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Resumo

Na coevolugao entre plantas e insetos inUmeros mecanismos de resposta vegetal foram desenvolvidos,
dentre eles destaca-se a producgédo de inibidores de proteases (IP). Sabe-se que quando uma planta
€ atacada ou ferida ela aumenta os niveis de IP na regido ferida (resposta local) e/ ou em toda planta
(resposta sistémica). Neste contexto, o presente trabalho fundamentou-se em averiguar os efeitos bio-
quimico e comportamental de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) submetida a plantas de
soja, Glycine max L. (Fabaceae), pulverizadas com diferentes concentragdes do inibidor de protease,
benzamidina. A partir da concentracdo de 0,15 % (p/v) de benzamidina houve uma redugéo na ativida-
de amidasica de serino-protease (tripsinas-like) da lagarta ao longo do tempo. Verificou-se que plantas
de soja pulverizadas com benzamidina, em presenca de A. gemmatalis, tiveram crescente aumento na
inibicao triptica, devido a elevagdo do conteudo de inibidor endégeno. A benzamidina também afetou
a resposta comportamental de lagartas e mariposas de A. gemmatalis, as quais tiveram preferéncia
por plantas que foram pulverizadas com 0 % de benzamidina. Esses resultados sugerem que a pulve-
rizagdo de plantas com inibidor benzamidina auxiliou positivamente no processo de defesa da planta
uma vez que ocorreu aumento de inibidor endégeno e nao preferéncia do inseto por plantas com a
presenga do inibidor. Assim, considera-se que o uso de IP é uma estratégia promissora no controle de
A. gemmatalis na cultura da soja.

Palavras-chave: Fitossanidade. Controle alternativo de pragas. Lagarta da Soja.

Biochemical and behavioral response of Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) the inhibitor of serine proteinase benzamidine

Abstract

In coevolution of plants and insects several mechanisms of plant response they were developed, among
which there is the production of protease inhibitors (PI). It is known that when a plant is attacked or
wound it enhances IP level in the wound region (local response) and / or throughout the plant (systemic
response). In this context, the present work was based on ascertaining the biochemical and behavioral
effects on Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) subjected to soybean plants, Glycine max L.
(Fabaceae), sprayed with different concentrations of the protease inhibitor, benzamidine. From the con-
centration of 0.15 % (w/ v) benzamidine there was a decrease in amidolytic activity of serine protease
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(trypsin-like) caterpillar over time. It was found that soybean plants sprayed with benzamidine, in the
presence of A. gemmatalis had increasing the tryptic inhibition due to elevation of endogenous inhibitor
content. The benzamidine also affect the behavioral response moth and caterpillars A. gemmatalis, whi-
ch had a preference for plants which were sprayed with 0 % benzamidine. These results suggest that
spraying plants with benzamidine inhibitor positively assisted in plant defense process since there was
an increase endogenous inhibitor of insect and not a preference for plants in the presence of inhibitor.
Thus, it is considered that the Pl is a promising strategy to control A. gemmatalis in soybeans.

Keywords: Plant health. Alternative pest control. Soybean caterpillar.

Introdugéao

Um dos principais desafios da agricultu-
ra moderna é aumentar e sustentar a produtivi-
dade e ao mesmo tempo reduzir a dependéncia
do uso de agroquimicos. Atualmente, varios es-
tudos se concentram nos mecanismos de defe-
sa enddgena das plantas na tentativa de desen-
volver culturas cada vez mais sustentaveis.

Para se defender de ataques de herbi-
voros, as plantas desencadeiam uma série de
mecanismos bioquimicos que auxiliam na sua
sobrevivéncia. Muitos sdo os compostos que
participam da interagéo planta-inseto, entre eles
os inibidores de proteases (IP) os quais auxiliam
na resisténcia aos insetos praga. E comum e
amplamente distribuida a ocorréncia de IP no
reino vegetal, que sdo moléculas pequenas,
estaveis e que podem atuar como proteinas de
reserva, reguladores de enzimas e na defesa
da planta contra insetos e patégenos (GREEN;
RYAN, 1972).

