 4720

ID_ 3080
ID_ 5846

ID_ 3543
ID_ 5468

ID_619

ID_ 3071
ID_ 5475

ID_ 4697

Acido 13-0x0-9,11-octadecadienoico

Metil 12-0x0-9-octadecinoato

Acido 2-(5-hidroxi-4-metil-pent-3-enil)-6,10-
dimetil-undeca-2,6,10-trienoico

Acido 7,16-dioxodocosanodioico

Metil 14-(3-etiloxiran-2-il)tetradeca-9,12-
dienoato

Acido havardico F
Acido octadeca-3,6,9,12,15-pentaenoico
Hexadeca-6,11-dien-3-ona
Acido 3-hidroxi-12-metiltridecanoico
Muurola-4,10(14)-dien -3-ona
Acido 9-oxocéprico

Acido 9-oxooctadeca-10,12,15-trienoico

Metil 9,10-dihidroxioctadeca-11,13,15-trienoato

N-acetil-2,4,10,17-Tetrahidroxiheptadecilamina

NA

3,4-5-5-dihidroxi-4-(hidroximetil)oxolan-2-
ilJoxi-3,4-dihidroxi-6-(2-metil-4-oxopiran-3-

il)oxioxan-2-il] 4&cido metoxi]-3-hidroxi-3-metil-

5-oxopentanoico

2,3,4,4,5,6,7,8-octahidro-3-hidroxi-4-metil-7-(1-

metilenoilnaftalenocarboxaldeido)
Metil 12,13-dihidroxioctadec-9-enoato

N-acetil-3,5,11,18-Tetrahidroxioctadecil-2-amina

Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados

Terpenoides

Acidos graxos e
derivados

Terpenoides

Acidos graxos e
derivados

Terpenoides

Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados

NA

Carboidratos e
derivados

Terpenoides

Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados

14.28

15.11

15.97

14.82

14.07
15.97
15.97
15.72
13.91
15.98
14.83

13.69

15.73

14.07
15.38

3.12

13.68

15.38

14.82

295.2273

309.2425

307.2273

381.262

309.243
329.2093
275.2011
259.2038
267.1936
219.1749
187.1334

293.2117

291.2324

362.2906

565.1769

235.1698

329.2692

376.3063

295.2258

309.2415

307.2271

381.2611

309.2420
329.2088
275.2005
259.2052
267.1952
219.1743
187.1327

293.2106

291.2323

362.2896
351.2499

565.1760

235.1690

329.2683

376.3057

Ci18H3103
Ci19H3204
Ci19H3103
C22H3506

Ci19H3303
Ci19H3003
CisH270;
Ci16H280
Ci14H2803
CisH230
Ci10H1903

C1gH2903
Ci19H3102

C19H40NOs
C19H3604

C23H33016

Ci15H2302
Ci19H3704

C20H42NOs

[M+H]*
[M+H]*
[M+H]*
[M+H]*
[M+H]*
[M+Na]*
[M+H]*
[M+Na]*
[M+Na]*
[M+H]*
[M+H]*
[M+H]*
[M+H]*
[M+H]*
[M+Na]*

[M+H]*

[M+H]*
[M+H]*

[M+H]*

5.00

3.25

0.53

2.40

3.39
1.58
2.26
-5.29
-6.15
2.90
3.56

3.64

0.39

2.69

1.57

3.33

2.86

1.67

1.56

1.54

1.52

1.52

151
151
151
1.50
1.50
1.50
1.50

1.50

1.49

1.48
1.48

1.47

1.47

1.46

1.46

NA= ndo anotado
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TABELA A.5: Anotacdo quimica dos compostos induzidos, identificados pelo volcano, nas folhas jovens e velhas de soja no

