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Resumo

Atualmente a soja € uma das culturas mais importantes para o agronegocio nacional
devido aos seus multiplos usos, e tem na regido Centro-Oeste a maior producgéo do pais.
Este trabalho de mestrado visou avaliar a resposta adaptativa bioquimica de duas
variedades de soja sob herbivoria do percevejo-marrom (Euschistus heros), importante
praga da cultura, através (i) da quantificacdo da atividade de determinadas enzimas do
sistema antioxidante (guaiacol peroxidase, catalase, ascorbato peroxidase e lipoxigenase
3) e da (ii) identificacdo de enzimas envolvidas em vias metabdlicas chaves através de
analise protedmica. Duas variedades de soja, uma que é considerada resistente a
herbivoria do percevejo (IAC-100), e outra susceptivel (Silvania) em estagio V3, foram
expostas a herbivoria por 96 h, das quais as folhas foram coletadas em intervalos de 24
h. A variedade Silvania foi a que apresentou significativa diferenca na resposta
antioxidante durante a herbivoria do percevejo-marrom. Exceto para a ascorbato
peroxidase, todas as demais enzimas apresentaram atividade variada ao longo do tempo
de herbivoria, evidenciando assim uma maior resposta ao estresse gerado pela
herbivoria do percevejo-marrom. Adicionalmente, essa variedade apresentou, em média,
386 proteinas foliares totais, das quais 17 tiveram seu nivel de expressdao alterado
quando em herbivoria. Dentre as proteinas com expressdo diferenciada estdo a
CP4EPSPS (enolpiruvil shikimato-3-fosfato sintase), a proteina rica em glicina do tipo
2b, e as chaperonas de 20 e 70 kDa. A variedade IAC-100 ndo apresentou modificagoes
nas atividades das enzimas antioxidantes estudadas e apresentou em média 191
proteinas foliares totais, das quais 10 tiveram seu nivel de expressao alterado em funcgéo
da herbivoria - foram identificadas a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e a enzima
rubisco. A interpretacdo da funcdo das proteinas diferencialmente expressas, aliada aos
resultados do sistema de defesa antioxidante, possibilitou compreender melhor os
mecanismos bioquimicos de resisténcia/susceptibilidade nas duas variedades de soja,
assim como dar maior embasamento a proposta de que a IAC-100 € mais resistente a

herbivoria do percevejo-marrom.

Palavras-chave: soja; percevejo-marrom; herbivoria; defesa vegetal.
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Abstract

Currently soy is one of the most important crops for agribusiness because of its multiple
uses, and has in the Midwest the biggest production of the country. This master thesis
was to evaluate the biochemical adaptive response of two soybean varieties under
herbivory brown stink bug (Euschistus heros), an important pest of culture through (i)
the quantification of the activity of certain enzymes of the antioxidant system (guaiacol
peroxidase, catalase , ascorbate peroxidase and lipoxygenase 3) and (ii) identification of
enzymes involved in key metabolic pathways through proteomic analysis. Two soybean
varieties, one that is considered resistant to herbivory stink bug (IAC-100), and another
capable (Silvania) V3 stage were exposed to herbivory by 96 h, the leaves of which
were collected at intervals of 24 h. The variety Silvania showed the significant
difference in antioxidant response during herbivory brown stink bug. Except for
ascorbate peroxidase, all other enzymes showed activity varied over time from
herbivory, thus revealing a greater stress response generated by herbivory of the brown
stink bug. Additionally, the variety show, in average, 386 total leaf proteins, of which
17 had their expression level changed when herbivory. Among the proteins with
differential expression are CP4EPSPS (enolpyruvyl shikimate-3-phosphate synthase),
glycine-rich protein 2b-like, and chaperones 20 and 70 kDa. IAC-100 showed no
changes in the activities of antioxidant enzymes studied and showed an average of 191
total leaf proteins, of which 10 had their expression level changed depending on
herbivores - were identified glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase and the enzyme
rubisco. The interpretation of the function of differentially expressed proteins, coupled
with the results of the antioxidant defense system, enabled a better understanding of the
biochemical mechanisms of resistance / susceptibility in two soybean varieties, as well
as giving greater basis for the proposal that the IAC-100 is more resistant herbivory of

the brown stink bug.

Keywords: brown stink bug, herbivory, plant defense
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1. Introducéao

A soja é uma cultura de grande importancia socioeconémica devido a seus
multiplos usos, cuja demanda internacional aumentara progressivamente (Campos,
2010). A continuidade do incremento de producdo da soja no pais ndo deveria ocorrer
pelo aumento da fronteira agricola, mas gracas ao avanco técnico-cientifico no controle
de pragas e, portanto, na reducdo do uso de insumos agricolas. No contexto da demanda
mundial por um sistema agricola mais sustentavel e eficiente, o uso da defesa natural
vegetal aliado ao controle biologico apresenta-se como uma solucdo alternativa muito

promissora para o incremento de produtividade.

Os percevejos (Hemiptera: Pentatomidae) sdo uma das pragas mais importantes
da soja no Brasil. Pentatomideos fitéfagos se alimentam em varias estruturas da planta
hospedeira, sendo que sementes e frutas imaturas sdo 0s principais sitios de
alimentacdo. Ao se alimentarem dos grdos afetam sua qualidade e até afetar o
desenvolvimento e amadurecimento das vagens. O percevejo-marrom Euschistus heros,
dentre os sugadores pragas da soja, é hoje o mais abundante e tem a soja como seu
hospedeiro principal. Adaptado as regides mais quentes, € mais abundante do Norte do
Estado do Parand ao Centro-Oeste Brasileiro (Corréa-Ferreira & Panizzi, 1999;
Fernandes, 2000; Todd & Herzog, 1980).

As plantas possuem duas importantes estratégias de defesa contra injarias
provocadas pela alimentacdo de herbivoros: (i) a defesa direta, onde 0s insetos sdo
afetados diretamente pelas plantas, envolvendo tanto a parte fisica e estrutural da planta
(espinhos, tricomonas, cor, textura), como a parte quimica com a producdo de
metabolitos primarios [aminoacidos, lipidios, carboidratos, acidos nucléicos] e
metabolitos secundarios nao voateis (como acidos fendlicos, acidos hidroxamicosentre
outros) (Bi et al., 1997; Baldwin et al., 2001); e (ii) a defesa indireta, em que ha a
producdo de metabolitos secundarios volateis que s@o capazes de atrair inimigos
naturais (predadores e parasitdides) ou atuar como repelentes (Dicke & Hilker, 2003;
Courtois et al 2009). A defesa vegetal, tanto a direta quando a indireta, é especifica,
variando entre as espécies e variedades vegetais e diretamente relacionadas ao tipo de

agente estressor (Baldwin et al., 2001).



Os estudos bioquimicos sobre defesa vegetal tem se concentrado em avaliar a
resposta antioxidante e em elucidar as proteinas que participam do processo. Bi et al.
(1994) revelaram que injdrias causadas pelo lepidoptero Helicoverpa zea (Lepidoptera:
Noctuidae) em soja induz respostas que envolvem a producdo de compostos primarios,
metabolitos secundarios ndo volateis e a producdo de especies reativas de oxigénio.
Jacobs et al. (2000) mencionaram que o metabolismo secundéario de plantas em defesa
indireta pode ser acessado através do estudo protebmico comparativo entre variedades
susceptiveis e resistentes, tornando-se possivel identificar as principais proteinas

envolvidas no processo de herbivoria.

Apesar da grande importancia mundial da cultura da soja, ndo existem relatos de
estudos da resposta ao estresse oxidativo associados aos estudos das rotas metabdlicas
que participam do processo de defesa contra herbivoria de percevejos. Tendo em vista a
importancia de levantar conhecimentos sobre o mecanismo de defesa em soja contra
herbivoria do percevejo-marrom, o presente trabalho visou realizar o estudo da
atividade antioxidante e mapear as rotas metabolicas envolvidas na defesa de duas
variedades de soja, Silvania e IAC-100. Os conhecimentos obtidos nesse trabalho

poderdo subsidiar a implementacdo de novas estratégias para manejo mais eficiente da

praga.

2. Revisdo Bibliografica
2.1 Soja

A soja comercial (Glycine max) é uma planta herbacea, da classe
Dycotyledoneae e familia Leguminosae, tendo como centro de origem a China. Seu
ciclo fenoldgico pode ser divido em vegetativo, que compreende desde o surgimento da
plantula até o surgimento das primeiras flores (60 dias em média), e reprodutivo, que
inicia na floracdo até a producédo de graos e senescéncia (80 dias em média). A duracao
do ciclo da cultura no Brasil € diversificada, podendo durar de 100 a 160 dias,
dependendo da regido de cultivo e da variedade cultivada, o que permite que 0s
cultivares sejam classificados em grupos de maturacdo precoce, semiprecoce, médio,

semitardio e tardio (Borém, 2005; Gomes, 1990). A época de plantio estd associada ao



inicio do periodo chuvoso e, portanto, varia entre as diferentes regides do Brasil (Cunha
et al., 2001; Silva Neto & Silva, 2010).

O primeiro cultivo de soja no Brasil foi feito em Santa Rosa (Rio Grande do Sul)
no ano de 1914, vindo a atingir importancia econdmica na década de 40. Na década de
60 foi entdo estabelecida como cultura economicamente importante devido a politica de
subsidios ao trigo, que incentivou a cultura de soja como sucessora de verdo do trigo,
pois 0 aproveitamento da terra, a utilizacdo de maquinas, implementos, a infraestrutura
e a utilizacdo da mé&o-de-obra, tornaram a cultura da soja como melhor opgéo. A
producdo ainda era quase exclusividade dos trés Estados da Regido Sul do pais
(Embrapa Soja, 2004).

Em 1980, a regido Centro-Oeste passou a produzir 20% da producdo nacional,
em 1990 o percentual passou para 40%, e em 2003 chegou préximo aos 60%. Essa
evolucdo nomeou o Estado do Mato Grosso como lider nacional de producdo e
produtividade de soja (Companhia Nacional de Abastecimento - Conab 2012; Embrapa
Soja, 2004).

A soja é uma cultura de grande importancia socioeconémica devido a seus
multiplos usos (como a producdo de biodiesel, produtos alimenticios, 6leo refinado,
entre outros) cuja demanda nacional aumentard progressivamente (Embrapa Soja,
2004). De acordo com a Conab (2011/12), o cultivo da soja no Brasil em 2011/2012
teve crescimento de 0,7% de area quando comparado com a safra de 2010/2011, o que
contribuiu para um volume de 24,35 milhdes de hectares (ha), e a producdo teve um
aumento de 2,1%, alcancando 70,1 milhdes de toneladas, e segundo previsdes (Conab,
2013) o Brasil serd o maior produtor mundial de soja, com uma producdao de cerca de 83
milhdes de toneladas.

A variedade de soja Silvania BRS possui um ciclo médio de 123 dias, sendo
assim classificada como uma variedade de ciclo semitardio
(www.multigem.com.br/tabela.pdf) e faz parte de um grupo de sojas transgénicas

resistentes ao herbicida glifosato (Souza, 2006).

A variedade de soja IAC-100 possui um ciclo médio de 95 dias, sendo
classificada como uma variedade de ciclo precoce, e apresenta resisténcia a herbivoria

de percevejos (Medina et al., 1997; Rosseto et al.,1995).



A continuidade do incremento de producdo de soja no pais deverd ocorrer
devido ao aumento da fronteira agricola e ao avancgo técnico-cientifico no controle de
pragas, sendo altamente desejavel a reducdo do uso de insumos agricolas. No contexto
da demanda mundial por um sistema agricola mais sustentavel e eficiente, o uso da
defesa natural vegetal apresenta-se como uma solucéo alternativa muito promissora para

fortalecer 0 manejo integrado de pragas a incrementar a produtividade.

2.2 Percevejo-marrom

Os percevejos (Hemiptera: Pentatomidae) e as lagartas desfolhadoras sdo hoje
consideradas as pragas-chave da cultura da soja (Degrande & Vivan, 2008/2009).
Pentatomideos fitéfagos (sugadores) se alimentam em diferentes partes da planta
hospedeira e, como consequéncia, a natureza da injaria que causam € variavel, sendo
que sementes e frutas imaturas sdo os principais sitios de alimentacdo (Fernandes,
2000). Ao se alimentarem do gréo, afetam o rendimento e a qualidade, podendo
provocar a murcha e a ma formacédo dos gréos e vagens, dessa forma a planta de soja
ndo amadurece normalmente e na época da colheita permanece verde (Hoffmann-
Campo et al., 2000).

O percevejo-marrom Euschistus heros (Figura 1) € hoje uma das pragas mais
abundantes na cultura da soja e pode se alimentar de diferentes partes da planta, como
caules, folhas e vagens, sendo nativo da regido Neotropical e adaptado as regides mais
guentes, ocorrendo principalmente do norte do Estado do Parana ao Centro-Oeste
Brasileiro (Corréa-Ferreira & Panizzi, 1999). A punctura, que é a perfuracdo do tecido
da planta hospedeira pela introducdo do aparelho bucal (estiletes), facilita a
contaminagdo por patdgenos e pode ainda causar disturbios fisioldgicos, como a
retencéo foliar (Todd & Herzog, 1980).



Aparelho Bucal

Figura 1. Percevejo-marrom adulto alimentando-se de diferentes partes da planta de soja
em estagio V3. I. e I1. Alimentando-se do caule; e I11. Do cotilédone.

De acordo com Corréa-Ferreira & Panizzi (1999), o E. heros é encontrado na
soja a partir do més de novembro até o0 més de abril (no Estado do Parand), passando
por trés geragdes nesse periodo (Fig. 2).
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2.3 Defesa vegetal

As plantas estdo expostas a estresses bidticos (patdgenos, insetos, animais,
dentre outros) e abidticos (seca, frio, excesso de agua, salinidade, dentre outros) que
podem prejudicar seu desenvolvimento e consequentemente sua produtividade. Tais
alteracdes podem ativar os sistemas de defesa direta e indireta, além de possibilitar o

desenvolvimento de tolerancia ao agente estressor (Soares & Machado, 2007).

Qualquer agente fisico ou quimico capaz de estimular resposta de defesa em
plantas € denominado indutor. Os indutores quimicos podem ser desde carboidratos,
proteinas/enzimas, glicoproteinas e outras substancias liberadas pela parede celular
vegetal durante a herbivoria do inseto, assim como substancias quimicas liberadas por
patégenos (Nurnberger, 1999; Smith, 1996). Fatores bidticos e abioticos, atraves de
indutores, podem ativar vias de sinalizacdo como espécies reativas de oxigénio (EROSs),
fragmentos de parede celular, dentre outros, que por sua vez irdo reconfigurar o
metabolismo vegetal, onde tais mudancgas redirecionam os recursos para a tolerancia ou
a producdo de compostos antinutritivos, toxicos e antidigestivos, afetando diretamente
o herbivoro (defesa direta), ou através da liberacdo de compostos volateis atraindo
inimigos naturais (defesa indireta) (Fig. 3) (Dieke & Hilker, 2003; Kessler & Baldwin,
2002).
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Fig. 3. Vias de sinalizagdo que desencadeiam o sistema de defesa direta e/ou indireta
vegetal. EROs: espécies reativas de oxigénio; ABA: acido abscisico. llustracdo adaptada de
Dieke & Hilker, 2003; Kessler & Baldwin, 2002.

A resisténcia contra a herbivoria pode ser classificada em trés estratégias: (i)
defesa direta; (ii) defesa indireta e (iii) tolerancia (Dicke & Hilker, 2003; Kessler &
Baldwin, 2002). Baldwin et al. (2001) relataram que os compostos produzidos pela
planta em defesa direta e indireta sdo espécie-especifica e podem variar, pelo menos

quantitativamente, entre variedades da mesma especie e de acordo com o tipo de indutor

Os agentes indutores da defesa vegetal advindos da injdria de insetos podem
estar presentes tanto na secrecdo oral (saliva) liberados no processo de herbivoria,
quanto no fluido de oviposigdo lancado minutos antes da deposicdo dos ovos na planta
hospedeira. O primeiro indutor identificado em insetos foi a volicitina N-(17-
hidroxilinolenoil)-L-glutamina (formado pela reagdo entre o acido linoléico da planta
com a glutamina presente no sistema digestivo do inseto), presente na secrecdo oral da
Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae), indutor de volateis em Zea mays (Poales:

Poaceae) (Alborn et al., 1997). Outros indutores identificados s&o a B- glicosidase



[encontrada em secrecdo oral de Pieris brassicae (Lepidoptera: Pieridae)], a glicose
oxidase (encontrada em secrecdo oral de Helicoverpa zea). Ja em insetos sugadores foi
relatada a fosfatase alcalina como indutor presente em saliva de Bemisia tabaci
(Hemiptera: Aleyrodidae) (Felton & Eichenseer, 1999; Funk, 2001; Mattiacci et al.
1995).