Inumeros trabalhos constataram que as
plantas respondem ao ataque de insetos atra-
vés da via das lipoxigenases, que culmina na
producgao de acido jasmdnico, responsavel pela
ativacdo de genes que codificam IP (GARD-
NER, 1991; FARMER; RYAN, 1992; LATITHA et
al, 2005). A ingestao dos IPs pelos insetos inter-
fere no processo de degradagao das proteinas
no intestino médio sendo, portanto considera-
dos agentes antimetabdlitos por causarem defi-
ciéncia protéica nos mesmos. A redugéo da dis-
ponibilidade de aminoacidos prejudica a sintese
de novas proteinas necessarias ao crescimento,
desenvolvimento e reprodugédo dos herbivoros
(MOREIRA et al., 2011). Ha ainda outra hipotese
de que os inibidores afetem o desenvolvimento
de forma indireta, através de um mecanismo de
“feedback”, que levaria a uma hiperproducao de
proteases digestivas para compensar os baixos
niveis de aminoacidos biodisponiveis, deslocan-
do aminoacidos para a sintese de mais protea-

ses em detrimento de outras proteinas essen-
ciais (PILON et al., 2009).

Os principais IPs naturais caracteriza-
dos até hoje séo os da soja, Glycine max L. (Fa-
baceae), (Inibidor de Tripsina Kunitz - KTl e Ini-
bidor de Tripsina e Quimotripsina Bowman-Birk
— BBI) (SAGILI; PANKIWAND; ZHU-SALZMAN,
2005). Cerca de 80 % da inibicdo da atividade
triptica de gréos de soja é causada pela agéo
do KTI. Outros trabalhos relatam a eficiéncia
do uso de inibidores sintéticos, como a benza-
midina no controle de insetos praga (PILON;
OLIVEIRA; GUEDES, 2006; MARINHO et al.,
2010). A benzamidina é uma amidina aromatica,
que atua como inibidor sintético competitivo de
tripsina, apresentando Ki de 1,0 mM.

A lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis
Hubner (Lepidoptera: Noctuidae), € um dos prin-
cipais insetos pragas da cultura de soja, sendo
que agroquimicos permanecem como método
de escolha no controle dessa lepidéptera. Re-
sultados do potencial inseticida ja foram cons-
tatados em condi¢des laboratoriais, quando la-
gartas da soja foram tratadas com dieta artificial
adicionada de benzamidina. Neste contexto, o
presente trabalho realizou um estudo a respeito
do efeito da benzamidina pulverizada em plan-
tas de soja sobre a bioquimica e o comporta-
mento de A. gemmatalis e se a aplicagao foliar
desse inibidor influencia na produgédo enddégena
de IP na soja.

Materiais e métodos
Criagao de Anticarsia gemmatalis

Os insetos foram criados com dieta ar-
tificial (HOFFMAN-CAMPO; OLIVEIRA; MOS-
CARDI, 1985) e mantidos no Laboratério de
Criacao de Insetos do Departamento de Bioqui-
mica e Biologia Molecular da Universidade Fe-
deral de Vigosa, a 25 + 2°C de temperatura, 70
+ 10 % de umidade relativa.
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Cultivo das plantas de soja

Foram cultivadas trés plantas de soja
variedade comercial CAC-1 em cada vaso com
capacidade para 4,0 kg de solo, em condi¢des
de casa de vegetacao. Vinte e quatro vasos con-
tendo trés plantas de soja no estadio V2, com
histérico livre de aplicagao de qualquer produ-
to foliar, foram acondicionados em gaiolas com
dimensdes de 1m x 1m x 1m, recobertas com
organza. Cada tratamento foi delineado em uma
gaiola em particular.

Tratamentos

Ao alcangar o estadio V3, o primeiro tri-
félio de cada planta foi submetido ao ataque de
uma lagarta de 42 ou 59 instar. Apds a insergéo
das lagartas foi realizada a pulverizagdo das
mudas de acordo com os tratamentos. No tra-
tamento controle as plantas foram pulverizadas
somente com uma solugdo aquosa de Triton
X-100 0,01 % (v/v), ja as plantas dos tratamen-
tos testes foram pulverizadas com a solugéo
aquosa contendo Triton X-100 0,01 % (v/v)
acrescentada de 0,15, 0,30, 0,45, 0,60 e 0,75 %
(p/v) de benzamidina.

Obtencao dos extratos foliares da soja e do
trato intestinal do inseto

Apds a pulverizacdo foram retirados
seis vasos de cada tratamento nos seguintes
tempos 6, 12, 24 e 48 horas. As mudas retiradas
nao retornaram as gaiolas. Para obtencédo do
extrato foliar, trés foliolos de cada planta foram
coletados, congelados em nitrogénio liquido e
armazenados a -80°C, para a determinacao da
concentragao dos inibidores de proteases endé-
genos da soja. O preparo do extrato bruto foi re-
alizado a 4°C, de acordo com o método descrito
por Ohta et al. (1986). O extrato obtido foi utiliza-
do para as determinagdes da concentragao de
proteina total e da concentragao de inibidor de
proteases.