estagio VC.
ID Presumivel Metabdlito de Soja Taxonomia Quimica TR [r'\:ngc]; Exrye\:l‘rrrlggr:tal l\'/:lglrencqlL:II:r Aduto (E;:::) log2(FC)
Folha Jovem
ID_ 3703 Acido octadeca-8,10,12,14,16-pentaenoico Acidos graxos e derivados 14.23 275.2005  275.2003 C18H2603 [M+H]* 0.56  109.88
ID_ 3699 Acido 9-oxooctadeca-10,12,15-trienoico Acidos graxos e derivados 14.23 293.2111  293.2108 CisH2503 [M+H]* 0.95 78.48
ID_ 4481 Heptadec-2-eno-1,5-diol Acidos graxos e derivados 14.70 288.2889  288.2898 Ci7H3602  [M+H0+H]* -3.02 12.31
ID_ 4231 2-aminoheptadecano-1,3-diol Acidos graxos e derivados 1454 288.2903  288.2895 C17H3sNO; [M+H]* 2.68 11.80
ID_ 2472 Acido 2,9-dimetildecanodioico Acidos graxos e derivados 12.62 213.1485  213.1483 Ci12H2,04 [M-H,O+H]* 0.89 11.64
ID_ 2473 Acido 9-oxooctadeca-10,12,15-trienoico Acidos graxos e derivados 12.63 275.2005  275.2002 CisH203 [M-H.O+H]" 1.17 11.63
ID_ 4758 NA 14.85 289.2929 11.32
ID_ 4521 Pentadec-2-en-1-ol Acidos graxos e derivados 14.71 244.2625  244.2633 C15Hz20 [M+HO+H]* -3.40 8.25
ID_2471 NA Acidos graxos e derivados 12.63 351.2139 8.24
ID_ 4895 Acido (hidroximetil)hexadecanoico Acidos graxos e derivados 14.93 304.2819  304.2844 Ci7H3603  [M+HO+H]* -8.36 7.80
ID_ 5983 Acido 9-metiloctadecanoico Acidos graxos e derivados 15.84 316.3216  316.3208 CioH4202  [M+H3N+H]"  2.46 7.74
ID_ 4872 Pentadec-5-en-1-ol Acidos graxos e derivados 14.92 244.2624  244.2634 CisH320 [M+H,O+H]* -3.90 7.54
ID_ 4746 NA Acidos graxos e derivados 14.84 288.2898 7.09
ID_ 2465 Acido 9,10,13-trihidroxioctadeca-11,15-dienoico Acidos graxos e derivados 12.61 346.2582  346.2586 CigH0s  [M+HO+H]* -1.09 6.47
ID_6435 Acido 1-tetradecil-5-oxopirrolidina-3-carboxilico Acidos organicos e derivados ~ 16.28 326.2695  326.2689 C19H3sNO3 [M+H]* 1.92 5.78
ID_ 6450 5alfa-androstan-17alfa-ol-3-ona Esteroides 16.28 291.2324  291.2317 Ci9H3102 [M+H]* 2.24 5.47
ID_ 2940 Metil deca-2,4,8-trienoato Acidos graxos e derivados 1354 181.1229  181.1221 C11H1702 [M+H]* 4.40 4.67
ID_ 1396 Malonil-D-triptofano Aminodcidos e derivados 7.17 291.0981  291.0972  CisH14N20s [M+H]* 3.05 4.23
ID_3706 Acido 9-hidroxi-10-ox0-12,15-octadecadienoico Acidos graxos e derivados 14.22 333.2042  333.2035 CisH3004 [M+Na]* 2.10 4.05
ID_ 3042 Acido 9-oxodecanoico Acidos graxos e derivados 13.66 187.1334  187.1327 Ci1oH1903 [M+H]* 3.70 3.87
ID_ 3239 Acido 4-oxo-octadeca-9,11,13,15-tetraenoico Acidos graxos e derivados 13.84 291.196 291.1953 Ci1gH2703 [M+H]* 251 3.83
ID_ 3048 Acido 9,9-dihidroxinonanoico Acidos graxos e derivados 13.67 155.1067  155.1064 CoH1504 [M-H.O+H]*  2.20 341
ID_3056 Acido 8,11-dihidroxioctadeca-9,12,15-trienoico Acidos graxos e derivados 13.67 275.2006  275.2003 CigH3004  [M-H4O2+H]* 0.94 3.21
ID_ 2840 Acido 3-ox0-9-octadecenodioico Acidos graxos e derivados 13.41 309.2052  309.2058 C1gH3005 [M-H,O+H]* -1.81 3.10
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Acido 8-[2-(3-hidroxipent-1-en-1-il)-5-

ID_ 3222 oxociclopent-3-en-1-ilJoctanoico Acidos graxos e derivados 13.83 309.2066  309.2057 C18H2804 [M+H]* 2.88 3.03
ID_ 3071 234‘:niglzn%I?g;i{‘;:lrﬁogamfga;dmoe“'7 Terpenoides 13.68 2351698 2351690  CisHz0» [M+H]* 333 292
ID_ 5375 Acido 9-0x0-10,12-octadecadienoico Acidos graxos e derivados 15.31 295.2273  295.2263 C18H2103 [M+H]* 3.30 2.82
ID_ 6459 Acido 12-ox0-9-octadecinoico Acidos graxos e derivados 16.28 277.2156  277.2162 C1gH3003 [M-H,O+H]* -2.17 2.73
ID_ 3326 Acido 8-hidroxihexadecanodioico Acidos graxos e derivados 13.90 325.1991  325.2009 C16H3005 [M+Na]* -5.51 2.60
ID_ 5048 NA Acidos graxos e derivados 15.04 253.1797 2.56
ID_1611 NA Carboidratos e derivados 8.89 366.1756 2.53
ID_ 3510 Acido 9-hexadecinoico Acidos graxos e derivados 14.04 275.1987  275.2003 Ci16H2802 [M+Na]* -5.91 2.48
ID_ 3646 Acido 9,16-dioxooctadeca-10,12,14-trienoico Acidos graxos e derivados 14.16 307.1909  307.1903 Ci1sH2604 [M+H]* 197 2.47
ID_2287 Acido 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-enoico Acidos fendlicos 12,13 177.0542 177.0544 Ci10H1004 [M-H,O+H]* -0.99 2.42
Folha Velha