Doss et al. (2000) relataram que indutores presentes no fluido de oviposicdo
(como por exemplo diols* de cadeias longa mono ou di-esterificadas com o é4cido 3-
hidroxipropanoico) da praga de ervilha, Bruchus pisorum (Coleoptera: Bruchidae),
induzem em alguns gendtipos de ervilha a ma formacdo das vagens, modificando a
superficie onde os ovos sdo ovipositados, o que dificultaria a penetracdo das larvas nas

vagens, deixando-as vulneraveis a predadores e parasitoides.

Os diferentes tipos de defesa vegetal serdo detalhados nos tépicos subsequentes.

2.3.1 Defesa direta

Os compostos relacionados a defesa direta compreendem os metabdlitos
primarios, os quais atuam no desenvolvimento e crescimento vegetal, tais como
polissacarideos, proteinas, lipideos, &cidos nucléicos, dentre outros, e 0s secundarios
ndo volateis, os quais ndo possuem fungdo no crescimento e desenvolvimento vegetal.
Estes podem ser divididos em trés classes de compostos: terpenos, compostos fendlicos

e, compostos nitrogenados (Hoffmann-Campo et al., 1996; Taiz & Zeiger, 2006).

Além da defesa quimica, as plantas excretam na superficie lipidios com funcéo
de protecdo, tais como cutina, suberina e ceras, e ainda possuem estruturas de defesa
preventiva tais como espinhosuticula e periderme (Soares & Machado, 2007), que agem
na defesa estrutural da planta. Os metabodlitos primarios e os secundarios podem ser
induzidos local e sistemicamente na planta, embora a inducdo ocorra, no geral, numa

area especifica da planta.

As proteinas envolvidas na defesa sdo aquelas relacionadas com os aspectos
digestivos e de consumo dos alimentos pelo inseto, como inibidores de protease (IPs),

! Diols - compostos contendo dois grupos hidroxilas na cadeia carbonica



enzimas oxidativas (como a polifenol oxidase), enzimas que degradam aminoacidos,
dentre outros (Howe & Jander, 2008).

A sinalizacdo de defesa contra herbivoria é iniciada a partir da deteccdo por
receptores presentes na membrana plasmatica e, através das vias de sinalizacdo de
transducéo de sinal celular, ativam a transcricdo de genes especificos contra o estresse.
A resposta de defesa vegetal se da através da interacdo de fito-hormonios, fatores de

transcrigdo, genes e proteinas (Pandey, 2008).

A sinalizacdo da defesa esta relacionada a producdo de compostos, como o
jasmonato e a sistemina, e que por sua vez estdo relacionados a producdo de IPs nas
células vegetais, responsaveis pela inativacdo das enzimas que digerem as proteinas no
intestino dos insetos. Os insetos apos ingerirem IPs apresentam ma digestdo seguida da
reducdo reprodutiva (Hilder, 1987). O jasmonato além da inducdo de formacdo de
proteinas relacionadas a defesa, também ¢é responsavel pela regulacdo do
desenvolvimento das plantas, como a senescéncia ou a formacéao do bulbo, dentre outras
(Swamy, 2000). Outros octadecandides como o acido 12-oxo-fitodiendico (OPDA) e o
metil jasmonato (MJ) e os derivados do &cido linoléico também sdo responséaveis pela

sinalizacdo para a producdo de compostos defensivos (Kessler & Baldwin, 2002).

Kessler & Baldwin (2002) relataram ainda outro tipo de defesa direta contra
patdgenos que compreende a resposta hipersensivel (HR), eficaz quando a é&rea
comprometida é pequena, que envolve a morte programada de células (apoptose)
situadas ao redor da infeccdo e a producdo de compostos antimicrobianos que impedem
a dispersdo do patogeno. Frequentemente a HR € precedida da producdo de uma grande
variedade de espécies reativas de oxigénio (EROs) como o superéxido (O;7) e o
peréxido de hidrogénio (H,O,) (ambos liberados local e sistemicamente), que podem
contribuir com a apoptose. Entretanto, por mais que a HR seja eficiente, a apoptose €
inapropriada para uma ampla area e ineficaz contra o ataque de herbivoros de vida livre,
pois podem locomover-se para outra area e assim evitar a HR. Orozco-Cardenas et al.
(2001) relataram que o H,O; agiria como segundo mensageiro para HR quando as
plantas sofrem ataques de herbivoria. Chen (2009) relatou que lesdes causadas por
insetos em plantas apresentaram sintomas caracteristicos de lesdes com resposta de

hipersensibilidade, como por exemplo, lesdes de herbivoria causadas pela mosca



Mayetiola destructor em trigo resistente (Grover, 1995) ou lesbes causadas pela

herbivoria do pulgdo Myzus persicae em péssego resistente (Sauge et al., 1998).

2.3.2 Defesa Indireta

A defesa indireta consiste na producdo de metabdlitos secundarios volateis que
sdo liberados mediante estresse bidtico para atrair inimigos naturais (parasitdides e/ou
predadores) de pragas (Howe & Jander, 2008; Swamy, 2000). Plantas vizinhas da
mesma espécie ao captarem a presenca de tais volateis de defesa também séo induzidas
a ativarem os mecanismos de defesa direta e de resisténcia a herbivoria, tais como a
producdo de IPs, e também indireta pela producdo e liberacdo de volateis (Swamy,
2000; Tscharntk et al., 2001).

Os compostos organicos volateis podem ainda atuar como repelentes e dentre
estes podem-se citar a citronela, a cadnfora-pineno, o limoneno, o citronel, a citronelal e
o timol (Courtois et al 2009; Nerio et al. 2010).

De acordo com Kaloshian & Walling (2005), os volateis mais comumente
liberados por plantas apds sofrerem herbivoria de insetos sdo o metil jasmonato, indols,

salicilato de metila, monoterpenos, homoterpenos e sesquiterpenos.

2.3.3 Toleréancia vegetal

De acordo com Simms (2000) e Stowe et al. (2000) tolerancia vegetal é a
capacidade de sobrevivéncia do organismo, mantendo suas fungdes fisiologicas, mesmo
as reprodutivas, quando sobre efeitos de injUrias bidticas ou abioticas, ndo apresentando
diferenca assim do seu estado intacto. A tolerancia esta diretamente relacionada a uma
propriedade genotipica do individuo e de uma populacdo, sendo ativada apenas durante

0 estresse.

Pesquisadores relataram que uma das respostas mais comuns a injdria por
herbivoria, ferimentos e ataque por patégenos, € o aumento na producdo de sinal
derivados do acido linolénico, ao acido linoléico e ao acido hexadecatrienico (Kaloshina
& Walling, 2005).
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Laumann et al. (2008) relataram que as variedades de soja Silvania, IAC-100,
Dowling e Jatai, e a linhagem BRQ 96-306 5, expostas na fase reprodutiva as
populacdes de percevejos (ninfas e adultos), respondem diferentemente quanto a
formacédo de coldnias de percevejos. Quando avaliado o nimero de individuos adultos
presentes nas variedades estudadas, observaram que ndo houve diferenca significativa
entre as populacdes, porém quando avaliado o numero de ninfas presentes em cada
variedade, foram constatadas diferencas significativas, onde a populagdo de ninfas na
variedade Silvania apresentou o maior namero de individuos e, as variedades Dowling e
a IAC-100 apresentaram um menor numero de ninfas, sugerindo assim a resisténcia

dessas duas variedades e a susceptibilidade da variedade Silvania.

2.4 Estresse oxidativo

Um radical livre é definido como sendo todo atomo ou molécula que possui um
elétron desemparelhado em sua Gltima camada orbital e, que pode ser capaz danificar
componentes celulares ou gerar a morte celular (Angelova et al., 2000; Hermes-Lima,

2004). Dentre as espécies reativas de oxigénio (EROs) podemos citar compostos de
origem radicalar (radicais livres) como o superdxido (O;"), hidroxil (OH), alquoxil

(RO)), peroxil (RO, ) e hidroperoxil (HO,); entre as espécies ndo-radicalares como o
peréxido de hidrogénio (H,0,), o é&cido hipocloroso (HOCI), o ozbnio (O3), 0
peroxinitrito (ONOQO") e o oxigénio singlete (*0.). Breusegem & Dat (2006) relataram o
envolvimento das EROs na morte celular programada. As EROs podem agir como fator
prejudicial, protetor ou como sinalizador, dependendo do equilibrio entre a producéo e

sua eliminacao (Boguszewska & Zagdanska, 2012).

Em plantas as EROs sdo continuamente produzidas durante o metabolismo
aerébico como subprodutos de diferentes vias metab6licas e em diversos
compartimentos celulares, como cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos, regioes
com alta atividade metabdlica oxidante e alto fluxo de elétrons (Boguszewska &
Zagdanska, 2012). A presenca do oxigénio no ambiente celular induz a formacdo de
EROs, que por sua vez podem inativar enzimas, danificar componentes celulares,
células e tecidos devido sua acdo toxica e mutagénica. Tais danos ocorrem quando sua

producdo e remocdo ndo estdo sob controle homeostatico (Angelova et al., 2000;
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Boguszewska & Zagdanska, 2012; Mallick & Mohn, 2000; Rice-Evans et al., 1991).
Estresses bidticos e abidticos modificam o metabolismo celular vegetal e, dependendo
dessa modificacdo, afetam a respiracdo celular e a fotossintese e como consequéncia
alteram a taxa de geracdo de EROs. Para manter os niveis basais de EROs, as plantas
utilizam varias enzimas antioxidantes, dentre elas estdo a superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), guaiacol peroxidase (GPOx), ascorbato peroxidase (APX) e
peroxiredoxinas (Prxs), alem de utilizar mecanismos ndo enziméticos (ascorbato,
tocoferol, compostos fendlicos, flavondides e carotenoides) (Navrot et al., 2006; Tayefi-
Nastabadi et al., 2010).

Outros componetes celulares que auxiliam na manutencdo dos niveis basais de
EROs sdo a enzima oxidase alternativa e a proteina desacopladora, que possuem dentre
outras a funcdo de impedir uma fosforilacdo oxidativa exagerada e consequentemente,

impedindo a formacéo de espécies reativas de oxigénio (Taiz & Zeiger, 2006).

Pesquisadores tém reportado a modificagdo dos perfis protéicos e nas
concentracdes de enzimas antioxidantes em plantas que sofreram herbivoria. Tscharntke
et al. (2001) demonstraram que o besouro de folha Agelastica alni (Coleoptera:
Chrysomelidae) foi capaz de induzir o aumento da atividade das enzimas polifenol
oxidase (PPO), LOX e peroxidase (POD) ap0s causar injurias de herbivoria em folhas
de amieiro Alnus glutinosa. Ja a herbivoria foliar causada pela H. zea foi capaz de
aumentar a atividade das enzimas lipoxigenase (LOX), peroxidase (POD), ascorbato
peroxidase (APX) e a diamino oxidase (DAOQ), assim como foi observado o declinio
acentuado na qualidade nutricional protéica foliar das plantas de soja atacadas (Bi &
Felton, 1995; Felton et al., 1994). Estresses abidticos podem estar relacionados com a
modificagdo do metabolismo redox, por exemplo, foi demonstrado um aumento da
atividade da enzima guaiacol peroxidase (GPOx) em folhas e raizes de plantas expostas
a estresse por salinidade (Koji et al., 2009) e 0o aumento da expressdo das enzimas
superoxido dismutase (CuZn-SOD) e ascorbato peroxidase em folhas de soja originadas

de sementes que foram expostas a altas temperaturas (Ahsan et al., 2010).

Além disso, estudos realizados em cevada e trigo relataram o aumento da
atividade da enzima antioxidante secundaria glutationa redutase (GR) ap0s sofrerem

herbivoria do pulgédo Sitobion avenae (Argandofia, 1994). Bi et al. (1997) relataram que
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a herbivoria em folha de algodao pela larva de H. zea induz o aumento dos niveis de

H,0,, do acido salicilico, da catalase e da ascorbato peroxidase.

2.4.1 Enzimas do metabolismo radicalar

Neste trabalho foram estudadas as principais enzimas envolvidas no processo
antioxidante vegetal: oxiredutases lipoxigenase 3 (por suas varias funcGes no
desenvolvimento vegetal), guaiacol peroxidase, ascorbato peroxidase e catalase (Sofo et
al., 2005; Tscharntke et al., 2001). Essas enzimas podem agir como compostos
antinutritivos ou estar envolvidas em processos de defesa vegetal, como a lipoxigenase
que catalisa a producédo de acido jasmonico, a partir do acido linoleico, que estimula a
expressao de genes de defesa que agem como sinais secundarios para a producdo de

outros compostos de defesa (Farmer et al., 1992).

De acordo com Jones et al. (1998) as heme peroxidases sdo enzimas que
catalisam a oxidacdo do perdxido de hidrogénio dependente de uma variedade de
substratos, e podem ser divididas em trés classes: peroxidases de classe I, como a
citocromo c peroxidase e a ascorbato peroxidase; peroxidases de classe Il, enzimas
presentes em secrecdes de fungos; e peroxidases de classe 11, peroxidases secretadas

por plantas.

As peroxidases podem atuar, através de substratos, na regulagdo do crescimento
vegetal, além de regular os niveis de H,O, e espécies reativas de oxigénio (EROs), onde
esses podem ativar vias de sinalizagéo, gerar estresse oxidativo e ativar mecanismos de

defesa vegetal (Fig. 4).
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Fig. 4. Funcgdes das peroxidases. Modificado de Cosio & Dunand (2009).

Estimulos mecanicos

A seguir, é detalhada uma série de enzimas envolvidas no processo de defesa

antioxidantes das plantas.

1. Guaiacol Peroxidase (EC 1.11.1.7): Séo encontradas no citoplasma e
apoplasma e estdo envolvidas tanto no crescimento quanto no desenvolvimento vegetal
(Fig. 4), além de catalisar a oxidagdo de compostos organicos como fendis, aminas
aromaticas, utilizando o peroxido de hidrogénio como oxidante (reacdo 1.1) (Tayefi-
Nasrabadi et al., 2010). De acordo com Karuppanapandian et al. (2011) a atividade da
GPOx varia consideravelmente dependendo da espécies da planta e do tipo de estresse,
e que a GPOx pode ser utilizada como marcador para avaliar a intensidade de estresse
em plantas expostas a concentracfes salinas ndo letais. Essa proteina possui ainda
grande importancia na biossintese de lignina e na defesa contra estresses consumindo o

perdxido de hidrogénio (Boguszewska & Zagdanska, 2012).

Guaiacol + 4H,0,— Tetraguaiacolquinona + 8H,O [reacéo 1.1]
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2. Ascorbato Peroxidase (EC 1.11.1.11): enzima localizada no
cloroplasto, citoplasma, mitocéndrias, peroxissomos e apoplasto, sendo que cada
localizagé@o possui uma isoforma diferente (Boguszewska & Zagdanska, 2012). Segundo
Wellinder (1992), a ascorbato peroxidase (APx) é diferenciado da guaiacol peroxidase
(GPOX) pela sequéncia de seus aminoacidos, funcdes e substrato utilizado como doador
de elétrons, onde este é classificado no grupo das peroxidases classe Ill e aquele no
grupo das peroxidases classe |. Catalisa a reacdo de Oxido-reducgdo entre o perdxido de
hidrogénio e o substrato ascorbato (AA) como doador de elétrons, e participa do ciclo
da glutationa-ascorbato (Fig. 5), onde o ascorbato reage com o peroxido de hidrogénio
formando duas moléculas de 4gua e um dehidroascorbato redutase (DHA) (Halliwel &
Foyer, 1976) [reacdo 2.1]. De acordo com Jones et al. (1998) a APx seria uma das
peroxidases mais representativas, pois o substrato utilizado como doador de elétrons é
uma pequena molécula organica muito abundante em varias plantas, e que por isso seria

importante ter o conhecimento sobre as propriedades dessa enzima.

