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RESUMO

ESTUDO DA RESISTENCIA DE GENOTIPOS DE SOJA A
HERBIVORIA DE Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae). A soja [Glycine max (L.) Merrill] possui elevada importancia
socioecondmica, sendo o Brasil seu maior produtor e exportador. No entanto,
essa cultura enfrenta desafios devido a pragas, como Spodoptera frugiperda
(SF), que comprometem sua produtividade. O controle quimico, embora
amplamente empregado, favorece o surgimento de pragas resistentes e
acarreta impactos ambientais e a saude. Para mitigar esses efeitos, as plantas
ativam mecanismos de defesa, produzindo compostos que afetam o
desenvolvimento e o comportamento dos insetos. O uso de cultivares
resistentes € estratégico para minimizar perdas, sendo que tais defesas
variam conforme o genotipo, o 6rgdo da planta e o tipo de herbivoria,
tornando crucial sua identificacdo e compreensdo na interagdo inseto-planta
para aprimorar a caracterizacdo da resisténcia da soja. Deste modo, este
estudo investigou a resisténcia de quatro gendtipos de soja cultivados (PI
229358, IAC 100, BRS 257, IAC PL-1) e um selvagem (PI 407270) a
herbivoria de SF, considerando os efeitos da domesticacao. Foram realizados
ensaios bioldgicos, andlises nutricionais e metabolicas em folhas jovens,
velhas e injuriadas no estagio de desenvolvimento V3, antes e apds inducao
por SF. O perfil metabolico foi analisado por UHPLC-q-TOF-MS/MS, com
uma abordagem ndo direcionada. PI 229358 e¢ IAC 100 demonstraram
resisténcia constitutiva, enquanto BRS 257, TAC PL-1 e PI 407270
apresentaram tolerancia. Folhas jovens concentraram compostos como
acidos graxos insaturados, octadecanoides e diterpenos, enquanto folhas
velhas apresentaram maior abundancia de flavondis e triterpenos. A
herbivoria ativou respostas metabolicas, especialmente nas variedades
resistentes e na soja selvagem. Foram anotados biomarcadores de resisténcia
a SF, como derivados de quercetina, isoflavonas, triterpenoides, uma
cumarina, acidos graxos e fitoprostanos. O estudo evidencia que a
domesticagdo nao eliminou completamente a resisténcia e destaca a
complexidade dos mecanismos de defesa da soja, contribuindo para o
melhoramento de cultivares e estratégias sustentaveis de controle de pragas.
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ABSTRACT

STUDY OF SOYBEAN GENOTYPE RESISTANCE TO Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidac) HERBIVORY. Soybean
(Glycine max (L.) Merrill) holds significant socioeconomic importance, with
Brazil being its largest producer and exporter. However, this crop faces
challenges due to pests such as Spodoptera frugiperda (SF), which
compromise its productivity. Although chemical control is widely employed,
its prolonged use promotes the emergence of resistant pests and causes
adverse effects on health and the environment. To mitigate these impacts,
plants activate defense mechanisms by producing compounds that affect
insect development and behavior. The use of resistant cultivars is a strategic
approach to minimize losses, as such defenses vary according to genotype,
plant organ, and type of herbivory. Therefore, identifying and understanding
these mechanisms in insect-plant interactions is crucial to improving
soybean resistance characterization. This study investigated the resistance of
four cultivated soybean genotypes (PI 229358, TAC 100, BRS 257, IAC PL-
1) and one wild genotype (PI 407270) to SF herbivory, considering the
effects of domestication. Biological assays, nutritional and metabolic
analyses were conducted on young, mature, and injured leaves at the V3
developmental stage, both before and after SF induction. Metabolic profiling
was performed using UHPLC-q-TOF-MS/MS with a non-targeted approach.
PI 229358 and IAC 100 exhibited constitutive resistance, while BRS 257,
IAC PL-1, and PI 407270 showed tolerance. Young leaves concentrated
compounds such as unsaturated fatty acids, octadecanoids, and diterpenes,
whereas mature leaves presented higher levels of flavonols and triterpenes.
Herbivory triggered metabolic responses, particularly in resistant varieties
and the wild soybean, suggesting systemic defense mechanisms. Resistance
biomarkers to SF were identified, including quercetin derivatives,
isoflavones, triterpenoids, a coumarin, fatty acids, and phytoprostanes. The
study highlights that domestication has not entirely eliminated resistance and
underscores the complexity of soybean defense mechanisms, contributing to
the improvement of cultivars and sustainable pest control strategies.
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1 - INTRODUCAO

A soja, (Glycine max (L.) Merrill), ¢ uma das culturas mais
importantes no cenario socioecondmico mundial. E cultivada, particularmente,
para fins industriais ou para alimentacdo de animais € humanos, devido a sua
composi¢do nutricional de alta qualidade'™. Atualmente no Brasil, esta cultura
destaca-se como um dos principais produtos agricolas®, com uma producdo
estimada de 167.869 mil toneladas, o que mantem o pais como o maior produtor
e exportador da oleaginosa segundo o 7° levantamento da safra 2024/256,

Embora seja notorio o aumento na produ¢dao da soja no pais, sua
cultura ¢ habitualmente afetada pelo ataque de diversas pragas e distintos estresses
abioticos que podem provocar lesoes e limitar sua producao ocasionando enormes
perdas. Além disso, existem indicios de que a soja € geralmente afetada pela perda
de diversidade gené¢tica obtida durante o processo de domesticacio, o que limita
o potencial de reprodu¢do de variedades de soja com alta tolerdncia ao estresse
ambiental e as caracteristicas de resisténcia contra pragas’.

Dentre os principais grupos de insetos-pragas que tém afetado
negativamente a produgdo da soja no Brasil, tem se distinguido o ataque de
lagartas, destacando-se as espécies do género Spodoptera spp. As lagartas desse
género sao consideradas pragas com um alto potencial de ocasionar danos na
cultura, ja que podem se alimentar inicialmente das folhas e posteriormente das
vagens na fase inicial de formagdo®’.

Para mitigar os impactos das doengas que comprometem a
produtividade da soja, diversas estratégias de controle sao adotadas, incluindo a
utilizacdo de cultivares resistentes, a rotagdo e sucessao de culturas com espécies
nado hospedeiras, além do controle quimico e bioldgico. O controle baseado no
uso de produtos quimicos, ¢ a estratégia mais usada. No entanto, o uso inadequado
destas sustancias facilita o desenvolvimento de pragas mais resistentes, causando

impactos negativos na saiide humana e no meio ambiente. Ademais, a reducao ou
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perda da eficacia dos pesticidas, a escassez de cultivares resistentes e a diminui¢do
da durabilidade da resisténcia genética dessas cultivares, tornou o controle contra
estas pragas um desafio-!°,

Contudo, as plantas podem adotar duas estratégias principais para se
protegerem contra a herbivoria: podem minimizar o dano que recebem, através de
mecanismos de resisténcia, ou podem compensar os efeitos da herbivoria,
demonstrando tolerdncia ao impacto causado pelos herbivoros'!. Como
mecanismo de resisténcia, as plantas utilizam metabolitos secundarios que sao
capazes de modificar o comportamento de insetos e/ou inibir o seu crescimento €
desenvolvimento. Dentre esses metabolitos estdo os derivados de alcaloides,

flavonoides e terpenoides'? 4,

No entanto, apesar da toxicidade dessas
substancias, alguns insetos desenvolvem adaptacdes que minimizam seus efeitos
nocivos, garantindo sua sobrevivéncia'®.

Estudos comparativos entre espécies cultivadas e selvagens
mostraram que, em contraste com G. max, a soja selvagem Glycine soja Sieb. &

Zucc pode adaptar-se mais facilmente a condi¢gdes ambientais intensas'>!¢

e
geralmente apresenta maior resisténcia a insetos e patogenos. Além disso, tem
sido mostrado que variedades cultivadas apresentam resisténcia a diferentes
insetos-pragas'’"!. Isto provavelmente esta associado as fungdes defensivas dos
metabolitos acumulados em seus tecidos. Nesse contexto, identificar as sustancias
envolvidas na resisténcia da soja representa um grande potencial para o
desenvolvimento de variedades resistentes e novos alvos para o manejo de pragas
agricolas, favorecendo o desenvolvimento sustentdvel da agricultura e protecao

ambienta] %2024,



1.1 — Caracteristicas da soja

A soja ¢ uma planta herbacea de ciclo anual, pertencente a familia
Fabaceae, género Glycine e subgénero Soja. Caracteriza-se pela reprodugdo
autbgama e apresenta variagdes em determinados tracos morfologicos,
influenciados pelas condi¢des ambientais®.

A soja apresenta trés tipos de folhas ao longo de seu
desenvolvimento. As cotiledonares sdo as primeiras a surgir, seguidas pelas folhas
simples ou unifolioladas, que aparecem precocemente e se dispdoem de forma
oposta. Posteriormente, as folhas compostas ou trifolioladas se desenvolvem,
organizando-se alternadamente na haste em padrao distico, permanecendo até a
senescéncia. Suas flores emergem em racemos terminais ou axilares e variam em
coloragdo, podendo ser brancas, amarelas ou purpuras, conforme a variedade. Os
frutos sdo vagens achatadas e pubescentes, apresentando coloragdo cinza, amarela
ou preta, enquanto as sementes exibem formatos arredondado, achatado ou
alongado, com varia¢do de tamanho e tonalidade®® 2%,

Para descrever os estdgios fenologicos da soja, FEHR e
CAVINESS?** estabeleceram uma metodologia que divide o ciclo da planta em
duas fases principais. A fase vegetativa compreende desde a germinagdo e
emergéncia até o inicio do florescimento, enquanto a fase reprodutiva tem inicio

com a floragdo e se estende até a maturacao fisiologica dos graos (FIGURA 1.1).

1.2 - Domesticacao da soja

A domesticagdo ¢ considerada um processo de coevolugcdao que
ocorre quando seres humanos cultivam plantas selvagens, resultando na formagao
de novas espécies ou populacdes distintas que desempenham um papel

fundamental na sobrevivéncia humana’'~>2.



FIGURA 1.1 — Estéagios fenologicos da soja e periodos de maior ocorréncia de
algumas pragas desfolhadoras na cultura. Adaptado de FEHR e CAVINESS®.
Criado com BioRender.com.
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A soja cultivada (G. max) foi domesticada a partir de seu progenitor
selvagem (Glycine soja Sieb. & Zucc.) ha aproximadamente 6000-9000 anos em
regides ao longo do Rio Amarelo ou Vale de Huang-Huai na China Central. Logo,
foi introduzida na Coréia e no Japao ha cerca de 2000 anos, na América do Norte
em 1765 e na América Central e do Sul ao longo da primeira metade do século
XX 3334 (FIGURA 1.2).

A expansdo da soja no Brasil teve inicio na regido sul, sendo
posteriormente introduzida em novas areas de cultivo gracas a adogdao de
tecnologias avancadas. Entre essas inovagdes, destacam-se o uso de sementes com
qualidade fisiologica, genética e sanitaria aprimorada, a implementa¢do do
sistema de semeadura direta, o desenvolvimento de cultivares adaptadas a

latitudes mais baixas e a maior resisténcia da soja a pragas e doengas™



Desta maneira, a soja domesticada se dispersou por todo o mundo e
multiplas variedades de soja se adaptaram as diferentes regides para cultivo em

sistemas agricolas obtendo plantas com alto desempenho que atendem as

necessidades do ser humano®®?7.

FIGURA 1.2 — Caminhos de dispersao da soja desde o centro de origem para
outras regides do mundo. As setas indicam as direcdes da dispersdo da soja. As
setas verdes (—) mostram o caminho da domesticagdo da soja, do nordeste da
China até América do Sul. Treze populagdes regionais sao indicadas em elipses
de cores diferentes. Adaptado de LIU et al.*
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A principal teoria aponta que a domesticacdo das culturas e a
expansdo simultanea da agricultura em escala global alteraram os ecossistemas e
provocaram diversas consequéncias evolutivas nas plantas. Entre essas mudancas,
destaca-se a redugdo da diversidade genética e, em certa medida, a diminuigdo da
resisténcia a herbivoros em comparag¢do com suas ancestrais selvagens®**#!. Além
disso, ha evidéncias de que as plantas domesticadas passam por transformacgoes
significativas em sua morfologia e fisiologia, fendmeno conhecido como
sindrome da domesticacdo. Essas modificacdes incluem caracteristicas fisicas

43,44

mais acentuadas, formas mais simples*?, mudang¢as no perfil nutricional e

defesas reduzidas 32449,



No caso da soja, muitos atributos mudaram durante sua
domesticagdo, por exemplo, sofreram um aumento na taxa fotossintética da folha,
no tamanho da semente e o habito de crescimento mudou de hastes entrelacadas
para hastes eretas*’. Além do anterior, algumas caracteristicas foram perdidas,
como redu¢do substancial da diversidade genética e perda de resisténcia ao
estresse! 6233448,

No trabalho de GAO et al'® foi revelado através de comparagdes
transcriptomicas que Glycine soja passou por uma evolugdo acelerada em todo
seu genoma, o qual lhe permite adaptar-se e enfrentar diferentes condic¢des e
ambientes em comparacdo com Glycine max'. Foi relatado que devido a
reproducdo seletiva, as plantas domesticadas e selvagens regularmente diferem
em suas caracteristicas defensivas e conteido de nutrientes***->2, HYEON et al*>.
examinaram as variagdes metabolicas induzidas pela domesticagdo da soja preta
e foi observado que a soja preta selvagem possuia quantidades maiores de
flavonoides e fenilpropanoides, enquanto a soja preta cultivada apresentou altos
niveis de aminoacidos, polissacarideos e acidos graxos.

Similarmente, D.-Y. YUN et a/*. caracterizaram o metaboloma de
trés genotipos de soja em sementes e folhas e os resultados mostraram que a
expressao dos metabolitos primarios e secundarios foram diferentes nas sementes
¢ folhas, assim como entre os gendtipos de soja. Por exemplo, foram observados
diferentes glicosideos de kaempferol nas folhas, mas nao nas sementes e os niveis
de derivados de quercetina e epicatequina foram menores na soja domesticada.

Também foi encontrado que as plantas cultivadas apresentam uma
reducdo importante nos compostos defensivos®*>. No trabalho de Fernandez et
al*®. foi usada uma abordagem meta-analitica para estudar se a suscetibilidade aos
herbivoros de diferentes culturas € principalmente impulsionada por uma redugao
nas defesas da planta e/ou um aumento na qualidade nutricional. Os resultados
confirmaram maior herbivoria e niveis mais baixos de defesas nas plantas

domesticadas em contraste com as parentes selvagens.
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Em contraposi¢do, alguns estudos tém indicado que as plantas
cultivadas podem se defender melhor do ataque de herbivoros comparadas com
suas parentes selvagens. Por exemplo, GARVEY et al®’. mostraram que a
domesticag¢do de Capsicum annuum L., 1753 (a pimenta malagueta) ndo afetou as
defesas contra o inseto Manduca sexta (Linnaeus, 1763), mas melhorou a atra¢ao

1'°, observaram

volatil para recrutar inimigos naturais. Por sua parte PAUDEL et a
uma maior indutibilidade de produtos quimicos defensivos, tricomas e volateis
induzidos por herbivoros em uma variedade de tomate cultivada em comparacao
com a variedade selvagem. Estes resultados mostram que ndo todas as culturas
diminuiram seus tragos de resisténcia quando domesticadas.

SHLICHTA et al®®. analisaram as concentragdes de glicosideos
cianogénicos em variedades cultivadas e silvestres de feijao-lima, observando sua
influéncia na preferéncia e no desempenho de herbivoros. As folhas das plantas
cultivadas continham mais desses compostos do que as silvestres, enquanto as
sementes apresentavam concentragdes significativamente menores. Lagartas de
Spodoptera exigua (Hiibner, 1808) preferiram folhas selvagens, mas
sobreviveram melhor nas cultivadas. Os besouros demonstraram preferéncia pelas
sementes de plantas cultivadas, onde as fémeas se desenvolveram mais
rapidamente. Os resultados indicam que a selegdo artificial afeta a resisténcia dos
insetos de maneira diferenciada nos tecidos vegetais consumidos por humanos.

Além do anteriormente exposto, a soja selvagem tem sido empregada
para encontrar tragos de resisténcia ao pulgdo da soja (Aphis glycines Matsumura)
¢ a lagarta Spodoptera litura Fabricius, 1775 que sao consideradas pragas da soja
com resisténcia a alguns inseticidas®-%. Deste modo, tem sido evidenciado que
Glycine soja possui recursos genéticos que podem ser importantes para o

desenvolvimento de variedades resistentes a pragas e ao estresse ambiental’.



1.3 - Pragas que atacam as folhas da soja

Ao longo de seu desenvolvimento, a soja € alvo de diversas pragas
que podem comprometer sua produtividade (FIGURA 1.1). Entre as principais,
destacam-se a lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis Hiibner, 1818), a lagarta
falsa-medideira (Chrysodeixis includens Walker, 1858), a lagarta-das-magas
(Heliothis virescens Fabricius, 1777) e diversas espécies do género Spodoptera,
como S. frugiperda Smith, 1797, S. cosmioides Walker, 1858 e S. eridania Stoll,
1782.

A lagarta-da-soja ¢ considerada uma das pragas desfolhadoras mais
prejudiciais no Brasil, podendo causar a completa desfolha das plantas caso nao
seja controlada. J4 a lagarta falsa-medideira, a lagarta-das-macas e as lagartas do
género Spodoptera apresentam um amplo espectro de alimentacdo, atacando
folhas, flores, vagens e até os graos da soja, o que as torna pragas de grande

impacto na cultura'?¢'-* (FIGURA 1.3).

FIGURA 1.3 — Lagartas nas formas verde (a) e escura (b) de Anticarsia
gemmatalis, lagarta de Spodoptera frugiperda (c); e sintoma da injaria causada na
folha de soja (d). Adaptado de MOSCARDI et al.®




A espécie Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) ¢ uma das pragas mais destrutivas e economicamente importantes do
milho no Brasil. Esta praga tem a capacidade de atacar diferentes plantas
hospedeiras, embora tenha preferéncia por espécies pertencentes as gramineas
durante seu estagio larval®®®, Esta lagarta tem habito noturno, preferéncia em
consumir folhas novas, e regularmente sua densidade limita-se a um inseto por
planta, devido a seu comportamento canibalistico. Ao final da fase larval, as
lagartas penetram no chdo, onde se tornam pupas. Fémeas adultas sdo capazes de
colocar cerca de 100 ovos sobre uma mesma folha.

No caso do milho, as lagartas primeiro colonizam a planta no
decorrer do estagio de espiral vegetativa, se abrigando e se alimentando de folhas
jovens. No algodao, as lagartas de S. frugiperda (SF) iniciam se alimentando da
parte inferior da folha, logo se movem para os quadros e flores, e entdo vao para
a parte inferior dentro da cobertura vegetal para se alimentar das capsulas antes
da reproducdo®.

Na cultura da soja, SF ¢ considerada uma praga secundaria, nao
obstante pode causar danos equivalentes ou até maiores que A. gemmatalis. Este
inseto possui a capacidade de se alimentar de estagios muito jovens da planta o
que intensifica a perda da area fotossintética, aumentando os prejuizos
economicos. No inicio, SF consegue-se alimentar das folhas, e posteriormente

consome as vagens conforme a planta entra nos estagios reprodutivos®-7°,

1.4 — Estratégias de defesa das plantas contra herbivoros

As plantas sdo atacadas por uma variedade de organismos, dentre os
quais podem ser destacados patogenos e herbivoros. O estresse causado por esses
organismos sobre o desenvolvimento das plantas levou-as a desenvolver variadas
estratégias defensivas’!. Por um lado, as plantas podem minimizar o dano que
recebem, através de mecanismos de resisténcia, ou podem compensar os efeitos

da herbivoria, demonstrando tolerincia ao impacto causado pelos herbivoros!!.
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Os mecanismos de resisténcia, podem ser classificados em defesas
constitutivas ou induzidas e diretas ou indiretas’?> (ver FIGURA 1.4). As defesas
constitutivas estdo sempre presentes independentemente do estresse causado,
enquanto as defesas induziveis sdo ativadas apds o ataque do herbivoro”. Estudos
indicam que algumas defesas constitutivas podem ser intensificadas durante o
processo de herbivoria’™ . No entanto, as defesas induzidas desempenham um
papel essencial na resisténcia da planta hospedeira, pois apresentam menor custo
metabolico e maior especificidade contra pragas®®’.

As defesas diretas correspondem a caracteristicas que atuam
diretamente sobre o organismo agressor. Exemplos incluem a presenca de cera na
superficie foliar, espinhos, tricomas, o aumento da espessura e lignificacdo da
parede celular, além de deposi¢cdes minerais. Também fazem parte desse grupo os
metabolitos secundarios, proteinas antinutricionais € enzimas que comprometem
o crescimento e desenvolvimento dos consumidores. Em contraste, as defesas
indiretas favorecem a atuacdo de inimigos naturais por meio da liberacdo de

compostos volateis, diminuindo assim a herbivoria'>7780,

FIGURA 1.4 — Categorias de defesa das plantas contra herbivoros. Adaptado de
STOUT.”

(Estresse fisiologico (Perda de rendimento ou
causado pela alimentagdo aptiddo da planta)
de insetos)

Resisténcia Tolerancia

Induzivel vs. Constitutiva
Direta vs. Indireta
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1.5 — Respostas de defesa das plantas sob estresse bidtico

As plantas podem se proteger contra seus atacantes por meio da
formagdo de barreiras fisicas ou da producdo de compostos bioativos
especializados. Esses compostos podem ser induziveis e parte da defesa
constitutiva, atuando de forma repelente, antinutritiva ou toxica para os
herbivoros!+80,

A reagdo de uma planta aos danos causados por herbivoros envolve
tanto a resposta as lesdes quanto o reconhecimento de moléculas especificas
provenientes dos insetos, como componentes da secrecdo oral e do fluido de
oviposi¢cdo. Essas moléculas ativam vias de sinalizacdo que desencadeiam
mecanismos de defesa, resultando na produ¢ao de diversas substancias, incluindo
proteinas antinutricionais, que dificultam a digestdo do material vegetal pelos

insetos'+8!

. Estas respostas defensivas sdo cuidadosamente moduladas para
otimizar o uso de recursos e ajustar as cascatas de sinalizacao.

ApoOs o dano provocado por insetos mastigadores, a resposta da
planta ¢ modulada por uma rede de fitormdnios, cujas interacdes sinérgicas e
antagonicas regulam a expressdo génica e a produgdo de metabdlitos protetores.
Esses fitormonios atuam como sinais para a ativacdo de mecanismos de defesa
tanto locais quanto sist€émicos na planta. Entre os principais sinais de feridas
intracelulares encontrados, destacam-se os fitormonios acido jasmoénico (JA),
acido salicilico (SA) e etileno. A via JA ¢ ativada por ferimentos e pela
alimentacdo de insetos. O etileno, por sua vez, age em sinergia com JA,
diminuindo os niveis de compostos de defesa constitutivos e estimulando a
producdo de JA e volateis'*52.

Além da ativacdo de mecanismos de defesa fisica e quimica
induzidos pela herbivoria, diversas modificagdes ocorrem no metabolismo
primario das plantas em resposta ao ataque de insetos. Estas respostas sdo

sustentadas por trés vias metabolicas principais: o ciclo do acido citrico, a via do

chiquimato e a via do mevalonato (FIFURA 1.5). Os metabolitos produzidos ao
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longo dessas vias formam parte do metaboloma da planta, abrangendo tanto o
metabolismo primario, responsavel pela sintese de carboidratos, aminoacidos e

lipidios, quanto o metabolismo secundario'.

FIGURA 1.5 — Via de biossintese do metabolismo primdrio ¢ secundario em
plantas sob estresse bidtico. A cor das caixas representa a classe de compostos:
verde (metabolitos secundarios), laranja (metabodlitos primarios) e azul
(hormonios vegetais). As principais vias metabdlicas estdo sublinhadas em
vermelho. Adaptado de SILVA et al.!°
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Os ataques de insetos frequentemente provocam a redistribuicao de
metabolitos primdrios, tanto ja presentes quanto recém-assimilados, entre os
tecidos afetados e os sistémicos. O deslocamento desses compostos para o local
do ataque pode servir para fortalecer as defesas da planta ou ser resultado da
manipulagcdo metabolica pelos insetos. Por outro lado, o fluxo de metabolitos para
longe das areas de alimentacdo pode atuar como um mecanismo de defesa,
privando os herbivoros de nutrientes, preservando recursos para o crescimento
posterior da planta ou estimulando a associagdo com micrébios benéficos do solo
como uma resposta de defesa indireta®.

Por exemplo, NABITY et al.3* investigou a resposta da fotossintese
a indug¢do de defesas relacionadas ao acido jasmonico (JA) por herbivoros
em Nicotiana attenuata Steud. Os resultados mostraram que o ataque de
herbivoros causou uma supressao sustentada nas trocas gasosas e na fotossintese
em plantas selvagens, acompanhada pelo aumento dos metabolitos de defesa. Em
contraste, plantas sem defesas induzidas por JA apresentaram menor supressao
fotossintética e ndo aumentaram a produ¢do de metabolitos de defesa. O anterior
sugere um aumento na demanda energética da planta em resposta ao estresse.

De forma similar, as respostas ao estresse de Brassica nigra (L.) W.
D. J. Koch foram analisadas apos exposicdo sucessiva ao ozonio (Os) e ao
herbivoro especialista Pieris brassicae (Linnaeus, 1758). Os efeitos do Os
mostraram semelhangas com os processos de senescéncia e deficiéncia de fosfato.
J& a transi¢cdo de exposi¢ao ao Os para herbivoria desencadeou mecanismos de
defesa tipicos da planta, incluindo redugdo do metabolismo central, ativacao das
vias do 4cido jasmonico e etileno, além da emissdo de compostos volateis®.

A via metabolica dos aminodcidos € parte integrante do sistema

imunoldgico das plantas. LI et al.®

analisaram como plantas de chd (Camellia
sinensis (L.) Kuntze, 1887) redistribuem nitrogénio para fortalecer sua defesa
contra Ectropis obligua Prout, 1915. A herbivoria foliar provocou mudangas

diferenciadas nos metabolitos defensivos € no metabolismo de compostos
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nitrogenados entre respostas locais e sistémicas. A forte relagdo entre o
metabolismo de aminoacidos e a ativagdo das defesas secundarias sugere que a
realocacao de nitrogénio pode ser crucial para aumentar a resisténcia da planta ao
ataque.

Por sua parte, KANOBE et al.?” mostraram que a infestagdo por
pulgdes em plantas de soja parece suprimir as defesas vegetais ao inibir respostas
reguladas pelo JA, possivelmente através de um "sequestro metabolico". O ataque
de Aphis glycines reduziu os niveis de acidos graxos poli-insaturados, como o
acido linolénico, precursor do JA, enquanto levou ao aumento do acido palmitico
nas folhas e dos acidos estearico e oleico nas sementes. Além disso, foi levantada
a hipdtese de que os pulgdes interferem na via de dessaturacao de acidos graxos,
possivelmente diminuindo a atividade das enzimas FAD2 e FAD6, o que pode
comprometer a producao de metabolitos essenciais a defesa da planta.

O metabolismo secundario das plantas esta fortemente envolvido nas
respostas de defesa das plantas contra fatores bidticos. Os metabolitos secundarios
sdo fundamentais para a sobrevivéncia das plantas, auxiliando na defesa contra
microrganismos, herbivoros e radiacao UV, além de contribuirem para a atracao
de polinizadores e sinaliza¢do®®. Podem ser divididos em trés grupos principais:
fendlicos (como flavonoides), compostos nitrogenados (como alcaloides) e
terpenoides®®. Sua biossintese ocorre a partir de diversas vias metabdlicas
primarias, incluindo glicdlise, ciclo do acido tricarboxilico, via das pentoses
fosfato, via do chiquimato e metabolismo de aminoacidos aromaticos®®.

KOLLNER et al.® investigaram o padrio de emissio de
sesquiterpenos em folhas de milho danificadas por herbivoros. Os resultados
mostraram um aumento nas concentracoes de JA e seu derivado de leucina nos
tecidos emissores sugerindo a participacao dos jasmonatos na propagacao do sinal
de dano. Foi notado que a producao de sesquiterpenos no milho ocorreu apenas
no local do ferimento e nas regides distais da folha. Este mecanismo pode facilitar

a localizagdo de presas por inimigos naturais dos herbivoros em plantas de milho.
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A braquicerina, um alcaloide ind6lico monoterpeno caracteristico
dos brotos de Psychotria brachyceras, apresenta regulagdo em resposta a
ferimentos ou a aplicacdo de jasmonato. As maiores concentragdes desse
composto sdo observadas nas inflorescéncias, o que sugere um possivel papel na
defesa da planta. Foi verificado que danos as folhas promovem um aumento
localizado na concentragao do alcaloide. Os resultados indicam que a braquicerina
ndo age diretamente como um mecanismo de resisténcia contra herbivoros, mas
desempenha uma fung¢ao de defesa quimica indireta ao regular o estresse oxidativo

associado a danos mecanicos’®.

1.6 — Respostas de defesa da soja contra herbivoria

No decorrer do tempo, a soja tem criado diversos mecanismos de
defesa em consequéncia do ataque de diferentes tipos de pragas, como a producao
de inibidores de protease (IP) e metabdlitos secundarios de defesa contra insetos
herbivoros®!.