ID_ 5375 Acido 9-0x0-10,12-octadecadienoico Acidos graxos e derivados 15.31 295.2273  295.2263 C18H3103 [M+H]* 3.30 8.41
ID_ 4231 2-aminoheptadecano-1,3-diol Acidos graxos e derivados 1454 288.2903  288.2895 C17H3sNO; [M+H]* 2.68 6.68
ID_ 6326 Acido nonadecilico Acidos graxos e derivados 16.18 316.3216  316.3209 Ci6H302  [M+HsN+H]*  2.11 6.27
ID_ 4872 Pentadec-5-en-1-ol Acidos graxos e derivados 14.92 244.2624  244.2634 CisH320 [M+HO+H]* -3.90 5.93
ID_ 4481 Heptadec-2-eno-1,5-diol Acidos graxos e derivados 14.70 288.2889  288.2898 Ci7H3602  [M+H0+H]*  -3.02 5.84
ID_ 4521 Pentadec-2-en-1-ol Acidos graxos e derivados 14.71 2442625  244.2633 CisH320 [M+HO+H]* -3.40 5.68
ID_ 4895 Acido (hidroximetil)hexadecanoico Acidos graxos e derivados 14.93 304.2838  304.2844 Ci7H3603  [M+H0+H]* -2.11 5.26
ID_ 6450 5alfa-androstan-17alfa-ol-3-ona Esteroides 16.28 291.2324  291.2317 Ci9H3:02 [M+H]* 2.24 5.08
ID_ 6347 Heptadecanal Acidos graxos e derivados 16.22 272.2953  272.2945 Ci7H3sO  [M+H3N+H]* 2.82 5.05
ID_5174 Acido linolénico Acidos graxos e derivados 15.15 298.2735  298.2740 CigH3303  [M+HO+H]* -1.56 4,54
ID_ 6453 NA Acidos graxos e derivados 16.28 259.2052 4.30
ID_ 6448 Acido 2-pentilnonanoico Acidos graxos e derivados 16.28 251.1987  251.2003 C14H2802 [M+Na]* -6.18 4.15
ID_6435 Acido 1-tetradecil-5-oxopirrolidina-3-carboxilico Acidos organicos e derivados ~ 16.28 326.2695  326.2689 C1gH3sNO3 [M+H]* 1.92 4.08
ID_ 5825 1-[4-(4-butilciclohexil)fenil]etanona Terpenoides 15.72 259.2062  259.2052 CigH27,0 [M+H]* 3.97 3.99
ID_ 5846 Metil 9,11,13,15-octadecatetraenoato Acidos graxos e derivados 15.73 291.2324  291.2323 Ci9H3102 [M+H]* 0.39 3.84
ID_ 3703 Acido octadeca-8,10,12,14,16-pentaenoico Acidos graxos e derivados 14.23 275.2005  275.2003 C1gH2803 [M+H]* 0.56 3.77
ID_6116 Muurola-4,10(14)-dien-3-ona Terpenoides 15.98 219.1749  219.1743 CisH230 [M+H]* 2.90 3.67
ID_ 5875 NA 15.73 3322276 Ci2H31NsO4 [M+Na]* 3.05
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ID_ 2022 Daidzeina Flavonoides 11.12 255.0657  255.0649 CisH1104 [M+H]* 3.15 3.04
ID_ 5853 Acido 10,12-14-oxononadeca-10,12-dienoico Acidos graxos e derivados 15.73 331.2249  331.2243 Ci9H3,03 [M+Na]* 1.71 2.89
ID_ 5387 Acido linoléico Acidos graxos e derivados 15.32 298.272 298.2739 CigsH3403  [M+H0+H]* -6.43 2.85
ID_ 1396 Malonil-D-triptofano Aminoécidos e derivados 7.17 291.0981  291.0972  C14H14N2Os [M+H]* 3.05 2.79
ID_ 6102 Acido havardico F Terpenoides 15.97 329.2093  329.2088 C19H3003 [M+Na]* 1.58 2.74
Acido 2-(5-hidroxi-4-metil-pent-3-enil)-6,10- . . N
ID_6103 dimetil-undeca-2,6, 10-trienoico Acidos graxos e derivados 15.97 307.2273 307.2271 C19H3103 [M+H] 0.53 2.64
ID_ 6105 Acido octadeca-3,6,9,12,15-pentaenoico Acidos graxos e derivados 15.97 275.2011  275.2005 CisH2702 [M+H]* 2.26 2.54
ID_ 5384 4-hidroxitestosterona Esteroides 15.31 323.2222  323.2215 CioH2803  [M+HO+H]* 2.14 2.53
NA= ndo anotado
TABELA A.6 — Anotacdo quimica dos compostos que apresentaram os maiores valores de VIP Score nas folhas de soja no
estagio de desenvolvimento V2 e tratamento.
: N N X
ID Presumivel Metabdlito de Soja Taano_mla TR [M,H._'] [M."LH] Formula Aduto Erro  VIP
Quimica Teb6rico  Experimental Molecular (ppm) Score
ID_ 5067 Estra-2,5(10)-dien-17-ona Esteroides 15.07 257.1905 257.1896 C18H240 [M+H]* 3.65 1.95
[2-hidroxi-3- [3,4,5- trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-  Acidos graxos e N
ID_3152 ilJoxipropil]octadeca-6,9,12,15-tetraenoato ~ derivados 13.77513.3064 513.3055 CarHasOs [M+H] L7 190
ID_5276 Metil 8-[3-(-h|dro_><|octa-2,5—d|en—1—|I)OX|ran-2- Audog graxose 1551 355 9379 325.2371 CioH2,04 [M+H]* 242  1.90
ilJoctanoato ~ derivados
ID_ 1452 3,4-metilenodioxicinamaldeido Ac'ggzrﬁ:/rg;‘;cos 7.83  177.0549 177.0543 C10HeOs [M+H]* 339 178
Acido 12,14-di-hidroxi-13-(metoxicarbonil)-3,5,7- Acidos graxos e .
ID_ 3175 trimetiltetradeca-2,4-dienoico derivados 13.80 339.2165 339.2164 C19H3206 [M-HO2+H] 027 1.78
ID_ 3019 Pisumsaponina | Terpenoides 13.64 1046.5536 1046.5586 Cs1HgoOn [M+H3N+H]*  -4.81 1.78
ID_1037 N-malonil-D-fenilalanina Aminoacidose ¢ 63 250872 252.0864 C12H13NOs [M+H]* 337 178