AA + H,0, « DHA + 2H,0 [21]
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Fig. 5. Ciclo da glutationa-ascorbato. Fonte: Correia et al. (2003).
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3. Glutationa peroxidase (EC 1.11.1.9): é responsavel pela reducdo de
hidroperoxidos lipideos em seus alcoois e localiza-se no espago intermembrénico
mitocondrial e citoplasma de células. Em plantas é responsavel pela protecéo celular de
danos causados pelo aumento da formacdo de hidroperoxidos gerados devidos a
diferentes condicgdes de estresse (Eshdat et al., 1997). Essa enzima pode ser classificada
em dependente e ndo dependentes de selénio. A glutationa é utilizada como substrato
para reduzir hidroperoxidos (PUFA) e o peroxido de hidrogénio, gerando glutationa
oxidada (GSSG) e duas moléculas de agua [reacdo 3.1]. A glutationa redutase (GR), a
partir da GSSG, é capaz de regenerar a glutationa reduzida (GSH) utilizando NADPH
[reacdo 3.2 e 3.3] (Gill et al., 2010).

2GSH + PUFA-OOH(H,0,) < GSSG + 2H,0 [3.1]
2GSH + PUFA-OOH «~GSSG + 2H,0 + PUFA [3.2]
GSSG + NADPH + H* = 2GSH + NADP* [3.3]
4. Catalase (EC 1.11.1.6): A catalase é responsavel pela remoc¢do do

peréxido de hidrogénio formado durante a fotorespiracdo. Foram descritas trés
isoformas de catalase em plantas, onde mono e dicotileddneas apresentam trés
isoformas: (i) CATL1, que é expressa em sementes e pélen; (ii) CAT2, encontrado em
tecidos fotossintetizantes e raizes; (iii) CAT3, encontradas em tecidos vasculares e em
folhas (Boguszewska & Zagdanska, 2012). O aumento da atividade da catalase pode ser
relacionada a adaptacdo, auxiliando na reducdo dos niveis toxicos do perdéxido de
hidrogénio (Karuppanapandian et al., 2011). De acordo com Aebi (1984) a catalase
exerce duas fungoes: (i) a de atividade catalitica decompondo peréxido de hidrogénio
em agua e oxigénio [reacdo 4.1] e (ii) a oxidacdo de compostos doadores de hidrogénio,

como metanol, etanol, acido férmico, fenois, com o consumo de um mol de peroxido.
2H,0, > 2H,0 + O, [41]

5. Superoxido Dismutase (EC 1.15.1.1): E a primeira linha de defesa
contras EROs e catalisa a formacéo de perdxido de hidrogénio a partir de radicais O,

[reacdo 5.1]. A SOD é considerada um importante antioxidante celular.
O,y + 0y + 2H" > 2H,0, + O, [51]
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A SOD é dividida em trés grupos: (i) a forma contendo cobre e zinco (CuZnSOD)
localizada no citoplasma, cloroplasto, peroxissomos e apoplasto, (ii) a forma contendo
manganés (MnSOD) localizada na mitocondria e cloroplastos, e (iii) a forma contendo
ferro (FeSOD) localizada no cloroplasto, podendo ser encontranda nos per6xissomos
(Karuppanapandian et al., 2011). Badawi et al. (2004) relataram que 0 aumento da
expressdao da SOD em plantas transgénicas resultou em tolerdncia a seca e a altas
concentragdes de sal. Wang et al. (2004) relataram ainda que a alta concentracdo de sais
e 0 estresse osmoético aumentaram a producdo de radicais superoxido em folhas de
Suaeda salsa L. (Caryophyllales: Amaranthaceae) e que a eliminacao desses radicais €
feita de forma diferencial, onde os superoxidos formados durante o estresse osmético
seriam eliminados principalmente pela MnSOD e pela FeSOD Il e Ill; os superoxidos
causados pelos estresse salino sdo eliminados pela FeSOD I. O produto da SOD, o
perdxido de hidrogénio, precisa ser ainda de detoxificacdo, o que é realizado por outras
enzimas, como a catalase, ou por antioxidantes ndo enzimaticos, que podem variar entre

0s compartimentos celulares.

6. Lipoxigenases (EC 1.13.11.12): Constituem uma familia de enzimas
amplamente distribuidas entre animais e plantas, e catalisam a adicdo de moléculas de
oxigénio em &cidos graxos poliinsaturados contendo sistema cis, cis-1,4-pentadieno
para produzir lipidios hidroperdxidos, que por sua vez podem sofrer acdo de enzimas,
sendo convertidos em outros compostos participantes de outras vias (Porta & Rocha-
Sosa, 2002). Utilizam como substrato o acido linoléico (LA) e o acido linolénico (LeA).
A oxigenacdo dos acidos graxos poliinsaturados é considerada o ponto chave para a
reacdo em cascata que resulta na producdo de hormonios vegetais (traumatina e acido
jasmdnico), além de compostos antibacterianos e antifungicos como hidrocarbonetos e
aldeidos (Rosahl, 1996) (Fig. 6). Além da producdo do acido jasmonico a LOX esta
envolvida na sintese de compostos com funcbes especificas no desenvolvimento
vegetal, onde as lipoxigenases vegetativas (VLXs — vegetative lipoxygenases) estdo
relacionadas com o metabolismo do nitrogénio e o metabolismo de reserva durante o

desenvolimento vegetal (Porta & Rocha-Sosa, 2002).

Estudos relatam que, dentre 28 espécies de planta, a soja foi a que apresentou a
maior atividade da LOX, e que dentre os estagios de desenvolvimento, as maiores
atividades da LOX foram obtidas em folhas mais jovens (Hildebrand et al., 1988;Sekiya
et al., 1983; Zhuang et al., 1992).
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De acordo com Feussner & Wasternack (1998) a LOX constitui uma familia de
isoenzimas que diferem entre si devido as suas caracteristicas de expressao, substratos
de preferéncia, pardmetros enzimaticos (como pH) e posicionamento de oxigenagdo do
substrato. Atualmente, podem ser encontradas pelo menos dez isoenzimas de
lipoxigenases de soja no GenBank (NCBI- National Center for Biotechnology

Information — www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Fig.6. Formacéo do Acido Jasmdnico. Resumo da rota metabdlica envolvida na formacéo do
acido jasmonico Fonte: Porta & Rocha-Sosa (2002).

2.5 ProteOmica

Protedmica € o estudo da populacéo de proteinas presentes num dado tecido ou
células, numa dada etapa do desenvolvimento, numa dada condi¢do ambiental, com o
objetivo de avaliar fenotipicamente quantitativa e qualitativamente a expressao protéica
(Westermeier, 2002). Um dos métodos mais utilizados para o estudo protedmico é a
eletroforese bidimensional (2-DE) associada a espectrometria de massas (MS)
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juntamente com a disponibilidade de informacdes gendmicas e/ou transcriptdmicas
(Westermeier & Nave, 2002).

A 2-DE possibilita a separacdo de complexas misturas protéicas de acordo com
o0 ponto isoelétrico (pl), massa molecular, solubilidade e abundancia relativa,
possibilitando a visualizacdo de mapas protéicos, que refletem os niveis de expressao
das proteinas, suas isoformas ou modificagbes pds-transcricionais (Gorg et al., 2004;
Xu et al., 2006). A 2-DE ¢ feita em duas etapas: (i) primeira dimensao ou focalizacdo
isoelétrica (pl) e (ii) segunda dimensao realizada em gel SDS-PAGE.

Durante a focalizacdo isoelétrica as proteinas sao separadas de acordo com o seu
ponto isoelétrico. Quando uma proteina € exposta a uma corrente elétrica, as proteinas
migram para 0s polos negativos e positivos de acordo com a carga elétrica dos
aminoacidos que a constituem, e distribuem-se pela strip (gel contendo gradiente de pH
imobilizado) até atingirem um pH onde sua carga total ¢ nula. Apos a focalizacdo
isoelétrica realiza-se a reducgdo das pontes de dissulfeto que ocorre entre as cisteinas e a
alquilacdo para prevenir a re-oxidagdo. Na segunda dimensédo o gel da focalizagio
isoelétrica é colocado horizontalmente sobre um gel desnaturante de poliacrilamida para
que ocorra o fracionamento das proteinas de acordo com suas massas moleculares
quando submetidas a uma diferenca de potencial elétrico, processo denominado de
eletroforese SDS-PAGE (Weiss & Gorg, 2009).

De acordo com Weiss et al. (2009) “as propriedades mais importantes de
métodos de deteccdo de proteinas aplicada na andlise do proteoma inclui alta
sensibilidade (ou seja, baixo limite de detecgdo), ampla faixa linear dinamica (intervalo
de massas ou concentragdes que permitem a construcdo de uma curva linear analitica,
para maior precisdo gquantitativa), reprodutibilidade, custo-beneficio, facilidade de
utilizacdo e compatibilidade com tecnologias de caracterizacdo e identificacdo de
proteinas, como a espectrometria de massas”. Afirmam ainda que dentre os métodos de
deteccdo de proteinas estd o de coloracdo Colloidal Coomassie Brilliant Blue G-250,
onde o corante se liga aos residuos arginina e lisina das proteinas, que possui faixa de
detecgdo de aproximadamente 100 ng, e tem como caracteristicas intensa capacidade de
coloragdo, elevada solubilidade em geéis de poliacrilamida, compatibilidade com a

espectrometria de massas, baixo custo e facil manuseio.
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As proteinas presentes nos geis, apos serem coradas formam manchas (spots), o
que possibilita a avaliacdo subtrativa entre grupos de tratamentos controle e
experimental, onde a auséncia ou 0 aparecimento de spots permite a obtencdo de
informacdes sobre proteinas tratamento-especifico, e a intensidade dos spots permite a
avaliacdo quantitativa do nivel de expressdo diferencial protéica, sendo que tais

proteinas sdo analisadas por espectrometria de massas (Graves & Haystead, 2002).

Apesar da maior facilidade de identificacdo das proteinas da soja devido a
elucidagdo do genoma, poucos estudos foram realizados com o intuito de se conhecer as
rotas metabolicas envolvidas na defesa da soja ao sofrer injaria de herbivoria. O
primeiro estudo proteébmico sobre a resposta de defesa da soja a herbivoria da lagarta-
do-algodoeiro (Prodenia litura, Lepidoptera: Noctuidae) foi realizado por Fan et al.
(2012), onde foram observadas alteragcdes nos niveis de expressao de 10 proteinas.

A espectrometria de massas € uma técnica analitica capaz de medir a razédo entre
a massa e a carga (m/z) de ions, de compostos organicos e inorganicos, 0 que permite a
determinacdo da massa molecular de proteinas, carboidratos, lipidios dentre outras
moléculas (Yates, 2011). Na década de 80 desenvolveram-se técnicas de ionizagdo por
eletrospray-ESI (ESI- MS) e de ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz -
MALDI (MALDI-MS) (Fenn et al., 1989; Karas e Hillenkamp, 1988). De acordo com
Chapman (1993), nas técnicas de ESI-MS e MALDI-MS, os ions sdo formados por
protonacdo ou desprotonacdo de moléculas anteriormente neutras, ou pela simples

adicdo de fons (Na*, K*, NH," ou CI"), formando ions adutos.

El-Aneed et al. (2009) relatam que a dessorcdo (conversdo de fase sélida para
gasosa) de ions é feita a partir de uma fase solida, onde as amostras (como por exemplo,
peptideos obtidos a partir da digestdo de com a enzima tripsina) sdo misturadas em uma
matriz apropriada, como por exemplo 0 acido a-ciano-4-hidroxicindmico (o-ciano), e
aplicadas em uma placa de MALDI até secarem. Ao se aplicar um feixe de laser (laser
azoto a 337 nm) a mistura de matriz e amostra sofre entdo a dessorcdo, 0 que gera a
ionizacdo dos analitos da amostra. Os peptideos protonados, ao serem submetidos a um
campo elétrico, sdo acelerados, onde a partir do seu tempo de véo (TOF- do inglés time
of flight) no vacuo € possivel obter a relacdo massa/carga (m/z) da molécula. Os dados
de massas obtidos sdo entdo representados na forma de picos em um espectro, que apos

serem analisados por ferramenta de bioinformatica [como o Mascot
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(http://www.matrixscience.com)], associada a pesquisa em banco de dados, possibilita a
identificacdo das proteinas (Fig. 7), num método conhecido como peptide mass
fingerprinting (PMF). Alternativamente existe a possibilidade da identificacdo protéica
ser feita através do sequenciamento da cadeia de aminoéacidos dos fragmentos

peptidicos gerados no processo (Graves & Haystead, 2002).
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Fig. 7. Etapas da andlise protedmica. A) Extracdo protéica total por TCA/Acetona; B)
Separac¢do pelo ponto isoelétrico na primeira dimensdo; C) Separacdo pela massa molecular na
segunda dimensdo; D) Retirada dos spots de interesse; E) Digestdo enzimatica com tripsina e
extracdo dos peptideos; F) Obtencdo de espectros por MALDI-TOF/TOF; G) Comparagdo em
base de dados de sequencias de proteinas.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Como objetivo geral pretende-se avaliar a resposta ao estresse oxidativo
relacionadas a defesa de soja ao dano de herbivoria do percevejo-marrom, bem como
identificar as principais rotas metabodlicas induzidas. Pretende-se ainda dar mais
subsidios para o conhecimento da caracteristica resistente da variedade 1AC-100, em

comparagdo com a Silvania.
3.2 Objetivos especificos

v' Avaliar, em variedades de soja susceptivel e resistente, o padréo
temporal de resposta ao estresse oxidativo gerado pela herbivoria do
percevejo-marrom, atraves do estudo das enzimas lipoxigenase 3 (LOX
3), catalase (CAT), guaiacol peroxidase (GPOXx) e ascorbato peroxidase
(APX) ap0s 24, 48, 72 e 96 h de herbivoria;

v Estudo protedmico comparativo em variedades de soja susceptivel e
resistente ao dano de herbivoria pelo percevejo-marrom a fim de mapear
as rotas metabodlicas predominantes na defesa vegetal e comparar a

resposta entre as variedades.
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4. Material e Métodos

Os procedimentos experimentais foram executados nos laboratérios de
Bioguimica e Biologia Molecular, Gendmica e Protedmica e, de Espectrometria de
Massas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e no laboratério de Radicais

Livres do Departamento de Biologia Celular da Universidade de Brasilia - UnB.

4.1 Cultivo da Soja

As variedades de soja estudadas foram a IAC-100 [resistente a herbivoria
(McPherson & Buss, 2007)] e Silvania [susceptivel a herbivoria (Laumann et al.,
2008)], cujas sementes foram obtidas da Embrapa Cerrados (CPAC). Essas variedades
foram escolhidas para o estudo, pois aléem de serem variedades comerciais, a literatura
tem relatado suas caracteristicas resistente e susceptivel ao ataque de percevejos. As
variedades foram semeadas periodicamente em papel de germinacdo de sementes com
pH neutro, utilizando-se quatro folhas de germinacéo envolvendo cerca de 30 sementes
de soja. Essas folhas foram colocadas na vertical para possibilitar a germinacéo e o
crescimento da raiz. As folhas de germinacdo foram regadas diariamente até que
houvesse a formacao da raiz e separacdo dos cotilédones (aproximadamente sete dias).
Apds a completa germinagdo, as plantulas de desenvolvimento equivalente foram
transplantadas para potes plasticos de 350 mL contendo 2/3 de solo fertilizado e 1/3 de
substrato de cultivo (BIOPLANT), mantidas em cadmaras de germinacgédo a 25+ 2°C e

fotofase de 13 h. Fez-se a irrigacdo manual a cada dois dias.

Ao atingirem o terceiro estagio vegetativo (V3), as plantas foram utilizadas para
0s bioensaios de herbivoria. De acordo com Faria et al. (2007), uma planta estd em
estagio V3 quando a segunda folha trifoliolada estiver completamente desenvolvida, ou
seja, quando os bordos dos foliolos da segunda folha trifoliolada deixarem de se tocar

(Fig. 8).