Os IP, sdo geralmente concentrados em tecidos de armazenamento
como uma defesa contra herbivoros, no entanto, sua aplicacdo torna-se eficaz
quando é sintetizado em resposta a feridas®. PAIXAO et al.”® estudaram as
respostas bioquimicas de lagartas de Anticarsia gemmatalis ao se alimentarem de
uma variedade de soja resistente. Os resultados mostraram que agentes que
elevam os IP produzidos pela planta podem alterar a capacidade dos insetos para
digerir proteinas. No entanto, sabe-se que esta lagarta ¢ capaz de se adaptar aos
IP naturais de sua planta hospedeira e ao inibidor sintético da tripsina
benzamidina, como mostrado por MOREIRA et al.*.

FELTON et al.”® mostraram que as plantas produzem espécies
reativas de oxigénio como mecanismo de defesa contra herbivoros e patdgenos.
Essas alteragdes oxidativas podem intensificar a atividade de enzimas como
lipoxigenase, peroxidase e polifenoloxidase. A lipoxigenase, presente em

leguminosas como soja e feijdo vermelho, tem sido associada a resisténcia de
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acaros na soja, correlacionando-se com o aumento da peroxidagdo lipidica e a
reducio de carotenodides devido a acdo dessa enzima®.

Dentre os metabolitos secundarios, os flavonoides sao 0os compostos
mais estudados na soja. Estas sustancias estdo presentes em concentracoes
variadas em diferentes partes da soja e desempenham func¢des como regulacao do
estresse oxidativo, participacdo em sinalizagdes hormonais, protecdo contra a
radiacdo UV e fons metalicos e defesa contra patogenos e insetos”® %8,

Na soja, os flavonoides mais abundantes sdo os conjugados das
isoflavonas daidzeina, genisteina e gliciteina (prevalecendo nas suas formas
glicosiladas, daidzina, genistina, glicitina e suas formas malonilglicosiladas) e os
flavondis kaempferol, quercetina e isorhamnetina, junto com seus derivados
glicosideos (FIGURA 1.6)?%96989

Trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisa mostraram que,
além dos flavonoides ja mencionados a soja apresenta também outros derivados
como isoflavonas metiladas (afrormosina e formononetina) e preniladas (4-
prenilcoumestrol)!?’. Também foi observado que os flavonoides apresentam
dindmica de alocacao diferente, 1isto ¢, as isoflavonas sdo alocadas
preferencialmente nas folhas velhas e nos primeiros estagios de vida, enquanto os
flavonois se acumulam majoritariamente nas folhas jovens de plantas

adul:[as98,100,101

. Adicionalmente, foi evidenciado que folhas de diferentes idades
possuem diferengas em sua composi¢do € que as abundancias desses compostos
diferem de acordo com o genotipo, sendo observados niveis maiores na soja
selvagem!'°!,

Foi verificado também que o uso de flavonoides individuais em
dietas artificiais afeta o desenvolvimento e comportamento de herbivoros. No
trabalho de HOFFMANN-CAMPO et al?** foi avaliado o efeito da rutina
(quercetina 3-O-rutinosideo) contida em uma dieta artificial no comportamento e

nutri¢ao de Anticarsia gemmatalis e os resultados mostraram que este flavonol

provocou uma diminui¢ao no peso e consumo de dieta pelas lagartas.
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FIGURA 1.6 — Flavonois (azul) e isoflavonas (laranja) presentes nas folhas de

soja

Glicitina

Isorhamnetina

Rutina
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A resisténcia da soja contra o ataque de herbivoros esta relacionada
a concentracao de flavonoides em seus tecidos. Estudos indicam que compostos
como rutina, genistina, genisteina, apigenina e kaempferol desempenham um
papel fundamental na defesa contra insetos como Anticarsia gemmatalis'’,

2 ¢ Acyrthosiphon pisum Harris, 1776. Além disso, a

Piezodorus guildinii'
herbivoria pode induzir a producdo de substancias fendlicas, afetando
negativamente o desenvolvimento de SF'®,

A produgao de flavonoides nas plantas varia conforme o tipo de
herbivoria. O besouro-japonés (Popillia japonica Newman, 1841) induz maior
concentracdo de flavondis, enquanto a lagarta Vanessa cardui Linnaeus, 1758
aumenta os niveis de genisteina. J4 o pulgdo A. glycines ndo provoca alteragdes

na composi¢do de flavonoides nas folhas de soja!®

. Além disso, SF apresenta
desempenho semelhante em cultivares de soja com diferentes niveis de
resisténcia, enquanto o tripes Caliothrips phaseoli Hood, 1912 prefere e se
desenvolve mais rapidamente em uma variedade especifica, possivelmente devido
a diferencas nas defesas induzidas e constitutivas'®.

Varios estudos tém demonstrado que volateis de plantas induzidos
por herbivoros agem indiretamente sobre herbivoros atraindo seus inimigos
naturais. Por exemplo, foi visto que a herbivoria por A. gemmatalis em plantas de
soja aumentou a emissao de varios compostos organicos volateis (COV). Os
bioensaios mostraram que Podisus nigrispinus Dallas, 1851 discriminou
significativamente apenas entre os odores de plantas ndo danificadas e danificadas
da linhagem néo transgénica'®.

De forma similar, STRAPASSON et al.'% analisaram a emissdo de
COV pela soja transgénica e convencional em resposta a lagarta-medideira
Chrysodeixis includens. Ambos os tipos de soja produziram COV, com maiores

emissOes em plantas transgénicas. As fémeas de Meteorus rubens Nees, 1811

preferiram os odores de plantas transgénicas atacadas. Estes resultados sugerem
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que as interacdes tritroficas mediadas por COV neste sistema modelo nao sdo

afetadas negativamente.

1.7 — A metabolomica aplicada ao estudo do estresse bidtico em

plantas

A metabolomica ¢ a anélise abrangente de todos os metabolitos em
um sistema bioldgico. Fornece uma avaliagao qualitativa e quantitativa de analitos
de baixo peso molecular que definem o estado metabolico de um sistema
biologico. A maioria dos experimentos em metabolomica de plantas sao
realizados utilizando uma combina¢do de ferramentas analiticas de separacao e
deteccdo, conhecidas como abordagens hifenadas ou acopladas!'®”-1%,

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(UHPLC-q-TOF-MS/MS) tornou-se uma técnica amplamente utilizada em
metabolomica devido a sua alta robustez, sensibilidade e seletividade, permitindo
a identificacdo precisa e a quantificacao de metabolitos em baixas concentragdes.
Sua versatilidade possibilita a anélise de diversos compostos, como fendlicos,
alcaloides e lipidios. De modo geral, os estudos metabolomicos se classificam em
duas abordagens: os estudos alvo (do inglés, targeted), que investigam
metabolitos ou grupos especificos em resposta a um determinado estimulo, e os
estudos ndo-alvo (do inglés, untargeted), que analisam de forma abrangente o
conjunto completo de metabolitos presentes no sistema biologico!?-1%,

Avangos tecnoldgicos recentes tém impulsionado o uso da
metabolomica em pesquisas de ecologia quimica, permitindo a analise de
mediadores quimicos essenciais, mesmo em concentracoes reduzidas e em
sistemas biologicos complexos, como as plantas. Sua aplicacdo tem aprimorado a
compreensao do estresse bidtico em diversas culturas alimentares, incluindo soja,

milho, arroz, cevada e outros graos!'®!°,
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Considerando essas informagdes, propomos a hipdtese de que as
variagdes nos niveis de resisténcia entre os genotipos de soja estdo associadas a
diversidade do perfil metabdlico presente em seus tecidos. Além disso, sugerimos
que o cultivo e a selecdo artificial voltados para o aumento da produtividade das
culturas de soja podem ter reduzido suas defesas contra determinados herbivoros.
O conhecimento gerado a partir dessas comparagdes contribuird para aprimorar a
compreensao da ecologia evolutiva das interagdes entre insetos e plantas na soja,
auxiliando na identificacdo de caracteristicas potenciais de resisténcia para um

controle mais eficiente dos insetos.
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2 - OBJETIVOS

Este trabalho pretende investigar a resisténcia de genotipos de soja
frente a herbivoria de S. frugiperda, comparando-as entre 4 gendtipos cultivados
de soja (G. max) e 1 genotipo selvagem (G. soja), a fim de estudar os efeitos da

domesticag¢do da soja nessas defesas.

Para isso, sdo propostos os seguintes objetivos especificos:

v' Avaliar o crescimento e o desenvolvimento de lagartas de S. frugiperda por
meio de bioensaios de alimentacdo com folhas de quatro genotipos
cultivados de soja e um genoétipo selvagem;

v Determinar a preferéncia alimentar de lagartas de S. firugiperda por folhas
de quatro genotipos cultivados de soja e um genotipo selvagem;

v’ Avaliar o impacto da desfolha causada por S. frugiperda na aptidio das
plantas (producao de sementes) de quatro gendtipos cultivados de soja e um
gendtipo selvagem,;

v Examinar as diferencas nutricionais entre quatro gendtipos cultivados de
soja ¢ um gendtipo selvagem antes ¢ apds a injuria causada por S.
frugiperda;

v’ Analisar as variagdes no perfil metabdlico das folhas de soja antes € apos a
injuria causada por S. frugiperda, considerando quatro gendtipos cultivados
de soja e um genotipo selvagem;

v Comparar as mudancas (qualitativas e quantitativas) no perfil metabdlico
das folhas-alvo (injuriadas) e sist€micas (jovens e velhas) apds a indugao

por S. frugiperda nos diferentes gendtipos.
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3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - Obtencao das plantas e insetos

As cultivares BRS 257, TAC PL-1, IAC 100 (com habito de
crescimento determinado e de ciclo precoce) e PI 229358 (com hébito de
crescimento indeterminado e ciclo normal), classificadas como convencionais, da
espécie Glycine max, e Pl 407270, pertencente a espécie Glycine soja (soja
selvagem), foram obtidas por meio do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da
Embrapa Soja, localizado em Londrina-PR.

As sementes de cada variedade foram selecionadas e submetidas
simultaneamente ao processo de germinacao, em um substrato composto por terra
vegetal, areia grossa e vermiculita, na propor¢do de 1:1:1. Apds a germinagao, as
plantulas foram cuidadosamente transplantadas para vasos plasticos N° 02 (1 L)
e N° 04 (4,5 L), contendo um substrato formado por areia grossa, terra vegetal
Mogifertil (composta por turfa, serragem de madeira e bagaco de cana) e esterco
de gado Mogifertil (constituido por esterco de gado, bagaco de cana, turfa e
serragem de madeira), misturados na propor¢ao de 1:2:1.

As plantas foram cultivadas em casa de vegetacao, no Departamento
de Botanica da UFSCar, sob um telado transparente, para protegé-las contra
agentes externos e a infestagdo de pragas. A irrigacdo foi realizada a cada dois
dias, garantindo quantidades semelhantes de agua entre os vasos e os dias, a fim
de evitar estresse hidrico at¢ o momento da coleta. Embora os genétipos PI
229358 e PI 407270 apresentem habito de crescimento indeterminado, o tempo
de desenvolvimento entre os gendtipos ocorreu de forma sincronizada. Os
experimentos foram conduzidos entre janeiro € margo dos anos de 2022, 2023 e
2024.

Os ovos de SF foram obtidos comercialmente da empresa
Pragas.com (Piracicaba — SP). As lagartas foram mantidas em dieta artificial a
base de farinha de feijdo branco!!! em incubadora do tipo BOD a 25 °C + 2 °C,

22



umidade relativa de 60 = 10% e fotoperiodo de 12h até a realizacdo dos

experimentos.

3.2 - Ensaios de resisténcia de genotipos de soja a S. frugiperda (SF)

3.2.1 - Teste de escolha livre

Para a realizacdo do teste de escolha livre, as plantas foram cultivadas
conforme descrito no item 3.1, ¢ o experimento foi conduzido seguindo a
metodologia proposta por SARDINHA DE SOUZA et al.''?, com algumas
modificagdes. Discos foliares de 1,5 cm de didmetro foram excisados da primeira
folha trifoliolada (ver FIGURA 3.1a) das variedades testadas (estagio de
desenvolvimento V3, de acordo com a classificagdo de FEHR e CAVINESS*?) e
dispostos em placas de Petri de 9 cm de diametro. Em cada placa de Petri, cinco
discos foliares correspondentes a cada gendtipo foram posicionados de forma
equidistante entre si.

Posteriormente, lagartas de SF de terceiro instar foram liberadas no
centro das placas. Doze horas apds a sua liberacdo, as folhas que sofreram
herbivoria foram fotografadas (antes e apds desse periodo). A camera foi
posicionada em um tripé comum, voltada para baixo, a 30 cm da mesa. Acima do
papel foi colocada uma régua para estabelecer a equivaléncia entre pixel e
centimetros. As imagens foram analisadas por meio do programa de
processamento digital de imagem /mage.J, para determinar a area foliar consumida
(cm?) no periodo de 12 horas'®. O experimento foi conduzido com 30 réplicas,
avaliando-se se havia preferéncia ou ndo-preferéncia significativa das lagartas por

folhas especificas, de acordo com o genétipo.

3.2.2 — Ensaio de desenvolvimento da fase larval
A possivel toxicidade das variedades foi determinada pelo aumento
do peso umido das lagartas durante o periodo de tratamento, calculado como a

diferenca entre o peso final e o peso inicial (peso ganho no 9° dia). O experimento
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foi conduzido seguindo a metodologia proposta por SARDINHA DE SOUZA et
al.''2, com algumas modifica¢des. Para isso, um unico foliolo correspondente as
folhas trifolioladas do estagio de desenvolvimento V33° (FIGURA 3.1a) foi
colocado em uma placa de Petri de 9 cm de didmetro, com o peciolo enrolado em
algodao umido para evitar o ressecamento da folha. Posteriormente, o foliolo fo1
oferecido a uma lagarta de SF de terceiro instar e substituido diariamente.

As lagartas foram pesadas diariamente até entrarem na fase de pré-
pupa, considerada quando cessam a alimentagdo e apresentam enrugamento do
tegumento. As medi¢des foram realizadas em uma balanga analitica de precisdo,
tanto para as lagartas quanto para as pupas, estas ultimas com 48 horas de idade.
A mortalidade das lagartas foi registrada ao longo do experimento. Diariamente,
foram retirados os excrementos das lagartas das placas, além da umectagdo ou
substituicao do algodao para evitar o ressecamento. A duragdo da fase larval (em
dias) foi registrada, assim como a massa foliar consumida durante esse periodo.

Foram conduzidos cinco tratamentos, cada um com 24 réplicas.

FIGURA 3.1 — Esquema da planta de soja nos estagios de desenvolvimento: a)
V3 e b) V5. As folhas coloridas indicam aquelas utilizadas nos experimentos.
Laranja: folhas unifolioladas e/ou velhas; azul: primeira folha trifoliolada e/ou
folha local; verde: segunda folha trifoliolada e/ou jovem.

a) b)

Estagio
V3
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3.2.3 — Teste de tolerancia

Para estimar a capacidade das plantas de reduzir os efeitos negativos
na aptidao pela injuria de lagartas de SF, inicialmente, as plantas foram cultivadas
na casa de vegetagao, conforme mencionado no item 3.1. Quando os gendtipos
alcangaram o estagio de desenvolvimento V5°° (FIGURA 3.1b), as plantas foram
transferidas para o laboratorio e mantidas sob iluminacao artificial composta por
LEDs até a conclusao dos experimentos.

O experimento foi conduzido com base na metodologia proposta por
BOEGE et al''®, com algumas modifica¢des. Para sua realizagdo, uma lagarta de
SF de quarto instar foi colocada na folha unifoliada de cada genotipo de soja. As
plantas foram cobertas com sacos de tule para impedir que as lagartas escapassem,
permitindo que as lagartas se alimentassem livremente de qualquer folha da
planta. As lagartas foram retiradas antes de consumir o 50% da &rea foliar,
aproximadamente 3 dias depois. O grupo controle também recebeu o mesmo
tratamento, porém, sem a inclusdo das lagartas.

ApoOs esse periodo, as lagartas foram removidas e mantidas em casa
de vegetagdo até sua reprodugdo. Para avaliar o impacto da desfolha na aptidao
das plantas, foi quantificado o nimero de sementes produzidas em cada
tratamento. A tolerancia das plantas foi estimada por meio da vulnerabilidade dos
gendtipos estudados a desfolha por SF através da quantificagdo do nimero e peso
(g) de sementes produzidas pelas plantas em cada tratamento (diferengas na
aptiddo medida pela produgcdo de sementes entre plantas danificadas e ndo
danificadas). Considerando cinco gendtipos, dois tratamentos (grupo controle e

com injuria) e cinco réplicas bioldgicas, no total foram utilizadas 50 plantas.
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3.3 — Analise nutricional de genotipos de soja

Para fornecer informagdes detalhadas sobre possiveis mecanismos
quimicos subjacentes a resisténcia dos gendtipos de soja, conforme observado nos
bioensaios, plantas dos genoétipos estudados foram cultivadas para a coleta de
folhas destinadas a analise de nutrientes.

Para a realizacdo da analise nutricional dos gendtipos de soja,
inicialmente, as plantas foram cultivadas, e os experimentos foram conduzidos
conforme descrito no item 3.2.3. Apds a conclusdao do experimento, as plantas
foram mantidas no laboratorio por 24 horas. Transcorrido esse periodo, as folhas
foram coletadas (sem caule e sem peciolo), lavadas trés vezes com agua
deionizada e secadas a temperatura ambiente. Em seguida, foram embaladas em
sacos de papel individuais devidamente rotulados e secas em estufa com
circulagdo de ar a 40°C, durante 72 horas.

Considerando cinco genoétipos, dois tratamentos (grupo controle e
com injuria) € o namero de réplicas bioldgicas, foram utilizadas, ao todo, 252
plantas, resultando em 70 amostras. Na TABELA 3.1, apresenta-se um resumo do

experimento.

TABELA 3.1 — Resumo do experimento de injaria por S. frugiperda para a analise
nutricional de genotipos de soja.

Cultivares Selvagem
Tratamento (Indugdo e controle) 2 2
Réplicas biologicas 7 (2 plantas por réplica) 7 (10 plantas por réplica)
Variedades 4 1
Numero de plantas 112 140
Numero de lagartas 56 70

ApOs a secagem, as amostras foram trituradas com moinho analitico
(IKA A11) e, em seguida peneiradas a 80 mesh, de modo a atingir um tamanho de

particula inferior a 0,25 mm. Logo, foram tomadas aliquotas de 1 mg para a
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determinacdo de carbono, nitrogénio e enxofre por meio de analises elementares
CHNS. Os macronutrientes carbono (C) e nitrogénio (N) foram quantificados por
meio de um Analisador Elementar EA1108 — Fisons, na Central Analitica
do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos, em Sao
Carlos, estado de Sao Paulo, Brasil.

Para as amostras restantes, foram tomadas aliquotas de 250 mg, as
quais foi adicionado dioxido de titanio (TiO) na concentragdao de 5% em peso
como padrdo interno. Finalmente, a mistura foi homogeneizada e prensada a 3
tons, resultando em pastilhas de 250 a 300 mg, que foram armazenadas sob
refrigeracdo em sacos plasticos até a respectiva analise. Esta parte foi realizada

com base na metodologia proposta por BORDUCHI et al'*

, com algumas
modificagoes.

Assim, os conteudos dos macronutrientes célcio (Ca), magnésio
(Mg), potassio (K) e fosforo (P), bem como dos micronutrientes, boro (B), cobre
(Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn), foram determinados por
espectroscopia de ruptura induzida por laser (LIBS) no laboratério de optica e
fotonica da Embrapa Instrumentagdo, em Sdo Carlos, estado de Sdo Paulo, Brasil.

Na TABELA 3.2, apresenta-se os parametros do sistema utilizados para a

realizacdo das leituras.

TABELA 3.2 — Parametros utilizados na realizacao das analises de Ca, Mg, K, P,
B, Cu, Fe, Mn e Zn por espectroscopia de ruptura induzida por laser (LIBS).

Parametros do Sistema Real  LabView
Delay entre puslos 0.10 ps 550n
Delay Espectrometro 0.1 ps -299.4u

Numero de pulsos 10
Gain 2500
Gate Width 20 us
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3.4 — Analise de Dados

A fim de comparar as médias entre grupos, foi realizada uma Analise
de Variancia (ANOVA) de fator unico, seguida pelo teste post-hoc de Tukey,
quando a normalidade da distribuigdo dos dados e as suposicdes de
homogeneidade de variancia foram confirmadas. Caso essas suposi¢des fossem
violadas, mesmo apos a transformagao dos dados, utilizou-se o teste de Kruskal—
Wallis. Antes da andlise, os testes de Shapiro—Wilk e Levene foram empregados
para verificar, respectivamente, a normalidade da distribui¢do dos dados ¢ a

homogeneidade de variancia.

3.5 — Inducao de compostos por S. frugiperda (SF)

Para a realizacao dos experimentos de indugdo de compostos por SF,
as plantas foram cultivadas conforme descrito no item 3.1. Lagartas de SF de
quarto a quinto instar foram colocadas individualmente na primeira folha
trifoliada de plantas de soja no estagio de desenvolvimento V3 (ver FIGURA
3.1a). Os foliolos foram cobertos com sacos de organza para impedir que as
lagartas mudassem de folhas durante o experimento, e as lagartas foram retiradas
antes que fosse consumido 50% da area foliar (aproximadamente 6 horas). Para
esta parte do experimento as plantas foram mantidas no laboratorio sob condigdes
controladas.

Depois de retirar as lagartas, as plantas foram mantidas no
laboratério durante 24 horas até¢ a coleta das amostras. Apds as 24 horas de
experimento, as folhas que sofreram herbivoria (folha local), as folhas sistémicas
(folhas velhas e jovens das plantas) e as folhas das plantas controle (sem
herbivoria), foram coletadas e congeladas rapidamente com nitrogénio liquido

para sua extragdo (ver FIGURA 3.1 (a)).
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A escolha dos tecidos foliares e estagios para indugao foi baseada em
trabalhos realizados anteriormente no grupo de pesquisa, onde foi observada uma
alocacdo diferencial de flavonoides da soja entre folhas jovens e velhas, em
plantas de diferentes estdgios de desenvolvimento e entre distintos
genotipos!'%1%! Os resultados do conteudo e das alteragdes metabolicas antes e
apos inducdo complementardo o entendimento sobre as diferentes estratégias

empregadas pela planta para resistir ao estresse biotico.

3.5.1 — Coleta e extracao das amostras

O procedimento para a coleta e extracao do material vegetal foi feito
da seguinte maneira: primeiro as folhas foram cortadas, pesadas e imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido, sendo posteriormente mantidas em ultrafreezer
a -80°C até a etapa de extracdo. Considerando cinco gendtipos, dois tratamentos
(grupo controle e o injuriado por SF), a coleta de trés tipos de folhas (locais e
sistémicas de cada planta) e cinco réplicas por grupo (N = 5), obteve-se um total
de 150 amostras.

Para a extracao, as amostras congeladas foram transferidas para tubos
Falcon de 50 mL contendo o solvente extrator metanol grau HPLC-UV (lote
11196807209, marca Supelco - Sigma Aldrich) e agua ultrapura do sistema
MilliparkR Express 40 (0,22um, lote FINB56187 da Milli-Q) na proporcao 1:1
(v/v). O volume da mistura dos solventes foi normalizado de acordo com a massa
de cada amostra, mantendo uma concentragdo de 0.0596 g/mL. Em seguida, as
amostras foram homogeneizadas com um Ultra Turrax (IKA-T10 B S32) a
temperatura ambiente. As suspensoes resultantes foram centrifugadas a 10000
rpm por 20 min a 4°C, e os sobrenadantes foram filtrados através de filtros de
seringa de PVDF com didmetro de 13 mm e poro de 0,22 um, sendo

posteriormente transferidos para vials para anélise por UHPLC-q-TOF-MS/MS.
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Com o objetivo de verificar a presenga de possiveis interferentes na
analise quimica subsequente, foram elaborados dois brancos: um do solvente e
outro do processo de extragdao. O primeiro corresponde a composicao do solvente
de extracdo, enquanto o segundo refere-se ao processo completo de extragao,
submetido a todas as etapas metodologicas, porém sem a inclusdo do material

vegetal

3.5.2 — Analises cromatograficas e espectrométricas

Os extratos obtidos apo6s a filtragao foram diluidos na proporcao de
1:1 com metanol grau HPLC-UV (lote 11196807209, marca Supelco - Sigma
Aldrich) e analisados em um Sistema UHPLC Agilent 1290 Infinity II acoplado a
um espectrometro de massas (Impact HD QTOF™ mass spectrometer, Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) com analisador de tempo de voo quadrupolo
(QTOF) e com uma fonte de ionizacao por eletrospray (ESI) operando somente
no modo positivo de ionizagdo (ESI+). As condi¢cOes cromatograficas e
espectrométricas foram otimizadas de acordo com pardmetros previamente
utilizados em trabalhos desenvolvidos no grupo de pesquisa.

Para a separagdao dos compostos organicos, foi utilizada uma coluna
SB-C18 Rapid Resolution HD (2,1 x 100 mm; 1,8um), da Agilent, mantida a 30
°C, com um volume de injecdo de 2 puL e um fluxo de 0.4 mL/min. A fase movel
foi composta por agua ultrapura do sistema MilliparkR Express 40 (0,22 pum, lote
FINB56187), como solvente A, e acetonitrila grau LC (lote JA120730, marca
Supelco - Sigma Aldrich), como solvente B, ambos contendo 0,1% (v/v) de acido
formico (> 98%), reagente ACS da Sigma- Aldrich (lote STBH3710).

O gradiente foi programado da seguinte forma: 0 - 1 min, 10% B; 1
- 8 min, 10% - 20% B; 8 - 12 min, 20% - 40% B; 12 - 14 min, 40% - 80% B; 14 -
16 min, 80% - 100% B; de 16 - 18 min, foi utilizado 100% B para a limpeza; e de
18,10 - 20 min, 10% B para retornar as condigdes iniciais. As condi¢oes do

espectrometro de massas foram definidas da seguinte forma: tensdo capilar: 4000
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V; deslocamento da placa terminal: -450 V; géas nebulizador: 4,0 bar; vazao do gés
de secagem: 8,0 L/min; temperatura do gas de secagem: 180 °C; faixa do MS
(varredura completa): 50—1300 Da.

Para a analise no modo MS/MS, foi empregada a aquisicio
dependente de dados (DDA). As condigdes do espectrometro de massas foram
definidas da seguinte forma: funil RF 1: 250,0 Vpp; energia do quadrupolo: 5,0
eV; armazenamento pré-pulso: 6,0 us; radiofrequéncia (RF) de colisdo: 550,0Vpp
e tempo de transferéncia de ions: 90,0 ps.

A calibracdo do espectrometro de massas foi realizada externamente
antes do lote de inje¢do. Para isso, utilizou-se uma solu¢do de formiato de sédio
a 1 mM preparada em acetonitrila/agua (9:1, v/v). As massas tedricas dos ions de
calibragdo no modo de ionizagdo positiva foram: 158,964069; 226,951493;
294,938917; 362,926341; 430,913765; 498,901189; 566,888613; 634,876037; ¢
702,863461, correspondendo as espécies Na(NaCOOH)"™", com n variando de 2 a
10.

Adicionalmente, foi conduzido um teste preliminar do sistema
UHPLC-q-TOF-MS/MS, envolvendo a injecao duplicada de metanol e de uma
solucdo padrao contendo 120 ng/mL de acetato de L-leucina-encefalina anidro
(BACHEM, lote 1064605), com formula molecular C,sH37NsO7 € massa exata
556,2765 Da. Em sequéncia, foram realizadas duas inje¢cdes do branco da extracao
das amostras e trés injecoes de uma amostra de controle de qualidade (QC). A
amostra correspondente ao QC foi preparada por meio da adigdo de 20 pL de cada
amostra vegetal coletada (150 amostras, incluindo as replicatas biologicas) em um
tubo Eppendorf de 5 mL, obtendo-se um volume total de 4 mL.

Por fim, a sequéncia de analise foi definida, consistindo na inser¢ao
de 10 amostras de forma aleatoria, seguidas do QC por trés vezes, até que todas
as amostras fossem analisadas. A solu¢do de calibracdo foi injetada ao final de
cada corrida analitica (no tempo de 16 a 20 min, sem prejudicar a identificacao

dos analitos), e todos os espectros foram recalibrados internamente utilizando o
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modelo de regressao quadratica de calibragdo de alta precisao (HPC) antes do pré-
processamento dos dados. Os espectros foram calibrados usando o software

ProfileAnalysis 2.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) (ver FIGURA 3.2).

FIGURA 3.2 — Esquema ilustrando as etapas preparatorias anteriores a insercao
da sequéncia de analise por UHPLC-q-TOF-MS/MS. Padrdo interno: acetato de
leucina-encefalina anidro [120 ng/ml]; MeOH: metanol; QC: controle de
qualidade. Criado com BioRender.com.
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3.5.3 — Processamento e analise de dados

Os arquivos de dados brutos (formato “d” nativo do instrumento)
foram convertidos para o formato “mzXML” no programa MSConvertGUI para
seu pré-processamento no software MZmine 3. Na TABELA A.l, sdo
apresentados os parametros utilizados durante a etapa de pré-processamento dos

arquivos mzXML no software MZmine 3, versao 3.9.0.
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Finalmente, os dados pré-processados foram exportados como
arquivo “. mgf” e submetidos a plataforma GNPS (Global Natural Products Social
Molecular Networking) para a montagem da rede molecular. A rede molecular
gerada foi importada e analisada no software Cytoscape®. As anotacdes dos ions
e as comparacoes com os bancos de dados (por exemplo, Lipid, PlantCyc, ChEBI,
KNApSAcK, PubChem, COCONUT, GNPS, HMDB, KEGG, PubMed e Natural
Products) foram realizadas por meio do software de cddigo aberto SIRIUS, que
utiliza ferramentas de fragmentacdo in silico. Por fim, para a andlise estatistica
dos dados, utilizamos a plataforma web Metaboanalyst.