derivados
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ID_ 443

ID_6171

ID_1789

ID_ 1463
ID_ 5068

ID_ 4815
ID_1111

ID_ 4821
ID_744
ID_554

ID_ 5058

ID_1281

ID_ 4225
ID_ 6384
ID_ 4372

ID_779

ID_ 5266

Acido ferulico

Octadecadiene-1,18-diol

Acido 2-[[2-[[2-[(2-amino-3-fenilpropanoil)amino]-3-
metilbutanoillamino]-3-(4-
hidroxifenil)propanoil]Jamino]-3-fenilpropanoico

Glicilfenilalanileucilglicina
Acido 2,16-dimetilidenoheptadecanodioico

Colenato de metila

2-0x0-4-(2,6,6-trimetilciclohexen-1-il)butanal
Metil 8-[3-(1-hidroxiocta-2,5-dien-1-il)oxiran-2-

ilJoctanoato
Metil cafeato

N,N'-[4-(2-Fenil-hidrazinilideno)-4H-pirazol-3,5-

diil]diacetamida

Acido 8-hidroxioctadeca-11,17-dien-9-inoico
6-[[6-[6-(2-¢til-4,5-dihidroxi-6-metiloxan-3-il)oxi-4,5-
dihidroxi-2-(hidroximetil)oxan-3-ilJoxi-4,5-dihidroxi-2-
metiloxan-3-ilJamino]-4-(hidroximetil)ciclohex-4-eno-

1,2,3-triol

3-[3-(deciloxi)-2-hidroxipropoxi]propano-1,2-diol
Acido 3-hidroxiicosa-8,11,14,17-tetraenoico
Acido 2,8-dietilnonanodioico

Acido tuberdnico-B-D-glicosideo

Turmerona

Acidos cinamicos

e derivados
Acidos graxos e
derivados

Aminoéacidos e
derivados

Aminoéacidos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados

Terpenoides

Acidos graxos e
derivados

Acidos cinamicos

e derivados
Aminoéacidos e
derivados
Acidos graxos e
derivados

Carboidratos e
derivados

Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados
Acidos graxos e
derivados

Terpenoides

2.24

16.02

9.91

7.88

15.07

14.88
6.04
14.88

3.80

2.73

15.06

6.60

14.53

16.24

14.61

4.00

15.21

177.0542

305.2457

557.2798

393.2138

289.2152

307.2273
209.1542

342.2644

177.0542

319.1513

293.2117

624.2852

324.275

321.243

227.1638

406.2077

217.1592

177.0544

305.2471

557.2800

393.2132

289.2161

307.2266
209.1533
342.2639

177.0543

319.1509

293.2111

624.2858

324.2746

321.2418

227.1641

406.2068
217.1583

C10H1004

Ci1gH3402

Ca2H33N4Os

Ci19H25N4Os
Ci9H3204
Ci19H2503
Ci3H20;
Ci9H3204
C10HsOq4

Ci13H12N6O2

C1gH2803

C27H47NO36

C16H3405
C20H3203
C13H2404

C1gH2809

Ci15H200

[M-HOz+H]*

[M+Na]*

[M-HO,+H]*

[M+H]*
[M-H4O2+H]*
[M+H]*
[M+H]*
[M+HsN+H]*
[M-HO,+H]*
[M-CH4O+H]*

[M+H]"

[M-H0+H]*

[M+HsN+H]*
[M+H]*
[M-HOz+H]*
[M+H3N+H]*
[M+H]*

-0.96

-4.54

-0.41

1.50

-3.01

2.26
431

1.52

-0.73

111

2.14

-0.97

1.37

3.71

-1.12

2.16

4.00

1.76

1.74

1.73

1.72

1.72

1.71
1.70

1.70

1.70

1.69

1.69

1.68

1.65

1.64

1.63

1.63
1.62
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TABELA A.7 — Anotacdo quimica dos compostos induzidos, identificados pelo volcano, nas folhas jovens e velhas de soja

no estagio V2.