O estudo foi realizado em estagio V3 devido a limitacdo de espago dentro das
camaras de germinacdo que foram utilizadas para o crescimento e montagem dos
bioensaios, o que possibilitou um melhor controle de troca gasosa, luminosidade e a
presenca de outras pragas. Outro ponto determinante para a escolha desse estagio foi o

de ter sido observada a indugdo de producdo de volateis ap0s a injuria de herbivoria
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nesse estagio, a atracdo de inimigos naturais por esses volateis e que quando em estagio
reprodutivo a liberacdo de volateis diminui, pois o metabolismo vegetal esta
direcionado para a reprodugdo. Com a inducdo da produgdo dos volateis em soja é
possivel atrair predadores, como exemplo os parasitdides, antes do pico de infestacdo da
praga (Michereff et al., 2011; Moraes et al., 2005; Moraes et al., 2009).

Segunda
folha
trifoliolar

Primeira
folha
trifoliclar

Fig. 8. Planta de soja em estagio V3. Planta apresentando total separacdo da segunda folha
trifoliolada.

4.2 Criagao do percevejo-marrom

Os insetos foram obtidos da coldnia de criagdo ja estabelecida na Plataforma de
Criacdo de Insetos do Departamento de Controle Biologico da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, conforme descrito a seguir. Os percevejos foram criados em
gaiolas plasticas (26 x 22 cm) contendo potes plasticos com algoddo embebido em agua
e alimentados com sementes de amendoim (Arachis hypogaea), soja (Glycine max),
girassol (Helianthus annus) e vagens de feijdo (Phaseolus vulgaris), mantidos a
temperatura de 26 + 2°C, umidade relativa (U.R.) do ar de 60 + 10% e fotofase de 14 h.
O fornecimento de alimento foi renovado duas vezes por semana. Durante o
desenvolvimento os percevejos passam pela fase de ovo que dura em média seis dias,
pela fase de ninfa composta por cinco estagios e que tem duracdo média de 25 dias, e a

fase adulta.
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4.3 Bioensaio de herbivoria

Ao todo foram montados quatro tratamentos: variedades de soja IAC-100 e
Silvénia, com e sem injaria de herbivoria pelo percevejo-marrom. Todos os bioensaios
foram realizados em camaras de germinacgéo tipo BOD (modelo 347, marca FANEM),
sendo uma para cada tratamento, para que a resposta de um tratamento ndo interfira nas

plantas do outro tratamento.

As plantas dos tratamentos que sofreram injuria de herbivoria foram expostas
por 96 h a trés percevejo-marrom machos, adultos, pois fémeas poderiam ovipositar nas
plantas mesmo sem ter havido acasalamento, induzindo uma resposta diferente de
defesa vegetal em relacdo & injdria de herbivoria e, portanto, erro experimental
(Michereff et al., 2011). Os percevejos foram privados de qualquer tipo de alimentacao
por um periodo de 24 h antes da condicdo do bioensaio. Para garantir a presenca
constante dos percevejos sobre as plantas do grupo com injdria de herbivoria, foram
utilizados sacos plasticos com microfuros de aeracdo para encobrir as plantas (Fig. 9),
0s quais também foram colocados nas plantas do grupo sem injuria de herbivoria. As
amostras analisadas foram obtidas nos meses de outubro e dezembro de 2011, sendo
que as amostras utilizadas para a realizacdo dos estudos enzimaticos e protedmica foram

obtidas em um mesmo bioensaio.

— _
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Fig. 9. Plantas de sojas em estagio V3 mantidas em camara de germinagdo. Envolvidas por
plastico perfurado para assegurar a presenca do percevejo durante todo tempo de exposigéo.

Em tempos regulares de 24 a até 96 h, as folhas de cada planta foram coletadas

individualmente e transferidas para tubos falcon de 50 mL e imediatamente congeladas
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em nitrogénio liquido, armazenadas a -80°C para analises protedmicas e de estresse

oxidativo.

4.4 Estudo do estresse oxidativo relacionado a defesa contra

herbivoria

4.4.1 Preparo do homogenato para ensaios de atividade

enzimatica

Ensaios enzimaticos foram realizados com o objetivo de determinar o perfil de
respostas antioxidantes das enzimas catalase, guaiacol peroxidase, ascorbato peroxidase
e da enzima oxigenase lipoxigenase 3 em soja nas variedades Silvania e IAC-100 em
estagio V3, quando exposta a herbivoria do percevejo-marrom em escala temporal de 96
h, com intervalos de coletas de 24 h. As folhas de uma Unica planta de soja foram
consideradas como uma replicata (n=1) bioldgica, e para cada replicata bioldgica foram
feitas leituras em “triplicata” (n=3) para cada enzima, sendo que para cada intervalo de
tempo foram utilizadas “triplicatas” biologicas. Os dados obtidos foram analisados por

ANOVA e teste de Tukey, considerando uma probabilidade de erro de 5%.

Em um almofariz previamente gelado contendo nitrogénio liquido, macerou-se o
tecido foliar até a formacdo de um po fino. Pesou-se 100 mg em um microtubo e
reservou-se em nitrogénio liquido até o momento da homogeneizacdo. Para cada 100
mg de macerado, adicionou-se 400 uL de tampéo fosfato de potassio 50 mM pH 7,0
(KPi), contendo 10 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF), 10 mM de éacido
etilenofiamino tetra-acético (EDTA), homogeneizou-se e centrifugou-se a 14.000xg por
15 min a 4°C. Transferiu-se 0 sobrenadante para um microtubo novo, e fez-se uma

aliquota para quantificacdo protéica pelo método de Bradford (1976).

4.4.2 Ensaios de atividade enzimatica

As reacOes (para as enzimas catalase, ascorbato peorxidase, guaiacol peroxidase)
foram realizadas em cubeta de quartzo utilizando-se tampéo KPi 0,05 M pH 7,0,e 1 a

20 uL de extrato protéico para um volume final de 1000 pL (incluindo o volume de
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substrato). Para a reacdo da atividade da lipoxigenase 3 utilizou-se tampédo KPi 0,05 M
pH 6,5e 1 a 20 pL de extrato protéico para um volume final de 3000 uL (incluindo o
volume de substrato). A reagdo € iniciada apds adi¢do do substrato correspondente a
cada enzima. Fez-se a leitura da taxa linear no comprimento de onda especifico para
aferir a atividade de cada enzima (Quadro 3) por 150 s em intervalos de 10 s. As
atividades enzimaticas foram calculadas usando o coeficiente de extincdo molar
correspondente a cada enzima e o resultado expresso em pmol.min™.mg™ de proteina.
As reacdes enzimaticas foram feitas em cubetas de quartzo de 10 mm x 10 mm com

volumes de 1 mL e 3 mL, e lidas em espectrofotdmetro Smart' VPlus (BioRad®).

Quadro 1. Ensaio da atividade enzimatica foliar das variedades de soja Silvania e IAC-100 em
estagio V3 com e sem herbivoria do percevejo-marrom.

Conc. Final do Coeficiente de Comprimento

Enzima Substrato extingdo molar de onda Referéncias
enzimatico (mM*em™) (nm)
Catalase 10 mM H,0, 0,0394 240 Hermes-Lima et
al., 2012

Ascorbato 10 mM H,0, + 4 14,5 265 Anderson et al.,

peroxidase mM de ascorbato 1992

Guaiacol 10 mM H,0, + 26,6 470 Chen et al., 2009

peroxidase guaiacol 2 mM

Lipoxigenase 3 8x10” mM de 22 234 Axelrod et al.,
linoleato de sodio 1981

Conc.: concentragao.

A analise da catalase foi feita através do acompanhamento da taxa de
decomposic¢do do H,O, a 4gua, a 240 nm; a atividade da ascorbato peroxidase a partir da
decomposic¢éo do H,0, ao oxidar o ascorbato a 265 nm, o guaiacol a 470 nm a partir da
formacéo do tetraguaiacol, a atividade da lipoxigenase é tida a partir da formacéo de

ligacGes duplas no hidroperéxido formado a 234 nm.

4.5 Estudo do perfil protéico da soja com e sem herbivoria do

percevejo-marrom

Para acessar a fisiologia do mecanismo de defesa em soja foram investigadas as

proteinas/rotas metabolicas presentes durante o processo através de ferramentas de
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protedmica. Dada a inviabilidade de realizar o estudo protebmico em toda a série
temporal, realizou-se a comparacdo do numero de bandas do perfil protéico bruto obtido
em cada série temporal dos quatro tratamentos (duas variedades de soja, com e sem
injuria de herbivoria) por eletroforese SDS-PAGE unidimensional. A contagem do
numero de bandas foi realizada através do programa TotalLab versdo 2009 (Nonlinear
Dynamics®) e a comparacao estatistica pela ANOVA em blocos casualizados, seguida
pela comparacdo mdaltipla por Tukey (programa estatistico R, versdo 2.15.0),

considerando-se uma probabilidade de erro de 5%.

Para o0 estudo propriamente dito do perfil protéico da defesa das variedades de
soja em estagio V3 foram retiradas folhas (um grama) apos 24 h de herbivoria pelo
percevejo-marrom em cada um dos quatro tratamentos (duas variedades com e sem
injuria de herbivoria). As folhas foram maceradas (pool de folhas de trés plantas por
extracdo) para extracao protéica total. As proteinas foram ressolubilizadas em solucéo
de reidratacdo e, apds a quantificagdo protéica por Bradford (1976), destinadas para a
focalizagdo isoelétrica e posterior fracionamento pela massa molecular. Os spots
diferenciais (em termos qualitativo e quantitativo) foram selecionados, digeridos com
tripsina e destinados para a identificacdo protéica por espectrometria de massas do tipo
Peptide Mass Fingerprinting MALDI-TOF/TOF. Todas essas etapas estdo detalhadas a

sequir.

4.5.1 Eletroforese bidimensional e espectrometria de massas

4.5.1.1 Extracédo protéica total

Para selecionar o tipo de extracdo protéica que seria utilizada na analise de
protebmica, foram feitas extracdes pelos métodos de TCA/Acetona e Fenol de seis
amostras de folhas de soja da variedade Silvania em estagio V3 e comparou-se trés
parametros: o rendimento protéico total obtido, a presenca indesejavel de DNA
gendmico e a diversidade e abundancia de bandas protéicas no perfil eletroforético em
SDS-PAGE, sendo a contagem das bandas realizada através do programa TotalLab

versdo 2009 (Nonlinear Dynamics®).

O método de extracdo protéica total por fenol foi adaptado de Natajaran et al.

(2005), no qual homogeneizou-se 1 g de amostra, previamente macerado em nitrogénio
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liqguido com o auxilio de almofariz e pistilo, em 5 mL de tampdo de extracdo gelado
(0,1M Tris-HCI pH 8,3; 2% (m/v) PEG6000; 0,02 M cloreto de magnésio; 0,4% (v/v) B-
mercaptoetanol; 0,001 M fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF); 0,01 M EDTA; 0,7 M
sacarose) e adicionou-se igual volume de fenol saturado equilibrado em Tris-HCI pH
8,0, misturou-se vigorosamente em vortex por 5 min. Centrifugou-se a 3.500xg por 15
min a 4°C. Coletou-se a fase fendlica e as proteinas foram precipitadas com quatro a
cinco vezes 0 volume obtido com acetato de amonio 0,1 M em metanol 100% gelado.
Incubou-se por 24 h a -20°C, seguiu-se centrifugacdo a 10.000xg por 20 min a 4°C.
Lavou-se o pellet em tampdo acetato de amonio 0,1 M em metanol 100% gelado.
Incubou-se novamente por 20 min a -20°C. Centrifugou-se e lavou-se o pellet por mais
duas vezes com tampao acetato de aménio 0,1 M em metanol 100% gelado. Apds a
ultima centrifugacdo lavou-se o pellet em acetona 80% (v/v) gelada e centrifugou-se a
10.000xg por 5 min a 4°C. Secou-se o pellet em centrifuga a vacuo (speed vac) por 30

min.

O método de extragdo por TCA/Acetona foi adaptado de Méchin et al. (2007)
onde macerou-se as amostras em nitrogénio liquido com o auxilio de almofariz e pistilo,
e para um volume de 5 mL de folha macerada, adicionou-se 10 mL de solucdo de
acetona gelada contendo 10% (m/v) acido tricloroacético (TCA) e 0,07% (v/v) B-
mercaptoetanol. Homogeneizou-se com vortex por 5 min e incubou-se por 24 h a -20°C.
Centrifugou-se a 10.000xg por 20 min a 4°C. Lavou-se o pellet por duas ou trés vezes
em acetona gelada contendo 0,07% (v/v) B-mercaptoetanol e centrifugou-se a 10.000xg

por 10 min a 4°C. Secou-se o pellet em speed vac por 30 min.

O rendimento protéico das extracdes foram avaliados por quantificacdo protéica
por Qubit (Invitrogen®), descrito em detalhes no item 3.5.1.3, e avaliadas em minigel
de SDS-PAGE 10% (8 x 8 cm com 1 mm de espessura), onde as amostras foram
previamente normalizadas entre si para uma mesma concentracdo final de massa, ou
seja, ao término dos dois métodos de extracdo protéica realizou-se a quantificagdo e as
massas de proteinas de uma mesma planta, porém de metodos diferentes foram
normalizadas para uma mesma concentracdo, para a analise em minigel, garantindo
assim que qualquer diferenga visualizada ndo fosse relacionada a diferenga de
concentragbes de proteina aplicada no minigel. As normalizacGes foram feitas da
seguinte maneira: plantas 1 e 3 com 2,25 ug; planta 2 com 4,25 pg; planta 4 com 2 ug;

planta 5 com 1,75 pg e planta 6 com 1 pug de massa. As amostras foram previamente

29



aquecidas por 5 min a 94 °C com 3,75 puL de tamp&o de amostra desnaturante 4x (62,5
mM Tris-HCI pH 6,8; 2% (m/v) SDS; 5% [-mercaptoetanol) para um volume final de
15 pL. Para verificagdo da presenca de DNA gendmico preparou-se um gel de agarose
0,8% em tampdo tris-borato EDTA (TBE: 10,8 g de Tris base; 5,5 g de &cido borico; 4
mL de EDTA 0,5 M pH 8,0), onde foram aplicados 12,5 pL. de amostra e 2,5 puL de
tampdo de amostra 6x [0,25% (m/v) azul de bromofenol; 0,25% (m/v) xileno cianol FF
e 30% (v/v) glicerol], corado em solu¢do de brometo de etidio a 0,0005 mg/mL. A
corrida das amostras foi realizada a 80 V até que as amostras penetrassem na malha do
gel de agarose, entdo a voltagem foi aumentada para 120 V e assim permaneceu por 40
min. O gel foi visualizado em luz ultravioleta (302 nm) em aparelho ULTima 16si
(Hoefer®).

A escolha do tempo de exposi¢do ao percevejo-marrom que seria analisado por
protedmica foi baseada na comparacéo do perfil proteico unidimensional, em termos de
namero de bandas, em eletroforese SDS-PAGE para cada série temporal de coleta foliar

(24, 48, 72 e 96 h) das variedades Silvania e IAC-100 com e sem injuria de herbivoria.

Apos a escolha do método de extracdo, foram realizadas extracdes protéicas de
um pool de folhas de trés plantas de soja em estagio V3 para cada strip utilizada, sendo
que para cada variedade (Silvania e 1AC-100) foram utilizadas trés strips para cada

tratamento (com e sem herbivoria).

4.5.1.2 Ressolubilizacéo protéica

O pellet obtido na extragdo protéica total, nos métodos de TCA/Acetona e Fenol,
foi pesado e para cada 12 mg de pellet adicionou-se 1000 pL de tampdo de
ressolubilizacdo [8,5 M de uréia; 2,5M de tiuréia; 2% (m/v) de CHAPSs; 1% (m/v) DTT;
1% (m/v) de Serdolit; 2% (v/v) de tampdo IPG 3-11 nao linear; 1,5 pL. de Coomassie
Brilliant Blue G-250 1% (m/v) em agua deionizada] adaptado de Weiss & Goérg (2007),
deixando sob agitagédo a temperatura ambiente por 1 h. Centrifugou-se a 14.000xg por 1
h a 25°C. Apo6s a centrifugacdo retirou-se o sobrenadante e fez-se uma aliquota de 50
pL para quantificagdo protéica e analise preliminar em minigel de SDS-PAGE. O

sobrenadante obtido e a aliquota foram reservados até 0 momento do uso a -20°C.
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4.5.1.3 Quantificacéo protéica

As quantificacdes protéicas foram realizadas de forma que para cada amostra
biolégica foram feitas trés leituras técnicas (triplicatas) para cada um dos métodos de
quantificacdo utilizado: fluorescéncia por Qubit (Invitrogen®) e Bradford (1976),
ambos descritos a seguir. O primeiro apenas foi utilizado para avaliar o rendimento da
extracdo de proteinas obtido pelos métodos por Fenol e TCA/Acetona, conforme
manual do fabricante. Nos demais casos, as quantificacbes foram realizadas pelo
método de Bradford.