A matriz de dados resultante foi exportada como um arquivo “.csv”,
convertido para “.txt” e importada em Metaboanalyst (versdo 6.0). Recursos com
pelo menos 25% de desvio padrdo relativo (RSD) dos QCs foram removidos.
Andlises multivariadas (PCA, Heatmaps e PLS-DA) foram aplicadas para
verificar tendéncias, as pontuacdes VIP indicaram recursos significativos para
separacao de grupos, enquanto o grafico de volcano ¢ ANOVA (p< 0,05)
mostraram quais dos recursos eram estatisticamente significativos. A partir do
modelo PLS-DA, foi realizada uma validacao cruzada para avaliar os valores de
R? (coeficiente de determinacdo) e Q? (coeficiente de predi¢do cruzada), e um
teste de permutagdo foi realizado (2000 permutacoes).

Todas as etapas para a analise metaboldmica estao simplificadas na

FIGURA 3.3.
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FIGURA 3.3 — Esquema ilustrando as etapas de processamento e¢ analise de dados metabolomicos nao direcionados por

UHPLC-q-TOF-MS/MS.
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4 — RESULTADOS E DISCUSAO

4.1 — Resisténcia de genotipos de soja a S. frugiperda (SF)

Para determinar a resisténcia dos genotipos de soja estudados, foram
avaliados diferentes parametros que incluem: area foliar consumida (teste com
chance de escolha), duragdao do estagio larval, taxa de mortalidade larval, peso
ganho no 9° dia, consumo alimentar até 9° dia (teste sem escolha) e peso timido
de pupas. No que se refere a tolerancia de genétipos de soja a herbivoria de SF,
esta categoria foi estimada por meio da vulnerabilidade dos genotipos estudados
a desfolha por SF através da quantificagdo do niimero de sementes produzidas
pelas plantas em cada tratamento (diferengas na aptidao medida pela producgdo de
sementes entre plantas danificadas e ndo danificadas).

No experimento de alimentacdo com chance de escolha para lagartas
de quarto instar de SF, ndo foram observadas diferencas significativas na area
foliar consumida entre os genotipos analisados. O consumo variou entre 4,32 ¢
13,19 cm? (FIGURA 4.1). A duragdo meédia do estidgio larval de SF foi
significativamente maior quando os insetos comeram folhas das cultivares IAC
100 (21.4 dias), PI 229358 (17.8 dias) e BRS 257 (16.1 dias), enquanto IAC PL-
1 (14.2 dias) e PI 407270 (14.3 dias) resultaram em periodos mais curtos de
desenvolvimento larval (FIGURA 4.2).

A cultivar IAC 100 se destacou por apresentar uma maior taxa de
mortalidade em contraste com os outros genotipos (54.2%). BRS 257 ¢ P1 407270
apresentaram as taxas de mortalidade mais baixas (4.2% e 8.3%), seguidas por
IAC PL-1 e PI 229358 (12.5% e 16.7%, respectivamente). Lagartas alimentadas
com IAC 100 e PI 229358 mostraram menor peso ganho no 9° dia (95.81 mg e
135.89, respectivamente), enquanto o peso ganho no 9° dia foi maior em IAC PL-

1 (304.19 mg) e PI 407270 (246.25 mg) (FIGURA 4.3).
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FIGURA 4.1 — Area foliar consumida (média + erro padrio) em teste com chance
de escolha para lagartas de quarto instar (L4) de S. frugiperda, em relagdo a cinco
genotipos de soja. Nao ha diferenca significativa entre as dareas foliares
consumidas (teste de Kruskal-Wallis; estatistica de teste = 5,34371; p =
0,253813).
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FIGURA 4.2 — Duragao do estagio larval (média + erro padrdo) de S. frugiperda
quando alimentada com diferentes genotipos de soja. Barras com letras distintas
diferem significativamente (teste de Kruskal-Wallis; estatistica de teste =
58,2405; p = 6,79368E-12).
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FIGURA 4.3 — Peso ganho no 9° dia (média + erro padrao) por lagartas de S.
frugiperda desenvolvidas em diferentes genotipos de soja. Barras com letras

distintas diferem significativamente (teste de Kruskal-Wallis; estatistica de teste
= 58,5465; p = 5,85942E-12).
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Em relagdo a massa foliar consumida até o 9° dia, foi observado que
o consumo alimentar foi menor em IAC 100 (758.82 mg) e PI 229358 (974.47
mg), enquanto IAC PL-1 (1938.35 mg) e PI 407270 (1512.54 mg) foram as mais
consumidas (FIGURA 4.4). O peso imido médio de pupas de SF foi maior para
PI1 407270 (186.49 mg) e diferia dos genotipos PI 229358 (140.21 mg), IAC 100
(137.00 mg) e BRS 257 (152.18 mg) (FIGURA 4.5).

Os resultados mostraram que, em condigdes constitutivas, P1 407270
(15,8 e 0,41g) apresenta uma producdo média mais baixa de sementes, em
contraste com as cultivares IAC 100 (49,6 e 6,83g) e IAC PL-1 (39,6 ¢ 9,00g),
que mostraram uma maior produgdo de sementes, tanto em niamero quanto em
peso. Também foi observado que os danos causados pela desfolha de SF
reduziram o numero (de 49,6 para 26) e o peso (de 6,83g para 3,86g) de sementes
produzidas pela variedade IAC 100, em comparagdo com o grupo controle (ndo
injuriado). Isto sugere, que a cultivar [AC 100 foi menos tolerante a desfolha por

lagartas de SF, em contraste com os demais genotipos (FIGURA 4.6 e 4.7).
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FIGURA 4.4 — Massa foliar consumida até o 9° dia (média + erro padrao) por
lagartas de S. frugiperda alimentadas com diferentes gendtipos de soja. Barras
com letras distintas diferem significativamente (teste de Kruskal-Wallis;
estatistica de teste = 61,56095; p = 1,36269E-12).

2500 A

g n=21
p b
= 2000 -
o n=22
(=)
Pt
< 1500 - n=23
= cd
E n=22 I
2 ac n=12
£ 1000 - a
)
1 &)
=
€ 500 -
[
2
s
0 n T T
PI229358 IAC100 BRS257 IACPL-1 P1407270
Genotipos

FIGURA 4.5 — Peso umido (média + erro padrao) de pupas de S. frugiperda
desenvolvidas em diferentes genotipos de soja. Barras com letras distintas diferem
significativamente (teste de Kruskal-Wallis; estatistica de teste = 24,3572; p =
6,77285E-05).
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FIGURA 4.6 — Numero de sementes produzidas em genoétipos de soja (média +
erro padrao) com e sem desfolha causada por lagartas de S. frugiperda. As barras
verdes com letras distintas indicam diferengas significativas (ANOVA, um fator;
F=11.97; p <0,05; procedimento de diferenga honestamente significativa (HSD)
de Tukey, p < 0,05). As barras azuis com "*" ¢ "ns" indicam, respectivamente,
diferencas significativas (Teste t, p < 0,05) e auséncia de diferengas significativas
entre o grupo controle € o grupo induzido para o0 mesmo genotipo.
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FIGURA 4.7 — Peso de sementes produzidas em gendtipos de soja (média + erro
padrao) com e sem desfolha causada por lagartas de S. frugiperda. As barras
verdes com letras distintas indicam diferengas significativas (ANOVA, um fator;
F=38,36; p <0,05; procedimento de diferenca honestamente significativa (HSD)
de Tukey, p < 0,05). As barras azuis com "*" e "ns" indicam, respectivamente,
diferencas significativas (Teste t, p < 0,05) e auséncia de diferencas significativas
entre o grupo controle € o grupo induzido para o mesmo genoétipo.
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Com base nos resultados obtidos neste trabalho, foi observado que
alguns gendtipos de soja afetaram significativamente os parametros biologicos
de SF. Os gendtipos IAC 100 e PI 229358 promoveram o prolongamento da fase
larval de SF, possivelmente devido a ingestao de compostos deletérios envolvidos

na defesa da planta contra o inseto’?.

A extensdo do estagio larval, pode ter ocorrido, segundo
MACHADO et al.!'> como uma estratégia compensatoria, permitindo que as
lagartas de SF alcangassem a massa ideal mesmo diante de uma oferta limitada de
alimento. Na pratica, a extensdo do ciclo larval do inseto eleva sua vulnerabilidade
a predadores naturais e outros agentes que contribuem para sua mortalidade.

Adicionalmente, foi observado que as folhas da cultivar IAC 100
provocaram a mortalidade da metade das lagartas, sugerindo que seus efeitos
adversos sdao mais intensos em relacdo aos demais genotipos. A elevada taxa de
mortalidade durante a fase larval pode estar relacionada aos efeitos potenciais dos
metabolitos secundarios, que desempenham um papel caracteristico na resisténcia
da planta'’s,

O baixo consumo foliar de PI 229358 e IAC 100 por lagartas de SF,
em contraste com os outros genotipos, pode estar relacionado a presenga de
compostos com a¢do dissuasiva, toxica e pela falta de estimulantes alimentares.
Além disso, caracteristicas fisicas e morfoldgicas como a dureza das folhas e a
presenca de tricomas, podem afetar a alimentacdo do inseto, bem como fatores
nutricionais que impactam negativamente o desenvolvimento do herbivoro!”-!%,
Resultados semelhantes foram observados em outro estudo onde TAC 100 foi
menos consumida por lagartas de A. gemmatalis. Adicionalmente o periodo larval
foi mais longo quando as lagartas foram alimentadas com este mesmo genotipo!!”.

Lagartas de SF alimentadas com IAC 100 e PI 229358 ganharam
menos peso, confirmando a resisténcia destas cultivares. COELHO et al.'!”

constataram que lagartas de Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera:

Noctuidae) pesaram menos quando alimentadas com PI 229358. Da mesma
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forma, lagartas de A. gemmatalis'?®, S. frugiperda'®, S. cosmioides''® exibiram
pesos reduzidos quando alimentadas com IAC 100. Esse peso reduzido pode estar
associado a ocorréncia de metabolitos secundarios caracteristicos desses
genotipos.

O maior peso médio das pupas na soja selvagem (PI 407270) sugere
uma baixa resisténcia da planta. Assim, a diminui¢cdo do peso das pupas nas
variedades PI1 229358, IAC 100 e BRS 257, em comparagdo com a soja selvagem,
pode estar relacionada a menor quantidade de reservas acumuladas durante a fase
larval e a redugdo no valor nutricional do alimento ingerido!?!.

Esses fatores, combinados, podem afetar negativamente o
desempenho reprodutivo do inseto, resultando em uma menor frequéncia de
copulas, oviposi¢cao reduzida e queda na fertilidade. A alimentacdo durante as
fases iniciais da vida € essencial para insetos, uma vez que a planta hospedeira
precisa fornecer os nutrientes necessarios para garantir seu desenvolvimento
saudavel até a fase adulta!!”!?!,

Nossos resultados concordam com os achados de BOICA JUNIOR
et al.'?°, onde lagartas de SF alimentadas com folhas de IAC 100 tiveram efeitos
negativos no crescimento, resultando em aumento nas taxas de mortalidade,
prolongamento da duragdo do estagio larval e redug¢do no peso das lagartas e
pupas. Em um estudo semelhante com S. cosmioides, a variedade IAC 100 foi
atribuida com resisténcia moderada devido ao baixo peso € ao prolongamento que
ocorreu na fase larval do inseto quando ele consumiu folhas!!®.

Outro estudo mostrou que o peso das pupas de A. gemmatalis foi
significativamente reduzido quando as lagartas foram alimentadas com IAC
100'"°. De forma similar, foi evidenciado que os gendtipos IAC 100 e DM 339
afetaram negativamente o desenvolvimento larval e pupal e a sobrevivéncia larval
de Spodoptera eridania (Cramer)'??>. Assim, nossos resultados confirmam a

resisténcia multipla dos genotipos PI 229358 e TAC 100, que se caracteriza pela

expressao de resisténcia contra diversas espécies de artropodes.
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A cultivar IAC 100 tem sido amplamente estudada como fonte de
resisténcia a insetos-praga da soja. Este genotipo apresenta niveis significativos
de metabolitos defensivos, o que sugere que esses compostos podem estar
envolvidos na resisténcia observada. Por exemplo, ao analisar extratos de folhas
de IAC 100, PI 274454 e PI 22768, foram encontradas altas concentracdes de
rutina e genistina. Essas substdncias atuaram como agentes dissuasivos e
contribuindo para a resisténcia contra A. gemmatalis'’. Especificamente, a rutina
demonstrou efeitos adversos sobre SF, prolongando a fase larval, diminuindo o
peso das lagartas, pupas e a viabilidade pupal'®.

Por sua parte, BOICA JUNIOR et al'?. investigaram a presenca de
fendlicos, taninos, fibras e ligninas em diferentes partes das cultivares de soja,
incluindo folhas, vagens e graos. Os achados indicaram que as concentragdes
desses compostos estdo ligadas a resisténcia da cultivar IAC-100 contra C.
virescens, destacando os taninos como um dos principais mecanismos quimicos
de defesa contra esse inseto. Além disso, tem sido encontrado que a resisténcia de
cultivares de soja a insetos esta relacionada com o conteido e indugdo de

164,126

isoflavonoides'®, glicosideos de quercetina e kaempfero , substincias

fendlicas'® e compostos organicos volateis!'?>127,

IAC 100 apresentou baixa tolerancia aos danos causados por SF e
alta resisténcia em contraste aos outros genotipos. Este resultado, pode ser
consistente com a expectativa de que, quando a resisténcia de uma planta ndo ¢
suficiente para reduzir a herbivoria, os mecanismos de tolerincia podem ser
favorecidos!?8. O anterior pode explicar o fato das variedades PI 229358, BRS
257, IAC PL-1 e PI 407270 ter apresentado menor resisténcia, porém, maior
tolerancia em contraste com IAC 100, minimizando assim os impactos negativos
do consumo foliar de SF.

Ademais, a diminui¢do no nimero € no peso das sementes

produzidas pela cultivar [AC 100 apos injuria por SF pode estar relacionada a um

aumento nos compostos defensivos, com consequente detrimento da
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produtividade e da qualidade das sementes. Tem sido relatado que plantas
expostas a diferentes estresses abioticos durante a fase reprodutiva podem ter seu
crescimento geral impactado, bem como o estado nutricional, afetando o
desenvolvimento, o tamanho, a qualidade e a produgdo das sementes'?’. Sementes
mais pesadas geralmente contém niveis mais elevados de nutrientes essenciais,
como proteinas e amido, influenciando diretamente a qualidade nutricional'*.

E interessante ressaltar que a cultivar PI 229358 demonstrou
resisténcia contra SF, embora em menor grau do que a IAC 100, e, além disso,
apresentou tolerancia aos danos causados por SF. Embora, os experimentos de
resisténcia e tolerdncia foram feitos nos estagios V3-V4 e V4-V5,
respectivamente, pode ser sugerido que PI 229358 pode expressar
simultaneamente resisténcia e tolerancia ao longo dos estagios mencionados.
MAURICIO et al''. demonstraram que Arabidopsis thaliana apresenta variagdo
genetica tanto para resisténcia quanto para tolerancia. Esses achados indicam que
ambas as estratégias podem coexistir de forma estdvel em populacdes dessa
espécie.

Por outro lado, BOEGE et al''*. mostraram que a redugéo progressiva
da resisténcia, acompanhada pelo aumento da tolerancia ao longo da maturacao
de plantas de R. sativus, esta alinhada com o custo de aptidiao associado a
producdo de glucosinolatos e com a ausé€ncia de custos relacionados a tolerancia
durante o estagio reprodutivo. Em outras palavras, ao se aproximarem do final de
seu ciclo de vida, as plantas anuais direcionam a maior parte de seus recursos para
a reproducao. Dessa forma, investir em resisténcia para preservar folhas de baixo
valor, que em breve senescerao, tende a ser mais dispendioso do que simplesmente
tolerar os danos.

Outro aspecto relevante na resisténcia das plantas ¢ a emissao de
compostos volateis, uma estratégia que pode ser empregada para atrair inimigos
naturais dos herbivoros, influenciar a oviposicdo dos adultos e,

consequentemente, reduzir os danos. Além disso, € importante considerar que a
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soja geralmente se associa a rizobactérias benéficas, que podem contribuir para a
produgdo de compostos defensivos. Esse processo, no entanto, pode ser afetado
pelo cultivo artificial, especialmente em plantas selvagens, que crescem
naturalmente em ambientes silvestres!%>106:127.131-133

Considerando todos os parametros avaliados e os efeitos deletérios
sobre SF, pode ser sugerido que as cultivares PI 229358 e IAC 100 (em maior
nivel) apresentam caracteristicas de resisténcia quimica constitutivas, que
reduzem os danos causados por SF aumentando a duracdo do estdgio larval,
diminuindo o peso ganho € o consumo alimentar do inseto. BRS 257, IAC PL-1
e PI 407270 apresentaram pouca resisténcia (principalmente IAC PL-1 e PI
407270) a SF, porém, junto com PI 229358 apresentaram caracteristicas de
tolerancia, que minimizam os efeitos negativos da aptidao apds danos por SF.

Além disso, o elevado consumo foliar, a menor dura¢ao do estagio
larval e o maior ganho de peso, sugerem que esses genotipos podem apresentar
defesas reduzidas contra SF, um conteudo nutricional superior ou compostos que
atuam como estimulantes de alimentagdo em comparagdao com PI 229358 ¢ [AC
100.

Os resultados obtidos indicam que os gendtipos analisados ainda
precisam ser caracterizados quanto a resisténcia e/ou tolerdncia a mais uma
espécie de inseto-praga. Além disso, ¢ essencial que sejam avaliados em
condi¢des de campo para determinar seus niveis de resisténcia e tolerancia a SF.
Desta forma, estes achados terdo grande utilidade para produtores de soja e para

programas de melhoramento voltados a resisténcia de plantas hospedeiras.
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4.2 — Analise metabolomica das folhas de gendtipos de soja

4.2.1 — Visao geral do perfil metabdlico das folhas de diferentes
genotipos de soja

A analise do perfil metabolico dos cinco gendtipos estudados, por
meio da rede molecular, permitiu a deteccao de 3307 features. Desses, 1098 foram
divididos em oito classes quimicas principais, incluindo acidos graxos e
derivados, aminodcidos e peptideos, apocarotenoides, fenilpropanoides,
flavonoides, policetideos, terpenoides e outros (referentes a alguns alcaloides,
acidos fenolicos (C6-C1), feniletanoides e sacarideos). A FIGURA 4.8 fornece
uma visdo geral das principais classes quimicas € do nimero de metabolitos

anotados em cada genotipo estudado.

FIGURA 4.8 — Principais classes quimicas e numero de metabdlitos
caracterizados nas folhas dos genotipos PI 229358, TAC 100, BRS 257, IAC PL-
1 e P1407270.

Classe quimica Numero de metabdlitos

H Acidos graxos e
derivados

® Aminodcidos e
peptideos

® Fenilpropanoides

964

894

883

Apocarotenoides 874

mFlavonoides 834
m Policetideos

B Terpenoides

m Qutros PI407270 IAC100 TACPL-1 PI229358 BRS257

Metabolitos  pertencentes as  classes dos  flavonoides,
fenilpropanoides, acidos graxos e terpenoides compreenderam a maioria dos
compostos detectados nos diferentes tecidos das variedades de soja estudadas. A
soja selvagem exibiu um maior nimero de metabdlitos totais em comparagdo com
as outras variedades, destacando-se os grupos dos fenilpropanoides e flavonoides.
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Os terpenoides, também foram predominantes na soja selvagem e nas cultivares

resistentes (FIGURA 4.8 e FIGURA A.1).

E importante mencionar que a classe dos 4cidos graxos e derivados
inclui principalmente metabolitos do tipo octadecanoides, amidas graxas,
glicerolipideos e 4&cidos graxos insaturados. Por sua vez, o grupo dos
fenilpropanoides contém uma variedade de acidos cindmicos, cumarinas e
lignanas. Os flavonoides foram categorizados principalmente pelo contetido de
compostos fendlicos, como flavonois, isoflavonas, flavonas, flavanonas e
antocianidinas. Estes resultados mostram que as técnicas de extragdo utilizadas e
a aquisi¢do dos dados por meio da abordagem ndo direcionada permitiram a

obteng¢do e anotagdo de uma diversidade de classes quimicas.

4.2.2 — Comparacao do perfil metabodlico das folhas de diferentes

genotipos de soja sob condicoes constitutivas

A fim de comparar os perfis metabolicos (ver FIGURA A.2) dos
extratos foliares correspondentes aos genotipos P1 229358, TAC 100 (resistentes);
BRS 257, IAC PL-1 (susceptiveis) e PI 407270 (selvagem), foi realizada uma
analise multivariada detalhada para investigar as tendéncias e agrupamentos dos
dados, bem como anotar os principais metabolitos que modularam as diferencas
entre as plantas estudadas. Inicialmente, foi realizada uma anélise de componentes
principais (PCA) utilizando dados metabolicos de tecidos foliares dos diferentes

genotipos em condigdes constitutivas.

Os dados mostraram que as amostras de controle de qualidade (QC)
¢ a maioria das réplicas se agruparam, destacando uma boa qualidade dos dados.
Além disso, foram observados cinco grupos de amostras com base na separagao
entre os gendtipos, sendo as variedades resistentes (P1 229358 e IAC 100) e a soja
selvagem (P1407270) proximas entre si (FIGURA 4.9a). A primeira componente

principal (PCI) representou 50,5% da variacdo nas folhas e evidenciou
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principalmente diferencas entre as cultivares BRS 257 e IAC PL-1. A segunda

componente principal (PC2) refletiu essencialmente diferencas entre IAC PL-1 e

os outros genotipos, explicando 17% da variancia nas folhas (FIGURA 4.9a).

FIGURA 4.9 — Analise de componentes principais (PCA) dos perfis metabolicos
(a) e graficos de loadings dos metabolitos (b), com QC a esquerda e sem QC a
direita, mostrando PC1 e PC2 nas folhas dos gen6tipos PI 229358, IAC 100, BRS
257, IAC PL-1 e P1 407270 sob condi¢des constitutivas. C: controle; QC: controle
de qualidade. [PERMANOVA] F-value: 47,562 ¢ 47,739; R-squared: 0,67404 ¢
0,66778; p-value (baseado em 999 permutations): 0.001.
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Um 4cido graxo insaturado, uma cumarina e trés glicosideos de
kaempferol foram os principais metabdlitos contribuintes na PC1, enquanto uma
saponina triterpénica, dois diglicosideos de kaempferol e dois de quercetina foram
os principais metabolitos contribuintes na PC2 (FIGURA 4.9b ¢ FIGURA A.3).
Com base nesses metabdlitos, foram exibidos graficos de barras (FIGURA 4.10)

para visualizar as diferengas entre os genotipos.

Dentre os compostos apresentados no grafico de barras (FIGURA
4.10), observou-se que os niveis de kaempferol-3-O-glicosideo-7-O-ramnosideo,
kaempferol 7-O-rutinosideo e kaempferol 3-O-(2",6"-di-O-ramnopiranosil)
glucopiranosideo foram mais elevados principalmente nas folhas da cultivar BRS
257, em contraste com as folhas de IAC PL-1 (ambas suscetiveis). Por sua vez, o
acido graxo metil (9Z,11E,13E,15Z) -octadeca-9,11,13,15-tetraenoato, mostrou-
se menos abundante no genotipo BRS 257 em comparagdo com os outros

genodtipos.

Os flavonois quercetina 3-glucosil-(1-3) -galactosideo, quercetina
3,4'-O-diglicosideo, kaempferol 3-O-B-D-glucosilgalactosideo, kaempferol 3-3-
laminaribiosideo, kaempferol-3-O-rutinosideo e¢ o flavonoide* (ndo anotado)
estavam mais abundantes na cultivar suscetivel IAC PL-1. Em relagdo ao
triterpenoide soja saponina I, foram observados niveis maiores nas cultivares IAC
PL-1 e PI 229358 (susceptivel e resistente, respectivamente). Os niveis do acido
octadeca-11,15-diinoico foram mais elevados nas cultivares resistentes IAC 100
e PI 229358 em comparagdo com os outros genodtipos. Quanto a soja selvagem,
verificou-se que apresentava menor conteudo do derivado cumarinico 6-

hidroxicromen-2-ona em seus tecidos.
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FIGURA 4.10 — Metabdlitos representativos sob condi¢des constitutivas que
foram determinantes para o agrupamento na analise por PCA dos gendtipos
estudados. Os valores sao médias + erro padrao (EP), obtidos a partir da area da
resposta do detector do equipamento, em unidades arbitrarias (ndo representam
concentracao absoluta). Barras com letras diferentes para o mesmo metabdlito sdo
significativamente diferentes (Teste de Kruskal-Wallis, p < 0.05).
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Na FIGURA 4.11, ¢ apresentado um mapa de calor que compara os
cinco gendtipos estudados em relagdo aos cinquenta metabolitos mais
significativos detectados e anotados. Os IDs sublinhados em verde, roxo, azul,
amarelo, laranja e cinza representam compostos das classes dos flavonoides,
cumarinas, terpenoides, octadecanoides, 4acidos graxos e policetideos,
respectivamente. Os resultados coincidem com a PCA, indicando também a
proximidade entre as variedades IAC 100 e P1 407270, bem como a separagado das
cultivares BRS 257 e IAC PL-1 com respeito aos outros genotipos. Na TABELA
A.2, apresenta-se um resumo das informacdes quimicas de cada metabolito
exibido no grafico de barras e no mapa de calor, juntamente com sua respectiva
anotacdo (FIGURA 4.10 e FIGURA 4.11, respectivamente).

O mapa de calor (FIGURA 4.11) mostra que a cultivar suscetivel
BRS 257 apresentou maior propor¢cdo de compostos pertencentes a classe dos
flavonoides, cumarinas, triterpenoides, octadecanoides e alguns acidos graxos,
comparada aos outros genotipos. Por outro lado, o alto contetido de flavonoides,
bem como de um &cido graxo, um octadecanoide e o triterpenoide soja saponina
I, evidencia, mais uma vez, a distincao da cultivar suscetivel IAC PL-1 em
contraste com as outras variedades.

Em relagdo as cultivares resistentes, PI 229358 se caracterizou por
apresentar niveis mais elevados de alguns acidos graxos, octadecanoides, dois
policetideos; trés triterpenos do tipo oleanano; um triglicosideo de quercetina e
isorhamnetina, quando comparado aos outros genotipos. A cultivar IAC 100
exibiu maior conteudo de dois triterpenos, trés dcidos graxos € um flavonoide do
tipo kaempferol. Por sua vez, a soja selvagem expressou maior abundancia de

duas cumarinas e de metil jasmonato (ID 4807).
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FIGURA 4.11 — Mapa de calor dos 50 metabdlitos mais representativos sob
condig¢des constitutivas nos gendtipos PI 229358, IAC 100, BRS 257, IAC PL-1
e PI1 407270. A escala de cores a direita indica o conteudo dos metabolitos, sendo
altos (vermelho) e baixos (azul).
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Dentre as classes quimicas ja mencionadas, os flavonoides
sobressairam pela sua presenca em todos os genotipos. No entanto, as variedades
resistentes (PI 229358 e IAC 100) e a soja selvagem mostraram menor variedade
e conteudo quando comparadas as cultivares suscetiveis BRS 257 ¢ IAC PL-1.
Propor¢des maiores de alguns glicosideos de quercetina e kaempferol explicam a
diferenciacdo da cultivar TAC PL-1, enquanto a abundancia de flavonoides,
principalmente glicosideos de kaempferol nos tecidos da variedade BRS 257,
esclarece por que seu perfil metabdlico se distingue mais dos outros genotipos.

Estes resultados estdo de acordo com diversos estudos reportados na
literatura, nos quais foram analisados os perfis metabdlicos de genédtipos de soja.
Por exemplo, ROMANI et al.”® investigaram o conteado de flavondis em
diferentes partes da soja e encontraram um alto teor de derivados de kaempferol
e quercetina nas folhas. De maneira semelhante, outros autores observaram que
os niveis constitutivos de alguns conjugados das classes quercetina, kaempferol e
1sorhamnetina sdo os mais abundantes nas folhas de determinados genotipos de
50ja? 104134,

Os flavonoides desempenham uma ampla variedade de fungdes
fisiologicas, incluindo protegdao contra radiagdo UV, regulacdo do estresse
oxidativo, sinalizacdo hormonal, estabelecimento de simbioses, variacdo na
coloragdo das flores, atracdo de insetos ¢ defesa contra patdgenos e
herbivoros®”13%136 Além disso, sdo considerados moduladores do transporte de
auxinas, conferindo-lhes um grande potencial para regular o desenvolvimento de
orgaos individuais e da planta como um todo. Também podem se acumular nas
folhas, atuando como filtros UV e prevenindo, assim, a morte celular programada.
Os derivados de kaempferol e quercetina, por exemplo, apresentam essa funcao,
sendo que a quercetina ¢ mais eficaz como antioxidante em comparagdo aos

flavondis mono-hidroxilados!3713?,
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E interessante destacar que as cultivares resistentes exibiram
diversidade e abundancia de acidos graxos e triterpenos em seus tecidos. Os
terpenoides atuam como fitohormonios, moduladores de proteinas, reguladores da
fluidez de membranas e antioxidantes. Além disso, desempenham um papel
essencial nas interagdes ecoldgicas das plantas, contribuindo para a defesa contra
herbivoros e patogenos e funcionando como sinais e recompensas para
polinizadores e micorrizas'#.

Os 4acidos graxos, por outro lado, ocorrem nas plantas como
componentes estruturais das membranas, servindo como forma de
armazenamento de carbono e energia e atuando em redes de transducao de sinal.
Também, sdo reconhecidos como mediadores de interacdes com fungos
micorrizicos arbusculares e como componentes da cuticula da planta, funcionando
como barreira contra a perda de dgua e a invasio de patogenos'*.