ID Presumivel Metabdlito de Soja Taano_mla TR [MTH] [MTH] e Aduto Sl log2(FC)
Quimica Tedrico Experimental Molecular (ppm)
Folha Jovem

ID_1611 NA Carboidratos e 8.89 366.1756 35.15
~ derivados

ID_ 5640 3,6-octadecadiinoato de metila Acidos graxose  15.54 291.2324  291.2316 C19H3002 [M+H]* 2.62 31.91
derivados

ID_ 325 Acido indol 3-acrilico Alcaloide 1.86 188.0703  188.0708 C11HoNO> [M+H]* -2.42 30.75

ID_ 152 3,4-dihidroxifeniletilenoglicol Acidos organicose 1.32 171.0652 171.0648 CgH1004 [M+H]* 2.12 7.81
derivados

ID_ 3699 Acido 12-hidroxioctadec-9-enoico Acidos graxose 1423 293.2112  293.2108 CisH3205  [M-H4O2+H]* 1.29 5.13
derivados

ID_ 3288 Acido 8-hidroxioctadeca-9,11-diinoico Acidos graxose  13.89 275.2006  275.2003 CisH2503  [M-H,O+H]* 0.99 3.69
derivados

ID_ 5047 Curlone Terpenoides 15.05 219.1749  219.1742 Ci15H20 [M+H]* 3.18 3.15

ID_ 1635 Hexoato de etila Acidos graxose  9.01 183.0785  183.0779 CeH1602 [M+K]* 3.30 2.87
derivados

ID_ 4333 Acido 12-hidroxiheptadeca-8,10,14-trienoico Acidos graxose ~ 14.58 281.2111  281.2109 Ci7H2503 [M+H]* 0.54 2.86
derivados

ID_ 1463 Glicilfenilalanileucilglicina Aminodcidos e 7.88 393.2138  393.2132  CigH29N4Os [M+H]* 1.50 2.76
derivados

ID_6101  Acido 5-hidroxi-4-metilpent-3-enil-6,10-dimetilundeca- ~ Acidos graxose  15.97 324.2539  324.2535 CigH3003s  [M+H3N+H]* 1.15 2.64
2,6,10-trienoico _ derivados

ID_ 5284 3-hidroxitetradecanoico Acidos graxose  15.21 267.1936  267.1953 C14H2504 [M+Na]* -6.42 2.46
derivados

ID_6131 8-hidroxi-1-feniloctan-3-ona Acidos organicose 15.98 203.1428  203.1423 CuaH202  [M-HO+H]* 2.31 2.40
derivados

ID_ 5266 Turmerona Terpenoides 15.21 217.1592  217.1583 Ci5H200 [M+H]* 4.00 2.22

ID_5893 Acido 16-hidroxiheptadec-2-enoico Acidos graxose  15.76 307.2249  307.2264 C17H3:03 [M+Na]* -4.93 2.18

derivados
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ID_5239 Acido 9-oxooctadeca-10,12,15-trienoico Acidos graxose  15.20 275.2006  275.2005 CigH2603  [M-H.O+H]* 0.49 2.15

derivados

Folha Velha

ID_ 325 Acido indol 3-acrilico Alcaloide 1.86 188.0703  188.0708  CyHoNO, [M+H]* 242 1147
ID_5277 Acido 2-prop-1-en-2-ildecanoico Aczj;rsi\gggss © 1521 2351674 2351691  CiHuO: [M+Na]* 7.31 3.89
ID_ 3545 acido smaditerpénico C Terpenoides 14.07 323.2222  323.2214 CigH3104 [M+H]* 2.33 3.87
ID_ 1635 Hexoato de etila ACi(;jOS. graxos€ 901 183.0785 183.0779  CeHiOs [M+K]* 3.30 3.70