Para a quantificacdo proteica pelo método fluorescente por Qubit, 1 pL de
amostra foi adicionada a 199 uL de solucdo de uso (composta por 1 uL de reagente
Quant-iT em 199 pL de Buffer Quant-iT) e incubadas por 15 min a temperatura
ambiente, ap6s serem vigorosamente agitadas em vortex. Para a montagem da curva de

calibracdo, 10 uL de padrao foram adicionados a 190 uL de solugéo de uso.

Para quantificacdo pelo método de Bradford (1976) foram utilizados 2,5 pL de
amostra, diluida 1:2, e 17,5 pL de tampao de ressolubizagdo para 1 mL de reagente de
Bradford preparado no laboratério (1% (m/v) Coomasssie Brilliant Blue G-250; 5%
(v/v) etanol 95%; 10% (v/v) acido fosforico). A absorbancia de cada amostra foi lida a
595 nm. O branco para as amostras foi feito com 20 pl. do mesmo tampdo de
ressolubilizagdo da amostra. Para a montagem da curva de calibragdo, 20 uL. de cada
padréo de albumina de soro bovino (BSA) nas concentracdes de 2; 1,5; 1,0; 0,75; 0,5;
0,25; 0,125 mg/mL foram pipetados em microtubos separados. Para o preparo do branco
da curva de calibragdo, 20 pL de solugdao 0,9% de cloreto de sédio e 1 mM de azida
sodica. Apo6s a adicdo do reagente de Bradford, os microtubos foram agitados
vigorosamente no vortex e incubados a temperatura ambiente por 5 min e a leitura feita

a 595 nm em espectrofotdmetro SamrtSpec™ Plus (Bio-Rad®).

4.5.1.4 Reidratacao das strips

Strips sdo tiras formadas por um gel de poliacrilamida co-polimerizado com um
gradiente de pH. O procedimento seguiu as instrucdes presentes no manual da strip,

com pH de 3 a 11 néo linear, utilizada (Immobiline™ DryStrip pH 3-11NL, 13 cm, GE
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Healthcare®). Foram aplicados 250 pl. de tampao de amostra contendo 500 pg de
amostra no cassete que acondiciona as strips. As strips foram entdo colocadas no
suporte com o gel voltado para baixo e evitando-se a formacgéo de bolhas, em seguida
cobriu-se toda canaleta com glicerol para evitar o ressecamento ou a contaminagéo das
strips. A reidratacdo ocorreu por 16 h a temperatura ambiente. Ao término da

reidratacao realizou-se a focalizacdo isoelétrica.

4.5.1.5 Focalizacao isoeléetrica

A focalizacdo isoelétrica foi feita no Sistema Multiphor Il Electrophoresis
(Pharmacia®) acoplado a um sistema de refrigeracdo por banho ultratermostatizado
(Marconi®) ajustado para permanecer a 20°C, onde as condi¢des de corrida seguiram o
manual Immobiline™ DryStrip pH 3-11NL, 13 cm, envolvendo as seguintes etapas
detalhadas no quadro 2, com a utilizagdo da fonte Electrophoresis Power Supply EPS
3501 XL (GE Healthcare®). As strips ndo destinadas imediatamente para a eletroforese

por SDS-PAGE foram armazenadas individualmente em tubos plasticos a -20°C.

Quadro 2: Etapas da focalizagdo isoelétrica a 20°C.

Etapa Amperagem (mA) Voltagem (V) Poténcia (W) Tempo (h:min) kWh

1 2 300 5 1 min

2 2 3500 5 1:30 2,9

3 2 3500 5 3:10-4:00 11,1-14,1
Total - - - 4:40-5:30 14,0-17,0

4.5.1.6 Reducdo e alquilacao das strips

Apos a focalizacdo isoelétrica realizou-se a redugdo e alquilagdo, onde em
recipiente proprio foram adicionados 8 mL de tampéao SDS de equilibrio [0,05 M Tris-
HCI pH 8,8; 6 M uréia; 30% (v/v) de glicerol; 2 % (m/v) de SDS; 20 pL de azul de
bromofenol 1% (m/v)] contendo 1% (m/v) de DTT e incubou-se sob leve agitagdo por
15 min. Trocou-se o tampdo por mais 8 mL de tampdo SDS de equilibrio contendo
2,5% (m/v) de iodoacetamida e incubou-se sob leve agitacdo por 15 min. Apds a Gltima
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agitacdo, procedeu-se a eletroforese em SDS-PAGE de acordo com o manual da cuba
multipla Ettan DALTsix (GE Healthcare®), o qual sera detalhado a seguir.

4.5.1.7 Eletroforese bidimensional

A eletroforese em SDS-PAGE foi realizada no aparato Ettan DALTSsix (GE
Healthcare®), acoplado ao sistema de refrigeracdo TE-2005 (marca Tecnal) ajustado
para permanecer a 25°C, em duas etapas descritas no Quadro 3. Os géis foram
preparados a 12,5% com 1,5 mm de espessura, corados com Coomassie Brilliant Blue
G-250 (0,08% (m/v), 20% (v/v) etanol, 1,6% (v/v) &cido fosforico, 8% (m/v) sulfato de

amonio por 3 dias, e descorados com &gua destilada, renovada por cinco vezes.

Quadro 3: Etapas da eletroforese SDS-PAGE 12,5% a 25°C.
Etapa Amperagem/gel (mA) Voltagem (V) Poténcia/gel (W) Tempo (h:m)

1 10 80 1 1:00
2 40 500 13 4:30-6:00
As imagens dos géis foram obtidas através do ImageScanner Il (GE

Healthcare®) e analisadas pelo programa ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE
Healthcare®), e ap6s analise subtrativa diferencial, onde foi analisada a razdo dos spots
entre os tratamentos, fez-se analise estatistica dos dados por ANOVA (p<0,05). A razédo
dos spots é obtida através de um calculo realizado pelo programa onde € dado um valor
numérico aos spots (obtios através da andlise dos pixels e area do spot), e esse valor é
entdo dividido pela média dos respectivos spots presentes nos trés geéis de cada

tratamento, de cada variedade.

4.5.1.8 Digestdo em gel com tripsina

A digestdo em gel foi realizada com enzima tripsina de fabricantes diferentes

para cada variedade.

Para avaliacdo do procedimento de digestdo com a tripsina, realizou-se em

paralelo a digestdo de um spot referencial, que foi supostamente tido como sendo uma
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subunidade ou isoforma da proteina rubisco, como controle positivo, pois € um spot

normalmente presente em géis de mapa protéico foliares.

1-Digestéo dos spots diferenciais para a variedade de soja Silvania:

O preparo da solucéo tripsina (Sequencing Grade Modified Trypsin, Promega®)
foi realizado de acordo com recomendacdo do fabricante. A tripsina foi ressolubilizada
em 0,05 M de 4cido acético de modo a ficar com 1 pg/ul (a propor¢do de

protease/proteina deve ficar entre 1:100 a 1:20).

Microtubos de 1,5 mL foram lavados em metanol e enxaguados em agua
deionizada e secos em camara de fluxo laminar. Os spots de interesse foram retirados
com o auxilio de ponteiras amarelas, previamente lavadas em metanol, e colocados em
microtubos identificados. Os fragmentos de gel foram descorados através de sucessivas
lavagens em etanol 30 %, descartando-se o sobrenadante. Os spots foram incubados em
solucdo acetonitrila 50 % contendo 0,025 M de bicarbonato de aménio, sob agitacao por
15 min e descartando-se o sobrenadante ao final. Os spots foram desidratados com
acetonitrila 100 % em volume suficiente para cobri-los, por 10 min sob agitacdo, e
repetiu-se o processo até que os géis/spots ficassem opacos. Retirou-se o sobrenadante e
secou-se 0s spots em speed vac por 20 min. Reidratou-se com 50 uL, para cada spot, em
solugdo de digestdo 0,05 M Tris-HCI pH 7,6 contendo 1 mM de cloreto de célcio e 0,5
pL de tripsina a 1 pg/pul previamente aquecida a 30 °C por 15 min e adicionou-se 50 pL
de 0,05 M de bicarbonato de amdnio. As amostras foram incubadas a 37 °C por 14 a 18
h. Ao final, agitou-se vigorosamente os microtubos por 1 min e procedeu-se uma rapida
centrifugacdo (spin). Os sobrenadantes foram armazenados a -20°C até a realizacdo de

espectrometria de massas.

2- Digestéo dos spots diferenciais para a variedade de soja IAC-100:

O preparo das solugdes de uso do kit de digestdo “Trypsin Profile IGD Kit”

(Sigma®) seguiu as instrucdes do fabricante.

Os spots diferenciais foram retirados dos géis e colocados em microtubos

previamente lavados com 100 pL de solugdo de extragdo peptidica. Para descorar os
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spots, adicionou-se 200 pL de solugdo descorante e incubou-se a 37 °C por 30 min.
Apbs a incubacdo, os sobrenadantes foram descartados e repetiu-se 0 processo. Secou-
se 0s spots em centrifuga a vacuo por 20 min e adicionou-se 20 pL (cerca de 0,4 ug de
tripsina) de solucdo de tripsina e 50 puL de tampao de reagdo de tripsina. Incubou-se a
reacao por 16 h a 37 °C, ap0s a incubacao os microtubos foram armazenados a -20 °C

até a realizacdo da espectrometria de massas.

4.5.1.9 Espectrometria de massas

Ap0s a digestdo das amostras com tripsina, essas foram preparadas em placa de
MALDI AnchorChip 384/600 na propor¢do de 2 pL. de amostra para 2 pL de matriz
acido a-ciano-4-hidroxicindmico e analisadas no equipamento Ultraflex 111 TOF/TOF
(Bruker Daltonics®). Os parametros utilizados para a obtencdo dos espectros de MS
foram: faixa de massa de 600 a 3500 Da; programa FlexControl 3.3.108.0; RP_PEPI
MIX; com 200 disparos automaticos, numa frequéncia de 200 Hz; laser entre 20-45 %;
defleccdo de massa de 600 Da; modo refletivo positivo e calibragdo externa por Peptide
Calibration Standard 1. O método de obtencdo de MS/MS foi o LIFT, com 2000
disparos, sendo 400 para o precursor e 1600 para os fragmentos; laser entre 22 a 55 %j;
0s demais parametros iguais aos citados anteriormente. Os espectros de MS foram entéo
analisados (sequenciados) pelo programa Mascot e a busca de similaridade no banco de
dados foi realizada através do BLASTp. Os parametros utilizados no programa Mascot
para 0 método de MS/MS foram: (i) NCBInr como banco de dados; (ii) viridiplantae,
como taxonomia; (iii) modificagdes fixas: carbomidometilacdo das cisteinas; (iv)
modificacdo variavel: oxidacdo da metionina; (v) foram consideradas os valores de
massas monoisotopicos dos espectros; (vi) tolerancia de massas dos peptiedeos e dos
fragmentos de 150 partes por milh&o (ppm); (vii) toleréncia dos fragmentos de + 0,05
Da. Tais tolerancias consideram a perda de um sitio de clivagem devido a hidrolese por

tripsina.
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5. Resultados
5.1 Resultados das atividades enzimaticas

5.1.1 Variedade Silvania

Durante a coleta das folhas foram observados sinais de alimentacdo em todas as
plantas do bioensaio. Para a enzima catalase foi observado que a atividade do grupo
com injuria foi menor do que a atividade do grupo sem injuria de herbivoria. A
atividade no tempo de 24 h nédo apresentou diferenca entre 0s grupos com e sem injdria,
apresentando diferenca significativa entre os tratamentos a partir de 48 h (Fig. 10).
Quando houve exposic¢do ao percevejo-marrom ndo houve diferenca significativa entre a
atividade da catalase em funcdo do tempo de herbivoria. Quando ndo houve injdria, a
atividade foi maior no tempo de 48 h que nos de 24 e 96 h, mas néo diferiu do de 72 h.
Quando comparamos a atividade em funcdo da injuria em cada tempo individualmente,
apenas nos tempos de 48 e 72 h houve diferenca na atividade da catalase, mas ndo nas
primeiras e ultimas 24 h de herbivoria.
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Fig. 10. Atividade temporal da enzima catalase em folhas de soja Silvania em estagio V3
com e sem injuria de herbivoria do percevejo-marrom. Cada grupo possui n=3. Médias de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para a guaiacol peroxidase, observou-se uma maior atividade enzimética em
todos os tempos do grupo com injdria de herbivoria. A atividade da enzima apresentou
resposta logo nas 24 h iniciais da injuria (Fig. 11). Quando houve exposicdo ao
percevejo-marrom a atividade da guaiacol foi maior ap6s 96 h de herbivoria, do que
com 24 e 72 h, mas ndo diferiu a 48h. Quando ndo houve injuria, a atividade apenas foi
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diferente entre os tempos de 24 e 96 h. A atividade da guaiacol é aumentada pela

herbivoria do percevejo-marrom.
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Fig. 11. Atividade temporal da enzima guaiacol peroxidase em folhas de soja Silvania em
estagio V3 com e sem injuria de herbivoria do percevejo-marrom. Cada grupo possui n=3.
Médias de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A atividade enzimatica da ascorbato peroxidase ndo variou em fungdo do tempo
de exposi¢do a herbivoria, bem como em funcdo de haver injaria de herbivoria pelo

percevejo-marrom (Fig. 12).
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Fig. 12. Atividade temporal da enzima ascorbato peroxidase em folhas de soja Silvania em
estagio V3 com e sem injuria de herbivoria do percevejo-marrom. Cada grupo possui n=3.
Médias de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A enzima lipoxigenase 3 ndo apresentou diferenca entre os tratamentos e 0s
tempos de 24 h e 48 h, seguida de um pico da atividade ap6s 72 h de injdria pela
herbivoria do percevejo-marrom, e de uma queda na atividade apds 96 h de injdria,

porém mantendo-se maior que o0 grupo sem injdria de herbivoria (Fig. 13). Quando néo
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houve injdria, a atividade da LOX 3 manteve-se inalterada. A atividade aumenta apds

48 h de herbivoria pelo percevejo-marrom.
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Fig. 13. Atividade temporal da enzima lipoxigenase 3 em folhas de soja Silvania em estagio
V3 com e sem injdria de herbivoria do percevejo-marrom. Cada grupo possui n=3. Médias
de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

5.1.2 Variedade IAC-100

As atividades enzimaticas das enzimas CAT, GPOx, APX e LOX 3 ndo

variaram em funcdo do tempo de exposicao a herbivoria, bem como em funcéo de haver

injuria de herbivoria pelo percevejo-marrom (Figs. 14 a 17, respectivamente).
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Fig. 14. Atividade temporal da enzima catalase em folhas de soja IAC-100 em estagio V3
com e sem injaria de herbivoria do percevejo-marrom. Cada grupo possui n=3. Médias de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Fig. 15. Atividade temporal da enzima guaiacol peroxidase em folhas de soja IAC-100 em

estagio V3 com e sem injuria de herbivoria do percevejo-marrom. Cada grupo possui n=3.
Médias de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Fig. 16. Atividade temporal da enzima ascorbato peroxidase em folhas de soja IAC-100 em
estagio V3 com e sem injuria de herbivoria do percevejo-marrom. Cada grupo possui n=3.
Médias de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Fig. 17. Atividade temporal da enzima lipoxigenase 3 em folhas de soja IAC-100 em
estagio V3 com e sem injuria de herbivoria do percevejo marro. Cada grupo possui n=3.
Médias de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Comparando as atividades das enzimas do grupo controle das variedades 1AC-
100 e Silvania, considerando cada tempo como n=1 e tirando-se a média desses valores
(Tabela 1), pdde-se observar que a variedade Silvania (susceptivel) possui uma maior
atividade das enzimas por mg de proteina do que a variedade IAC-100. Porém para a
enzima LOX 3, a variedade Silvania apresentou uma menor atividade do que a
variedade 1AC-100.