Os elevados contetidos e a diversidade de alguns flavonoides nas
cultivares suscetiveis sugerem que esses compostos ndo atuam exclusivamente
como defesas constitutivas contra herbivoria, mas também como agentes de
protecdo contra o estresse abidtico causado pela radiagdo UV ou simplesmente
como reguladores do desenvolvimento da planta. A abundancia de 4acidos graxos
e triterpenos nas variedades resistentes sugere que esses podem ser considerados
como possiveis defesas constitutivas da soja. Também, podem atuar como
sinalizadores e/ou formas de armazenamento para a expressdo de compostos
defensivos ap0s a percepcao, por parte da planta, de algum tipo de estresse bidtico
ou abidtico.

A soja selvagem, por sua vez, apresentou alto conteudo de metil
jasmonato em seus tecidos. O metil jasmonato € um composto volatil derivado do
acido linolénico, amplamente distribuido entre as plantas. Foi identificado como
um regulador celular essencial, mediando diversos processos de desenvolvimento,
como germinagdo, senescéncia, crescimento de mudas e amadurecimento de

frutos, além de respostas de defesa contra estresses bidticos e abidticos.
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E possivel que o alto contetido de metil jasmonato na soja selvagem
tenha sido desenvolvido como um mecanismo de adaptagdo ao estresse imposto
por condicOes adversas durante seu crescimento, contribuindo para a redugdo dos
danos associados. Ademais, a abundancia desse fitormonio pode estar relacionada
a processos de desenvolvimento da planta, ao controle da ativacdo génica, ao
aumento do contetido de compostos fendlicos e cutina nas folhas e a sinalizagdo
sistémica de longa distancia'#*!%,

A prevaléncia de flavonoides, adcidos graxos, cumarinas, terpenoides
e metil jasmonato detectada nos diferentes genotipos de soja evidencia o papel
essencial desses compostos no metabolismo da planta. As diferencgas nos niveis e
na diversidade dessas sustancias parecem constituir a principal distingdo
metabdlica entre os gendtipos. Esses resultados estdo em concordancia com os
dados da literatura sobre genotipos de soja, na qual também foram detectados

varios metabdlitos pertencentes a essas classes!® 19,

4.2.3 — Alteracoes no perfil metabdlico de diferentes tecidos dos

genotipos estudados apds o ataque de S. frugiperda (SF)

Para obter informacdes metabodlicas mais detalhadas sobre as plantas
estudadas, nesta secdo foram comparadas as modulagdes sob condigdes
constitutivas e apds injuria por SF, confrontando as respostas defensivas
apresentadas por cada geno6tipo nos trés tecidos avaliados (folha velha, folha local
e folha jovem). Para isso, foi aplicada uma analise discriminante de minimos
quadrados parciais (PLS-DA).

Para todos os genotipos, os parametros de validagdo cruzada do
modelo gerado por PLS-DA apresentaram um coeficiente de determinagio (R?) e
de validagdo cruzada (Q?) adequados para a discrimina¢do entre os trés tipos de
tecidos estudados e seus respectivos tratamentos (ver TABELA A.3). Metabdlitos

com pontuagdo de importancia varidvel na projecao (VIP) superior a 3 foram
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considerados importantes para o modelo PLS-DA (ver TABELA 4.1).
Detalhadamente, no grafico VIP, 15 metabolitos foram selecionados como os mais
influentes para cada geno6tipo. Os IDs sublinhados em verde, roxo, azul, amarelo,
laranja e cinza representam compostos das classes dos flavonoides, cumarinas,

terpenoides, octadecanoides, acidos graxos e policetideos, respectivamente.

4.2.3.1 — Alteracgoes no perfil metabolico das folhas do gendtipo PI
229358 apos o ataque de S. frugiperda (SF)

Na FIGURA 4.12, ¢ apresentada uma analise estatistica multivariada
PLS-DA para os tecidos da cultivar PI 229358. Conforme mostrado na FIGURA
4.12a, os trés tecidos da cultivar PI 229358 foram claramente separados com base
na primeira componente principal. As amostras correspondentes a folha velha
mostraram diferengas marcantes em contraste com as folhas jovens. Por sua parte,
a segunda componente refletiu principalmente as diferencgas entre a folha local

controle e a folha local induzida por SF.

No grafico VIP da cultivar PI 229358, apresentado na FIGURA
4.12b, 15 metabolitos foram selecionados como os mais influentes. Em relacao as
abundancias relativas dos metabolitos mencionados, observou-se que as folhas
jovens apresentaram uma maior propor¢ao de acidos graxos, dos octadecanoides,
e um diterpenoide, em contraste com as folhas velhas. O conteudo desses
metabolitos também foi maior (exceto ID 6734, que estava em menor proporgao)

na folha local do grupo controle, comparada a folha local induzida por SF.

Por sua parte, dois triterpenoides, dois glicosideos de quercetina, um
acido graxo € uma cumarina mostraram-se mais abundantes nas folhas velhas em
relacdo as folhas jovens. A folha local induzida por SF, também apresentou maior
conteudo desses compostos em comparacao com a folha local controle (exceto

ID 5065, que estava em menor propor¢ao).
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FIGURA 4.12 — Grafico de pontuagao PLS-DA (a) e grafico de importancia
variavel na projecao (VIP) (b) do genotipo PI 229358 (P1). C e I indicam,
respectivamente, amostras de controle e induzidas por S. frugiperda.
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4.2.3.2 — Alteracoes no perfil metabolico das folhas do genotipo IAC

100 apos o ataque de S. frugiperda (SF)

A andlise PLS-DA para a cultivar [AC 100, apresentada na FIGURA
4.13, mostrou que os trés tecidos estudados estavam claramente separados entre
si, com um leve afastamento entre os grupos controle ¢ induzido. Isso ocorreu

com base na primeira e segunda componente principal, respectivamente

(FIGURA 4.13a).
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FIGURA 4.13 — Grafico de pontuagao PLS-DA (a) e grafico de importancia
variavel na projecdo (VIP) (b) do gendtipo IAC 100 (P2). C e I indicam,
respectivamente, amostras de controle e induzidas por S. frugiperda.
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Por sua parte, o grafico VIP dos metabolitos responsaveis pelas
diferencas entre os tecidos e grupos mostra que as folhas jovens apresentam maior
conteudo de 4cidos graxos, dois octadecanoides, um diglicosideo de
isorhamnetina e um diterpenoide, em contraste com as folhas velhas. A
abundancia desses metabolitos também foi maior (exceto ID 8375, ID 3190 e
ID 7687, que estavam em menor propor¢do) na folha local induzida por SF em
comparagdo com a folha local do grupo controle.

Em contrapartida, trés flavonois, uma cumarina, um triterpenoide ¢

o fenilpropanoide ID 632 mostraram-se menos abundantes nas folhas jovens em
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relacdo as folhas velhas. A folha local induzida por SF também apresentou menor
conteido desses compostos em comparacdo com a folha local controle. E
importante mencionar que, entre os 15 metabolitos selecionados pelo grafico VIP,
a cultivar IAC 100 mostrou algumas diferencas com respeito a PI 229358, pois
continha seis compostos diferenciados (ID 3190, ID 7416, ID 2750, 2680,
ID 3151 eID _632).

4.2.3.3 — Alteracoes no perfil metabolico das folhas do gendotipo BRS
257 apos o ataque de S. frugiperda (SF)

Para a cultivar BRS 257, observou-se uma ampla separacao entre os
trés tecidos e entre os grupos controle e tratado. A primeira componente destacou
as diferencas entre as folhas velhas (incluindo, controle e tratamento) e a folha
local do grupo controle, com respeito as folhas jovens e a folha local tratada. A
segunda componente, refletiu principalmente alteragdes entre os grupos controle
e tratado (FIGURA 4.14a).

O grafico VIP mostrou que as folhas jovens apresentam niveis mais
elevados de 4cidos graxos, um octadecanoide, dos compostos ID 538 e ID 372,
um diterpenoide e uma isoflavona, em contraste com as folhas velhas. O contetido
desses metabdlitos também foi maior na folha local do grupo controle, exceto para
ID 8375, ID 7625, ID 7666 ¢ ID 7268, que estavam em menor proporcao,
quando comparado a folha local induzida por SF (FIGURA 4.14b).

Por sua vez, dois flavondis, duas cumarinas, um triterpenoide ¢ um
octadecanoide mostraram-se menos abundantes nas folhas jovens em relacao as
folhas velhas. A folha local do grupo controle apresentou contetidos maiores
desses compostos em comparagdo com a folha local induzida por SF. Um
octadecanoide (na folha jovem), trés 4cidos graxos, dois octadecanoides (na folha
velha e local) e um terpeno (na folha velha) tornaram-se mais abundantes apos o

ataque de SF: Isso sugere uma possivel inducao causada pelo estresse bidtico.
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FIGURA 4.14 — Grafico de pontuacao PLS-DA (a) e grafico de importancia
variavel na projecao (VIP) (b) do gendtipo BRS 257 (P3). C e I indicam,
respectivamente, amostras de controle e induzidas por S. frugiperda.
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4.2.3.3 — Alteracoes no perfil metabolico das folhas do genotipo IAC
PL-1 apos o ataque de S. frugiperda (SF)

Conforme mostrado na FIGURA 4.15a, os trés tecidos da cultivar
IAC PL-1 foram visivelmente separados com base na primeira componente
principal. As amostras correspondentes a folha velha apresentaram diferencas
acentuadas em contraste com as folhas jovens. Por sua vez, a segunda componente
refletiu pequenas diferengas entre as folhas jovem e velha do grupo controle

respeito as folhas que receberam tratamento.
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FIGURA 4.15 — Grafico de pontuagao PLS-DA (a) e grafico de importancia
variavel na projecao (VIP) (b) do gendtipo IAC PL-1 (P4). C e I indicam,
respectivamente, amostras de controle e induzidas por S. frugiperda.
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No grafico VIP desta cultivar (FIGURA 4.15b), os compostos que

apresentaram maior propor¢do nas folhas jovens, em contraste com as folhas

velhas, foram: dois &cidos graxos, dois octadecanoides; os compostos ID 372 e

ID 538; e um diterpenoide. Por sua parte, quatro flavondis; uma cumarina; um

triterpenoide; e o derivado do 4cido cindmico ID 632 mostraram-se mais

abundantes nas folhas velhas em relagdo as folhas jovens.
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A folha local do grupo controle aparentemente mostrou maior
conteudo desses compostos em comparagao com a folha local tratada. No entanto,
um diterpeno (também presente na folha jovem), dois acidos graxos e dois
octadecanoides mostraram-se mais abundantes na folha local tratada, sugerindo

uma possivel inducao causada pelo estresse bidtico.

4.2.3.4 — Alteracoes no perfil metabodlico das folhas do genodtipo PI
407270 apos o ataque de S. frugiperda (SF)

Para a soja selvagem, observou-se que os trés tecidos avaliados
foram claramente separados com base na primeira componente principal. As
amostras correspondentes a folha velha apresentaram diferengas marcadas em
contraste com as folhas jovens. Por sua vez, a segunda componente exibiu
pequenas diferengas entre as folhas dos grupos controle em relagdo as folhas
induzidas por SF (FIGURA 4.16a).

No grafico VIP deste genotipo (FIGURA 4.16b), pode-se observar
que os compostos com niveis mais elevados nas folhas jovens, em comparacao
com as folhas velhas, foram: trés 4cidos graxos, dois octadecanoides, além de
duas naftoquinonas. Por sua vez, cinco flavonoides, a naftoquinona ID 4198 e o
derivado de acido cinamico ID 632 mostraram-se mais abundantes nas folhas
velhas em relacdo as folhas jovens. Os acidos graxos apresentaram maior
abundancia na folha local induzida, enquanto flavonoides e cumarinas sofreram

reducao apos danos por SF.

Na TABELA 4.1 s3do resumidas as informagdes quimicas dos
metabolitos anotados acumulados diferencialmente nos tecidos dos gendtipos Pl
229358, IAC 100; BRS 257, IAC PL-1 e PI 407270 apos ataque de SF, exibidos
no grafico VIP.
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FIGURA 4.16 — Grafico de pontuagao PLS-DA (a) e grafico de importancia
variavel na projecao (VIP) (b) do genotipo PI 407270 (P5). C e I indicam,

respectivamente, amostras de controle e induzidas por S. frugiperda.
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TABELA 4.1 — Metabolitos acumulados diferencialmente (VIP > 3) nas folhas dos gendtipos PI 229358, TAC 100, BRS 257,

IAC PL-1 e PI1 407270 apo6s ataque de S. frugiperda, obtidos a partir das analises PLS-DA. Continua
. . Férmula [M+H]* Erro , - . VIP
Classe Quimica ID tr (min) Vil ool () Presumivel metabolito de soja score
Genotipo PI 229358

Ac@os graxos e D 7268 14.96 C13HisOs 207.1381 0.44 Acido ’7-.rnet11-4-met111deno-1,2,3,4,4a,5,6,Sa-octa-h1dronaftaleno-1- 544

conjugados - carboxilico

Acidos graxos e ID 8375 1573  CioHs0 2912325  2.03 Metil (9Z, 11E, 13E, 15Z )-octadeca-9,11,13,15-tetraenoato 3.22

conjugados -

Acidos graxos ¢ ID 7092  14.89  CisHx0, 2772164  -0.58 Acido octadeca-11,15-diindico 3.02

conjugados -

Acidos graxos e ID 8795 1604  CioHs0, 2932475  -0.07 Acido (10Z, 13Z, 16Z) -nonadeca-10,13,16-triendico 8.44

conjugados -

Acidos graxos ¢ ID 9046 1627  CisHy0, 291.2318 0.19  Octadeca-9,11,13,15-tetracnoato de metila 5.20

conjugados -

foﬂfﬁgsa%fsxos ¢ ID 8697 1596  CioHs0s 307.2271  -0.99 Metil (6Z,8E,12Z,15Z)-10-hidroxioctadeca-6,8,12,15-tetraenoato 4.22

Acidos graxos e ID 7393 1506  CioH0s 289.2162 0.05 Metil (9Z,12Z,15Z)-octadeca-9,12,15-trien-6-inoato 3.42

conjugados -

Acidos graxos e ID 7625 1520 CioH3sNOs, 3422642  -0.83  Acido 12-carbamoiloxioctadec-9-endico 3.97

conjugados -

Cumarinas ID 73 1.15 CoHeOs3 163.0387 1.58  6-hidroxicromen-2-ona 3.96

Diterpenoides ID 7529 15.13 Ci9H3003 307.2270 -0.60 Carbonato de diciclononen-1-il 6.33

Acidos graxos e ID 7416 1506  CisHaOs 275.2005 0.31  Acido 3-hex-4-inilideno-6-metilundec-9-indico 7.85

conjugados

Flavonoides ID 1685 5.11 C33H4002: 773.2128 0.88  Quercetina 3-ramnosil-(1->6)-glucosil-(1->6)-galactosideo 27.39

Flavonoides ID 4008 11.65 Ci5H100¢ 287.0549 0.34 Kaempferol 7.24
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Continua

, . . Férmula [M+H]* Erro , - . VIP
Classe Quimica ID tr (min) Vgl ey Bl (o) Presumivel metabélito de soja score
Flavonoides ID_ 1768 5.26 Cs33H4002: 773.2131 0.56  Quercetina 3-(3R-glucosilrutinosideo) 5.33
Flavonoides ID 2004 5.85 C»7H30017 627.1557 -0.12  Quercetina 3-glucosil-(1->3)-galactosideo 9.30
Flavonoides ID 2750 7.60 C27H30016 611.1608 -0.22  Quercetina 3-O-ramnosideo 7-O-glicosideo 3.44
NA ID 538 2.04 CoHsO2 147.0438 1.81 NA 3.44
NA ID 372 1.74 CoHsO2 147.0438 1.85 NA 9.93
Octadecanoides ID_ 7267 14.96 C14H2203 239.1644 -1.00  Metil 2-[(18S,2S)-2-[(2-etilciclopropil)metil ]-3-oxociclopentilJacetato  4.02
Octadecanoides ~ ID_6734 1470  CisHyO;  291.1956  -025 4o (82)-8-[4-0x0-5-[(Z)-pent-2-enilJeiclopent-2-en-1- 3.43
- ilidenoJoctandico
Octadecanoides ID 9042 16.27 Ci9H3203 309.2426 -0.59 Metil 13-oxooctadeca-9,11-dienoato 4.67
Octadecanoides 1D 8031 1547  CiHypOs 3232219  -058 etil 8-[5-(2-hidroxipent-3-en-1-il)-4-oxociclopent-2-en-1- 7.75
- ilJoctanoato
Octadecanoides ~ ID_7687 1522  CiHunOs 34721050 -0.57 610 6-[(IR28,5R)-2-hidroxi-5-(3-hidroxioct-4- 9.65
- inil)ciclopentil|hexandico
(3beta,5x1,9xi,22beta)-22,24,29-Triidroxi-29-oxoolean-12-en-3-il 6-
Triterpenoides ID 4344 12.27 CagH76020 973.4995 0.85 desoxi-alfa-L-manopiranosil-(1->2)-beta-D-galactopiranosil-(1->2)-  5.70
beta-D-acido glicopiranosidurdnico
Triterpenoides ID 5065 13.61 CagH73015 943.5263 -0.20  Soja Saponina I/ Soja Saponina Bb 12.01
Genétipo IAC 100
Ac@os graxos e ID 7268 14.96 Ci3His0, 207.1381 L0.44 Acido ’7—-met11—4—met111deno—1,2,3,4,4a,5,6,8a—octa—h1dronaftaleno—1— 359
conjugados - carboxilico
Acidos graxos e ID 7625 1520 CpHssNO, 3422642 -0.83  Acido 12-carbamoiloxioctadec-9-endico 6.60
conjugados
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Continua

, . . Férmula [M+H]* Erro , - . VIP
Classe Quimica ID tr (min) Wieembr Dol (o) Presumivel metabélito de soja score
Acidos graxos e ID 8375 1573  CisHs0: 2912325  -2.03 Metil (9Z,11E,13E,15Z)-octadeca-9,11,13,15-tetracnoato 27.22
conjugados -
Acidos graxos ¢ ID 7062 1487 CiHsNOs 3422642  -0.78  Metil ( E )-9-nitrooctadec-9-enoato 3.17
conjugados -
Acidos graxos ey 007 1489 CiHxO: 2772164 -0.58  Acido octadeca-11,15-diinico 11.16
conjugados -
cAoiflfgsa%l?sxos ¢ ID 8697 1596  CisH0s 3072271 -0.99 Metil (6Z,8E,12Z,15Z)-10-hidroxioctadeca-6,8,12,15-tetraenoato 3.13
Cumarinas ID 73 1.15 CoHeO3 163.0387 1.58  6-hidroxicromen-2-ona 11.30
Diterpenoides ID_ 7529 15.13 Ci9H3003 307.2270 -0.60  Carbonato de diciclononen-1-il 8.64
Acidosgraxose 1 9416 1506  CilyO; 2752005 031 Acido 3-hex-4-inilideno-6-metilundec-9-indico 3.49
conjugados -
fggflgg‘)’panmdes ID 632 2.21 C1oH;03 177.0544 1.05  [2-(3-oxoprop-1-enil)fenil] formato 3.99
Flavonoides ID_ 2750 7.60 C27H30016 611.1608 -0.22  Quercetina 3-O-ramnosideo 7-O-glicosideo 17.03
Flavonoides ID 2680 7.39 C»7H30016 611.1609 -0.29 Rutina/ quercetin 3-O-rutinoside 10.68
Flavonoides ID 3151 9.01 C»7H30015 595.1664 -1.10  Kaempferol-3-O-glicosideo-7-O-ramnosideo 5.43
Flavonoides ID 3190 9.08 C23H32016 625.1765 -0.31 Narcisosideo/ Isorhamnetina 3-rutinosideo 4.33
NA ID 372 1.74 CoHsO» 147.0438 1.85 NA 3.38
NA ID 538 2.04 CoHO2 147.0438 1.81 NA 3.21
Octadecanoides 1D 6734 1470  CisHyOs 2911956  -025 ‘cido (82)-8-[d-0x0-5-[(Z)-pent-2-enil]ciclopent-2-en-1- 4.46
- ilideno]octandico
Octadecanoides ID 7267 14.96 C14H2,0; 239.1644 -1.00  Metil 2-[(18S,2S)-2-[(2-etilciclopropil)metil]-3-oxociclopentil Jacetato  3.48
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Continua

, . . Férmula [M+H]* Erro , - . VIP

Classe Quimica ID tr (min) Vgl ey Bl (o) Presumivel metabélito de soja score

Octadecanoides 1D 8031 1547  CiHypOs 3232219  -0.58 etil 8-[5-(2-hidroxipent-3-en-1-il)-4-oxociclopent-2-en-1- 3.12
- ilJoctanoato
Octadecanoides ~ ID_7687 1522  CpHpOs 34721950  -0.58 +cido 6-(1R,28,5R)-2-hidroxi-5~(3-hidroxioct-4- 391
- inil)ciclopentil Jhexanoico
Triterpenoides ID 5065 13.61 CagH73015 943.5263 -0.20  Soja Saponina I/ Soja Saponina Bb 4.35
Genotipo BRS 257

Acgios graxos e ID 7268 14.96 C1HisOs 207.1381 0.44 Acido ’7-rnet11-4-met111deno-1,2,3,4,4a,5,6,8a—octa-h1dronaftaleno-1- 439
conjugados - carboxilico
Acidos graxos e ID 7625 1520 CipHsNO, 3422642 -0.83  Acido 12-carbamoiloxioctadec-9-endico 6.75
conjugados
Acidos graxos e ID 8375 1573  CioH0s 291.2325  -2.03 Metil (9Z,11E,13E,15Z )-octadeca-9,11,13,15-tetraenoato 31.14
conjugados
Acidosgraxose 1 5007 14890  CyHxO: 2772164 058 Acido octadeca-11,15-diindico 5.47
conjugados -
Cumarinas ID 312 1.62 CoHeOs3 163.0386 2.23  5-hidroxi-1-benzofurano-2-carbaldeido 4.56
Cumarinas ID 73 1.15 CoHeOs3 163.0387 1.58  6-hidroxicromen-2-ona 11.94
Diterpenoides ID 7529 15.13 Ci9H3003 307.2270 -0.60 Carbonato de diciclononen-1-il 5.75
Flavonoides ID 3151 9.01 C27H30015 595.1664 -1.10  Kaempferol-3-O-glicosideo-7-O-ramnosideo 11.28
Flavonoides ID 2994 8.36 C27H30015 595.1664 -1.23  Kaempferol 7-O-rutinosideo 8.85
Isoflavonoides ID 4484 12.62 CisH100s 271.0600 0.39  Genisteina/ 5,7-di-hidroxi-3-(4-hidroxifenil)cromen-4-ona 6.59
NA ID 538 2.04 CoHO2 147.0438 1.81 NA 7.34
NA ID 372 1.74 CoHO2 147.0438 1.85 NA 6.54
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Continua

. . Férmula [M+H]* Erro , - . VIP
Classe Quimica ID tr (min) Wieembr Dol (o) Presumivel metabélito de soja score
Octadecanoides ID_ 9042 16.27 Ci9H303 309.2426 -0.59 Metil 13-oxooctadeca-9,11-dienoato 3.44
Octadecanoides ~ ID_7666 1522  CiHuOs  307.2270°  -0.60 gfee;l;fis’IOE’125’13S’15Z)'9’12’13't“'hldr°’“°°tadeca'10’15 - 5.71
Octadecanoides ~ ID_4807 1332 CisHyO; 2251484 055 et jasmonato/Metil 2-[(IR,2R)-3-0x0-2-{(Z)-pent-2- 3.76
- enil]ciclopentil|acetato
Octadecanoides ~ ID_8031 1547  CiHypOs 3232219  -0.58 etil 8-[5-(2-hidroxipent-3-en-1-il)-4-oxociclopent-2-en-1- 5.20
- ilJoctanoato
Octadecanoides ID_ 7267 14.96 C14H2203 239.1644 -1.00  Metil 2-[(18S,2S)-2-[(2-etilciclopropil)metil]-3-oxociclopentil]Jacetato  5.33
Octadecanoides ~ ID_7687 1522  CiHpO, 3472195  -0.57 i 6-[(1R,28,5R)-2-hidroxi-5~(3-hidroxioct-4- 3.35
- inil)ciclopentilJhexanoico
Pequenos Peptideos 1D 15 1.07 CoH11NO> 166.0861 1.22  L-fenilalanina/Acido (2S)-2-amino-3-fenilpropandico 4.06
Triterpenoides ID 5065 13.61 CagH73015 943.5263 -0.20  Soja Saponina I/ Soja Saponina Bb 6.00
Genotipo IAC PL-1
Aqdos graxos e ID 7268 14.96 CisHisOs 207.1381 0.44 Acido ’7-.rnet11-4-met111deno-1,2,3,4,4a,5,6,8a—octa-h1dronaftaleno-1- 4.90
conjugados - carboxilico
Acidosgraxose 1 76)5 1520  CiHNOs 3422642 -0.83  Acido 12-carbamoiloxioctadec-9-endico 4.76
conjugados -
Acidos graxos e ID 8375 1573  CioHs0; 291.2325  -2.03 Metil (9Z,11E,13E,15Z )-octadeca-9,11,13,15-tetraenoato 29.95
conjugados -
Cumarinas ID 73 1.15 CoHeOs 163.0387 1.58  6-hidroxicromen-2-ona 9.38
Diterpenoides ID_7529  15.13 Ci9H3003 307.2270 -0.60 Carbonato de diciclononen-1-il 5.75
fggflgg‘))pan‘“des ID 632 221 C1oH50; 177.0544 1.05  [2-(3-oxoprop-1-enil)fenil] formato 3.05
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Continua

Classe Quimica ID tr (min) Bl/rlg:‘;l::ll:r Exgle\:i—:nHe]; tal (};;':;3) Presumivel metabélito de soja s\cltfrl')e
Flavonoides ID_ 2018 5.87 Ci5H1007 303.0496 0.87  Quercetina/2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,5,7-tri-hidroxicromen-4-ona 3.07
Flavonoides ID 2004 5.85 C»7H30017 627.1557 -0.12  Quercetina 3-glucosil-(1->3)-galactosideo 20.27
Flavonoides ID 2538 7.02 C27H30016 611.1610 -0.54 Panasenosideo/ Kaempferol 3-O-Beta-D-Glucosilgalactosideo 11.62
Flavonoides ID 1924 5.71 C»7H30017 627.1555 0.12  Quercetina 3,4'-O-diglucosideo 6.46
NA ID_ 372 1.74 CoHO» 147.0438 1.85 NA 7.56
NA ID 538 2.04 CoHO» 147.0438 1.81 NA 6.59
Octadecanoides ID 7267 14.96 Ci4H» 03 239.1644 -1.00  Metil 2-[(18S,2S)-2-[(2-etilciclopropil )metil]-3-oxociclopentil]Jacetato  4.75
Octadecanoides 1D 7687 1522  CiHuOs  347.2195°  -0.57 iffi?ﬁ(‘)%éﬁéiﬁﬁé‘iﬁd“’xi'5 -(3-hidroxioct-4- 3.81
Triterpenoides ID 5065 13.61 CagH73015 943.5263 -0.20  Soja Saponina I/ Soja Saponina Bb 3.15

Genotipo PI 407270
Acidosgraxose 1y 5675 1550 CoHuNOs 3422642 -0.83  Acido 12-carbamoiloxioctadec-9-endico 6.98
conjugados
Acidos graxos e ID 8375 1573  CioH0s 291.2325  -2.03 Metil (9Z,11E,13E,15Z)-octadeca-9,11,13,15-tetraenoato 32.62
conjugados
Acidos graxos e ID 8795 1604  CioHz0s 2932475  -0.07 Acido (10Z,13Z,16Z) -nonadeca-10,13,16-triendico 3.21
conjugados
iﬁfﬁ;ﬁﬁs"os © ID 8697 1596  CioHsoOs 307.2271  -0.99 Metil (6Z,8E,12Z,15Z)-10-hidroxioctadeca-6,83,12,15-tetraenoato 4.87
Aminodcidos Bauhinin/(2Z)—2—[(4R,5S,6S)?5—hic'lroxi—fl—met.oxi—.6—
glicosideos ID 805 2.67 Ci5sH21NOg 344.1338 0.51 [(2R,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2- 3.26

ilJoxiciclohex-2-en-1-ilideno]acetonitrila
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Conclusao

, . . Féormula [M+H]* Erro , - . VIP
Classe Quimica ID tr (min) Wieemby Dol (o) Presumivel metabélito de soja score
fggflé’g‘)’pamldes ID 632 2.21 C1oHs05 177.0544 1.05  [2-(3-oxoprop-1-enil)fenil] formato 4.08
Flavonoides ID_ 2680 7.39 C»7H30016 611.1609 -0.29  Rutina/ Quercetin 3-O-rutinoside 8.74
Flavonoides ID 2059 5.96 Cs3H40020 757.2183 0.43  Quercetina 3-ramnosil-(1->4)-ramnosil-(1->6)-glicosideo 5.21
Flavonoides ID 2750 7.60 C»7H30016 611.1608 -0.22  Quercetina 3-O-ramnosideo 7-O-glicosideo 12.51
Flavonoides ID 2994 8.36 C»7H30015 595.1664 -1.23  Kaempferol 7-O-rutinosideo 4.11
Isoflavonoides ID 3620 10.52 Co4H2013 519.1137 -0.83 Malonilgenistina 4.21
Cumarinas ID 4198 11.96 CoHsO» 147.0439 1.48  3-(3-hidroxifenil)propa-1,2-dien-1-ona 7.60
Cumarinas ID 2148 6.18 CoHsO» 147.0438 2.13  Cumarina/Cromeno-2-ona 5.21
Cumarinas ID 4106 11.85 CoHsO» 147.0438 1.79  3-(4-hidroxifenil)propa-1,2-dien-1-ona 3.69
Octadecanoides 1D 6734 1470  CigHxO; 2011956  -025 4o (82)-8-[4-0x0-5-[(Z)-pent-2-enilJeiclopent-2-en-1- 3.29
- ilidenoJoctanoico
Octadecanoides 1D 7666 1522  CiHyuOs  307.2270°  -0.60 22[::11(1);3)5’103123’133’1SZ)'9’12’13'trl'hldr°’“°“ade°a'10’15 - 6.31
Octadecanoides ~ ID_7687 1522  CiHuOs 34721950  -0.57 ‘xcido 6-[(IR,2S,5R)-2-hidroxi-3-(3-hidroxioct-4- 5.647
inil)ciclopentil Jhexanoico

Pequenos Peptideos 1D 15 1.07 CoH11NO> 166.0861 1.22  L-fenilalanina/Acido (2S)-2-amino-3-fenilpropandico 5.64
Policetideos ciclicos ID 7066 14.88 C19H3004 323.2220 -0.95 2,5-dimetoxi-3-undecilciclohexa-2,5-dieno-1,4-diona 3.10

a, b, ¢, d, e valor correspondente ao aduto [M+Na]*, [M+K]", [M+HsN+H]", [M-H,O+H]" e [M-H4O0,+H]", respectivamente.
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Com base nas diferencas observadas na analise PLS-DA, o grafico
de volcano foi utilizado para anotar os metabdlitos que diferiam
significativamente entre o grupo controle e o grupo induzido por SF para os trés
tipos de folhas estudados de forma independente (ver FIGURA 4.17 e FIGURA
A.4). Para isso, foram considerados como pontos de interesse aqueles que
aparecem mais proximos do topo e mais distantes do centro, ou seja, aqueles que
apresentam alta significancia estatistica e acentuada variagao de magnitude.