erivados
ID_ 328 Triptofano Alcaloide 1.86 2050077  205.0972  CuHpN.Op  [M+H]* 2.24 3.18
ID_6131 8-hidroxi-1-feniloctan-3-ona ACidg:r?\;gigiscos © 1508 203.1428 2031423  CuHx0; [M-HO+H]*  2.31 278
ID_6118 8,8-dihidroxi-trans-neoxantina ACidg:r?\;gigiscos © 1597 6354289 6354279  CasHeoOs [M+H]* 1.59 271
ID_ 3338 Acido 3-hidroxi-12-metiltridecanoico Acﬁé’rﬁfgggss © 1301 267.1936  267.1952  CuHxOs  [M+Na]* -6.15 2.64
ID_ 5266 Turmerona Terpenoides 15.21 217.1592  217.1583 CisH200 [M+H]* 4.00 2.57
ID_ 4333 Acido 12-hidroxiheptadeca-8,10,14-trienoico Acﬁé’rsi\ggggs © 1458 2812111 2812109  Ci7Hx0s [M+H]* 0.54 2.57
ID_5271 Acido 2,6-hexadecadiinoico Acﬁé’rsi\ggggs © 1520 249.1855 2491847  CiHuO: [M+H]* 3.27 2.46
ID_ 5260 Diéster de betulina Terpenoides 1521 671.4518  671.4488 CaoHg208 [M+H]* 4.50 2.44
ID_ 5284 3-hidroxitetradecanoico Acgj:rsi\gggss © 1521 267.1936  267.1953  CiH20s [M+Na]* -6.42 2.42
ID_ 2465 Acido 9,10,13-trihidroxioctadeca-11,15-dienoico Acgj:rsi\gggss © 1261 3462582 3462586  CiH:0s  [M+H,O+H]*  -1.09 235
ID_ 6116 Muurola-4,10(14)-dien -3-ona Terpenoides  15.98 219.1749  219.1743  CisHz0 [M+H]* 2.90 2.34

NA= ndo anotado
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TABELA A.8 - Anotacdo quimica dos compostos que apresentaram os maiores valores de VIP Score nas folhas de soja no

estagio de desenvolvimento V5 e tratamento.

ID Presumivel Metabdlito de Soja Taanqmla TR [M,H._'] [M.+ all ol Aduto Sl VP
Quimica Tebrico Experimental Molecular (ppm) Score

ID_ 217 Acido 2,3,4—tr|h|d_rOX|—_5—{[3—(4—h_|d_rOX|fen|I)prop—2— Acidos cinamicos 154 3741087 3741077 CisHiOm  [M+HsN+H]* 255 1.40

enoil]oxi}hexanodioico e derivados
7-(hidroximetil)-4-({[3,4,5-trihidroxi-6-({[3,4,5-trihidroxi- Carboidratos e
ID_1209 6-(hidroximetil)oxan-2-ilJoxi}metil Joxan-2-il]Joxi}metil)- . 6.39 624.2867 624.2860 CyH42015 [M+H3N+H]* 112 1.40
- . . . derivados
_ ciclopenta[c]piran-1-il 3-metilbutanoato
Acido 5-[[5-[3,4-dihidroxi-4-(hidroximetil)tetra-
hidrofuran-2-il]oxi-3,4-dihidroxi-6-(2-metil-4-oxo-piran-3-  Carboidratos e N
'D_819" i} oxi-tetrahidropiran-2-illmetoxi]-3-hidroxi-3-metil-5-oxo-  derivados 312 565.1769  S65.1760  CxHxzOw  [M+H Ls7 140
pentanoico
ID_916 NA Terpenoides 4.74 209.1533 1.40
ID_ 1280 2-butil-4-metoxi-6,6-dimetilciclohexa-2,4-dien-1-ona Terpenoides 6.60 209.1542 209.1533 Ci3H202 [M+H]* 4.29 1.39
ID_1111 2-0x0-4-(2,6,6-trimetilciclohexen-1-il)butanal Terpenoides 6.04 209.1542 209.1533 Ci3H200- [M+H]* 431 1.39
6-[[6-[6-(2-€til-4,5-dihidroxi-6-metiloxan-3-il)oxi-4,5-
dihidroxi-2-(hidroximetil)oxan-3-ilJoxi-4,5-dihidroxi-2- Carboidratos e i N i
ID_1281 metiloxan-3-ilJamino]-4-(hidroximetil)ciclohex-4-eno- derivados 6.60 6242852 6242858  CxHaNOis  [M-HO+H] 0.97 1.39
1,2,3-triol
ID_883 5'h'dr°X"1’3'd'me“';i}(b?;' I%’é?é’:"')C'C'Ohex'z'eno'l' Terpenoides 454 2071372 2071376  CiHxOs [M-HO+H]*  -193  1.38
ID_1211 6,10-dimetilundeca-5,9-dieno-2,8-diona Terpenoides 6.39 209.1542 209.1534 C13H2002 [M+H]* 3.88 1.38
ID_ 1254 Acido 2-[4-butan-2-il]fenil]propanoico Terpenoides 6.46 189.1275 189.1270 CizHi1s02  [M-H.O+H]* 247 1.38
ID_ 289 Acido 1-[3-(4-h|drOX|fer_1|I)prop:?-enmIOX|]propan0-1,2,3- Acidos cinamicos 177 3390716 339 0707 CisHuOs [M+H]* 274 138
tricarboxilico e derivados