Tabela 1. Comparagdo entre as atividades enzimaticas do grupo sem injdria das sojas
variedades Silvania e I1AC-100, considerando cada tempo como uma unidade experimental
(ANOVA p<0,05).

Silvania IAC-100
Enzimas U/mg de proteina U/mg de proteina Valor-p
Catalase 266 + 43 157 £ 25 p=0,03
Guaiacol Peroxidase 0,30 + 0,06 0,11 +0,02 p<0,001
Ascorbato Peroxidase 0,27 £ 0,02 0,17 £0,02 p<0,002
Lipoxigenase 3 0,11 £0,02 0,16 +0,03 p=0,02

De maneira geral pode-se afirmar que: a) a variedade Silvania em estagio V3 ao
sofrer herbivoria pelo percevejo-marrom aumenta a resposta antioxidante, ou seja, a
injuria altera sua fisiologia no sentido de minimizar altera¢cdes oxidativas provocadas
pelo estresse biodtico; b) a variedade IAC-100 no mesmo estagio fenoldgico, por outro
lado, ndo apresentou resposta das enzimas apos herbivoria do percevejo-marrom, sendo
menos sensivel a sua injuria. Além disso, apresentou menor atividade constitutiva (em

geral) que a variedade Silvania.

5.2 Protebmica

5.2.1 Comparacéo entre as extracdes protéicas

O método de extragdo protéica escolhido para as analises de proteémica foi o de
TCA/Acetona devido ao maior rendimento proteico (Tabela 2), a eliminacdo do DNA
gendmico das amostras (Fig. 18) e por apresentar uma menor concentracao de proteinas
de massa molecular de aproximadamente 50 kDa (Fig. 19), massa aproximada da
proteina rubisco. Mesquita et al. (2012) relatam que a extracdo protéica total de folhas
de soja pelo metodo Fenol apresentou maior nimero de subunidades da proteina

rubisco do que o método de TCA/Acetona e, de acordo com Ahsan et al. (2007) e Lee
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et al. (2007) a presenca da proteina rubisco por possuir uma maior concentracao que as
outras proteinas, pode interferir na analise das proteinas de menor concentracdo. N&o
houve diferenga estatistica significativa (ANOVA, p>0,5) quanto a diversidade e
abundancia de bandas obtidas a partir dos métodos de extracdo TCA/Acetona (21,5 +
5,9) e Fenol (22,2 £ 5,3) (Fig. 19 e Tabela 2), porém é possivel observar ainda que na
extracdo pelo meétodo de TCA/Acetona proteinas de menor massa molecular

apresentaram maior concentracéo.

Tabela 2. Massa, concentracdo protéica total e nimero de bandas obtidas pelos métodos de
extracdo TCA/acetona e fenol em folhas de soja da variedade Silvania em V3.

TCA/Acetona Fenol
Réplicas Massa de Conc. Numero de  Massa de Conc. NUmero
Folha (mg) (mg) bandas Folha (mg) (mg) de bandas
Planta 1 18 0,11 25 18 0,07 26
Planta 2 10 0,15 28 10 0,10 27
Planta 3 16 0,05 24 16 0,05 20
Planta 4 16 0,12 21 16 0,05 27
Planta 5 19 0,10 20 19 0,04 18
Planta 6 12 0,06 11 12 0,02 15

Concen: concentracdo protéica total.

1la 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b 5a 5b 6a 6b

<— DNA genbmico

Fig. 18. Comparacdo quanto a eficiéncia de eliminacdo de DNA gendmico da extragéo
protéica total pelos métodos de TCA/acetona e por fenol (Gel de Agarose 0,8% corado em
brometo de etideo 0,0005 mg/mL). NUmeros iguais: mesma planta; letra a: extracdo por
TCA/acetona; letra b: extracdo por fenol.
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Fig. 19. Comparacdo quanto ao nimero de bandas entre os métodos de extracédo protéica
total por TCA/acetona e por fenol (SDS-PAGE 10% corado com Coomassie Brilliant Blue G-
250). Marcador Full Range Rainbow RPN800 (Amersham); Trilhas 1 e 3 com 2,25 ug de
proteina; trilhas 2 com 4,25 pg; trilhas 4 com 2 pg; trilhas 5 com 1,75 ug e trilhas 6 com 1 ug.
NUmeros iguais: mesma planta; a: extracdo por TCA/acetona; b: extracdo por fenol.

5.2.2 Comparacao entre os tempos de herbivoria

O tempo de exposicdo das variedades de soja a herbivoria do percevejo-marrom
escolhido para as analises de protedmica foram o de 24 e 96 h (Fig. 13), porém devido a
problemas técnicos ndo foi possivel realizar a analise das amostras de 96 h. Foram
observadas diferencas significativas no perfil protéico, em termos do numero médio de
bandas, na variedade IAC-100 no tempo de 96 h sem injuria quando comparado aos
outros sem e com injaria (ANOVA, valor-p<0,001); e na variedade Silvania no tempo
de 72 h do grupo com injuria quando comparado aos outros tempos sem e com injuria
(ANOVA, p<0,001) (Tabela 4).
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Fig. 20. Perfil proteico foliar da variedade de soja Silvania, em intervalos de 24 a 96 h, sem
e com injuria de herbivoria pelo percevejo-marrom (SDS-PAGE 12% corado com
Coomassie Brilliant Blue G-250). “Triplicata” das extragdes protéicas (1) do grupo com injlria
e (1) sem injaria. Trilhas com 5 pg de proteina.

Fig. 21. Perfil proteico foliar da varledade de soja IAC-100, em intervalos de 24 a 96 h,
sem e com injuria de herbivoria pelo percevejo-marrom (SDS-PAGE 12% corado com
Coomassie Brilliant Blue G-250). Triplicata das extra¢des protéicas (I) do grupo com injaria e
(11) sem injuria. Trilhas com 2 pg de proteina.

Tabela 4. Numero médio de bandas observadas em gel de SDS-PAGE 12 % das variedades
IAC-100 e Silvania em estagio V3, sem e com injuria de herbivoria por 24, 48, 72 e 96 h.
Médias de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (ANOVA e teste de Tukey,
p<0,05).

Numero médio de bandas relacionadas a injuria

IAC-100 Silvania
Ter_npo_de Sem herbivoria Com herbivoria Sem herbivoria Com herbivoria
Herbivoria (h)
24 15,33+0,6 a 14,33+0,6 a 15+1a 1266+12a
48 1l4+1a 1533+15a 14,33 +0,6 a 13,33+0,6 a
72 1433+15a 16,66 £ 0,6 a 15+0a 12+1b
96 11+1b 16+1a 14,66+ 0,6 a 13+0a

-: grupo sem injdria; +: grupo com injuria do percevejo-marrom.
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5.2.3 Eletroforese bidimensional

Apds selecionarmos o tempo de exposicdo da soja ao percevejo-marrom,
realizamos nova extracao protéica foliar no tempo de 24 h dos grupos sem e com injuria

de herbivoria, pelo método TCA/Acetona para analise em gel bidimensional.
5.2.3.1 Analise da soja variedade Silvania

Ao término das extracdes as amostras foram quantificadas pelo método de
Bradford, normalizadas para 16,35 pg e avaliadas em um minigel SDS-PAGE 10%
(Fig. 14) para confirmacdo da homogeneidade da quantidade de proteina total entre as

amostras.

Sem Injdria  Com Injuria

35

30

25

e

Fig. 22. Normalizacdo da extracao protéica total foliar de soja V3 da variedade Silvania
(SDS-PAGE 10% corado com Coomassie Brilliant Blue G-250). M: Marcador pré-corado Full
Range Rainbow RPN800 (Amersham®). Grupo sem injaria trilhas: 1 a 3; Grupo com injuria:
trilhas 4 a 6.

Ap0s normalizacdo baseada na quantificacdo protéica e no minigel, foram entéo
aplicados 250 pL de extrato protéico bruto contendo 500 pg de proteina em cada uma
das seis strips de 13 cm pH 3-11 NL para a focalizacdo isoelétrica e eletroforese por
SDS-PAGE. Trés strips foram utilizadas para o grupo sem injuria e trés para grupo com
injaria de herbivoria, gerando um total de seis géis, sendo apresentada apenas uma das
réplicas dos géis do grupo sem (Fig. 23 I) e do grupo com injuria (Fig. 23 I1). Os trés

geis de cada grupo podem ser visualizados no Anexo 1.

44



‘(@uaboainaul) Jappe uislodd JJeNyouag J0pealelA (A "0BIRII41IIUSPI B WRIIPUI SOI3LNU SO 8 Se1es Jod Sopedlpul OR1Sa SIRIoUIaLIp
sjods sQ ‘eurdjord op S (0S¢ WNUOd [93 BPRD "0GZ-9 AN|g ueIjjlIg SISSBWO0D W09 0pelod 9%G'2T IOVd-SAS 'BLOAIQIAY 8p eunlul wod
‘11 ‘wourew-olans24ad op elIOAIqIaY WiasS °| “EA 016e1sa wa eiueA|IS elos ap apepalie ep Jeljos 0d19104d |ijaad op jeuoisuswiplg |99 gz bi4

N
e

0T

ST

0¢

[
02siqny

S¢

0€

ov

0s
09

INt-LL eunflu] wod

08

ozt

-

—

<€

INE-TT

eunfu] wes

eqy

()4

ST

0z

sz

0€

ov

0s

09

08

1744

45



Foram identificadas 17 proteinas expressas em niveis diferenciais (Fig. 23) entre
0S grupos sem e com injuria de herbivoria para a variedade Silvania, sendo que oito
apresentaram aumento e nove diminui¢do em sua expressdo (Tabela 5 e Fig. 24). Néo

foram identificadas proteinas exclusivamente expressas devido a herbivoria.

5- 18%

7- Prot. Hip. 117%

35- Prot. Hip. 130 %
50- 126 % l

66- EPSP 155%

81-hsp 70 kDa 145%

89- 1180 %

96- 161%

99- Nao Caract. 111%

111- Prot. Hip. 184 %

146- Glic. Tipo 2-b 1250 % Com Herbivoria

158- HSP 20KdA 187 % Il Sem Herbivoria

342- Prot. Hip. 132%
356- Prot. Rica em Glic. 164 %
367- Prot. Hip. 159 %
390- 175%
391- 18,5 %
S & & & &

Nivel de Expressdo

Fig. 24. Proteinas com niveis diferenciais expressas em folhas da variedade de soja
Silvania em estagio V3 sob injaria do percevejo-marrom. Os nimeros correspondem a
identificacdo dos spots no mapa protéico, e 0s que ndo apresentam descricdo ndo foram
identificadas as familias protéicas a que pertencem. Os valores em porcentagem indicam em
quanto a expressdo da proteina foi alterada no grupo com injaria comparando ao sem injuria.
Expressdo em unidades arbitrarias.
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Tabela 5. Identificacdo das proteinas com niveis diferenciais de expressdo devido a herbivoria do percevejo-marrom em folhas de soja variedade Silvania em
estagio V3, apos fracionamento por eletroforese bidimensional, obtengdo de espectros por MALDI-TOF, e identificacdo utilizando-se 0s programas Mascot e 0
BLASTp, por MS/MS (p<0,05). pl: ponto isoelétrico.

Identificacéo . . Acesso no . .
dos spots Proteina /Taxonomia pl Score GenBank Sequencia dos peptideos
Controle + Subunidade grande da Rubisco / (Arenaria . ELGVPIVMHDYITGGFT
drummondii) 6.13 184 gil131911 ANTSLAHYCR
Proteina hipotética (Regido identificada: GAT_1-
07 “Type 1 glutamine aminotransferase — like)/ (Glycine 5,43 117 0i|255639997 LSDFFEILATSEDR
max)
35 Proteina hipotética / (Oryza sativa Japonica Group) 5,58 30 0i|40538952 GFIMKGATNATVDSMV
. . AVLLAGLNTPGITTVIE
66 CP4EPSPS/ (Glycine max) 5,13 57 0i|18266432 S G G
PIMTR
81 Prote|_na mitocondrial de choque térmico de 70 kDa/ ] 65 ref|{XP_003545743. AVITVPAYFNDAQR
(Glycine max) 1
Proteina ndo caracterizada LOC100500579 (Regido
99 identificada: STI “Inibidor de tripsina de soja, da - 37 gi|351724211 GFPITISSPAR
familia de inibidores de protease”)/ (Glycine max)
Proteina hipotéti RBIDRAFT 1 .
111 roteina hipotética SO 039031895/ i 136 gi[242054087 LSGIPVHIGKLTK
(Sorghum bicolor)
146 Proteina rica em glicina tipo 2b/ (Glycine max) 6,29 130 0i|356538622 SLAEGESVEFAIESESDG

R
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=3847
http://www.matrixscience.com/cgi/master_results.pl?file=../data/20120511/FtGclxHeL.dat#Hit1

158 Chaperona tipo cloroplastica de 20 kDa/(Glycine max) 146

342 Proteina hipotética VITISV_038929/(Glycine max) 5.43 90

Proteina rica em glicina ligante de RNA/(Glycine

356
max)

6,58 77

Proteina hipotética (Regido identificada:
367 SGNH_plant_lipase_like, pertecentes a familia das 5,83 85
hidrolases) /(Glycine max)

0i[356556406

gi[147800453

gi[351725469

gi[255646252

DKPSIGTVIAVGPGHLDEEG
NR

SLLYVETADRPGLLVDLVK

AFSQYGEIVETK

AFFVFGDSLVDNGNNNFLA
TTAR

Continuacéo da Tabela 4.
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5.2.3.2 Andlise da soja variedade 1AC-100

Assim como para a variedade Silvania, ao término das extragbes as amostras
foram quantificadas pelo método de Bradford, normalizadas para 18,6 ug e avaliadas
em um minigel SDS-PAGE 10% (Fig. 25) para confirmacdo da homogeneidade da
quantidade de proteina total entre as amostras.

Ap0s normalizacdo baseada na quantificagcdo protéica e no minigel, foram entéo
aplicados 250 pL de extrato protéico bruto contendo 500 pg de proteina em cada uma
das seis strips de 13 cm pH 3-11 NL para a focalizacdo isoelétrica e eletroforese por
SDS-PAGE. Trés strips foram utilizadas para o grupo sem injdria (Fig. 26 1) e trés para
grupo com injaria de herbivoria (Fig. 26 I1). Os trés géis de cada grupo podem ser
visualizados no anexo 2.

Sem Injdria Com Injuria
A A

20 S
15

10

Fig. 25. Normalizacdo da extracdo protéica total foliar da variedade 1AC-100 (SDS-PAGE
10% corado com Coomassie Brilliant Blue G-250). M: Marcador BenchMark Protein Ladder

(Invitrogen®). Grupo sem injuria trilhas 1 a 3; Com injuria trilhas 4 a 6. Cada trilha possui 18,6
g de proteina.
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Foram identificadas 10 proteinas expressas em niveis diferenciais entre os
grupos sem e com injuria de herbivoria para a variedade 1AC-100, sendo que quatro
apresentaram um aumento na sua expressao, enquanto que seis, reducéo (Tabela 6 e Fig.
26 e 27), sendo que dessas apenas foi possivel identificar a funcdo de duas (Tabela 5).

Novamente ndo foram identificadas proteinas exclusivamente expressas sob estresse de
herbivoria.