Além disso, para quantificar esses resultados de forma mais rigorosa,
os compostos candidatos foram definidos como regulados positiva ou
negativamente de forma significativa se sua expressdao excedesse um limite de
fold change (FC) de 2 com um FDR (p < 0,05).

Esses parametros “Altamente Significativos”, resultaram em 2000
metabolitos (para cada geno6tipo), dos quais 14, 18, 183, 2 e 18 foram induzidos
apos a injuria por SF nos gendtipos PI 229358, IAC 100, BRS 257, IAC PL-1 ¢
PI 407270, respectivamente. Na TABELA A.4, sdo resumidos os metabdlitos
diferenciais que foram induzidos ap6s ataque de SF, obtidos a partir dos graficos
de volcano. Também, estdo devidamente classificados de acordo com o genotipo
e tipo de tecido onde foram induzidos.

Os gendtipos PI 229358 e PI 407270 mostraram indugdo de
compostos unicamente na folha local, conforme mostrado na FIGURA 4.17a ¢
FIGURA 4.17g, respectivamente. Para PI 229358, os compostos responsaveis
pelas alteragcdes apos o ataque de SF foram: cinco acidos graxos; o glicerolipideo
ID 6349; o feniletanoide ID 186; ¢ o acido fendlico ID 189, que foram
regulados positivamente. Por outro lado, os acidos graxos ID_ 7122 e ID_ 6417,
os terpenoides ID 8561 e ID_ 7120, e o glicerolipideo ID_ 7136 sofreram
regulacdo negativa (ver também a TABELA A .4).
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Por sua vez, a soja selvagem (PI 407270) apresentou aumentos nos
niveis de sete acidos graxos; trés octadecanoides; dois sesquiterpenos; dos
compostos nao anotados ID 8487, ID 6909 e ID 7105; um esteroide; um
glicerolipideo; e uma lignana (FIGURA 4.17g e TABELA A.4).

O gendtipo IAC 100 apresentou aumentos nos niveis de quatro acidos
graxos; dois eicosanoides; dois terpenoides; um octadecanoide; um policetideo;
um alcaloide; e do composto ID 6833 (na folha local). Além disso, houve
aumento de um terpeno e um octadecanoide (na folha jovem). Os compostos ID _
3448 e ID 2660 apresentaram reducao na folha local, enquanto dois terpenoides
tiveram diminui¢ao na folha jovem apds indug¢ao (FIGURA 4.17c¢ e b, ver também
TABELA A 4).

A cultivar BRS 257 apresentou regulagdes positivas em seus trés
tipos de folhas, principalmente em compostos pertencentes aos acidos graxos e
terpenoides. De maneira semelhante, alguns acidos graxos (folha velha e folha
jovem), terpenoides (folha local e folha jovem) e peptideos (folha local),
apresentaram regulacdes negativas nessa cultivar (ver TABELA A.4). Por sua vez,
a cultivar IAC PL-1 apresentou apenas uma alteracao positiva e uma negativa na
folha velha, referentes ao acido dodecanodiodico (ID  6627) e ao acido (2S)-5-[2-
[2-[5-[2-[2-(butilamino)-2-ox0etoxi]etoxi]-2-oxopentoxi]etoxi]etilamino]-2-
[[(17Z)-17-hidrazinil-17-hidrazinilidenoheptadecanoil Jamino]-5-oxopentanoico
(ID_ 8573), respectivamente.

Os resultados da anélise PLS-DA e do grafico de volcano indicam
alteragdes no metabolismo primario e secundario das variedades de soja em
resposta ao ataque de SF. Entre os metabdlitos primarios, destacaram-se
compostos da classe dos acidos graxos, incluindo acidos graxos insaturados,
octadecanoides, eicosanoides, ésteres graxos, esteroides e glicerolipideos. Ja entre
os metabolitos secundarios, terpenos, cumarinas e flavonoides foram
identificados como relevantes. Esses achados sugerem padrdes comuns de

resposta das variedades de soja ao estresse ocasionado pelo ataque de SF.
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FIGURA 4.17 — Grafico de volcano exibindo diferencas nas alteragdes
metabolicas entre tecidos de soja injuriados por S. frugiperda e tecidos de soja sob
condigoes constitutivas. Folha local de P1 229358 (a); folha jovem (b) e folha local
(c) de TAC 100; folha velha (d), folha local (e) e folha jovem (f) de BRS 257;
folha local de P1 407270 (g) e folha velha de IAC PL-1 (h). Cada ponto representa
um metabdlito cuja regulagdo detectavel foi positiva (vermelho), negativa (azul)

ou nao significativa (cinza) apds ataque de S. frugiperda.
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Foram observadas diferencas na diversidade e nos niveis de
metabolitos entre as folhas jovens e velhas; isso se verifica em cada gendtipo sob
condi¢des constitutivas. Folhas jovens exibiram niveis maiores de acidos graxos
insaturados, octadecanoides e diterpenos, enquanto folhas velhas continham mais
flavonois e triterpenos.

Apoés o ataque de SF, diversos compostos foram regulados
positivamente, principalmente nas folhas locais e jovens das variedades
resistentes e da soja selvagem. As folhas jovens, por serem mais vulneraveis a
herbivoria, exibiram defesas induzidas mais robustas em comparacdo com as
folhas velhas. Essas mudangas na abundancia de metabolitos nas folhas jovens e
velhas sugerem a ativagdo de mecanismos sistémicos em resposta ao ataque de
SF. As folhas locais mostraram diferengas marcantes entre os grupos controle e
tratado, possivelmente devido aos danos diretos as barreiras estruturais dos
tecidos, resultando em respostas defensivas.

Embora nao tenha sido identificado um padrao uniforme na alteragao
de acidos graxos apos a inducdo por SF entre genotipos, alguns compostos,
destacaram-se por sua presenca nas variedades resistentes e por serem regulados
de maneira diferenciada entre os tecidos analisados. Os dacidos graxos sao
considerados blocos de constru¢do para a maioria dos lipidios celulares, sendo
essenciais para a funcdo da membrana em respostas ao estresse, além de

150 " Eles também

contribuirem para o crescimento ¢ desempenho da planta
participam da geracdo de oxilipinas e da biossintese do acido jasmoOnico, um
hormonio chave na defesa vegetal, atuando como sinalizadores na resposta da
planta ao ataque.

O 4cido  3-hex-4-inilideno-6-metilundec-9-indico  (ID_7416)
apresentou padroes distintos entre os gendtipos resistentes de soja. Foi mais

abundante nas folhas local e velha de IAC 100, enquanto seu nivel diminuiu em

PI 229358 apds o ataque de SF (Ver TABELA 4.1). Esse composto pertence a
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classe dos acidos acetilénicos, caracterizados por conter ligacdes triplas e serem
instaveis quimicamente'>!.

Moléculas desse tipo ja foram associadas a resisténcia contra
patogenos devido as suas propriedades antimicrobianas, antifingicas e
inseticidas'>?>1°®, Os niveis elevados de ID 7416 na folha local de IAC 100
sugerem que ele pode desempenhar um papel relevante na defesa dessa cultivar,
possivelmente como um mecanismo adaptativo contra herbivoria.

O acido (10Z,13Z,16Z)-nonadeca-10,13,16-triendico (ID_8795)
apresentou variagdes nos genotipos estudados, sendo regulado positivamente em
todos os tecidos da soja selvagem, mas reduzido em PI 229358. Esse &cido graxo
poliinsaturado integra os lipidios da membrana celular e desempenha fungdes
estruturais e adaptativas frente a estresses bioticos e abidticos'™’.

A reducao de acidos graxos trienoicos nas membranas do cloroplasto
pode aumentar a tolerncia a altas temperaturas e a resisténcia a patdgenos'>s,
embora estudos com Arabidopsis thaliana tenham demonstrado que mutagdes
comprometendo a producao destes compostos tornam as plantas suscetiveis a

infecgdes'>’

. Assim, o papel defensivo de esses metabolitos parece depender do
tipo de estresse e do gendtipo, exigindo mais estudos para esclarecer a fungao de
ID 8795 PI1 229358 e na soja selvagem.

Os metabolitos ID 6734 e ID 8697 foram induzidos na soja
selvagem e variedades resistentes. O acido (8Z7)-8-[4-0x0-5-[(Z)-pent-2-
enil]ciclopent-2-en-1-ilidenoJoctanodico (ID 6734), um fitoprostano pertencente a
classe das oxilipinas, foi regulado positivamente em todos os tecidos, exceto nas
folhas jovens de PI 229358 e PI 407270. Fitoprostanos sdo lipidios oxidados
gerados durante o estresse oxidativo e atuam como reguladores do crescimento,
desenvolvimento e defesa das plantas!>%160,

Alguns fitoprostanos desencadeiam respostas de desintoxicacdao e
induzem a produgao de fitoalexinas, metabolitos secundarios antimicrobianos que

161

aumentam a tolerancia ao estresse bidtico'®'. Além disso, estudos indicam que
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esses compostos podem funcionar como biomarcadores de estresse oxidativo,
como observado em plantas de meldo submetidas a estresse térmico!?.

O composto ID 8697, um ¢éster metilico de 4acidos graxos
hidroxilados, possivel constituinte da cutina, apresentou regulacao diferenciada
apos injaria por SF: foi reduzido na soja selvagem e na cultivar IAC 100, enquanto
PI 229358 apresentou aumento desse composto em seus tecidos. A superficie das
plantas, protegida por ceras cuticulares hidrofébicas, desempenha fungdes
essenciais contra estresses ambientais e ataques bioldgicos, além de atuar na
sinalizacdo de defesa. A composi¢do quimica da cera varia conforme a espécie, o
estagio de desenvolvimento e o estado fisioldgico, influenciando aspectos como
locomog¢do e alimentagdo dos insetos, além da aceitagdo do hospedeiro para
oviposi¢do!63:164,

Por exemplo, RACOVITA et al.!®> analisaram o perfil quimico das
misturas lipidicas que revestem as folhas de Aloe arborescens, identificando
acidos graxos 3-hidroxi e seus ésteres metilicos. Esses compostos foram isolados
e testados quanto a atividade antioxidante, antibacteriana e anticolinesterasica. Os
testes mostraram que ambos apresentaram efeito antioxidante e inibi¢do contra
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, sendo que
o acido graxo hidroxilado demostrou maior atividade, possivelmente devido ao
grupo carboxilico livre!®.

Com base no exposto anteriormente, pode-se inferir que a indugao de
acidos graxos na soja € um processo bastante complexo e que evidencia a
importancia dessas sustancias na adaptagao morfologica e fisiologica das plantas,
bem como seu papel como moléculas de sinalizacdo que promovem resisténcia
ou suscetibilidade a ameacas bioticas. Em outras palavras, os acidos graxos
desempenham um papel crucial na regulagdo das respostas de defesa das plantas
e podem atuar como biomarcadores de estresse oxidativo causado pelos danos de

SF em genotipos de soja.
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Apo6s o ataque de SF, houve aumento de sesquiterpenos e diterpenos
nos tecidos das plantas, enquanto os triterpenos foram reduzidos. Alguns
sesquiterpenos e diterpenos estdo associados aos sintomas de ferrugem, além de
influenciarem o crescimento, a nodula¢io da raiz e a fotoprote¢do da soja!®’-1%,
YU et al.'”® analisaram o conteudo de terpenoides nos tegumentos e cotilédones
de sementes de soja. Foi observado que os genotipos cultivados apresentavam
niveis maiores de diterpenoides, associados ao sabor e & germinacao, enquanto a
soja selvagem possuia maior abundancia de triterpenoides, relacionados a
resisténcia ¢ a formacao de cera.

Embora a maioria dos triterpenos foi regulada negativamente nos
gendtipos de soja analisados, o triterpenoide oleanano ID 4344 e a soja saponina
I (ID 5065) apresentaram aumento na cultivar PI 229358. Esses compostos
possuem efeitos antialimentares contra Spodoptera litura, prolongando seu
desenvolvimento e aumentando a mortalidade larval e pupal'7!172,

De forma semelhante, YANG et al.'”®, demostraram que a f-amirina
e 0 acido oleanodlico reduziram significativamente a massa larval de Manduca
sexta. Triterpenoides glicosilados também exibem forte atividade dissuasiva
contra herbivoros e apresentam efeitos inseticidas contra nematoides!’™,
besouros!” e pulgdes'’®, sugerindo seu papel defensivo nas plantas.

Os compostos ID 4198,ID 2148 e ID 312 (BRS 257), pertencentes
as cumarinas, foram induzidos apds injuria por SF. Enquanto a naftoquinona 3-
(3-hidroxifenil)propa-1,2-dien-1-ona (ID 4198) apresentou redugdo em todos os
tecidos da soja selvagem, a cumarina (ID_2148) aumentou nas folhas velha e
jovem. Em contraste, o 5-hidroxi-1-benzofurano-2-carbaldeido (ID 312) foi
regulado negativamente na folha local e velha de BRS 257.

As cumarinas, produzidas pela via fenilpropanoide, desempenham
papéis essenciais na defesa vegetal'”’, atuando como toxinas, ativadores de
respostas defensivas e inibidores alimentares, prejudicando o metabolismo dos

herbivoros e diminuindo seu crescimento, desenvolvimento e reproducdo!’s. Por
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exemplo, foi observado que a cumarina apresentou efeito inseticida e inibidor de
peso em lagartas de Hyphantria cunea'”. Adicionalmente, CORZO et al.'®
avaliaram a atividade de algumas cumarinas contra lagartas de SF. Os resultados
indicaram que estes metabolitos causaram mortalidade de pupas, deformidades
em adultos e atividade reguladora de crescimento de insetos, com efeitos
altamente significativos.

Os flavonoides desempenharam um papel importante na defesa dos
genotipos estudados contra SF, atuando como antioxidantes e diferenciadores
metabolicos. A quercetina 3-(3R-glucosilrutinosideo) (ID 1768) foi expressa
exclusivamente na cultivar PI 229358, aumentando na folha local € jovem apos o
ataque, enquanto foi reduzida na folha velha. Esses compostos influenciam a
palatabilidade foliar e a longevidade dos herbivoros'®!. Estudos indicam que
danos causados pelo besouro Popillia japonica elevaram as concentragoes de
triglicosideos de quercetina!®?, sugerindo que tais flavonoides podem estar
envolvidos na defesa contra herbivoros.

Na cultivar TAC 100, a isorhamnetina 3-rutinosideo (ID 3190)
apresentou uma regulacao diferenciada apos injuria por SF, com redu¢do nas
folhas jovem e local e um leve aumento na folha velha. Esse flavonol O-metilado,
derivado da quercetina, ¢ descrito como um possivel fotoprotetor em soja exposta
a radiacdo UV!®, Estudos indicam que a producdo de flavondis, como rutina e
isorhamnetina rutinosideo, ¢ uma caracteristica genética constitutiva de cultivares
resistentes, como IAC 17 e IAC 100'#*. Além disso, a isorhamnetina 3-rutinosideo
aumentou apds infec¢do fungica'®> e demonstrou capacidade de inibir o
crescimento do patogeno Fusarium proliferatum'®®.

A soja selvagem apresentou indugdo dos flavonoides quercetina 3-
ramnosil-(1->4)-ramnosil-(1->6)-glicosideo  (ID_2059) e malonilgenistina
(ID_3620) na folha jovem, enquanto o diglicosideo de quercetina ID 2750 foi
regulado positivamente na folha jovem de P1 229358, IAC 100 e na soja selvagem.

O flavonol rutina (ID_2680) também teve aumento nas folhas jovem e velha da
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soja selvagem e da cultivar IAC 100. Flavonoides sdo essenciais na resisténcia
constitutiva ¢ induzida da soja, com conjugados de quercetina, kaempferol e
genisteina desempenhando papeis defensivos contra Anticarsia gemmatalis'®’.

Genotipos resistentes de soja apresentam folhas ricas em derivados
de quercetina, como a rutina, e genisteina, compostos associados a defesa contra
lagartas, aumentando sua mortalidade e inibindo o crescimento!”24123.188.189
BENTIVENHA et al.!® verificaram que cultivares como PI 229358 ¢ IAC 100
exibiram antibiose e resisténcia induzida contra Piezodorus guildinii. Além disso,
um triglicosideo de quercetina (ID_2059), detectado na soja selvagem, foi isolado
pela primeira vez da cultivar de soja “Clark”, amplamente usada como
progenitora nos EUA™?.

A malonilgenistina aumentou ap6s ataque de Caliothrips phaseoli,

104

afetando o desempenho dos tripes e sua preferéncia alimentar'”*. Estudos indicam

que diglicosideos e triglicosideos de kaempferol e quercetina sdo relevantes na

13 e que a radiacdo solar UV-B influencia a

defesa contra Popillia japonica
resisténcia da soja contra Anticarsia gemmatalis, alterando os niveis de
triglicosideos de quercetina e kaempferol.

A indugdo dos metabdlitos ID 6734, ID 8697 e ID 2750 apds
injuria por SF reforca a proximidade entre as variedades resistentes e a soja
selvagem, conforme indicado pela anélise de PCA e pelo mapa de calor. A cultivar
IAC 100 originada do cruzamento de IAC 78/2318 e IAC 12, tem como genitor a
PI 22935811 estabelecendo uma relagdo genética corroborada por estudos com
base na produ¢ido de flavonois'®*. Esse vinculo sugere que tais gendtipos sdo
valiosas fontes genéticas para pesquisas sobre resisténcia a insetos.

Virios autores relataram que os niveis constitutivos de alguns
conjugados das classes quercetina, kaempferol e isorhamnetina sdo os mais
abundantes nas folhas de certos genotipos de soja € podem desempenhar um papel

relevante na resisténcia a herbivoria'>»!®’. Dessa forma, podemos sugerir que

muitos dos flavonoides detectados nas distintas variedades de soja estudadas neste
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trabalho podem ser fatores importantes que conferem resisténcia a diversos tipos
de estresses.

Nas cultivares suscetiveis analisadas, verificou-se a regulacdo de
flavonoides apos o ataque de SF. A cultivar IAC PL-1 demonstrou menor
responsividade ao ataque, apresentando regulagdes negativas de flavonoides.
Apesar disso, exibiu altos niveis constitutivos de flavonois do tipo kaempferol e
quercetina em seu perfil metabolico.

Em contraste, a BRS 257 foi o gendtipo mais responsivo; no entanto,
os metabolitos induzidos pertenciam majoritariamente as classes dos acidos
graxos e terpenos. Compostos da classe quercetina estavam praticamente ausentes
em seu perfil metabolico e ndo foram induzidos apds injuria causada por SF. Esse
achado sugere que, apds cruzamentos sucessivos, compostos secundarios
responsaveis pelas defesas da planta foram reduzidos.

Algumas das sustincias com propriedades defensivas ja
mencionadas sofreram uma diminui¢ao na abundancia nos tecidos dos genotipos
ap6s os danos causados por SF. E possivel que a regulacio negativa dos
metabolitos observada nos genotipos seja ocasionada por um ajuste metabolico
induzido por fitohormodnios, como o 4cido jasmonico, relacionado a defesa ou ao
processo de senescéncia. Assim, o aumento de alguns compostos do metabolismo
primario também pode ser justificado como um mecanismo da planta para
concentrar o gasto de energia na produgdo de metabolitos, que desempenham um
papel crucial nas reagdes de defesa do hospedeiro.

Os genotipos PI 229358 e IAC 100 apresentaram caracteristicas de
resisténcia acentuadas e foram considerados fontes inadequadas para o
desenvolvimento de SF, de acordo com os resultados dos ensaios biologicos
previamente relatados. E possivel que a cultivar IAC 100, além de exibir respostas
de defesa induzidas por SF, também apresente resisténcia constitutiva frente ao

inseto. Esse efeito se evidencia pelas altas taxas de mortalidade, pelo aumento na

79



duracdo do estagio larval, pela redugdao do peso larval e pela diminui¢ao do
consumo alimentar do inseto, conforme observado nos testes biologicos.

Os flavonoides ID 1768, ID 2059, ID 2750, ID 2680 ¢ ID 3620, o
triterpenoide ID 4344, a cumarina ID_ 2148, os 4acidos graxos ID_8697,ID 7416
e ID 7625, além dos fitoprostanos ID 6734 e ID_7687, detectados nas variedades
resistentes e na soja selvagem, parecem ser compostos especificos expressos em
resposta a injuria causada por SF. O anterior sugere que tais metabodlitos podem
desempenhar um papel na resisténcia desses genotipos a praga. No entanto, para
validar suas fun¢des defensivas, sdo necessarios ensaios adicionais que envolvam
genotipos resistentes de soja expostos a SF, juntamente com testes de toxicidade.

Embora esses compostos tenham sido detectados no perfil
metabodlico das variedades estudadas, observou-se variacdo na diversidade, nos
niveis de expressao e nos tecidos onde foram alocados. Esses resultados indicam
diferengas na resposta ao estresse entre os genotipos analisados e sugerem que
determinados metabodlitos podem ter efeitos distintos dependendo da variedade.
Para compreender melhor a importancia desses compostos no metabolismo da
soja, assim como suas possiveis fungdes como reguladores do estresse biotico e

seus mecanismos de acao, estudos adicionais sdo necessarios.

4.2.4 — Analise de diferenca de biomarcadores entre genotipos

Com base nos resultados obtidos nas analises PLS-DA, 16
metabolitos foram anotados e selecionados como possiveis biomarcadores de
resisténcia contra SF, incluindo os &cidos graxos ID 7416, ID 8697, ID_ 8795,
ID 7092, ID 7625; os octadecanoides ID 6734, ID 7687; os terpenoides
ID 4344, ID 5065; os flavonoides ID 1768, ID 2750, ID 2680, ID 2059,
ID 3190, ID 3620; e a cumarina ID 2148 (ver FIGURA 4.18, FIGURA A.5 -
FIGURA A.10). Todos mostraram diferencas significativas em seus niveis
constitutivos ou sofreram alteragdes apos injuria por SF quando comparados entre

genotipos. Isso confirma os resultados observados na analise PLSDA.
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FIGURA 4.18 — Metabdlitos selecionados como possiveis biomarcadores de

resisténcia contra S. frugiperda presentes nas folhas de soja
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Os resultados indicaram que os acidos graxos ID 7416, ID 8697,
ID 7092 e os octadecanoides ID 7687, ID 6734 estavam em maior abundancia
constitutiva nas folhas dos gendtipos IAC 100 e/ou PI 229358 em contraste com
os outros genotipos. De forma similar, verificou-se que o terpenoide ID 4344 ¢
os flavonoides ID 2750, ID 2680, ID 3190 e ID 1768 apresentavam niveis
constitutivos mais elevados em [AC 100, PI 229358 e/ou na soja selvagem,
quando comparados com as variedades suscetiveis (ver FIGURA A.11 e FIGURA
A.12).

Também foram observadas algumas diferencas entre amostras
controle e injuriadas por SF, destacando-se o aumento na indugdo dos acidos
graxos ID 8795 e ID 7092 nas folhas de IAC 100 e/ou da soja selvagem. Por sua
vez, a cultivar PI 229358 e, em algumas ocasides, a soja selvagem se
caracterizaram por apresentar aumentos nos niveis dos flavonoides ID 2750,
ID 2680, ID 3620, ID 2059, ID 1768 e ID 3190 apdés injuria por SF. Esses
resultados sugerem ainda mais que esses metabolitos podem ser biomarcadores
potenciais associados a resisténcia da soja contra a injuria de SF (ver FIGURA

4.18 e FIGURAS A.5,A.7 e A.8).
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4.3 — Analise nutricional das folhas de gendtipos de soja

A andlise do contetido de carbono (C) e nitrogénio (N), antes e apds
injaria por SF nos genotipos de soja estudados, revelou algumas diferengas. Em
relacdo ao C, a cultivar resistente IAC 100 apresentou niveis constitutivos maiores
desse elemento, em contraste com a cultivar suscetivel IAC PL-1. Além disso, a
cultivar resistente P1 229358 exibiu um aumento na abundancia de C ap6s a injuiria
por SF. Quanto ao N, a cultivar IAC 100 apresentou maiores niveis desse
nutriente, superando as variedades PI 229358 e IAC PL-1. Ap0s a injuria por SF,
as cultivares suscetiveis BRS 257 e IAC PL-1 mostraram aumentos nos niveis de
N, enquanto a soja selvagem mostrou reducao.

Por sua parte, maiores relacoes de carbono/nitrogénio (C/N) foram
encontradas na cultivar BRS 257, em comparagdo com os outros genotipos. A soja
selvagem (PI 407270), por outro lado, apresentou uma menor relagio C/N com
respeito aos demais gendtipos. A relagdo C/N aumentou apos injuria por SF nas
variedades P1 229358 e na soja selvagem, enquanto nas cultivares suscetiveis BRS
257 e IAC PL-1 houve reducao (ver FIGURA 4.19).

De forma geral, maiores quantidades constitutivas de fésforo,
potassio, ferro e manganés foram encontradas nos genotipos resistentes € na soja
selvagem. IAC 100 apresentou menores conteudos de célcio em contraste com a
soja selvagem, enquanto a cultivar suscetivel BRS 257 exibiu niveis mais baixos
de zinco e boro em comparagdo com a soja selvagem e os outros genotipos,
respectivamente. Os conteudos de cobre e magnésio ndo mostraram diferencas
significativas entre as variedades estudadas (ver FIGURA 4.20 e FIGURA A.13).

Apos a injuria por SF, a maioria dos genotipos afetados apresentou
regulacdes negativas no conteido dos elementos analisados. As variedades
resistentes PI 229358 e IAC 100 mostraram reducdes nos niveis de calcio, ferro e
potassio, enquanto a soja selvagem exibiu padrdo semelhante, exceto para o

calcio.
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FIGURA 4.19 — Quantidade relativa de carbono (C) e nitrogénio (N) (%) e relagdo
de C/N (média £ desvio padrao) em diferentes gendtipos de soja. As colunas azuis
e cinza representam, respectivamente, amostras controle e amostras injuriadas por
S. frugiperda. As barras azuis com letras distintas indicam diferengas
significativas (ANOVA de um fator, p < 0,05; procedimento de diferenga
honestamente significativa (HSD) de Tukey, p < 0,05; ou teste de Kruskal-Wallis,
p < 0,05). As barras cinzas com "*" e "ns" indicam, respectivamente, diferengas
significativas (Teste t, p < 0,05) e auséncia de diferencas significativas entre o
grupo controle e o grupo induzido para o mesmo genotipo
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Em contraste, a cultivar BRS 257 foi a tinica a demonstrar aumentos
no contetido de potéssio apos o estresse. Os niveis de manganés diminuiram em
todos os genotipos, com excecao da soja selvagem. IAC 100 apresentou redugao
nos niveis de fésforo e zinco, enquanto IAC PL-1 exibiu queda apenas nos niveis
de fosforo. As variedades suscetiveis sofreram alteragdes negativas no contetudo
de cobre apos o ataque de SF (ver FIGURA 4.20 e FIGURA A.13).

A nutricdo mineral ¢ um dos principais determinantes do
crescimento, desenvolvimento e funcionamento das plantas. Macro (N, P, K, Ca,
Mg) e micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn, Zn) exercem influéncia fundamental sobre
o metabolismo vegetal, sendo essencial que estejam disponiveis em quantidades

adequadas para garantir um desempenho fisioldgico otimizado'®?
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as interag¢des de nutrientes entre macro e micronutrientes ¢ vital; a deficiéncia de
um pode interromper as vias metabolicas de outros, afetando a homeostase geral
dos nutrientes'®.

Os nutrientes C, N, P, e K desempenham papeis fundamentais em
diversos processos celulares, crescimento desenvolvimento e resposta ao estresse
nas plantas'**!®>, O equilibrio entre C e N é crucial para a conclusio do ciclo de
vida da planta e para a formagdo dos 6rgios destinados a colheita!®>. O K regula
a homeostase i6nica, a osmose € a atividade enzimatica, processos mediados por
um sistema de sinaliza¢do envolvendo ions Ca**. O Ca, por sua vez, contribui para
a estrutura vegetal ¢ atua como um mensageiro em respostas a variagoes
ambientais. J& o Mg, como componente da clorofila, ¢ indispensavel para a
fotossintese e 0 metabolismo energético!®.