ID_875 4-(2,4-dimetoxifenil)-3-metilbutan-2-ol Benzoide 4.52 225.1485 225.1476 C13H2003 [M+H]* 3.86 1.37
ID_791 NA 4.02 209.1533 1.37
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4-[4-hidroxi-2,6,6-trimetilciclohex-2-en-1-il]but-3-eno-2,2-

ID_1074 diol Terpenoides 5.85 209.1542 209.1533 C13H203  [M-HO+H]* 4.47 1.36

ID_ 1868 NA 10.30 589.2487 1.36

ID_2162 NA Carboidratose ) 74 623.8004 136
_ derivados

2-[2-amino-3-3,4,5-tri-hidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2- Carboidratos e + )

ID_1906 ilJoxipropoxi]-6-(hidroximetil)oxano-3,4,5-triol ~ derivados 1052 457.205 4572066 CaoHauOro [M+Na] 3.46 1.36

ID_ 2449 3,4,5—tr|h|d_rOX|—_6—[4,5,6-_tr|hld_rOX|—2—(h|drOX|met|I)oxan—3— Audos_, graxos e 12.60 595 3694 595 3684 CaoHeiO1 [M+H]* 175 135
ilJoxioxan-2-il]metil heptadecanoato derivados

ID_ 799 1'(3'h'dr°X"2’6'6't“me;'r']'_cl'_colr?;‘exa'l's'd'e”'l"')b”t'z' Terpenoides 404 2071385  207.1377  CuHiO,  [M+H]* 4.10 1.35

ID_215 Cafeoil C1-glucuronideo Acidoscindmicos 4 g3 9570899 357.0812  CusHisOuo [M+H]* 2.90 1.35

e derivados

ID_ 288 2-(2-oxoetenil)benzaldeido Benzoide 1.77 147.0442 147.0438 CoHsO2 [M+H]* 2.82 1.35

ID_218 Cumarina Cumarinas e 154  147.0436  147.0437 CoHsO> [M+H]* -0.86 135
~ derivados

ID_ 293 Acido cafeico 4-O-glucuronideo AC'SSZ ﬁ:/l%”;;cos 177  357.0822  357.0813  CisHiOn  [M+H]* 2.64 1.35

ID_ 2167 Teasaponina A5 Terpenoides 11.78 12455878  1245.5881 CeoH9aO28  [M-H20+H]* -0.24 1.35

- ) ] Acidos cinamicos N
ID_ 287 Acido cafeico 4-O-glucuronideo e derivados 1.7653831 374.1087 374.1077999 CisH1s010 [M+HsN+H]* 2.406074921 1.3462

NA= ndo anotado
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TABELA A.9 - Anotacdo quimica dos compostos induzidos, identificados pelo volcano, na folha jovem da soja no estagio

V5.
ID Presumivel Metabdlito de Soja Taanqmla TR [M,H._'] [M.+ il el Aduto Sl log2(FC)
Quimica Teb6rico  Experimental Molecular (ppm)
Folha Jovem
ID_ 1144 6-0-(beta-I-ramnopiranosil)-D-glicose Carboidratos e 6.19  309.1172 309.1179 Ci2H22010  [M-HO+H]®  -2.21 4,01
derivados
ID_4372 Acido tridecanodioico Acidos graxos e 14.61 227.1638 227.1641 CisH2404  [M-HO+H]*  -1.12 0.34
derivados
ID_ 3943 Acido 9-oxooctadeca-10,12,15-trienoico Acidos graxos e 14.37  275.2006 275.2004 CisH2803  [M-H,O+H]* 0.84 0.43
derivados
ID_5189 Acido 16-hidroxihexadecanoico Acidos graxose  15.15  251.1996 251.2002 CisH320s  [M-HO+H]*  -2.28 0.47
derivados
ID_ 4564 Acido 3-hidroxi-10-metil-6- Acidos graxos e 1473 305.2111 305.2110 Ci9H3004  [M-HO+H]* 0.45 0.48
fenilmetoxiundecanoico derivados
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TABELA A.10 - Teste de Kruskal Wallis comparando os pesos das lagartas

quando alimentadas com folhas

desenvolvimento (VC, V2 e V5).

de soja de plantas nos estagios de

Estagio nl n2 Estatistica p p.adj p.adj.signif
VC V2 38 38 -7.28 3.36E-13 1.01E-12 falalalel
VvC V5 38 38 -1.37 1.72E-1 1.72E-1 ns
V2 V5 38 38 591 3.38E-9 6.76E-9 falelale

ns= nao significante.