24 N27%
61 ¢ 46 %
12 4 45%

9 4 38% Com Herbivoria

114 Glic-3-fosf 132% I Sem Herbivoria
131 N 59%

136- Sub. Grand. Rubisco — T33%

160 220%
162 d 49%
190 432%

e o e

Nivel de Expressao

Fig. 27. Proteinas diferencialmente expressas em folhas da variedade de soja variedade
IAC-100 em estdgio V3 sob injaria do percevejo-marrom. Os nimeros correspondem a
identificacdo dos spots no mapa protéico, e 0s que ndo apresentam descricdo ndo foram
identificadas as familias protéicas a que pertencem. Os valores em porcentagem indicam em

guanto a expressdo da proteina foi alterada no grupo com injlria comparado ao sem injdria.
Expressdo em unidades arbitrérias.
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Tabela 5. Identificacdo das proteinas com niveis diferenciais de expressao devido a herbivoria do percevejo-marrom em folhas de soja da variedade
IAC-100 em estagio V3, ap6s fracionamento por eletroforese bidimensional, obtencdo de espectros por MALDI-TOF e identificacdo, utilizando-se o0s
programas Mascot e BLASTp, por MS/MS (p<0,05). pl: ponto isoelétrico

Identificacdo

Proteina /Taxonomia pl Score GenBank Sequencia dos peptideos
dos spots

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase NADP/ ]
114 . . 6,66 64 0i|66026 VIAWYDNEWGYSQR
(Spinacia oleracea)

136 Subunidade grande da Rubisco/ (Bursera inaguensis) 6,09 67 gil131921 FLFCAEAIFK
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6. Discussao

6.1 Atividades enzimaticas

Neste estudo a variedade de soja Silvania ndo apresentou diferenca significativa
na atividade da catalase em funcdo do tempo de herbivoria, porém atividade da enzima
apresentou um pico no tempo de 48 h no grupo sem injuria seguida de uma queda nos
tempos de 72 e 96 h. Quando avaliado a injdria em cada tempo individualmente,
observa-se que a atividade no grupo com injdria € menor do que no grupo sem injaria a
partir de 48 h de herbivoria. Assim é possivel inferir que a enzima catalase diminuiu

devido a herbivoria e demora 48 h para responder a esse estresse.

Infere-se ainda que a herbivoria do percevejo-marrom induziu algum tipo de
resposta e que essa resposta interferiu na atividade da enzima catalase, que apresentou
atividade dminuida (Fig. 10) para que haja o acimulo do H,O, no meio celular, ja que
esse composto pode agir como sinalizador em determinados tipos de estresse. Em
conjunto com outras espécies reativas de oxigénio, o H,O, ativa genes de resposta de
hipersensibilidade, da biossintese de fitoalexinas, lignina, enzimas hidroliticas, dentre
outras (Taiz & Zeiger, 2006; Kessler & Baldwin 2002), que poderiam atuar na tentativa

da soja de minimizar os efeitos da herbivoria.

Ni et al. (2001) relataram que em estudo realizado com as espécies de pulgédo
Diuraphis noxia e Rhopalosiphum padi (Hemiptera: Aphididae), ndo observaram
modificagdes na atividade da enzima foliar catalase em nenhum dos tempos de
herbivoria estudados (trés, seis e nove dias ap6s a infestagdo), em variedades de cereais
resistentes e susceptiveis. Gomez et al. (2004) em estudo realizado com pulgdo-do-
algodoeiro (Aphis gossypii) e algoddo, observaram que a atividade da enzima foliar
catalase também ndo apresentou alteracdo apds seis e nove dias de infestacdo.
Tscharntke et al. (2001) relataram que a atividade foliar da enzima catalase em arvores
de amieiro (Alnus glutinosa) ndo apresentou diferenca entre folhas intactas e folhas que
sofreram herbivoria de larva do besouro de folha Agelastica alni (Coleoptera:

Chrysomelida).

Bi & Felton (1995) relataram que a atividade da catalase diminui apos a
herbivoria de larva Helicovelpa zea (Lepidoptera: Noctuidae) em folhas de soja em
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estagio V4 por um periodo de 96 h. Chen et al. (2009) néo detectaram diferenca entre a
atividade enzimatica da catalase em folhas de nozes pecd, apds sofrer herbivoria do
pulgdo Melanocallis caryaefoliae (Hemiptera: Aphididae), a atividade da enzima
lipoxigenase 1 (LOX 1) apesar de variavel ndo foi afetada significativamente, porém as
atividades das enzimas peroxidase e lipoxigenase 3 (LOX 3) foram significativamente
afetadas, sugerindo que essas enzimas estariam relacionadas a uma maior resisténcia

dessa cultura contra a herbivoria do pulgéo..

Tscharntke et al. (2001) relataram que a enzima guaiacol peroxidase, assim
como a lipoxigenase, apresentaram aumento significativo em suas atividades apos as 72
h de herbivoria de A. alni em folhas do amieiro. Bi & Felton (1995) relataram que a
atividade dessas enzimas aumentou em folhas de soja que sofreram herbivoria da larva
H. zea, e que a LOX (medidas em pH 7 e 8,5) apresentou uma maior atividade no tempo
de 72 h, resultado que corrobora com os resultados observados neste estudo da soja
variedade Silvania. Relataram ainda que a enzima ascorbato peroxidase apresentou
aumento da atividade no decorrer do tempo, sendo que sua atividade méaxima foi

observada no tempo de 96 h.

Silva et al. (2004) em estudo realizado sobre pool de lipoxigenases em folhas de
soja IAC-100 apds a herbivoria de mosca-branca (Bermisia argentifolli) relataram que a
atividade da lipoxigenase diminui ap0s 72 h. Genes de expressao da LOX sdo regulados

por diferentes fatores, dentre eles a herbivoria (Porta et al., 1999).

Em estudo realizado em folhas de tabaco esmagadas, Lagrimini & Rothstein
(1987) observaram que a enzima guaiacol peroxidase estava com atividade maxima
apos 72 h da injuria fisica, vindo a cair ap0s esse periodo. Tal resultado é contrario ao
observado na folha da variedade Silvania, onde a atividade enzimética continuou

aumentando mesmo passado as 72 h da injaria do percevejo-marrom (Fig.11).

Estudos relataram que a guaiacol peroxidase tende a aumentar apos ataques de
insetos e que esta enzima esta relacionada a producao de compostos como o etileno, um
hormdnio vegetal produzido como resposta a injurias, infecgdes por patdgenos dentre
outros (Grossfopf et al., 1991; Thaler et al., 1996). O"Donnel et al. (1996) relatam que o
etileno juntamente com o jasmonato sdo intermediarios na regulacdo da expressao de

genes de defesa. Neste sentido, a ativacdo da GPOx observada no presente estudo
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poderia induzir uma resposta similar na soja, numa tentativa de minimizar o estresse da

herbivoria.

Moran et al. (2002), relatam que em estudo da interacdo entre Arabidopsis
thaliana e pulgéo, a expressao de genes de enzimas antioxidantes foram regulados tanto
positiva quanto negativamente, onde a expressdo dos genes de glutationa-S-transferase
(GST) e da Cu/Zn-SOD aumentaram enquanto que a expressdo de Fe-SOD e o
glutationa peroxidase diminuiram. Ni et al. (2001) relatam o aumento da atividade das
peroxidases guaiacol, catalase e polifenol oxidase, em folhas de trigo apds herbivoria do
pulgdo (Diuraphis noxia). Relatam ainda que a atividade da peroxidase em folhas de
cevada foi significativamente maior em plantas susceptiveis do que em plantas
resistentes, apos a herbivoria do pulgdo (Diuraphis noxia). Leszcsnski (1985) observou
que a atividade da polifenol oxidase em folhas de trigo foi significativamente maior em
plantas susceptiveis do que em plantas resistentes, apds a herbivoria do pulgédo
(Rhopalosiphum padi L.). Desta forma, o estudo de enzimas como a SOD, a glutationa
peroxidase e a GST pode ser valioso para aumentar o entendimento da resposta

bioquimica, da variedade Silvania, a herbivoria.

A herbivoria do percevejo-marrom n&o interferiu na atividade das enzimas
estudadas na variedade IAC-100, mesmo por um periodo de 96 h (Fig. 14 a 17),
sugerindo que a herbivoria do percevejo-marrom nao afetou os niveis de producdo de
espécies reativas de oxigénio. Ja a variedade Silvania apresentou alteracdes na atividade
das enzimas CAT, GPOx e LOX 3. De maneira geral a variedade Silvania apresenta
uma atividade antioxidante constitutiva maior do que a variedade IAC-100, porém
guando comparada a atividade constitutiva da lipoxigenase, a variedade IAC-100 possui
atividade superior a Silvania. Tal resultado pode ter relacdo direta com a classificacéo
de variedade resistente, pois de acordo com Farmer et al. (1992) a producdo de acido
jasmonico a partir do acido linoleico, uma das fungdes da lipoxigenase, age como
estimulo para a expressdo de genes com funcdo de sinalizacdo para de genes de defesa.
De acordo com Devi et al. (2000) a elevada atividade da lipoxigenase pode ser
constitutiva em plantas resistentes e que podem vir a aumentar ap6s o dano. A
relevancia da LOX no processo de herbivoria se verifica ainda pelo aumento de sua

atividade na variedade Silvania (Fig. 13).
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A lipoxigenase esta relacionada a formacao de oxilipinas através da oxigenacéo
de acidos graxos. As oxilipinas sdo um grupo de moléculas sinalizadoras como o
jasmonato, mitel-jasmonato dentre outras, compostos conhecidos por possuirem papéis
na defesa vegetal (Kazan & Manners, 2008). Outros estudos relataram ainda que outros
derivados da lipoxigenase participam da defesa vegetal através da regulacdo da
expressdo de genes, da morte celular ou ainda produtos antimicrobianos (Kishimoto et
al.,2008; Montillet et al., 2005; Prost et al., 2005).

Para uma melhor avaliacdo do estado redox gerado pela herbivoria durante toda
a escala temporal, faz-se necessaria a realizacdo de medidas de peroxidacéo lipidica, de
glutationa oxidada (GSSG) ou proteinas carboniladas, que séo indicadores classicos de
estresse oxidativo (Hermes-Lima et al., 2012). Essas analises sdo necessarias de serem
realizadas (em uma etapa posterior do trabalho), pois grande parte dos estudos citados
que avaliaram a resisténcia de plantas a determinados herbivoros, relacionaram a maior
atividade enzimatica a resisténcia, situacdo contraria a observada no estudo das

variedades Silvania e a IAC-100.

As variedades Silvania e IAC-100 estudadas ndo apresentaram modificacbes na
atividade da enzima ascorbato peroxidase (FIg. 12 e 16). Estudos relataram que algumas
especies de plantas, apds sofrerem algum tipo de lesdo, apresentam uma queda na
concentracdo de acido ascorbico (Badejo et al., 2009 ;Reyes et al., 2007; Suza et al.,
2010; Watanabe et al., 2007). O &cido ascoérbico participa de reacBes de detoxificacéo,
de forma enzimatica e ndo enzimatica de espécies reativas de oxigénio geradas pelo
metabolismo celular aerdbico e por estresses bioticos e abidticos (Smirnoff et al., 2001).
De acordo com Pérez et al. (2002), estudos da atividade da ascorbato peroxidase podem
diferir entre os resultados, pois esses dependem do tecido e do método utilizado para
medir a atividade. Relatam ainda que a concentracdo do &cido ascérbico, que muitas
vezes esta presente em elevados valores em plantas, ndo influencia no nivel de atividade
da ascorbato peroxidase. Assim como no caso da atividade da catalase da variedade
Silvania, a ascorbato peroxidase pode ter se mantido inalterada para que houvesse 0
aumento dos nives de H,O, no tecido, para que esse possa agir como indutor de
respostas de defesa vegetal. Esses resultados sugerema susceptibilidade da variedade
Silvania a praga quando comparada a variedade IAC-100. A seguir o Quadro 4

contendo o resumo dos estudos aqui citados.
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Quadro 4. Resumo das enzimas estudadas nos artigos aqui citados.

Planta Estresse Tecido Enzima/alteracdes Autor
Catalase *
. — Ascorbato peroxidase *
(':'g%‘ize"i?) (Heerﬁ'é?j:";‘) Folha Peroxidase * Gomes, 2004
-+ GOSSYP P Glutationa redutase 1
Catalase *
Amiero Herbivoria Guaiacol peroxidase?t Tscharntke et
. . Folha .
(A. glutinosa) (mastigador) Lipoxigenase 1 al., 2001
Catalase *
Cereal Susceptivel e . . .
Resistente (Hsrrf?:r\;?j:?) Folha g;gi?g;eogdasé ) Ni et al., 2001
(Diuraphis noxia) P T RT
Nozes pecé Catalase *
Susceptivel, Herbivoria Guaiacol peroxidase (S|, Chen et al..
Moderada e (perfurador) Folha Re, M) 2009
Resistente P Lipoxigenase (R, M1)
(Carya illinoinesis)
Catalase |
Soja Herbivoria Folha Guaiacol peroxidase 1 Bi & Felton,
(G. max) (mastigador) Lipoxigenase 1 1995
Soja Herbivoria Folha Pool7d2ehlgzo>sli%:n§zef ate Silvaetal.,
(G. max) (perfurador) g 2004
Guaiacol peroxidase 1 até .
Tabaco Esmagamento Folha 72h seguida de | Lagrimini &

(Nicotiana tabacum)

Rothstein , 1987

«: ndo apresentou diferenca entre os grupos com e sem injuria; 1. apresentou aumento da
atividade no grupo com injdria; |: apresentou queda da atividade no grupo com injlria; S:

variedade susceptivel; R: variedade resistente; M: variedade resisténcia moderada.

6.2 Perfil protedmico em funcéo da herbivoria

Pode-se observar que, para a variedade Silvania, a herbivoria do percevejo-

marrom induz o aumento da producdo de oito das 17 proteinas identificadas como

diferenciais, e diminuigcdo de nove. Nem todas as proteinas com expressdo aumentada

ou diminuida puderam ser identificadas, mesmo com os dados genémicos da soja.

Possivelmente devido a baixa concentracdo protéica em seus spots. Entre as proteinas

identificadas que apresentaram reducdo da expressdo estdo a enzima CP4EPSPS (spot

66); a proteina de choque térmico 70 kDa (spot 81) das classes das chaperonina; as
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proteinas com funcdo hipotética de glutamina aminotransferase (spot 07); inibidor de
protease (spot 99); a proteina rica em glicina ligantes de RNA (spot 356); e as proteinas
hipotéticas SORBIDRAFT (spot 111) e VITISV_038929 (spot 342). Dentre as proteinas
que apresentaram aumento na sua expressao, temos a chaperona de 20 kDa das classes
das chaperoninas (spot 158); a proteina rica em glicina tipo 2b (spot 146); e a proteina
com funcdo hipotética de hidrolase (spot 367).

A enzima CP4EPSPS (enolpiruvil shikimato-3-fosfato sintase) (EC 2.5.1.19) ¢
responsavel pela sintese dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano.
Segundo Maeda & Dudareva (2012) tais aminoacidos podem atuar como precursores de
uma vasta gama de produtos que possuem fungdes como crescimento, desenvolvimento,
reproducdo e resposta ambiental, sendo obtidos como produto final da rota do acido
chiguimico. O triptofano € um precursor de compostos alcaldides, fitoalexinas ou o
hormdnio vegetal auxina (Kutcha, 1995 in Maeda & Dudareva, 2012) e a fenilalanina é
um precursor comum de compostos fendlicos como flavonoides e a lignina (Vogt, 2010
in Maeda & Dudareva 2012).

A herbivoria do percevejo-marrom ao reprimir a expressdo da EPSP (spot 66),
afeta diretamente a rota de sintese dos aminoacidos fenilalanina e, consequentemente, a
producdo de compostos fenolicos, bem como a sintese de triptofano. Na rota do
triptofano ha a producdo de compostos como alcaldides e fitoalexinas, e de um
composto intermediario, o gliceraldeido-3-fosfato (Barends, et al., 2008 in Maeda &
Dudareva, 2012).Wink et al. (1998) relataram que os alcaléides ndo possuem funcao
primaria em plantas, porém séo altamente toxicos a vertebrados e artrépodes. Relataram
ainda que os alcaléides podem agir em diversos sistemas metabdlicos, como por
exemplo, interfirindo na sintese e reparacdo de DNA ou ainda afetando o sistema
nervoso. De acordo com Smith (1996) as fitoalexinas s&o compostos antimicrobianos,
sintetizadas nas plantas ap0Os estresses bidticos ou abioticos capazes de reduzir ou
impedir a atividade de agentes patogénicos. Além disso, o gliceraldeido-3-fosfato pode
ser utilizado pela rota do metileritritol fosfato para a producéo de terpenos, conhecidos
como compostos repelentes contra herbivoros (Taiz & Zeiger, 2006).