Micronutrientes como o Mn desempenham um papel crucial como
cofatores enzimaticos, contribuindo para a manutencdo da atividade
fotossintética. O Fe ¢ essencial para varios processos celulares fundamentais,
principalmente ligados a respiragdo, fotossintese, metabolismo energético e
biossintese. O Cu, além de ser um cofator enzimético vital, quando em excesso,
ativa mecanismos de sinaliza¢do mediados por fons Ca*" para proteger a planta
contra toxicidade e garantir o equilibrio do metal'®®.

O B ¢ indispensavel para o crescimento e desenvolvimento vegetal,
sendo que sua deficiéncia altera o estado intracelular de Ca**, desencadeando vias
de sinalizacdo que ajustam a resposta da planta e restauram a homeostase. Por
fim, o Zn estd envolvido em processos regulados por sinalizagio de Ca®",

influenciando respostas adaptativas ao status do nutriente!®®.
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FIGURA 4.20 — Quantidade relativa (média + desvio padrdo) de fosforo (P 1),
potassio (K I), calcio (Ca II), ferro (Fe I), manganés (Mn II), boro (B I), cobre (Cu
I) e zinco (Zn II) em diferentes gendtipos de soja. As colunas azuis e cinza
representam, respectivamente, amostras controle e amostras injuriadas por S.
frugiperda. As barras azuis com letras distintas indicam diferencas significativas
(ANOVA de um fator, p < 0,05; procedimento de diferenca honestamente
significativa (HSD) de Tukey, p <0,05). As barras cinzas com "*" e "ns" indicam,
respectivamente, diferengas significativas (Teste t, p < 0,05) e auséncia de
diferencas significativas entre o grupo controle e o grupo induzido para o mesmo
genotipo
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Alguns efeitos da nutricdo vegetal na biossintese de metabdlitos
secundarios foram relatados anteriormente. Por exemplo, a sintese de metabolitos
na soja ¢ amplamente influenciada pelos niveis de N. LI et al.'”” demonstraram
que a soja selvagem apresenta maior resisténcia ao estresse causado pela baixa
disponibilidade de N, promovendo a produg¢do de aminoacidos essenciais,
carboidratos soluveis, acidos organicos e graxos, além da sintese de metabolitos
secundarios favoraveis, como fenois e flavonoides.

Adicionalmente, foi observado que a deficiéncia de P inibe a
acumulacdo de N nos nddulos radiculares, levando as plantas a aumentarem a
produg¢do de aminoacidos e derivados, enquanto os flavonoides desempenham um
papel crucial na adaptacdo do sistema simbiotico de nddulos a privagdo de P%.
Verificou-se que o estresse hidrico compromete o metabolismo do N, diminuindo
a disponibilidade de N solivel e promovendo o acimulo de aminoécidos livres,
vitais para o ajuste osmotico'®. Em contraste, AHANGER et al.>° demostraram
que a suplementacdo de N em mudas de trigo melhora a eficiéncia fotossintética
¢ estimula a acumulag¢dao de fenois e flavonoides, tanto em condi¢cdes normais
quanto sob estresse salino.

Diversos estudos destacam a importancia do C no direcionamento da
producdo de metabdlitos primarios e secundarios, fundamentais para o
crescimento, a defesa e a saide geral da planta. Por exemplo, o metabolismo do
C estd diretamente ligado a fixagdo de nitrogénio, sendo que as leguminosas
fornecem compostos de carbono aos rizobios para facilitar a assimilagdo de N,
promovendo, assim, o crescimento da planta®!.

IBRAHIM et al.?*? demonstraram que a produ¢do de metabolitos
primarios, especialmente carboidratos, estd correlacionada com a sintese de
metabolitos secundarios, como flavonoides e fenolicos totais, sob niveis elevados
de didxido de carbono. Esse achado refor¢a a relagdo direta entre a disponibilidade

de C e as respostas metabolicas da planta. Ademais, o aumento na produgao de
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desses metabolitos foi manifestado com a alta relacdo C/N e baixo teor proteico
em mudas de Labisia pumila (Blume).

YAO et al.?® comprovaram que, sob condi¢des de deficiéncia de P,
raizes de soja exibiram um aumento na diversidade e quantidade de exsudatos,
evidenciando mecanismos adaptativos a defici€éncia nutricional. As principais vias
metabolicas impactadas incluiram aquelas envolvidas na sintese de aminoacidos,
flavonoides e na regulacdo do metabolismo energético, além de processos
relacionados a eliminacao de espécies reativas de oxigénio.

Em plantas de milho, a resposta a baixa disponibilidade de P envolve
adaptacoes metabolicas que incluem a redugao do uso de compostos fosforilados,
a reciclagem interna de P e regulacdo de vias metabolicas associadas aos
carboidratos e nucleotideos, contribuindo para a tolerancia a deficiéncia desse

nutriente?%*

. A aplicagdo exogena de Ca e/ou K pode reduzir eficazmente a
toxicidade do cadmio, promovendo a satde e a produtividade de Cicero arietinum
L. Esse efeito resulta do aumento cumulativo de solutos organicos, metabolitos
secundarios (fenois totais e flavonoides), elementos minerais essenciais (S, Mn,
Ca e K) e da ativacdo de enzimas antioxidantes de defesa®®.

Tem sido relatado que o Fe desempenha um papel central na
biossintese e regulacdo de metabodlitos secundarios, como compostos fenolicos e
ligninas, pois ¢ indispensavel para enzimas como catalase e peroxidase, que
participam na produ¢do de compostos fenolicos importantes para a estrutura
vegetal e para a mobiliza¢do do Fe no solo?®. Além disso, o excesso de Mn pode
induzir um aumento significativo na expressdo de genes relacionados ao
metabolismo secundario, estimulando a produgdo de fenois totais, flavonoides,
taninos e antocianidinas em Stylosanthes, uma leguminosa tropical de grande
importancia®®’.
A seletividade alimentar de herbivoros generalistas esta fortemente

associada as caracteristicas funcionais das plantas, incluindo taxa de crescimento

e alocacdo de recursos. Em geral, a palatabilidade aumenta quando a relacao C/N
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do tecido foliar diminui, j& que o teor de N tem correlacdo positiva com a
preferéncia alimentar, enquanto o C carbono tem correlagao negativa. Plantas de
crescimento rapido costumam ser mais palataveis, pois direcionam seus recursos
preferencialmente para o crescimento, em vez de investir em defesas mecanicas
ou quimicas, que, na maioria dos casos, sdo derivadas do C?%,

Assim, a relacao entre os teores de C ¢ N na dicta dos insetos
desempenha um papel essencial na compreensao do sucesso dos herbivoros e das
interagdes planta-inseto. Insetos herbivoros ajustam sua ingestdo de nutrientes
com base no equilibrio entre proteinas e carboidratos, sendo que uma propor¢ao
adequada favorece a sobrevivéncia e o sucesso reprodutivo. A presenga de
sustancias capazes de influenciar o crescimento e a sobrevivéncia dos insetos na
fonte alimentar pode alterar a forma como regulam sua nutri¢do, isto sugere que
o C e outros compostos afetam a eficiéncia alimentar e o desempenho geral®®.

FAGAN et al.>!” constataram que dietas com baixos niveis de N
podem limitar o desenvolvimento dos insetos, diminuindo a disponibilidade desse
elemento para producdo de biomassa. Em contraste, dietas ricas em N favorecem
um maior acumulo corporal do nutriente, promovendo um desenvolvimento mais
eficiente e rapido. De maneira semelhante, estudos indicam que lagartas de
insetos, como Manduca sexta, apresentam taxas de crescimento
significativamente maiores quando submetidas a dietas com elevados niveis de P,
reforcando o papel essencial desse elemento na nutricdo e no desenvolvimento
dos herbivoros?!!.

A deficiéncia de K na dieta reduz a taxa de crescimento relativo da
Manduca sexta, resultando em menor consumo alimentar ¢ menor eficiéncia na
conversdo dos nutrientes ingeridos. Insetos expostos a dietas com niveis
inapropriados de K, seja por deficiéncia ou excesso, apresentam um crescimento
mais lento e taxas de sobrevivéncia reduzidas, evidenciando impactos

irreversiveis da ingestdo inadequada desse nutriente?'?,
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Além disso, DONG et al. observaram que a deficiéncia de B torna as
folhas dos citricos mais atrativas para psilideos adultos, devido a maior liberacao
compostos organicos volateis. Paralelamente, essa caréncia compromete as
propriedades mecanicas da parede celular, afetando a formacdo de pectina e
celulose, o que pode facilitar o ataque desses insetos?!,

Em outro estudo foram estudados os efeitos dos niveis de Cu e Zn na
lagarta Helicoverpa armiguera. Os resultados indicaram que baixas
concentracdes de Cu aumentaram a taxa de crescimento e a eficiéncia alimentar,
além de favorecerem o aciumulo de reservas energéticas como glicogénio,
proteinas, colesterol e triglicerideos. Por outro lado, o Zn promoveu o aumento de
glicogénio e triglicerideos, mas reduziu os niveis proteinas e colesterol em
determinadas concentracdes, sugerindo um efeito mais complexo e, em alguns
casos, negativo sobre nutrientes essenciais?!®.

Com base nos relatorios e nos resultados obtidos neste estudo,
observa-se que os elevados contetidos constitutivos de C e Fe na cultivar IAC 100
estdo em consonancia com os dados da analise metabolomica e dos ensaios
biologicos. Isso sugere que os altos niveis de C e Fe podem estar direcionados a
sintese de metabolitos primarios, além de regular a produ¢do de metabdlitos
secundarios, como terpenos ¢ flavonoides. Embora quantidades elevadas de N, P
e K estejam associadas ao aumento da palatabilidade das plantas e ao
favorecimento do crescimento de insetos, esta cultivar parece priorizar a
biossintese de metabolitos com propriedades defensivas.

Dessa forma, tais compostos podem estar implicados na extensao do
tempo de desenvolvimento e na redugdo do ganho de peso larval observados para
essa variedade. As altas taxas de mortalidade ¢ a menor quantidade de biomassa
foliar consumida sugerem que alguns dos metabolitos detectados nessa cultivar
podem atuar como antialimentares, contribuindo para sua resisténcia contra a

herbivoria de SF.
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A cultivar PI 229358 demonstrou semelhancas com IAC 100 nos
ensaios biologicos e no perfil metabdlico, porém se caracterizou por apresentar
baixa mortalidade e menores niveis constitutivos de compostos, em contraste com
IAC 100. No entanto, observou-se PI 229358 induziu compostos defensivos em
maior propor¢cdo em comparacdo a os demais genotipos, sugerindo a
predominancia de um mecanismo de resisténcia quimica induzida.

Esses achados concordam com o observado na analise nutricional,
visto que, embora os niveis constitutivos de C fossem similares aos da cultivar
IAC 100, PI 229358 mostrou um aumento desse nutriente apos injuria por SF.
Além disso, seus menores niveis constitutivos de N e maiores de Fe podem estar
relacionados a uma menor palatabilidade da planta e a presenca de metabdlitos
defensivos, o que pode ser refletido no baixo consumo foliar, na redu¢do do peso
das lagartas e na maior duragdo do estagio larval.

Assim, embora IAC 100 e PI 229358 tenham exibido semelhancas
nos ensaios biologicos, os mecanismos de defesa contra SF parecem distintos:
enquanto IAC 100 prioriza a resisténcia constitutiva, PI 229358 apresenta uma
estratégia baseada na resisténcia induzida e na tolerancia.

A cultivar BRS 257 apresentou a maior relagdo C/N entre os
gendtipos analisados, o que pode indicar maior alocagdo de C para a produgdo de
metabolitos secundarios. De fato, as analises metabolomicas revelaram que BRS
257 e IAC PL-1 exibiram um conteudo elevado e uma maior diversidade de
flavonoides. No entanto, lagartas de SF alimentadas com esses genotipos
demonstraram maior consumo foliar, maior ganho de peso € menor duracao do
estagio larval, sugerindo que esses metabolitos podem estar favorecendo o

desenvolvimento das lagartas e atuando como estimulantes.
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Ap6s a injuria causada por SF, ambas as cultivares diminuiram sua
relacdo C/N, possivelmente devido ao aumento dos niveis de N. Esse acréscimo
de N e a consequente diminui¢do da relagdio C/N podem refletir uma
redistribuicao de recursos para a sintese de compostos voltados ao metabolismo
primdrio, favorecendo a palatabilidade. De fato, andlises metabolomicas (ver
TABELA A.4) mostraram que BRS 257 apresentou aumentos em diversos
metabolitos, incluindo compostos das classes dos acidos graxos e octadecanoides.

Esses resultados estdo alinhados com o teste de tolerdncia, que
evidenciaram caracteristicas de adaptacdo a herbivoria. Assim, essas cultivares
parecem priorizar o investimento de recursos no crescimento, em detrimento de
mecanismos de defesa quimica, como estratégia para mitigar os impactos
negativos sobre sua aptidao apos o dano causado por SF. Além disso, ambas as
cultivares apresentaram niveis constitutivos reduzidos de Fe.

De maneira especifica, a BRS 257 exibiu concentracdes menores de
B, enquanto a IAC PL-1 mostrou niveis reduzidos de Mn. Esses elementos
desempenham papeis fundamentais na biossintese e regulacdo de metabdlitos
secundarios nas plantas, € sua limitacdo pode contribuir para uma maior
suscetibilidade dessas cultivares a acao de SF.

Em relacdo a soja selvagem, os menores niveis constitutivos na
relacdo C/N e os altos contetidos de P e K podem ter contribuido para sua maior
palatabilidade ou valor nutritivo para as lagartas de SF. Esse efeito foi evidenciado
nos ensaios biologicos, que mostraram um aumento no consumo foliar, um
aumento no ganho de peso das lagartas e uma reducao na duragdo do estagio larval
quando alimentadas com esse genotipo.

No entanto, apds injuria por SF, esse gendtipo apresentou um
aumento na relacdo C/N e uma redugdo nos niveis de N, diminuindo assim sua
palatabilidade ou seu valor nutricional, a0 mesmo tempo em que intensificou a
producdao de compostos defensivos. De fato, apods a cultivar PI 229358, esse

genotipo mostrou-se altamente responsivo ao ataque de SF e evidenciou
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caracteristicas de tolerancia, como demonstrado pelo aumento dos niveis de
acidos graxos, octadecanoides, terpenos e lignanas. Esses achados sugerem que a
soja selvagem, embora exiba indu¢ao de compostos ap6s injuria por SF, prefere
investir em mecanismos de tolerancia priorizando seu crescimento.

Todos os elementos analisados sofreram uma redugdo apos injuria
por SF, com excecdo do K na cultivar BRS 257. O aumento nos niveis de K tem
sido associado a maior producdo de metabodlitos secundarios, minerais essenciais
e a ativagio de enzimas antioxidantes de defesa*®, o que parece estar relacionado
ao estresse induzido na planta. Nas cultivares suscetiveis, observou-se uma
diminui¢ao no contetido de Cu apds a injuria por SF, possivelmente devido a
mecanismos regulatorios necessarios para manter equilibrio desse metal na planta,
uma vez que seu excesso pode ser toxico!?%213,

As redugdes de K, Fe e Ca apos estresse por SF podem estar ligadas,
no caso do K, a uma perturbagdo significativa da homeostase ionica celular, a
ativagdo de canais de K induzidos por espécies reativas de oxigénio, que podem
promover o efluxo idnico e, eventualmente, levar a morte celular programada
como estratégia de defesa’!®.

As variagdes nos niveis de Ca em plantas, podem resultar da
complexa regulacdo de sua homeostase durante o estresse biotico, refletindo a
necessidade da planta de controlar a intensidade ¢ duragdo do sinal de Ca para
uma resposta imune eficaz e adaptativa®'’. Por fim, a redugdo do Fe sob estresse
biotico pode ser uma estratégia de defesa que envolve a limitagdo da
disponibilidade de ferro para o herbivoro, além do ajuste das respostas imunes e
metabolicas da planta para enfrentar o estresse?!®,

As analises metabolomicas e nutricionais realizadas em este estudo
indicam que, de modo geral, as variedades resistentes e a soja selvagem possuem
perfis metabolicos e nutricionais proximos entre elas, porém com algumas
diferengas especificas em relagdo as variedades suscetiveis. Os niveis de

macronutrientes, que influenciam a palatabilidade das plantas e podem
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desempenhar um papel nas respostas de defesa das plantas, variam entre elas. Em
particular, as cultivares resistentes € a soja selvagem exibem maior contetido de
P, K, Fe e B em comparagao com as suscetiveis.

A soja selvagem apresenta uma predominancia de metabdlitos
secundarios em relacdo as outras variedades, embora seus niveis de
macronutrientes sejam semelhantes aos das cultivares resistentes. Esses achados
estdo alinhados com o trabalho de HYEON et al.>*, onde observou-se que a soja
preta selvagem possui quantidades maiores de flavonoides e fenilpropanoides,
enquanto a soja preta cultivada contém altos niveis de aminoacidos,
polissacarideos e 4acidos graxos. Contudo, os resultados contrastam com os
achados de FERNANDEZ et al.’, GAILLARD et al.>* ¢ SOLIS-MONTERO et
al.>, que indicaram uma redugdo importante nos compostos defensivos das

plantas cultivadas.
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5 — CONCLUSOES

No presente estudo, investigou-se a resisténcia de quatro genotipos
de soja cultivados e um selvagem a herbivoria de SF, a fim de analisar os efeitos
da domesticag¢do da soja nessas defesas. Os ensaios bioldgicos demostraram que
as cultivares PI 229358 e IAC 100 apresentam resisténcia quimica constitutiva
contra lagartas de SF, evidenciada pelo aumento da duracao do estagio larval, pela
redugdo do peso e do consumo alimentar da praga. As variedades BRS 257, IAC
PL-1 e PI 407270, manifestaram menor resisténcia, embora apresentassem
caracteristicas de tolerancia que minimizam os danos ocasionados pela herbivoria.

Em relacdo ao perfil metabolico constitutivo dos genotipos,
verificou-se que as variedades resistentes € a soja selvagem possuem perfis
metabodlicos semelhantes entre si, porém distintos das variedades suscetiveis. As
principais diferencas metabolicas foram atribuidas a diversidade e aos niveis de
flavonoides, dcidos graxos, cumarinas, terpenoides € metil jasmonato, compostos
que desempenham um papel crucial no metabolismo ¢ na resisténcia da planta.

Além disso, foram observadas variacoes nos metabolitos entre folhas
jovens, velhas e locais, tanto em niveis constitutivos quanto ap6s herbivoria.
Folhas jovens concentraram mais 4cidos graxos insaturados, octadecanoides e
diterpenos, enquanto folhas velhas apresentaram maior abundancia de flavonois
e triterpenos. A herbivoria desencadeou respostas metabolicas principalmente em
folhas jovens e locais das variedades resistentes e da soja selvagem, sugerindo um
mecanismo sistémico de defesa.

Os flavonoides ID 1768, ID 2059, ID 2750, ID 3190, ID 2680 ¢
ID 3620; os triterpenoides ID 4344 e ID 5065; a cumarina ID 2148; os acidos
graxos ID 8697, ID 7416, ID 8795, ID_7092 e ID 7625; e os fitoprostanos
ID 6734 e ID 7687 foram detectados nas variedades resistentes € na soja

selvagem, alguns expressos em resposta a herbivoria por SF. Destacaram-se como
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possiveis biomarcadores de resisténcia, cujas fungdes defensivas precisam ser
validadas por estudos complementares.

Quanto as diferengas nutricionais, as cultivares resistentes e a soja
selvagem apresentaram maiores teores de nutrientes, como P, K, Fe ¢ B, em
comparagdo as suscetiveis, elementos que podem influenciar tanto a
palatabilidade quanto a defesa das plantas. Esses dados indicam que nem todas as
culturas reduziram seus tragos de resisténcia ao longo do processo de
domesticacdo em prol de maior crescimento e produtividade. Isso se reflete no
fato de que as cultivares PI 229358 e IAC 100 mostram caracteristicas de
resisténcia em contraste com a soja selvagem.

No entanto, os resultados obtidos aqui ainda precisam ser validados
por meio de experimentos em condi¢des naturais e/ou de campo para caracterizar
com precisdo a resisténcia e a tolerancia desses genotipos. Também, seria
interessante realizar ensaios bioldgicos de maior magnitude, avaliando o ciclo de
vida completo do inseto, para determinar se os adultos e sua reprodugdo sio
afetados de alguma maneira pelos genotipos. Andlises quimicas adicionais,
incluindo a avaliagdo do perfil de compostos organicos volateis e do perfil
lipidico, sdo sugeridas para obter um conhecimento mais abrangente dos
mecanismos de defesa da soja.

Os achados deste estudo sugerem que nem todas as culturas
diminuiram seus tragos de resisténcia durante o processo de domesticagdo, como

apontado por outros autores'®’

. Além disso, os dados indicam que essas
caracteristicas podem depender de um equilibrio entre metabo6litos primarios e
secundarios, nutrientes, € a interagdo entre seus niveis, diversidade e das
estratégias de defesa adotadas pela planta.

Dentre os compostos anotados, os biomarcadores identificados
podem desempenhar papéis importantes no metabolismo da planta, atuando como

reguladores e agentes defensivos contra o estresse causado por SF. Essas
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descobertas, contribuem para o melhoramento de cultivares de soja e para a

criacdo de novas estratégias sustentaveis de monitoramento e controle de pragas.
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7 - APENDICE

FIGURA A.1- Representacao hierarquica das principais classes quimicas caracterizadas nos genotipos PI 229358, IAC 100;
BRS 257, IAC PL-1 e P1 407270. Os valores, representam o niumero de metabolitos pertencentes a respectiva classe quimica

nesse genotipo.

 PI229358 ™ IAC100 = BRS257 = IACPL-1 = PI407270
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FIGURA A.2 — Cromatogramas de ions totais (TIC) para amostras dos extratos
de folhas locais dos gendtipos a) PI 229358, b) IAC 100, ¢) PI 407270, d) BRS
257, e) IAC PL-1 e f) controle de qualidade (QC).
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FIGURA A.3 — Grafico biplot obtido da Andlise de componentes principais
(PCA) dos perfis metabolicos, com QC acima e sem QC abaixo, mostrando quais
metabolitos (representados pelos vetores) sao responsaveis pelas diferengas entre
os genotipos estudados sob condigdes constitutivas.
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FIGURA A.4 — Grafico de volcano exibindo diferencas nas alteragoes
metabdlicas entre tecidos de soja injuriados por S. frugiperda e tecidos de soja
sob condic¢oes constitutivas. Folha velha (a) e folha jovem (b) de P1 229358; folha
velha de TAC 100 (c); folha local (d) e jovem (e) de IAC PL-1; folha velha (f) e
jovem (g) de P1 407270 (g). Cada ponto representa um metabolito cuja regulagao
detectavel foi positiva (vermelho), negativa (azul) e ndo significativa (cinza) apds
ataque de S. frugiperda.
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FIGURA A.5 — Metabolitos selecionados como biomarcadores de resisténcia

contra S. frugiperda presentes nas folhas de soja
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FIGURA A.6 — Espectros de massas dos metabdlitos (ID 7416, ID 7092 e ID 8795) selecionados como biomarcadores de
resisténcia contra & S. frugiperda, presentes nas folhas de soja. A esquerda, espectros de MS brutos; & direita, espectros
experimentais e tedricos de MS? sobrepostos. Os sinais verdes representam fragmentos explicados pelo modelo de fragmentagio
gerado pelo SIRIUS (considerados confidveis), enquanto os sinais pretos indicam fragmentos presentes no espectro experimental
que nao foram associados a nenhum fragmento previsto pelo modelo.
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FIGURA A.7 — Espectros de massas dos metabdlitos (ID 8697, ID 7625 e ID 6734) selecionados como biomarcadores de
resisténcia contra & S. frugiperda, presentes nas folhas de soja. A esquerda, espectros de MS brutos; a direita, espectros
experimentais e tedricos de MS? sobrepostos. Os sinais verdes representam fragmentos explicados pelo modelo de fragmentagio
gerado pelo SIRIUS (considerados confidveis), enquanto os sinais pretos indicam fragmentos presentes no espectro experimental
que nao foram associados a nenhum fragmento previsto pelo modelo.
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FIGURA A.8 — Espectros de massas dos metabdlitos (ID 5065, ID 4344 ¢ ID 2148) selecionados como biomarcadores de
resisténcia contra & S. frugiperda, presentes nas folhas de soja. A esquerda, espectros de MS brutos; a direita, espectros
experimentais e teoricos de MS? sobrepostos. Os sinais verdes representam fragmentos explicados pelo modelo de fragmentagio
gerado pelo SIRIUS (considerados confidveis), enquanto os sinais pretos indicam fragmentos presentes no espectro experimental
que nao foram associados a nenhum fragmento previsto pelo modelo.
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FIGURA A.9 — Espectros de massas dos metabdlitos (ID 3620, ID 3190 e ID 2680) selecionados como biomarcadores de
resisténcia contra & S. frugiperda, presentes nas folhas de soja. A esquerda, espectros de MS brutos; a direita, espectros
experimentais e teoricos de MS? sobrepostos. Os sinais verdes representam fragmentos explicados pelo modelo de fragmentagio
gerado pelo SIRIUS (considerados confidveis), enquanto os sinais pretos indicam fragmentos presentes no espectro experimental

que nao foram associados a nenhum fragmento previsto pelo modelo.
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FIGURA A.10 — Espectros de massas dos metabolitos (ID 2750, ID 2059 e ID _1768) selecionados como biomarcadores de
resisténcia contra & S. frugiperda, presentes nas folhas de soja. A esquerda, espectros de MS brutos; a direita, espectros
experimentais e teoricos de MS? sobrepostos. Os sinais verdes representam fragmentos explicados pelo modelo de fragmentagio
gerado pelo SIRIUS (considerados confidveis), enquanto os sinais pretos indicam fragmentos presentes no espectro experimental
que nao foram associados a nenhum fragmento previsto pelo modelo.
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FIGURA A.11 — Abundancias relativas (média £+ desvio padrao) de metabolitos
selecionados como biomarcadores de resisténcia contra S. frugiperda em
diferentes genotipos de soja. As colunas verdes e azuis indicam, respectivamente,
amostras de controle e amostras injuriadas por S. frugiperda. Barras verdes com
letras distintas indicam diferencas significativas (ANOVA, um fator, p < 0,05;
procedimento de diferenca honestamente significativa (HSD) de Tukey, p < 0,05
ou teste de Kruskal-Wallis, p < 0,05). Barras azuis com "*" e "ns" indicam,
respectivamente, diferencas significativas (Teste t, p < 0,05) e auséncia de

diferencas significativas entre o grupo controle e o grupo induzido para 0 mesmo
genotipo
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FIGURA A.12 — Abundancias relativas (média £+ desvio padrao) de metabolitos
selecionados como biomarcadores de resisténcia contra S. frugiperda em
diferentes genotipos de soja. As colunas verdes e azuis indicam, respectivamente,
amostras de controle e amostras injuriadas por S. frugiperda. Barras verdes com
letras distintas indicam diferencas significativas (teste de Kruskal-Wallis, p <
0,05). Barras azuis com "*" e "ns" indicam, respectivamente, diferencas
significativas (Teste t, p < 0,05) e auséncia de diferencas significativas entre o
grupo controle e o grupo induzido para o mesmo genotipo
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FIGURA A.13 — Quantidade relativa (média = desvio padrao) de fosforo (P I),
potassio (K 1), ferro (Fe I), manganés (Mn II), e magnésio (Mg II) em diferentes
genoétipos de soja. As colunas azuis e cinza representam, respectivamente,
amostras controle e amostras injuriadas por S. frugiperda. As barras azuis com
letras distintas indicam diferengas significativas (ANOVA de um fator, p < 0,05;
procedimento de diferenca honestamente significativa (HSD) de Tukey, p <0,05).
As barras cinzas com "*" e "ns" indicam, respectivamente, diferencas
significativas (Teste t, p < 0,05) e auséncia de diferencas significativas entre o
grupo controle e o grupo induzido para o mesmo genotipo
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TABELA A.1 — Parametros usados em cada etapa de pré-processamento de
arquivos mzXML no software MZmine 3.9.0.

Tr: 1-16,5 min

Crop filter m/z: 50-1300

Polarity: + (RPLC-ESI(+)-MS)
Mass detector: centroid

Mass Detection (MS1) MS level: 1

Noise level: 8E2

Mass detector: centroid

Mass Detection (MS2) MS level: 2

Noise level: 3E2

Min group size in # of scans: 4
Group intensity threshold: 8E2
Min highest intensity: 24E2
Scan to scan accuracy (m/z): 0,005-10 ppm
Chromatographic threshold: 80
Minimum relative height: 0

ADAP Chromatogram Builder

Minimum search range RT: 0,1

Local mini feat .. .
Ocal MR feature Minimum absolute height: 8E2

resolver
Min ratio peak top: 2
Peak duration range: 0-2
Min of data point: 4
m/z tolerance: 0,0010 - 5.0 ppm

13C isotope filter RT t91erance:0.030
Maximum charge: 2
Representative isotope: most intense.
m/z tolerance: 0,0010 - 5.0 ppm
Weith for m/z: 3
Join aligner Tr tolerance: 0,100 (absolute)

Weith RT: 1
Mobility weight: 1.000
Minimum features in a row (abs or %): 2

Filtering 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

Gap-Filling
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TABELA A.2 — Metabolitos diferencialmente acumulados em folhas de gen6tipos de soja em condigdes constitutivas, obtidos
a partir da PCA e do mapa de calor.