TABELA A.11 - Teste de Kruskal Wallis comparando os pesos das lagartas
quando alimentadas com folhas controle (sem herbivoria) e induzida (com
herbivoria) entre os estagios de desenvolvimento (VC, V2 e V5) da soja.

grupol
grupo2 nl n2 Estatistica p p.adj p.adj.signif

VCC V/CI 19 19 1.12 2.62E-01 1 e+0 ns
VCC V2C 19 19 -4.9 9.56E-07 1.15E-05 Fkkk
VCC V2l 19 19 -4.27 1.93E-05 1.93E-04 el
VCC V5C 19 19 -1.33 1.85E-01 9.26E-01 ns
VCC V5I 19 19 0.513 6.08E-01 1 e+0 ns
VCI V2C 19 19 -6.02 1.72E-09 2.58E-08 Fkkk
VCI V2l 19 19 -5.39 6.90E-08 8.97E-07 Fkkk
VCI V5C 19 19 -2.45 1.44E-02 1.01E-01 ns
VCI V51 19 19 -0.609 5.43E-01 1 e+0 ns
VvaC V2l 19 19 0.628 5.30E-01 1 e+0 ns
VvaC V5C 19 19 3.58 3.50E-04 3.15E-03 fal
VvaC V51 19 19 5.41 6.18E-08 8.65E-07 Fkkk
V2l V5C 19 19 2.95 3.21E-03 2.57E-02 *
V2| V51 19 19 4.79 1.71E-06 1.88E-05 Fkkk
V5C V5l 19 19 1.84 6.61E-02 3.96E-01 ns

ns= n&o significante.

TABELA A.12: Teste de ANOVA para 0s pesos das pupas.

Sum Sq Df F value Pr(>F)
Estagio 38959 2 26.521 4.27E-10
Tratamento 743 1 1.0113 0.31683
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Est4gio: Tratamento 4422 2 3.0101 0.05344
TABELA A.13 - Teste de Tukey (p<0,05) para 0s pesos das pupas.
Contrast Estimate SE Df t.ratio p.value
VC C-1 121 8.79 108 1.374 0.1724
V2 C-1 -10.3 8.79 108 -1.176 0.2421
V5 C-1 -17.1 8.79 108 -1.939 0.0551
Linear Hypotheses:
Estimate Std. Error t-value Pr(>[t))
V2-VC 29 6.218 4.664 <le-04 il
V5-VC 44.618 6.218 7.176 <le-04 Hex
V5 -V2 15.618 6.218 2.512 0.0356 *

TABELA A.14 - Teste de Tukey (p<0,05)inter e intra estagios da razéo sexual

para os pesos das pupas.

Estagio contrast estimate SE df t.ratio p.value
VC F-M 1.67 8.86 108 0.188 0.8511
V2 F-M -19.04 8.9 108 -2.14 0.0346
V5 F-M -10.44 10.41 108 -1.003 0.3179
Linear Hypotheses:

Estimate Std.Error t value Pr(>[t))

V2-VC 28.042 6.278 4.467 <le-04 ***

V5-VC 41.915 6.833 6.134 <le-04 ***

V5-V2 13.873 6.845 2.027 0.11
TABELA A.15 - Teste de ANOVA para 0s pesos secos dos adultos.

Sum Sq Df F value Pr(>F)

Estagio 0.0005142 2 8.6691 0.0003660 ***
Tratamento 0.00002891 1 0.9748 0.326195
Estagio: Tratamento 0.00049797 2 8.3953 0.0004603 ***
Residual 0.00260985 88




TABELA A.16 - Teste de Tukey (p<0,05) para os pesos secos dos adultos

Contrast Estimate SE df t.ratio p.value
VC CL-1 0.00459 0.00184 88 2.493 0.0145
V2 CL-1 -0.00305 0.00199 88 -1.53 0.1295
V5 CL-1 -0.00632 0.00208 88 -3.034 0.0032
Linear Hypotheses:

Estimate Std. Error t value Pr(>[t))
V2-VC 0.000268 0.001357 0.197 0.97872
V5-VC 0.004514 0.001391 3.246 0.00468 **
V5 - V2 0.004246 0.001442 2.945 0.01139 *

TABELA A.17 - Teste de ANOVA para o consumo foliar

Sum Sq Df F value Pr(>F)
Estéadio 86634 2 87.775 <2e-16 ***
Tratamento 0 1 0.0006 0.9804
Estagio: Tratamento 1097 2 1.111 0.3328
Residual 56259 114

TABELA A.18 - Teste de Tukey (p<0,05)para o consumo foliar

Contrast Estimate SE df t.ratio p.value
VC C-1 1.15 7.02 114 0.164 0.8703
V2 C-1 -8.05 7.02 114 -1.146 0.2542
V5 C-1 6.6 7.02 114 0.94 0.3495
Linear Hypotheses:
Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
V2 -VC 65.45 4.967 13.176 < le-06 ***
V5-VC 38.725 4.967 7.796 < le-06 ***
V5-V2 -26.725 4.967 -5.38 1.11e-06 ***

145



	9f381b42c9451aa30052a901414daf705743a579f8ba7463e8feb35ac47585ca.pdf
	9f381b42c9451aa30052a901414daf705743a579f8ba7463e8feb35ac47585ca.pdf
	9f381b42c9451aa30052a901414daf705743a579f8ba7463e8feb35ac47585ca.pdf