As proteinas de choque térmico (HSPs: do inglés heat shock protein) séo
classicamente conhecidas por auxiliar as células a suportar estresses térmicos,

funcionando como chaperonas moleculares que auxiliam no dobramento correto das
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proteinas e, evitando assim, a agregacao dessas proteinas, o0 mau funcionamento celular,
além de protegerem as células contra lesbes (Morimoto & Santoro, 1998). S&o
classificadas de acordo com sua massa molecular, variando de 15 a 104 kDa, onde as
proteinas pertencentes ao grupo de 60 a 100 kDa sdo ATP-dependente e responsaveis
pela estabilizacdo do dobramento de proteinas e a unido de proteinas oligoméricas.
Proteinas HSPs estdo presentes nos trés grandes dominios (archaea, bactéria e eukarya)
e ndo estdo relacionadas exclusivamente ao estresse termico, onde algumas séo
induzidas por estresses como lesdo, déficit hidrico, salinidade, dentre outros (Lindquist
& Craig, 1988). Até o momento ndo se sabe a funcdo das HSPs de baixo peso molecular
(Taiz & Zeiger, 2006). De acordo com Hamilton et al. (1996), existem 13 tipos de HSP
de 20 kDa e 8 tipos de HSP de 70 kDa. Em estudo com HSP 20 em archaea Sulfolobus
solfataricus Li et al. (2012) observaram que a HSP 20 promove a termotolerancia, além
de atuar como chaperonas em resposta a estresses. Os resultados obtidos no presente
estudo demonstraram que a HSP de 70 kDa (spot 81) apresentou expressdo reduzida
(em 45 %) e que a HSP 20 kDa apresentou expressdo aumentada em 87 % devido a

herbivoria do percevejo-marrom.

De acordo com Burd & Dreyfuss (1994) a proteina rica em glicina ligante de
RNA (GRP) (spot 81) que aqui apresentou reducdo de 64 % em sua expressdo, €
responsavel pela regulacdo, direta ou indireta, de processos celulares de regulacdo
génica pos-transcricional, como a tradugdo. De acordo com Kim et al. (2008) a
regulacdo da expressdo do gene no nivel pos-transcricional, bem como a nivel
transcricional é de importancia crucial para o desenvolvimento, crescimento e reagdes
de estresse em eucariotos. Sachetto-Martins et al. (2000) relataram que a expressdo de
GRP é regulada por uma série de estimulos externos, incluindo o estresse por agua fria,
alta salinidade, ferimentos e infecgdo viral. A reducdo da expressdo proteina GRP,
assim como da HSP70, pode estar relacionada com a baixa tolerancia a herbivoria por
parte da variedade Silvania, afetando o funcionamento de outras enzimas e proteinas da
folha de soja. Por outro lado, é importante mencionar que houve aumento na expressao

de 250% de outro tipo de proteina rica em glicina, a do tipo 2b (spot 146).

A regulacdo a nivel pds-transcricional pode envolver diferentes etapas do
processamento e transporte do mRNA do nicleo para o citoplasma, sendo que na
tradugdo, sdo realizadas por proteinas de ligagdo ao RNA ou RBPs do inglés “RNA
binding proteins”. Essas proteinas contém sitios que reconhecem o RNA, em sua regido
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N-terminal e, sitios auxiliares na regido C-terminal, como o dominio rico em glicina
(Kenan et al., 1991). De acordo com Showalter (1993), determinadas condi¢cdes como o
desenvolvimento, infeccdo viral, estresse hidrico, ferimentos e outros, induzem a
expressao de proteinas como as ricas em glicinas, pois essas apresentam funcdo pos-
transcricional na regulacdo da expressdo génica em plantas sob diferentes condigdes de
estresse.

A proteina com funcdo hipotética de hidrolase (spot 367), que apresentou um
aumento em sua expressao (59 %), tem sua funcdo relacionada a defesa vegetal contra
infeccBes por fungos, pois tém como funcdo a degradacgdo da parede celular fingica que
possui em sua composicdo residuos de N-acetilglicosamina (Taiz & Zeiger, 2006). E
possivel que a injaria causada pela herbivoria do percevejo tenha gerado a formacéo de

algum indutor responsavel pela ativacdo da resposta de defesa contra infeccdes.

A proteina com funcdo hipotética de inibidor de protease apresentou uma
diminuicdo na sua expressdo de aproximadamente 11 %, o0 que permite supor que isso
pode estar relacionada a forma de alimentacdo, pois em herbivoros mastigadores a

concentracéo de inibidores de protease tende a aumentar (Tamayo et al., 2000).

Analisando os resultados de uma forma geral observamos que a herbivoria do
percevejo-marrom ap0s 24 h alterou a expressdo de proteinas na soja variedade
Silvania, sendo que as proteinas reprimidas (dentre elas, a HSP70, a proteina com
funcdo hipotética de inibidor de protease, e a EPSP) podem estar relacionadas a
susceptibilidade da variedade Silvania a herbivoria do percevejo, pois estdo
relacionadas a resposta de defesa vegetal contra a herbivoria. Outro fato importante a
ser observado é o0 aumento da expressao da proteina com funcao hipotética de hidrolase
(spot 367), que sdo enzimas normalmente produzidas em resposta & infeccdo por
fungos. 1sso sugere que a herbivoria do percevejo, além de gerar o estresse relacionado
a herbivoria, sujeitaria a soja a outros estresses como a infec¢do por fungos ou por

bactérias ao lesionar o tecido vegetal e romper a barreira fisica protetora.

De acordo com Ahsan & Komatsu (2009) ap6s estudarem o proteoma de folhas
e flores em diferentes estagios de desenvolvimento de plantas de soja, cada tipo de
tecido foi associado a um grupo de proteinas especificas e que por sua vez estaria

associado ao estagio de desenvolvimento do tecido. Relatam ainda que quando
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comparado o proteoma de folhas unifoliares, trifolioladas maduras e trifolioladas
jovens, foram identificadas 26 proteinas diferenciais, das quais 16 estavam mais
expressas nas folhas trifolioladas jovens, quatro na folha trifoliolada maduras e trés
tanto nas unifoliares e quanto nas trifolioladas maduras. Tais observacfes podem
justificar o menor numero (11) de bandas observadas no gel unimensional (Fig. 21 1l e
Tabela 3) apds 96 h sem injuria na variedade IAC-100, possivelmente devido ao estagio
de desenvolvimento das folhas coletadas apesar de a planta estar em estagio V3, as

folhas no tempo de 96 h estavam mais desenvolvidas do que nos tempos anteriores.

A variedade IAC-100, apresentou 10 proteinas identificadas como diferenciais
face a resposta vegetal a herbivoria do percevejo. Quatro proteinas apresentaram
aumento de expressdo, enquanto seis apresentaram reducdo, porém dentre essas apenas
duas puderam ser identificadas. As proteinas restantes ndo foram identificadas
possivelmente devido a sua baixa concentragdo nos spots. As proteinas identificadas
foram a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (spot 114), que apresentou sua expressao
reduzida em 32%, e a proteina rubisco ou ribulose bifosfato carboxilase/oxigenase (spot
136), que apresentou sua expressdo aumentada em 33%. As proteinas identificadas
estdo relacionadas com a fotossintese, que é a conversdo do dioxido de carbono (CO,)
em biomassa utilizando energia derivada de luz (Brynat & Frigaard, 2006). Tal processo

necessita de elétrons e de ATP, fornecidos por NADPH e ferredoxina reduzida.

Em estudo proteémico em folhas de soja envolvendo a resisténcia a salinidade,
Ma et al. (2001) observaram que a exposicao da soja a salinidade afeta a fotossintese da
planta. Relataram ainda que as proteinas rubisco e a gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, envolvidas no ciclo de Calvin, apresentaram baixa expressao na soja
susceptivel a salinidade quando comparadas a soja resistente ou a soja controle (nédo
exposta a salinidade), evidenciando que o ciclo de Calvin foi afetado. Tal resultado foi
observado na variedade IAC-100, porém apenas a proteina gliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase apresentou queda na expressdo e a rubisco um aumento.

A rubisco, ou ribulose bifosfato carboxilase/oxigenase catalisa a reagdo de uma
molécula de CO2 com uma molécula de ribulose-1,5-bifosfato formando o
intermediario 3-fosfoglicerato (3-PGA) que por sua vez sofre a acdo da enzima

fosfoglicerato quinase para formar 1,3-difosfoglicerato. Este composto, apds sofrer a
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acao da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase gera gliceraldeido-3-fosfato (Fig. 28)
(Taiz & Zeiger, 2006).

. L0 6ATP 6 ADP
Ribulose-1,5- NP \ . .
bifosfato K ) 3-fosfoglicerato /\ 1-3-difosfoglicerato
m Fosfoglicerato quinase
6 NADPH +

6 H*

Gliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase

6 NADP™ +
6P

Gliceraldeido-
3-fosfato

Regeneragao da Ribulose-1,5-bifosfato ‘

Fig. 28. Resumo das trés fases do Ciclo de Calvin. Fase 1, em azul: carboxilacdo do aceptor
de CO,; Fase 2, em vermelho: reducdo do 3-fosfoglicerato a gliceraldeido-3-fosfato; fase 3, em
verde: regeneracdo do aceptor ribulose-1,5-bifosfato a partir do gliceraldeido-3-fosfato
(modificado de Taiz & Zeiger, 2006).

Com a expressdo da proteina rubisco aumentada e a gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase diminuida na variedade IAC-100, o ciclo de Calvin apresenta-se
comprometido (menos ativo). Nessa situacdo a produgdo do intermediario 3-
fosfoglicerato esteja aumentada, e tal intermediario, além de ser precursor de
aminoacidos como a serina, glicina e a cisteina pode ser utilizado na glicolise para a
formacdo do intermediario fosfoenolpiruvato e que por sua vez pode ser utilizado na via
do acido chiquimico que, junto com a via do acido malénico, sdo responsaveis pela
biossintese de compostos fendlicos. Além disso, a partir da rota do acido chiquimico
também ocorre a formacao de aminoacidos aromaticos e subsequentemente a formacéo

de produtos secundérios nitrogenados (Fig. 29) (Taiz & Zeiger, 2006).
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Via das Pentoses —){ Eritrose-4-fosfato Fosfoenolpiruvato Glicélise
Fosfato
Via do Acido . Aminoécidos
Chigquimico Aromaticos
Produtos Secundarios
Compostos Fendlicos ‘ Nitrogenados

(alcaléides, glicosideos
cianogénicos, glicosinolatos)

Fig. 29. Resumo da biossintese de compostos fendlicos. O acido fosfoenolpiravico (resultante
da glicolice) pode ser utilizado na via do &cido chiquimico para biossintese de compostos
fendlicos e/ou aminoécidos aromaticos (modificado de Taiz & Zeiger, 2006).

Produtos secundarios nitrogenados sdo conhecidos por possuirem funcdes de
protecdo para as plantas, como por exemplo, compostos alcaléides, que possuem efeito
deterrentes (atividade inibidora de alimentacdo) em predadores, principalmente
mamiferos, e outros compostos como os glicosideos cianogénicos e os glicosinolatos,
que se tornam tdxicos apds se decomporem (formando o acido cianidrico) devido as
lesBes sofridas pelas plantas (Taiz & Zeiger, 2006). O glicosinolato é estocado em
células adjacentes aos feixes de floema, e tém um papel importante na interagdo de
insetos especialistas e generalistas. De acordo Andréasson et al. (2001) insetos
especialistas se alimentam de uma Unica espécie ou familia de plantas, e insetos
generalistas tém mais vasta gama de plantas hospedeiras. Os mesmos pesquisadores
observaram ainda que durante a degradacdo do glicosinolato ha a formacdo de
compostos que repelem e sdo toxicos para insetos generalitas, porém sdo atrativos aos

insetos especialistas.

Cerdeira et al. (1994) e Kogan & Pérez (2003) relataram que a rota do &cido
chiquimico chega a utilizar cerca de 20% de todo o carbono fixado pela planta, para a
formacdo de aminoacidos aromaticos como a fenilalanina, tiroxina, triptofano, assim
como outros subprodutos como ligninas, alcaloides, fitoalexinas, além de compostos

fenélicos.

Este presente trabalho possibilitou propor que para se defender da injdria
causada pela herbivoria do percevejo-marrom a variedade IAC-100 desvia o

metabolismo do ciclo de Calvin para a via do acido chiquimico. Ou seja, 0 metabolismo
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seria redirecionado da fotossintese para o metabolismo relacionado a defesa vegetal.
Esta resposta adaptativa estaria assim relacionada com a resisténcia da variedade 1AC-

100 a herbivoria.

Em estudo realizado por Collins et al. (2010), foram avaliadas as diferencas
protedmicas em variedades de planta herbacea susceptivel e resistente de Arabidopsis
thaliana a herbivoria da lagarta Plutela xylostella (Lepidoptera: Plutellidae). Foi
observado 0 aumento da expressdo de varias proteinas na variedade resistente, como por
exemplo, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, GSTs e malato desidrogenase. Para a
variedade susceptivel, foi observada o aumento da expressdo de proteinas relacionadas a
fotossintese (proteinas do complexo envolvendo oxigénio - OEC), mais precisamente,
relacionadas a oxidacao de H,O. De acordo com os autores, as alteracdes na expressao
dessas proteinas tém relacdo com os altos niveis de degradacdo do complexo OEC

devido a elevada taxa de producdo de EROs.

De maneira geral a variedade IAC-100 se mostrou mais eficiente que a
variedade Silvania quanto a defesa da soja face a herbivoria do percevejo por,
possivelmente, direcionar sua expressdo para a producdo de compostos secundarios de
defesa, bem como por alterar menos, em termos globais, a expressdo de outras
proteinas. Além disso, a ndo alteracdo das atividades das enzimas envolvidas em
processos redox sugere que deve sofrer menos estresse oxidativo face a injdria bidtica
provocada pela praga. Esses resultados corroboram estudos anteriores, de outras areas
do conhecimento (McPherson & Buss, 2007; Michereff et al., 2011), que apontaram

que aquela variedade possui de fato maior resisténcia a herbivoria do percevejo.
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7. Conclusao

Conclui-se que a herbivoria do percevejo-marrom € capaz de induzir respostas
bioguimicas diferentes entre as variedades de soja estudadas. A variedade Silvania
apresentou alteragcbes na atividade das enzimas antioxidantes, provavelmente por
possuir menos eficiente resposta de defesa direta contra o percevejo-marrom, e
consequentemente necessitando de alternativas para minimizar as alteragOes
bioquimicas causadas pela injuria da herbivoria. A variedade IAC-100 apresenta
resposta de defesa direta mais eficiente contra o percevejo, devido a maior atividade
constitutiva da lipoxigenase e através da producdo de compostos fendlicos a partir de
compostos formados na glicolise, pode responder de forma mais eficaz contra o
herbivoro limitando assim os danos que poderiam ser causados pela punctura, o que é
justificado pela auséncia de resposta das enzimas relacionadas ao estado redox. A
variedade IAC-100 pode assim ser considerada uma variedade mais resistente a

herbivoria do percevejo-marrom do que a variedade Silvania.

Além das analises enzimaticas é necessario o estudo de indicadores de estresse
oxidativo, como a razdo GSSG:GSH (que da informacdes sobre o estado redox do
tecido; Hermes-Lima et al. 2012) e os niveis de proteinas carboniladas e peroxidacdo
lipidica (que sdo marcadores classicos de dano oxidativo). Tais analises irdo auxiliar na
maior compreensdo da susceptibilidade da variedade Silvania, que deve apresentar um
aumento desses indicadores de estresse oxidativo, contrariamente a variedade 1AC-100,

que ndo devera apresentar alteracoes.

Para uma analise protebmica complementar, tempos superiores a 24 h de
herbivoria poderiam ser avaliados, assim como outros estagios do desenvolvimento da
soja, para relacionar a resposta dependente do tempo e acompanhar essa resposta

durante a fase vegetativa e reprodutiva do vegetal.
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Anexo 1

Imagem dos trés géis bidimensionais de folha de soja variedade Silvania em estagio V3,
em faixa de pH de 3a 11 NL.

‘e

Variedade Silvania- trés réplicas dos geis- Grupo Com Injdria
Variedade Silvania- trés réplicas dos géis- Grupo Sem Injuria

As figuras | e V foram apresentadas na pdgina 46.
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Anexo 2

agio

7

bidimensionais de folha de soja variedade IAC-100 em est

s géis
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V3, em faixa de pH de 3a 11 NL.
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As figuras | e IV foram apresentadas na pagina 51.
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