Continua

, . Formula [M+H]* Erro , . .
Classe Quimica ID tr (min) Molecular  Experimental (ppm) Presumivel metabdlito de soja
Acidos graxose 1y G755 1470 CygHi0s 291.1955¢ -0.03  Acido (Z)-3-oxooctadec-9-enedidico
conjugados -
Acidos graxose 1y @705 1604 CoHpnOs 293.2475 -0.07  Acido (10Z,13Z,16Z) -nonadeca-10,13,16-triendico
conjugados -
Acgios graxos e ID 7268 14.96 C13HisOs 207.1381 0.44 Acido ’7Tmet11-4-met111deno-1,2,3,4,4a,5,6,Sa-octa-hldronaftaleno-1-
conjugados - carboxilico
Acidos graxose 1y g375 1593 (C0Hy0s 291.2325 2.03  Metil (9Z,11E,13E,15Z)-octadeca-9,11,13,15-tetraenoato
conjugados -
Acidos graxos e iy 7393 1506 CyoHa0s 289.2162 0.05 Metil (9Z,12Z,15Z)-octadeca-9,12,15-trien-6-inoato
conjugados -
foiflfgsa%f‘s"os © ID 8697 1596  CioH3O; 307.2271 0.99  Metil (6Z,8E,12Z,15Z)-10-hidroxioctadeca-6,8,12,15-tetraenoato
Acidosgraxose 1y 7695 520 CoHuNOs 3422642 -0.83  Acido 12-carbamoiloxioctadec-9-endico
conjugados -
Acidos graxose ) (550 1457 CyyHNOs 374.2903 -0.51  Acido 16-[2-(2-hidroxietoxi)etilamino]-16-oxohexadecandico
conjugados -
Octadecanoides ID 7267 14.96 Ci4H2,05 239.1644 -1.00  Metil 2-[(18S,2S)-2-[(2-etilciclopropil)metil]-3-oxociclopentil Jacetato
Octadecanoides 1D 6734 1470  CigHaOs 2911956 -025 ‘:cido (82)-8-[4-0x0-3-[(Z)-pent-2-enil ciclopent-2-en-1-
ilideno]octanoico
Octadecanoides ID 8381 15.72 Ci9H3,03 331.2245% -0.29  Acido (10Z,12E)-14-oxononadeca-10,12-diendico
Octadecanoides ID 7370 15.06 C19H3,04 307.2270¢ -0.84  Metil (9S,10S,11E,13E,15Z7)-9,10-di-hidroxioctadeca-11,13,15-trienoato
Octadecanoides D 4807 1332  CiHnOs 2251484 055  Metil jasmonato/Metil 2-[(IR,2R)-3-0x0-2-[(Z)-pent-2-

enil]ciclopentil]acetato

135



Classe Quimica ID tr (min) hﬁﬁf;::ll:r Ex;[}:{‘;flle]; tal (E;II'S) Presumivel metabdlito de soja
Octadecanoides ID_ 7666 15.22 C1oH3405 307.2270¢ -0.60  Metil (9S,10E,12S,13S,157)-9,12,13-tri-hidroxioctadeca-10,15-dienoato
Si‘élliiccl‘;:ﬁdeos ID 7066 14.88  CioH3O4 323.2220 0.95 NA
Poliquetideos ID_7027 14.88  Ci9Hz0s 323.2220 -0.86 NA
ciclicos -

Cumarinas ID 4106 11.85 CoHsO: 147.0438 1.79  3-(4-hidroxifenil)propa-1,2-dien-1-ona

Cumarinas ID 4198 11.96 CoHsO: 147.0439 1.48  3-(3-hidroxifenil)propa-1,2-dien-1-ona

NA ID 538 2.04 CoHsO2 147.0438 1.81 NA

NA ID_ 372 1.74 CoHOs 147.0438 1.85 NA

Cumarinas ID 2148  6.18 CoHO: 147.0438 2.13  Cumarina/Cromeno-2-ona

Cumarinas ID_312 1.62 CoHsO3 0.0000 2.23  5-hidroxi-1-benzofurano-2-carbaldeido

Cumarinas ID 73 1.15 CoHeOs3 163.0387 1.58  6-hidroxicromen-2-ona

fg‘g%’gﬁpaﬂ"ides ID 1106 3.48 C1oHs05 177.0544 123 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-inal

Flavonoides ID 3680 10.77 C24H24013 521.1289 0.12 OAXC gﬂ?of;lgz?7'_31_6SX’S’tz;;g:ﬁllgfgglﬁgl(;}:}g.rﬁ;;ez{éi;?;fgg:fggi)_4-
Flavonoides ID 4008 11.65 Ci5H1006 287.0549 0.34  Kaempferol

Flavonoides ID 2059 5.96 C33H40020 757.2183 0.43  Quercetina 3-ramnosil-(1->4)-ramnosil-(1->6)-glicosideo
Flavonoides ID 2538  7.02 C27H30016 611.1610 -0.54  Panasenosideo/ Kaempferol 3-O-Beta-D-Glucosilgalactosideo
Flavonoides ID 1768  5.26 Cs3H4002) 773.2131 0.56  Quercetina 3-(3R-glucosilrutinosideo)

Flavonoides ID_ 1924 571 C27H30017 627.1555 0.12  Quercetina 3,4'-O-diglicosideo

Flavonoides ID 2539 7.02 C21H20011 449.1077 0.09  Astragalina/Kaempferol 3-O-glicosideo
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Férmula [M+H]* Erro

Classe Quimica ID tr (min) Molecular  Experimental  (ppm) Presumivel metabélito de soja
Flavonoides ID 2018  5.87 Ci5H1007 303.0496 0.87  Quercetina/2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,5,7-tri-hidroxicromen-4-ona
Flavonoides ID 2004 5.85 C»7H30017 627.1557 -0.12  Quercetina 3-glucosil-(1->3)-galactosideo
Flavonoides ID 2994  8.36 C27H30015 595.1664 -1.23  Kaempferol 7-O-rutinosideo
Flavonoides ID 3151 9.01 C27H30015 595.1664 -1.10  Kaempferol-3-O-glicosideo-7-O-ramnosideo
Flavonoides ID 2604 7.18 CxH3:017 641.1710 0.31  Isorhamnetina 3-glucosil-(1->2)-galactosideo
Flavonoides ID 2294  6.47 C34H4203, 787.2288 0.34  Isorhamnetina 3-glucosil-(1->2)-[ramnosil-(1->6)-galactosideo]
Flavonoides ID 3127  8.98 C21H20011 449.1077 0.15  Trifolina/Kaempferol-3-O-galactosideo

3-((4,5-di-hidroxi-6-metil-3-((3,4,5-tri-hidroxi-6-metiltetra-hidro-2 H-
Flavonoides ID 2416  6.85  Cs3H37N3O013 742.2269° -6.67  piran-2-il)oxi)tetra-hidro-2H-piran-2-il)oxi)-5,7-di-hidroxi-2-(4-(5-(p-
tolil)-4H-1,2 4-triazol-3-il)fenil)-4H-cromeno-4-ona

7-((6-((1H-tetrazol-1-il)metil)-3,4,5-tri-hidroxitetra-hidro-2H-piran-2-
Flavonoides ID 2485 6.87  C;1H2sNoO13 612.1639 0.90 il)oxi)-2-amino-6-azido-3-((3,4,5-tri-hidroxi-6-(hidroximetil tetra-hidro-
2H-piran-2-il)oxi)-4H-pirano[3,2-b]piridin-4-ona

Flavonoides ID 3134  9.00 Ci5H1006 287.0548 0.77  Luteolina

Flavonoides ID_2367  6.63 C27H30016 611.1605 0.26  Quercetina 7-O-rutinosideo

Flavonoides ID_2785  7.65 C27H30015 595.1658 -0.10  Nicotiflorina/ Kaempferol-3-O-rutinosideo

Flavonoides ID_2457  6.87 C27H30016 611.1608 -0.20  Kaempferol 3-b-laminaribiosideo

Flavonoides ID 2433  6.85 Cs3H40019 741.2239 -0.30  Kaempferol 3-O-(2",6"-di-O-ramnopiranosil)glucopiranosideo

[(3S,4S,5R,6S)-4-acetiloxi-6-[ 5-acetiloxi-2-(3,4-diacetiloxifenil )-4-oxo-
7-[(2S,3R,4R,58S,65)-3,4,5-triacetiloxi-6-metiloxan-2-il Joxicromeno-3-
ilJoxi-5-[(2S,3R,4R,58S,65)-3,4,5-triacetiloxi-6-metiloxan-2-ilJoxioxan-3-
il] acetato

Flavonoides ID_ 3141 9.00 C54H60030 1189.3228 1.21
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Conclusao

Classe Quimica ID tr (min) hﬁgfg:ll:r EX[[)IZ{’:_:lIe]:I tal (];;l;::) Presumivel metabélito de soja

Flavonoides ID_2557  7.07 Ci3H40019 741.2233 0.58  Robininho/Kaempferol 3-rutinosideo-7-ramnosideo

Flavonoides ID 2991  8.36 Ci5H100¢ 287.0548 0.77  Datiscetina

Flavonoides ID_2446 g7 CysH1006 287.0548 0.74  NA

Flavonoides ID 2540  7.02 Ci5H100s 287.0549 047 NA

Isoflavonoides ID 4484 12.62 Ci5H1005 271.0600 0.39  Genisteina

Esteroides ID 7644 15.22 CioH230, 289.2162 0.05 NA

Diterpenoides ID 7386 15.06 Ci9H3,04 347.2194% -0.31  2-metil-3-[1,1,1-tris(2-metilprop-2-enoxi)propan-2-iloxi]prop-1-eno
(3B,5x1,9x1,22)-22,24,29-Triidroxi-29-oxoolean-12-en-3-il 6-desoxi-a-

Triterpenoides ID_4344 1227  CasH76020 973.4995 0.85  L-manopiranosil-(1->2)-B-D-galactopiranosil-(1->2)-B-D-acido
glicopiranosidurénico

Triterpenoides ID 5065 13.61 CagH730135 943.5263 -0.20  Soja Saponina I/ Soja Saponina Bb

Triterpenoides ID_5030 13.58 C47H76017 913.5148 0.73  Soja Saponina II

Triterpenoides ID 5022 13.58 C47H76017 930.5412° 0.90  NOB-H-8 (Variante estereoquimica de Soja Saponina II)

a, b, ¢, d, e valor correspondente ao aduto [M+Na]*, [M+K]*, [M+HsN+H]*, [M-H,O+H]* e [M-H4O,+H]*, respectivamente.
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TABELA A.3 — Parametros de validagdo cruzada e do teste de permutagao do
modelo gerado por PLS-DA para os genotipos PI 229358, IAC 100, BRS 257,
IAC PL-1¢ PI 407270.

Permutacao (nimeros de permutagao
Validagdo Cruzada 2000)
Genotipo n Precisao da
. Distancia de o
Medir | 1 componente | 2 componente < previsao durante o
separacao (P/B) .
tretnamento
Precisdo | 0,33333 0,53333
PI229358 |R? 0,90279 0,95833 p <5e-04 p =0,0005
Q? 0,88777 0,93852
Precisdo | 0,33333 0,56667
IAC 100 |R? 0,86861 0,90789 p <5e-04 p < 5e-04
Q? 0,84758 0,86436
Precisdo | 0,33333 0,7
BRS 257 |R? 0,43198 0,89158 p <5e-04 p < 5e-04
Q? 0,37584 0,83574
Precisdo | 0,3 0.6
IAC PL-1 |R? 0,63067 0,90209 p=0,003 p < 5e-04
Q? 0,56958 0,82217
Precisao | 0,33333 0,56667
PI1407270 |R? 0,80276 0,90205 p <5e-04 p < 5e-04
Q? 0,75279 0,85839
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TABELA A.4 — Metabolitos diferenciais induzidos apds ataque de S. frugiperda, obtidos a partir dos graficos de volcano, nas
folhas dos genotipos P1 229358, IAC 100, BRS 257, IAC PL-1 e P1407270. A cor de fundo da tabela indica: laranja para folha

velha, verde para folha local e azul para folha jovem. Valores de log:(FC) positivos indicam regulagao positiva, enquanto

valores negativos indicam regulacdo negativa. O erro de massa de cada composto € menor que 5 ppm. Continua
. . Féormula [M+H]* , - .
Classe Quimica ID tr (min) Molecular  Experimental Presumivel metabdlito de soja log2(FC)
Gendtipo PI 229358
A01.dos carboxilicos e D 6417 1454 CasHaiNOs 37499034 (2R,3S,4R,5R)-5-amino-1,2,3,4,20-penta-hidroxiicosan-6- 773
derivados ona
Acidos fendlicos (C6-C1) ID 189 1.31 CsH 1,05 189.0755  Acido 2-[(1S,2R)-2-hidroxiciclopentilJpropanodidico 1.30
Acidos graxos e conjugados 1D 7122 14.89 CigH33NO3 312.2532  Acido 18-amino-18-oxooctadec-9-endico -1.94
Acidos graxos e conjugados  ID_ 1578  4.73 CsH 12,04 155.067¢ Acido ciclohexano-1,3-dicarboxilico 2.40
Acidos graxos e conjugados  ID_ 1759  5.24 Ci2H1506 241.1068¢  Acido 2-(2-oxo-2-propoxietil)-3-propilbut-2-enedidico 1.04
Acidos graxos e conjugados  ID_ 193 1.33 CsH1205 171.0649¢  Acido 2-(2-hidroxiciclopentil)propanodi6ico 1.63
Acidos graxos e conjugados  ID_ 7030  14.86 C20H3606 355.2476°  Acido heptadecano-1,8,11-tricarboxilico 2.04
Acilos Graxos ID 7104 1489  CyHuOs 3772207  “xcido (8S.9E,11Z,13E,158)-8-hidroperoxi-15-hidroxiicosa- 3
9,11,13-triendico
Stisrmmmsides ID 8561 1584  CyHuOx sggagese A0 URAR S Eritiips sl Gomoieslilae - qq
dimetil-6-metileno-decalina-1-carboxilico
Feniletanoides (C6-C2) ID 186 1.31 C7Hs0, 107.0490¢  3-(hidroximetil)fenol 1.43
Glicerolipideos ID 7136 14.89 C36He006 611.4275* NA -1.97
Glicerolipideos ID 6349 14.47 C27H46011S 596.3096° NA 3.03
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o . Formula [M+H]* , - .
Classe Quimica ID tr (min) Molecular  Experimental Presumivel metabdlito de soja log2(FC)
[(1S,2S,4aR,6R)-6-[(2S,4R, 4aS,5R,6R)-4a-etil-4,5,6-tri-
. . . hidroxi-2,7,7-trimetil-3,4,5,6,8,8a -hexa-hidro-1H-naftalen-
Triterpenoides ID_7120° 1489 CaelaOc  5334251° 5 i1 5 hidroxi-1,4a,6-trimetil-5-prop-2-enil-3,4,5,7.8,8a- 1
hexa-hidro-2H-naftalen-1-ilJmetil(E)-but-2-enoato
NA ID 8559 15.85 Ca2H30Ny 373.2349* NA -1.62
Gendétipo IAC 100
Acidos graxos e conjugados  ID_ 4823  13.34 CisH3:06 309.2057¢  Acido (Z)-7,12-di-hidroxioctadec-9-enediodico 1.20
Acidos graxos e conjugados  ID_ 4305  12.21 Ci9H340¢ 323.2214°  Acido hexadecano-1,8,16-tricarboxilico 1.47
Acidos graxos e conjugados  ID_ 5123 13.65 Ci9H3406 341.2324 Acido hexadecano-1,1,2-tricarboxilico 2.24
Acilos Graxos ID_6070 1432  CiHy0s 3562431  etil L1-[3-(hidroximetiD)-4-oxooxetan-2-il]-3,5,7- 1.74
- trimetilundeca-2,4-dienoato
Alcaloides de 4cido nicotinico ID_ 7843  15.32 CsHi9N4P 179.1428 Amino-tris(dimetilamino)fosfanio 1.44
Acido 3-(2,7-di-hidroxi-2,4b-dimetil-
Diterpenoides ID 4948 13.50 Ci9H3,04 325.2371 1,3,4,4a,5,6,7,8,8 a,9,10,10a-dodeca-hidrofenantren-1- 2.37
il)propandico
o ID 5387 1385  CaoHOs emagme oot G sl ginlatl Sk 1.83
hidroxiciclopentil Jheptanoico
Eicosanoides ID 4524 1272 CioHuOs 38122470 22 dimetil-6-{(18,28,12R)-1,2, [2-tri-hidroxitridecil-1,3- - 4
- dioxina-4-ona
Octadecanoides ID_ 5072 13.62 Ci9H3405 307.2265¢  Dimetil 9-oxoheptadecanodioato 1.65
Oligopeptideos ID_ 3448  9.91 CisH26N3O» 425.1815  N,N '-bis[2-[(5-aminopiridin-2-il)-metilamino]etil Joxamida -2.15
Poliquetideos lineares ID 5891 1418  CioHyOs sople  -owe Hiedesrlimeal boniiisljdopepEels ) )
- carboxilico
Sacarideos ID 2660  7.37 Ci6H26013 465.1027°  Acetil 6-O-acetil-hexopiranosil-(1->6)-hexopiranosideo -3.15
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, . . Formula [M+H]* , - .

Classe Quimica ID tr (min) Molecular  Experimental Presumivel metabélito de soja log2(FC)
Sesquiterpenoides ID 6633 14.61 Ci2Hi60: 193.1221 Acido 2-(4-butilfenil)acético 2.69
NA ID 6833 14.76 CioHi1304 203.1277 NA 1.62
Dt mides ID 5556 1397  CioHuOs iy S8t 2EHmimRimgllHlHieReE R -2, ] 5- 221

- trienoico
Diterpenoides ID 8288 15.64  CuHyOs 2650 g os RcloREberlae S e gl Cency -1.41
- decahidronaftalen-1-il]-3-metilpentanoico
Octadecanoides ID 6452 14.53 Ci6H2304 249.1847¢  Acido ( Z )-hexadec-7-enedidico 1.28
Dimetil (1S,4S,6S,7S,8R,118S,12R,14S,15R)-12-acetiloxi-
4,7-di-hidroxi-6-[(1R,3S,5R,8R)-1-hidroxi-3-metil-4,7,9-
. . 4  trioxatriciclo[6.3.0.0 3,5 Jundec-10-en-5-il]-6-metil-14- i
Triterpenoides ID 6307 14.45 C34H44016 691.2605 (B2 tme B2 enoil]oxitaon 1.41
dioxatetraciclo[6.6.1.0 1,5 .0 11,15 ]pentadecano-4,11-
dicarboxilato
Genotipo BRS 257
Acidos graxos e conjugados  ID_ 6550  14.57  CaHsoNO:s gty -0 G It el 1.17
= oxohexadecandico
Acidos graxos e conjugados  ID_ 5348  13.83 CoH 304 155.1063¢  Acido 9,9-di-hidroxinonandico 1.25
Acidos graxos e conjugados  ID_ 6500  14.55 CioH1303 187.1327 Acido 6-oxodecandico 1.33
Acidos graxos e conjugados  ID_ 7486  15.10 CioH1804 203.1281 Acido sebécico/Acido decanodidico 1.02
Acidos graxos e conjugados  ID_ 8757  16.02 C20H37NO4 356.2795 Acido 2-(18-oxooctadecanoilamino)acético 1.25
Acidos graxos e conjugados  ID_ 7062  14.87 Ci9H35NO4 342.2642  Metil ( E )-9-nitrooctadec-9-enoato 1.09
Acidos graxos e conjugados  ID_ 4766  13.26 Ci3H240:5 243.1589¢  Acido 3-hidroxitridecanodidico -1.72
Acidos graxos e conjugados  ID_ 5123 13.65 C19H3406 341.2320¢  Acido hexadecano-1,1,2-tricarboxilico 2.35
Acidos graxos e conjugados  ID_ 8407  15.73 C36He204 lggere  NIBFRIE A TEolvt e el i) 1.84

6,10-dimetilundeca-5,9-dienil] decanoato

142



;. . Formula [M+H]+ , - .

Classe Quimica ID tr (min) Widtembr  lsyormerin Presumivel metabélito de soja log2(FC)
Amidas graxas ID 8995 16.22 CisH33sNO» 296.2582 (E)-9-oxooctadec-7-enamida -1.16
Sffierpenaiies D 6078 1432 C1oHasOs 3212059 1',5 —d1(01clqhex—2—en— 1-i1)-3,3-bis(hidroximetil)penta-1,4- 111

dieno-2,4-diol
Diterpenoides ID 6504 14.54 C20H303 321.2420  Acido 13-hidroxilabda-8(17),14-dien-18-6ico 1.10
Eicosanoides ID 5387 1385  CaoHssOs 337.2372¢  Acido 7-[2-G3,7-di-hidroxioct-1-en-1-il)-3,5-di- 1.49
- hidroxiciclopentil|heptanoico
Teosmrides ID 6557 1458  CaoHsOs gy (OSDBIIZ SIS ISRt S L e 1.05
triendico
Eicosanoides ID 8267 15.63 Ci9H2304 321.2059101 Metil 5-[2-ox0-5-[( E )-3-oxooct-1-enil]ciclopent-3-en-1- 1.64
il]pentanoato
Esteres graxos ID 5751 14.07 Ci14H204 255.1590 Dimetil dodec-6-inodioato 1.18
Esteres graxos ID 7431 15.07 Ci12H204 213.1484¢  Dimetil decanodioato 1.34
Esteroides ID 6479 14.55 Ci9H230; 289.2160 NA 1.29
Esteroides ID_ 7056 14.87 Ci9H230, 289.2160  NA 1.01
Macrolideos ID 5856 14.16 Ci5H260s 309.1671*  Acido 2-etil-6-(4-metil-5-oxopentil)heptanodidico 1.97
Monoterpenoides D749 753 C1eHnOs 359 1332 4-etenil-3-[3,4,5-tri-hidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-il Joxi- 171

4,4 a ,5,6-tetra-hidro-3 H -pirano[3,4-c|piran-8-ona
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Formula

[M+H]+

Classe Quimica ID tr (min) Widtembr oo Presumivel metabélito de soja log2(FC)

O ks D) A 596 Gty SiiiEpy SOOIRSTONEREEe AL IR Ao s 11,34
enil]ciclopentil]acético

Octadecanoides ID 6593 14.58 C17H2503 281.2109 Acido 12-hidroxi-heptadeca-8,10,14-triendico 1.06

Octadecanoides ID 7053 14.87 C19H3003 307.2267 Metil 9-oxooctadeca-10,12,15-trienoato 1.02

Octadecanoides ID 7407 15.06 Ci6H2304 249.1847¢  Acido hexadec-7-enedidico 1.36

Oligopeptideos ID 1637 494 C24H41N509 5442992  Acido L-valil-L-prolil-L-treonil-L-leucil-L-aspartico -1.52

Pequenos Peptideos ID 6698 14.68 C12H29N505 3242249  ND 1.46

Pequenos Peptideos ID 7692 1521  CisHN;0s 348.2226  6-aminooxi-N-[2-[2-[2-(2- 1.05
azidoetoxi)etoxi]etoxi|etil ]hexanamida

Policetideos ciclicos ID 7312 14.99 Ci9H2304 321.2059 Diciclohexil (2Z,4E)-3-metilhexa-2,4-dienedioato 1.07
(2S,3S,4R)-2-azido-3-fenilmetoxi-1-[(2S,3R,4S,5S,6R)-

Policetideos lineares ID 5662 14.03 CsoH73N305 952.5449 3.,4,5-tris(fenilmetoxi)-6-(fenilmetoximetil)oxan-2- -1.12
ilJoxioctadec-5-in-4-ol

Policetideos lineares ID 7067 14.88 C20H37NOs 388.2693 Acido 10-acetiloxi-9-nitrooctadecandico 1.94

ey Yy L o) e i
Policetideos lineares ID 7188 1495  CisHiyNO:s 3562433  L-(1A"propan-2-il) 7-propil 4-carbamoil-2-¢til-2,6,6 1.55
— trimetilheptanodioato

(3R,4S,5S,6R,7R,9R,10E,11S,12R,13S,14R)-6-

Poliéteres D 7709 1522 CisHoN.Ow  671.4490033 [(2S,3R,4S,6R)-4-(dimetilamino)-3-hidroxi-6-metiloxan-2- | 45

ilJoxi-14-etil-4,12-di-hidroxi-10-hidroxiimino-3,5,7,9,11,13-
hexametil-7,13-bis(prop-2-enoxi)-oxaciclotetradecan-2-ona
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2 . Formula [M+H]+ , (1. .
Classe Quimica ID tr (min) Molecular  Experimental Presumivel metabdlito de soja log2(FC)
Pseudoalcaloides N'-[[4-[[[amino(morfolin-4-
RS ID 8760 16.02 CisH23N¢O2 361.2347949 il)metilideno]amino]metil|fenil metil [morfolin-4- 1.53
(transamidagao) - .. .
carboximidamida
Sesquiterpenoides ID 6874 14.77 Ci5H2,03 251.1640 ) T e d) Ameile i Buane 1.05
Sesquiterpenoides ID 6505 14.55 Ci2H2003 177.1271¢  Acido 12-hidroxidodec-9-indico 1.93
Sesquiterpenoides ID 7317 14.98 Ci4H200; 221.1534  Acido tetradeca-5,7,9,11-tetraenoico 1.10
Hidroxiisopatchoulenona/(4R,5S,8S,8aR)-4-hidroxi-3,8-
Sesquiterpenoides ID 7399 15.05 C15H220, 235.1691 dimetil-5-prop-1-en-2-il-4,5,6,7,8,8a-hexahidro-1H-azulen- 1.33
2-ona
NA ID_ 8377 15.73 CiHis 149.1321 NA 1.02
NA ID_ 6833 14.76 CioH1s04 203.127669 NA 2.31
NA ID 479 1.87 CsHsO3 127.0387 NA -1.84
NA ID_ 4765 13.26 Ci3H2204 265.1409* NA -1.50
NA ID 8991 16.22 Ci6H2sN30 296.2583° NA -1.33
NA ID 1664  5.09 Ci3Hi302 207.1377  NA -1.57
Acidos fenélicos (C6-C1) ID 584 2.09 C7Hq05 139.0386  Acido salicilico/Acido 2-hidroxibenzoico -1.89
Acidos fenélicos (C6-C1) ID 300 1.62 C13H1409 W g SO RSSAS S G i  ror -1.89
- hexanodidico
Acidos graxos e conjugados  ID_ 6550  14.57 C20H39NOs 374.2903 S 16_[2_(2,_.11 i iy e ] 6= 1.00
oxohexadecandico
Acidos graxos e conjugados  ID_ 5358  13.83 CoH 1304 173.1171¢  Acido (3R,8R)-3,8-di-hidroxinonanéico 1.49
Acidos graxos e conjugados  ID 8757  16.02 C20H37NO4 356.2795 Acido 2-(18-oxooctadecanoilamino)acético 1.03
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7 . Formula [M+H]+ , - .

Classe Quimica ID tr (min) Molecular  Experimental Presumivel metabdlito de soja log2(FC)
Acidos graxos e conjugados  ID_ 7030  14.86 C20H3606 355.2476°  Acido heptadecano-1,8,11-tricarboxilico 1.71
Acidos graxos e conjugados  ID_ 5813  14.12 Ci5H2605 304.2117¢  Dipentil 3-oxopentanodioato 1.38
Acidos graxos e conjugados  ID_8407 1573  CigHeOs sgiasEr  PLIDHE R smmalsmeiliereemlemele, 0 g

- dimetilundeca-5,9-dienil] decanoato

Acidos graxos e conjugados  ID_ 5774  14.08 Ci9H3605 309.2419°  Acido 9-hidroxinonadecanodioico 1.39

Acilos graxos ID 7865 15.35 C19H2804 343.1875*  Acido 2,3-dioxononadeca-10,13,16-triendico 1.65

Al s ID 7104 14.89 CasHaiOs 3772297 Acido (SS.,9E’,.1 1Z,13E,15S)-8-hidroperoxi-15-hidroxiicosa- 1.63
9,11,13-triendico

Alcaloides de tirosina ID 3336 9.46 C47H67N3004 1058.4210 NA -1.66
Acido (6R)-7-[[(2E)-2-(5-amino-1,2,4-tiadiazol-3-il)-2-(2-

A.lca1’01.des do 4cido D 962 310 CasHisNiiOoSs 7301818 carbox1propan-2-1lo-xnm1no.)ace.tll]amlnq]-3-[[ 1-[3-[(2- _1.06

nicotinico - metilpropan-2-il)oxicarbonilamino]propilJtetrazol-5-
ilJsulfanilmetil]-8-ox0-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]octano-3-
carboxilico

Cumarinas ID 1549  4.63 CyoHsO, 147.0437 1-benzofurano-2-carbaldeido -1.07

Diterpenoides ID 8528 15.81 C20H3:05 353.2320  Acido 7-[(1R, 2S)-3-hidroxi-2-(3-hidroxioct-1-inil)-5- 1.28
oxociclopentil Jheptandico

Diterpenoides ID 7424 15.07 CigH2303 315.1931*°  Acido 2-(3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trienoxi)prop-2- -1.07

enodico
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, . . Formula [M+H]+ , - .
Classe Quimica ID tr (min) Viglemnay ey Presumivel metabélito de soja log2(FC)

Diterpenoides ID 8561 15.84 C21H3404 368.2794°  Acido (1R,4aR,5R)-5-(6-hidroxi-4-metil-6-oxo-hexil)-1,4a- 1.54

dimetil-6-metileno-decalina-1-carboxilico
. . . Acido havardico F/Acido (R)-3-metil-5-((4aS,8aS)-5,5,8a-

DAL ID_7731 1521 CisH300 324.2531 trimetil-3-0x0-3,4,4a,5,6,7,8,8a-octa-hidronaftaleno-1- 1.16
il)pentandico

Diterpenoides ID 7076 14.88 Ci3H2603 291.1954  Acido 4-etenil-4-[3-(2-metil-3-oxociclopenten-1- 1.16
il)propil]ciclohexano-1-carboxilico
7,9,13-trimetil-6-[3-[[3,4,5-tri-hidroxi-6-(hidroximetil Joxan-

. . . 2-il]Joximetil]but-3-enil]-5-

DAL ID_4934 1345 CuHuOrs MESIEE el 29 0AS 0 1318 T 157
6,14,15,16,17,18,19,20-octol

Eicosanoides ID 8267 1563  CiHuOs 3212059101 Mietil 3-{2-0x0-3{(E)-3-oxooct-1-enilJeiclopent-3-en-1- 2.50

= il]pentanoato
Eicosanoides ID 7765 1524  CxHzOs 3532322 Metil 7-[(IR,2R,3R)-3-hidroxi-2-[(E)-2-(2- 2.65
- hidroxiciclopentil)etenil]-5-oxociclopentil heptanoato

(10S,13S)-17-hidroxi-10-(hidroximetil)-13-metil-

Esteroides ID 7070 14.89 CioH2303 305.2111 1,2,6,7,8,9,11,12,14,15,16,17- 1.29
dodecahidrociclopentala]fenantren-3-ona

Esteroides ID_ 7639 15.20 C18H2602 275.2005 ACidO octadeca—&10,12,14,16—pentaenéico 1.00

Fenilpropanoides (C6-C3) ID 960 3.10 Ci5H16010 357.0813 Cafeoil C1-glucuronideo -1.19

Fenilpropanoides (C6-C3) ID_74 1.15 Ci5Hi6011 373.0763 Acido 2-O-cafeoilglucarico -1.05

Fenilpropanoides (C6-C3)  ID_ 70 1.15 CaoH17NO, 37407960 (E)-3-(1,3-benzodioxol5Al)- N [ 3{(4-metoxifentlprop-2- -1.08

inil|prop-2-enamida
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7 . Formula [M+H]+ , - .

Classe Quimica ID tr (min) Molecular  Experimental Presumivel metabdlito de soja log2(FC)
Flavonoides ID 1495 4.50 C21H» 01 468.1498¢  Sinensina/Aromadendrina 7-O-glicosideo -1.32
Clifsstis de rmsordos. D211 .07 D 3961231 S;‘iclztamldo‘3=4 sl osouinlipreEo de g 9.
e D 3313 943 CaoHaoOs 3251425 4-.[( I.E,3E,5E)-6.-(4-h1drox1-3-metox1feml)hexa-1,3,5- _1.49

- trienil]-2-metoxifenol
Macrolideos ID_ 5856 14.16 Ci5H2605 309.1671*  Acido 2-etil-6-(4-metil-5-oxopentil)heptanodidico 1.14
Macrolideos ID 7118 14.88 Cs3He0Os 667.4177*  12-O-Hexadecanoilforbol-13-acetato 2.14
Cumarinas ID_ 759 2.55 CoHeO3 163.0386  Umbeliferona/7-hidroxicumarina -1.61
Cumarinas ID 908 2.96 CoHeO3 163.0386 6-Hidroxicumarina -1.80
Octadecanoides ID_3666 10.72 Ci2Hi503 211.1327243  Acido (+)-7-iso-jasménico -1.28
Octadecanoides ID 7666 15.22 C1sHsiOs 307.2270° Metil (9.S,10E,128,138,152)-9,12,13-tr1-h1drox1octadeca- 125
- 10,15-dienoato
Octadecanoides ID_1741  5.21 Ci2Hi504 227.1276  Acido tuberdnico/(-)-acido 12-hidroxijasmonico 1.76
Octadecanoides ID 7370 1506  CwHu0, 30722700  Metil OS,108,11E,13E,152)-9,10-di-hidroxioctadeca- 2.01
- 11,13,15-trienoato
Octadecanoides ID 5929 14.22 CisH3004 275.2004¢  Acido (E)-12,13-dioxooctadec-10-endico 2.55
Oligopeptideos D 506 981 ColVa@y  (ingapy e HiHemsiblaresligieln bl L -1.76
treonil-L-prolil-L-isoleucil-L-valina
Oligopeptideos ID 7999 15.45 C3Hs:N6Os 687.3494">  L-tirosil-L-leucil-L-alanil-L-alanil-L-valil-L-leucina -1.41
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7 . Formula [M+H]+ , - .
Classe Quimica ID tr (min) Molecular  Experimental Presumivel metabdlito de soja log2(FC)
ONsopepidses ID 5407 1385 CuHyNOnS 928.5259¢ L—femlglaml—L—hs11—ghcll—L—treon11—L—met10n11—L—serll—L— 129
lisil-L-isoleucina
Pequenos Peptideos ID 3895 11.38 C17H24N>04 321.1800  N-acetil-L-leucil-L-fenilalanina -1.46
Poliquetideos ciclicos ID 7874 15.36 Ci9H2304 321.2059124 1,1-di(ciclopenten-1-iloxi)hexil prop-2-enoato 2.15
Poliquetideos ciclicos ID 7066 14.88 C19H3004 323.2220 2,5-dimetoxi-3-undecilciclohexa-2,5-dieno-1,4-diona 1.54
el oidlioes ID 7153 1492  CaHyOs ooy 08l el Ut hetme il iomeil R pailEs g g
- 3-enil)dodeca-2,6,10-trienoico
el Frermes ID 9012 1625  CasHuOs 7o apme  MIEALEHIEI st U lidio-asmsilest-lemlll - g5
5-oxociclopentil|octanoato
(3R,4S,5S,6R, 7R, 9R,10E,11S,12R,138S,14R)-6-
. [(2S,3R,4S,6R)-4-(dimetilamino)-3-hidroxi-6-metiloxan-2-
Policteres 77091522 CusHaN-Ow 6714990033 404G 14-¢til-4,12-di-hidroxi-10-hidroxiimino-3,5,7,9,11,13- 04
hexametil-7,13-bis(prop-2-enoxi)-oxaciclotetradecan-2-ona
[1-[(Z)-tridec-9-enoil]oxi-3-[3,4,5-tri-hidroxi-6-
Poliéteres ID 5457 13.88 CssHesO10 707.4696*  (hidroximetil)oxan-2-ilJoxipropan-2-il] (Z)-hexadec-9- 1.50
enoato
Pseudoalcaloides N'-[[4-[[[amino(morfolin-4-
RS ID 8760 16.02 CisH23N¢O» 361.2347949 il)metilideno]amino]metil |fenil Jmetil [morfolin-4- 1.60
(transamidagao) .. .
carboximidamida
Sesquiterpenoides ID 8243 15.63 Ci3H2304 309.205965  (12-acetiloxi-6,10-dimetildodeca-2,6,10-trienil) acetato 1.29
Sesquiterpenoides ID 2163  6.19 Ci3H2003 225.1479 4-(2,4-dimetoxifenil)-3-metilbutan-2-ol -1.33
. . (4aS,8aS)-2,5,5,8 a -tetrametil-3-ox0-4 a ,6,7,8-tetra-hidro-
Sesquiterpenoides ID 7673 15.21 Ci5H2,0, 235.1691 AH -nafialeno. ] -carbaldeido 5.18
Sesquiterpenoides ID 7604 15.18 Ci6H240; 249.1847 Acido hexadeca-2,5-diindico 5.20
Sesquiterpenoides ID 5487 13.91 CisH20; 235.1690 1-hidroxieremo6filo-7(11),9(10)-dien-8-ona 1.04
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Classe Quimica ID tr (min) l\lf:lgfencl:ll:r EXLT;E; tal Presumivel metabdlito de soja log2(FC)
Hidroxiisopatchoulenona/(4R,5S,8S,8aR )-4-hidroxi-3,8-
Sesquiterpenoides ID 7399 15.05 Ci5H2,0, 235.1691 dimetil-5-prop-1-en-2-il-4,5,6,7,8,8a-hexahidro-1H-azulen- 1.21
2-ona
Triterpenoides ID_6033 14.30 Ca9H75019 971.5196  Ester metilico de Chikusetsusaponina V -1.06
Triterpenoides ID_ 5403 13.85 C47H74017 911.4989  Periandradulcina B -1.22
Triterpenoides ID 5450 13.88 CagH76015 941.5091 Pisumsaponina II -1.36
NA ID 8406 15.74 CsHiz 109.1011  NA 1.51
NA ID 3250 9.30 CoHi604 189.1121  NA 1.17
NA ID 7105 14.88 CsHzOs 113.0596  NA 1.41
NA ID 248 1.49 NA 229.5992 NA -1.41
NA ID 376 1.74 CsHesO 119.0488  NA -1.11
Acidos graxos e conjugados  ID_ 6550  14.57 C20H39NOs 374.2903 ?;;ﬁg;a%_e[g;%iﬁmmetOXI) Galletio]-- 1.14
Acidos graxos e conjugados  ID_ 8145  15.53 Ci11H2003 201.1484  Acido 6-oxoundecanodico 1.29
Acidos graxos e conjugados  ID_5018  13.58 C11H2004 199.1329¢  Acido 2,6-dietilheptanodioico 1.08
Acidos graxos e conjugados  ID_ 8139  15.53 Ci3H2,04 243.1590  Acido 2-prop-2-enildecanodidico 1.70
Acidos graxos e conjugados  ID_3702  10.82 Ci3H2405 225.1480°  Acido 3-hidroxi-2-octilpentanodiico -1.49
Acidos graxos e conjugados  ID_ 4813  13.33 Ci14H2404 274.2010°  Dimetil dodec-3-enedioato -1.40
Acidos graxos e conjugados  ID 4833  13.34 Ci14H2605 2922113  Acido 4-hidroxi-3-metoxicarbonildodecanéico -1.46
Acidos graxos e conjugados 1D 4830  13.34 Ci4H2605 297.1672*  Dimetil 3-hidroxidodecanodioato -1.41
Acidos graxos e conjugados  ID_4766  13.26 Ci3H240:5 243.1589¢  Acido 3-hidroxitridecanodi6ico -1.58
Acidos graxos e conjugados  ID_ 8216  15.62 Ci2H2004 211.1328Y  Acido 6,11-dioxododecandico 1.68
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Classe Quimica

Acilglicosideos graxos

Acilos Graxos

Acilos graxos

Alcaloides ornitina

Amidas graxas

Aminodacidos glicosideos

Apocarotenoides

Apocarotenoides

Compostos
organonitrogénicos

Cumarinas

ID

ID 4339

ID_ 7865

ID_5976

ID_8508

ID_ 8509

ID_ 4238

ID_ 3943

ID_ 3950

ID_ 7098

ID 2159

tr (min)

12.27

15.35

14.25

15.79

15.79

12.07

11.46

11.46

14.89

6.18

Formula
Molecular

Cs3Hs6016

Ci9H2504

CisH3,04

CsH22N4O

C1oH33NO4

Ci3H3:N403

CasHs6015

CosHas016

CoH24Ny4

Ci5H1404

[M+H]+
Experimental

726.3900°

343.1875%

335.2187*

229.1433°

340.2482

395.2105%

640.3172¢

623.2903¢

227.1641°

259.0962

Presumivel metabélito de soja

2-(((3,4-di-hidroxi-4-(hidroximetil)tetra-hidrofuran-2-
il)oxi)metil)-6-((4-etilideno-8a-metil-6-(2-((3,4,5-tri-hidroxi-
6-(hidroximetil)tetra-hidro-2H-piran-2-il)oxi)propan-2-
il)deca-hidronaftalen-2-il)oxi)tetra-hidro-2H-piran-3,4,5-
triol

Acido 2,3-dioxononadeca-10,13,16-triendico

9-HpODE/Acido (10E,12E)-9-hidroperoxioctadeca-10,12-
dienoico

2-[2-[2-(2-aminoetilamino)etilamino]etilamino]etanol

Acido 8-[[(6S)-6-hidroxiundeca-2,4-dienilJamino]-8-
oxooctandico

O -[2-[3-(2-aminooxietoxi)-2,2-bis(2-
aminooxietoximetil)propoxi]etil Jhidroxilamina
[(2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triacetiloxi-6-[[(2R,3S,4S,5R,6R)-
3,4,5-tri-hidroxi-6-octoxioxan-2-il jmetoxi]oxan-2-ilJacetato
de metila

[(2R,3R,4S,5S,6S)-3,4,5-tri(butanoiloxi)-6-[ (2S,3S,4R,5R)-
1,2,3,4,5,6-hexahidroxihexoxi]oxan-2-ilJmetil butanoato

3-N-(3-aminopropil)hexano-1,3,6-triamina

4- O -[(E)-2-feniletenil] 1- O -prop-2-enil (Z)-but-2-
enedioato

log2(FC)

-1.89

1.38

-1.73

1.44

1.10

1.47

-1.43

-1.26

-1.37

-1.93
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;. . Formula [M+H]+ , - .
Classe Quimica ID tr (min) Viglemnan ey Presumivel metabélito de soja log2(FC)
. . . Acido 5-[(E)-4-carboxi-3-metilbut-3-enil]-1,4 a -dimetil-
Diterpenoides LA C1sH3004 345.2033 2,3,4,5,6,7,8,8 a -octa-hidronaftaleno-1-carboxilico 1.36
. . 6-hidroxi-10,13-dimetil-2,4,5,6,7,8,9,11,12,14,15,16-
DAL ID_8033 1547 C1sH2:0s 305.2110 dodecahidro-1 H -ciclopenta[a]fenantreno-3,17-diona 179
e ID 8561 1584  CaHyuOs sepagere Aol lliga Syt sl barededlslaes ) g
dimetil-6-metileno-decalina-1-carboxilico
Diterpenoides ID 8980 16.22 CisH300, 301.2138*  (3-etil-7,11-dimetildodeca-2,6,10-trienil) acetato -1.45
Eicosanoides ID 7867 15.36 Ci9H3004 305.2114 Acido (3S,6R)-3-hidroxi-10-metil-6-fenilmetoxiundecandico 1.35
Eicosanoides ID 8229 15.62 C19H3004 345.2036*°  Acido nonadeca-2,8,17-trienedidico 1.05
Eicosanoides ID 8228 15.62 Ci9H33NO4 340.2481 Acido 8-(6-hidroxiundeca-2,4-dienilamino)-8-oxooctanodico 1.24
Eicosanoides ID 8267 1563  CioHosOu 3212059  Metil 5-[2-0x0-5-[(E)-3-oxooct-1-enilJciclopent-3-en-1- 1.79
= il]Jpentanoato
Acido (18,7R)-7-hidroxi-1-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-tri-
Fenilpropanoides (C6-C3) ID 641 2.21 Ci6H20012 369.0821°  hidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-ilJoxi-4 a ,7 a -di-hidro-1 H-  -1.24
ciclopenta|c]piran-4,7-dicarboxilico
Glicerolipideos ID 3493 10.09 Ci5H260¢ 285.1694¢ NA -2.02
Glicerolipideos ID 7404 15.06 CisHesOs 671.4486° NA 2.47
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Formula

[M+H]+

Classe Quimica ID tr (min) Molecular  Experimental Presumivel metabélito de soja log2(FC)
Isoflavonoides D 3888 1135 C1eH 1205 285.0757 OG;;cnema/ 7-hidroxi-3-(4-hidroxifenil)-6-metoxicromeno-4- 110
2-[(11E,13E)-6-[4-(dimetilamino)-3-hidroxi-5,6-
p dimetiloxan-2-il]oxi-16-etil-4-hidroxi-15-[ (5-hidroxi-3,4-
Macrolideos DR R A CaoHeNO13 LR dimetoxi-6-metiloxan-2-il)oximetil]-5,9,13-trimetil-2,10- 1.31
dioxo-1-oxaciclohexadeca-11,13-dien-7-il]acetaldeido
[(4R,5S,6S,7R,9R,11E,13E,16R)-6-[(2S,3R,4R,5S,6R)-4-
(dimetilamino)-3-hidroxi-5-[(2S,4R,5S,6S)-4-metoxi-4,6-
Macrolideos ID 6870 14.77 C4sH75NO 14 854.5243 dimetil-5-(4-metilpentoxi)oxan-2-ilJoxi-6-metiloxan-2- 1.57
ilJoxi-5-metoxi-9,16-dimetil-2,10-dioxo-7-(2-oxoetil)-1-
oxaciclohexadeca-11,13-dien-4-il]propanoato
Macrolideos ID 7118 14.88 Cs3He0Os 667.4177*  12-O-Hexadecanoilforbol-13-acetato 1.01
Monoterpenoides ID_ 8255 15.62 C11Hi302 183.1378 5-metiloct-6-inoato de etila 1.43
Monoterpenoides ID 3494 10.09 Ci5H2606 285.1699¢  1,2,3-tris(2-etenoxietoxi)propano -1.57
Monoterpenoides ID_8215 15.62 Ci0H1602 151.1114¢  Oxipinona/2-hidroxi-2,6,6-trimetilbiciclo[3.1.1]heptan-3-ona  1.38
NA ID_6695 14.67 C34H42014 675.2657 NA 1.15
Octadecanoides ID_3759 1098  CpHisOs 211.1327  Acido 2-hidroxi-d-metil-3-(pent-2-en-I-il)ciclopent-3-eno-1-— 5
- carboxilico
Octadecanoides 10 4750 1896 Cult@;  2liispdp CCCOISTEHEnEaoa (I AYTeea(Zpeite g g

enil]ciclopentil]acético
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Formula

[M+H]+

Classe Quimica ID tr (min) Molecular  Experimental Presumivel metabélito de soja log2(FC)
Octadecanoides ID_7879 1536 Ci9H3004 323.2216  Metil 13-(oxan-2-il)-12-oxotridec-2-inoato 1.68
Octadecanoides ID 3666 10.72 Ci2H1303 211.1327 Acido (+)-7-iso-jasménico -1.79
Qi et ID 4807 1332  CpHxOs s e el sl (1R, Ao A () a2 147

= enil]ciclopentil]acetato
Octadecanoides ID 7878 15.36 C1sH3004 i zage  CBHEESSRNE 20 er Srommeitlapenisanlallfs ) o
- hidroxiundec-10-enoato
Acido smaditerpénico C/Acido (2Z,6Z,10Z)-12-hidroxi-6-
Octadecanoides ID 8225 15.62 C19H3004 323.2217 (hidroximetil)-10-metil-2-(3-metilbut-3-en-1-il)dodeca- 1.26
2,6,10-trienoico
Octadecanoides ID 4841 13.35 Ci14H2404 257.1743 Dimetil dodec-2-enedioato -1.34
Osopemitses ID 5407 13.85 CiHoNiOuS 978.5259¢ L—femlglaml—L—hsﬂ—ghcﬂ—L—treoml—L—metlonll—L—serll—L— 158
- lisil-L-isoleucina
Oligopeptideos 19 8 1406 Coiein@p  Sondsgy  (CEYRHnGORHLRalLASmalH e g Al Ame L 1.22
- alotreonil-glicil-L-seril-L-serina
Etil (2S)-2-[[(2S)-2-[[(2S)-2-[[(2S)-2-[3-[1-[2-[2-[2-[2-[2-
[2-(2-metoxietoxi)etoxi]etoxi]etoxi]etoxi]etil |triazol-4-
Oligopeptideos ID 6595 14.59 C42H77N7013 888.5658 il]Jpropanoilamino]-3-metilbutanoil]amino]-3- 1.60
metilbutanoilJamino]-3-metilbutanoil Jamino]-3-
metilbutanoato
(5S,6S,7R,9R,11E,13E,15S,16R)-7-[2-[bis(2-
O et D 8429 1574 CssHeN>Os 655.4528 hidroxietil)amino]etil]-6-[(2S,3R,4S,6R)-4-(dimetilamino)- 126

3-hidroxi-6-metiloxan-2-il]oxi-16-etil-4-hidroxi-5,9,13,15-
tetrametil-1-oxaciclohexadeca-11,13-dieno-2,10-diona
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7 . Formula [M+H]+ , - .
Classe Quimica ID tr (min) Molecular  Experimental Presumivel metabdlito de soja log2(FC)

Pequenos Peptideos ID 7876 15.36 Ci5H29N303 322.2095*  4-(1-amino-1-oxobutan-2-il)-2,6-dietilheptanodiamida 1.91
Lisilserillisina/Acido 6-amino-2-[[2-(2.6-

Pequenos Peptideos ID 8755 16.02 Ci5H31N505 362.2384 diaminohexanoilamino)-3- 1.13
hidroxipropanoil]amino]hexanoico

Pequenos Peptideos ID 1879  5.59 Ci2H13NOs 234.0758¢  Acido N-(benzilcarbonil)-D-aspéartico -1.01

Pequenos Peptideos ID 8233 15.62 C14H27N50s5 346.2069 L-alanil-L-glutaminil-L-lisina 1.05

Pequenos Peptideos ID 8522 15.79 C14H27N505 346.2069 DL-alanil-DL-alanil-glicil-DL-lisina 1.12

Policetideos ciclicos ID 7874 15.36 Ci9H2304 321.2059124 1,1-di(ciclopenten-1-iloxi)hexil prop-2-enoato 1.53

Policetideos lineares ID 8149 15.54 C20H3606 355.2477¢  Acido 8-(3-metoxioctanoiloxi)-10-oxoundecandico 1.26

Policetideos lineares ID 8142 1553  CyH3Os 372.2745¢  Acido (85,155)-15-hidroperoxi-8-hidroxiicosa-9,11,13- 1.18

- trienoico

el ID 5851 1415  CisHyOs s AL i e el L e (12)- 1.66
prop-1-enoxi|propano
[1-[(Z)-tridec-9-enoil]oxi-3-[3,4,5-tri-hidroxi-6-

Poliéteres ID_ 5457 13.88 C33Hes010 707.4696*  (hidroximetil)oxan-2-ilJoxipropan-2-il] (Z)-hexadec-9- 1.75
enoato

Sesquiterpenoides ID 8243 15.63 CigH2304 309.2060 (12-acetiloxi-6,10-dimetildodeca-2,6,10-trienil) acetato 1.19

Sesquiterpenoides ID_ 4814 13.33 C12H1602 193.1221 1-[4-hidroxi-3-(2-metilpropil)fenil Jetanona -1.44

e D 1424 428 CysHnOs 26514319 Acido 2-(1,3,6-tri-hidroxi-3,8-dimetil-1,2,3,3a,4,5,6,8a-octa- 118

hidroazulen-5-il)acrilico
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Classe Quimica

ID

tr (min)

Formula
Molecular

[M+H]+
Experimental

Presumivel metabdlito de soja

log2(FC)

Triterpenoides

Triterpenoides

Triterpenoides

Triterpenoides

Triterpenoides

Triterpenoides

ID 5107

ID 4722

ID_ 4912

ID_ 5450
ID_ 5403

ID_6307

13.64

13.20

13.42

13.88
13.85

14.45

CaoH76N 12012

C47H74019

Cs3HgsO22
CagH760135
C47H74017

C34H44016

1047.5617¢

960.5155¢

1057.5555¢

941.5091
911.4989

691.2605¢

Acido (6S)-6-[[2-[[(2S)-2-[[4-[[(2S)-2-[(2-
acetamidociclopentanocarbonil)amino]-6-
aminohexanoilJamino]pirrolidina-3-carbonilJamino]-3-(4-
hidroxifenil)propanoilJamino]ciclopentanocarbonil]Jamino]-
7-[[4-[[(2 S )-1-amino-1-oxopropan-2-
ilJcarbamoil]pirrolidin-3-ilJamino]-7-oxoheptandico

(2S,3S,4S,5R,6R)-6-
[[(3S.,4R,4aR,6aR,6bS,8aS,12aS,14aR,14bR)-4-
(hidroximetil)-4,6a,6b,11,11,14b-hexametil-8a-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-tri-hidroxi-6-(hidroximetil )Joxan-2-
ilJoxicarbonil-1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a -tetradeca-
hidropicen-3-il]oxi]-3,5-di-hidroxi-4-[(2S,3R,4S,5R)-3,4,5-
tri-hidroxioxan-2-ilJoxioxano-2-acido carboxilico

Base Soyasapogenol B + O-HexA-Hex-Pen, O-dHex

Pisumsaponina 11

Periandradulcina B

Dimetil (1S,4S,6S,7S,8R,11S,12R,14S,15R)-12-acetiloxi-
4,7-di-hidroxi-6-[(1R,3S,5R,8R)-1-hidroxi-3-metil-4,7,9-
trioxatriciclo[6.3.0.0 3,5 Jundec-10-en-5-il]-6-metil-14-[(E)-
2-metilbut-2-enoil|oxi-3,9-

dioxatetraciclo[6.6.1.0 1,5 .0 11,15 Jpentadecano-4,11-
dicarboxilato

-1.29

-1.02

-1.24

-1.77
-1.28

1.70
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Formula [M+H]+

Classe Quimica ID tr (min) Molecular  Experimental Presumivel metabdlito de soja log2(FC)
[(1S,2S,4S,5R,9R,108S,13S,14R,17S,18R)-10-
[(2R,3R,4S,5S,6R)-4-[(2S,3R,4R,5S,6R)-3,4-di-hidroxi-6-
(hidroximetil)-5-[(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-tri-hidroxi-6-
metiloxan-2-il]oxioxan-2-il]oxi-5-hidroxi-6-metil-3-
Triterpenoides ID 6031 14.28 Cs6HooO23 1131.5930  [(2S,3R,48S,5S,6R)-3,4,5-tri-hidroxi-6-(hidroximetil Joxan-2- -1.35
il]Joxioxan-2-ilJoxi-9-(hidroximetil)-4,5,9,13,20,20-
hexametil-24-
oxahexaciclo[15.5.2.0518,0+17.0%:14,0%3]tetracos-15-en-2-il]
acetato
NA ID 8138 15.53 CisH31NsOg 378.2331 NA 1.39
NA ID 8487 15.78 Ci3H2402 273.184656 NA 1.19
NA ID 4765 13.26 Ci3H2,04 265.1409*  NA -1.59
NA ID_ 574 2.07 CeH1002 115.0752 NA -1.86
Genétipo IAC PL-1
Acidos graxos e conjugados  ID_ 6627  14.61 Ci2H»04 195.1373¢  Acido dodecanodidico 2.03
Acido (28)-5-[2-[2-[5-[2-[2-(butilamino)-2-oxoetoxi]etoxi]-
Oligopeptideos ID 8573 15.86 Cs9H75N7010 824.5508*  2-oxopentoxi]etoxi]etilamino]-2-[[(17Z)-17-hidrazinil-17- -1.60
hidrazinilidenoheptadecanoil Jamino]-5-oxopentandico
Genotipo PI 407270
Acidos graxos e conjugados  ID_ 4413 12.47 CoH1304 173.117¢ Acido 3,9-di-hidroxinonanéico 2.10
Acidos graxos e conjugados  ID 5604  13.98 Ci3H2»04 207.1379¢  Acido tridec-3-enedioico 1.66
Acidos graxos e conjugados  ID_ 7030  14.86 C20H3606 355.2476%  Acido heptadecano-1,8,11-tricarboxilico 2.23
Acidos graxos e conjugados  ID_ 4630  13.00 Ci2H2004 229.1432  Acido traumatico/ Acido (E)-dodec-2-enedidico 1.92
Acidos graxos e conjugados  ID_ 5764  14.08 Ci9H39NOs 362.2898 (11-amino-9,10,12-tri-hidroxidodecil) heptanoato 1.72
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Formula

[M+H]+

Classe Quimica ID tr (min) e e e e el Presumivel metabélito de soja log2(FC)
Acidos graxos e conjugados  ID_ 5576  13.98 Ci13H»04 225.1482¢  Acido 2-hexil-3-propilbut-2-enedidico 1.44
Acidos graxos e conjugados- ID_5966  14.24 Ci3H2,04 243.1589  Metil 8-(5-oxooxolan-2-il)octanoato 3.27
Esteroides ID 7070 14.89 Ci9H2:03 305.2111 NA 1.21
Glicerolipideos ID_ 6968 14.82 C27H40NOy 5323479 NA 1.12

Filanthostatina A/[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-tri-hidroxi-6-
Lignanas ID 4645 13.03 C2oH30013 587.1754 (hidroximetil)oxan-2-il] 3-(acetiloximetil)-1-(1,3- 1.38
benzodioxol-5-il)-6,7-dimetoxinaftaleno-2-carboxilato
Octadecanoides ID 6940 1480  CisHasOs 2932108  Lctrahidrodicranenona B/Acido 8-[3-0x0-2-[(Z )-pent-2- 2.16
- enil]ciclopenten-1-ilJoctandico
Octadecanoides ID 4411  12.46 C1sHa0;s 293.2109¢ Amdg corionico F/Acido 9,12,13-tri-hidroxioctadeca-10,15- 1.75
_ dienoico
Octadecanoides ID 4426 12.48 Ci1sH3004 275.2003¢  Acido 8,11-di-hidroxioctadeca-9,12,15-triendico 1.87
Sesquiterpenoides ID 7084 14.88 Ci3H240; 273.1847 12-hidroxi-1-fenildodec-1-in-3-ona 1.85
6-hidroxi-9-(hidroximetil)-3,5a-dimetil-
Sesquiterpenoides ID 6877 14.77 C15H2404 251.1636%  3,3a,4,5,6,7,8,9,9a,9b-decahidrobenzo[g][ 1 ]benzofuran-2- 1.44
ona
NA ID_ 8487 15.78 CisH2402 273.1847  NA 2.14
NA ID_7105 14.88 CeHsO» 113.0596 NA 1.22
NA ID_6909 14.79 C21H3305 393.2609* NA 1.72

a, b, ¢, d, e valor correspondente ao aduto [M+Na]*, [M+K]", [M+HsN+H]", [M-H,O+H]" e [M-H40,+H] ", respectivamente
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