Os intestinos médios de dezoito lagar-
tas de cada tratamento e em cada tempo es-
pecificado, foram extraidos em presenca de 1
mL de HCI 10 M a 4°C e acondicionados em
microtubos de 2 mL. O extrato enzimatico foi ob-
tido pelo rompimento celular resultante de nove
ciclos de congelamento em nitrogénio liquido
e descongelamento em banho-maria a 37°C.
Ap0s os ciclos, fragdes de 1 mL do extrato foram
centrifugadas a 100.000 g por 30 min. a 4°C. O
sobrenadante contendo o material soluvel foi re-

tirado e mantido a -20°C para determinacdo da
concentragédo de proteina e atividade de serino
protease.

Determinacao da concentragao protéica

A concentragao de proteinas foi realiza-
da de acordo com método do acido bicinconini-
co (SMITH et al.,1985), utilizando como padrao
uma solugéo 2,0 mg/ mL de soro albumina bovi-
na. As andlises foram feitas numa série de trés
repeticdes.

Determinacao de inibidores de proteases da
soja e da atividade de serino protease do in-
seto

A atividade triptica na presenca de ini-
bidores foi determinada utilizando-se tripsina
bovina, seguindo o protocolo de Kakade et al.,
(1974). A absorvancia da solugao foi determina-
da a 410 nm durante 2,5 minutos de reacgao.

A atividade de serino protease foi re-
alizada pelo método descrito por Erlanger;
Kokowsky; Cohen (1961), utilizando-se o subs-
trato cromogénico L-BApNA, a 25°C em tam-
pao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2 contendo 20 mM de
CaCl, e 1 % (v/v) de dimetilformamida.

Todas as analises foram realizadas
numa série de trés repeticdes.

Teste de preferéncia de lagartas, pouso e
oviposicdo de A. gemmatalis em plantas de
soja com ou sem a benzamidina

Para a realizagdo dos trés testes de
preferéncia, plantas de soja da variedade CAC-
1 no estadio V3 foram cultivadas em tubetes de
8 cm de didmetro e 20 cm de profundidade e
pulverizadas com solugéo contendo o inibidor
benzamidina nas concentragdes 0,00; 0,15;
0,30; 0,45; 0,60 e 0,75 % (p/v). As plantas foram
acondicionadas em gaiola de 1m x 1m x 1m de
forma circular e equidistantes, sendo cada plan-
ta correspondente a um tratamento.

Para a analise de preferéncia de lagar-
tas por folhas com ou sem benzamidina, trinta
lagartas de 4¢ instar foram liberadas no centro
da arena, sendo a observagdo e contagem do
numero de lagartas por tratamento realizadas
aofimde1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 e 12 horas.

No teste de pouso e oviposicdo foram
liberadas dez fémeas por gaiola e apos 15, 30,
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45, 60, 75, 90, 105, 120 minutos observaram-
-se em quais plantas elas estavam pousadas.
Como as mariposas da lagarta da soja sédo de
habito noturno estes testes foram realizados as
21 horas, sendo utilizada uma lanterna com luz
ultravioleta para a visualizagdo e contagem dos
mesmos. Lepiddpteros desta espécie ndo sao
capazes de perceber luz neste comprimento de
onda. Apds 24 horas da soltura das mariposas,
as plantas foram retiradas e as posturas foram
contadas.

Todos os ensaios de preferéncia foram
realizados em cinco repetigdes.

Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise
de regressao utilizando o programa Table Curve
3D Windows 2.0 e os modelos escolhidos foram
plotados no programa Sigma Plot, verséo 7.0
(SPSS, 2001).

Resultados e discussao

As proteases catalisam a produgao de
peptideos e aminoacidos de uma dieta protéica
e sdo encontradas na regido do intestino médio
do trato digestivo dos insetos. As serino-prote-
ases sdo as enzimas mais estudadas e foram
identificadas em varias familias de herbivoros,
em especial de Lepidopteras (KIPGEN; AGGA-
RWAL, 2014). Mediante a atividade dessas en-
zimas ha liberagdo de aminoacidos essenciais
que sao direcionados a sintese de proteinas ne-
cessarias para o crescimento, desenvolvimento

e reproducdo dos herbivoros. Uma das defesas
constitutivas da planta baseia-se na produgéao
de inibidores de proteases pela rota octadeca-
noide, a qual utiliza lipideos de membrana para
sintese de IP e compostos volateis. Os IPs sédo
reconhecidos compostos de defesa e muitos ja
foram bem caracterizados. Estes inibem a ativi-
dade de proteases digestivas, afetando o cresci-
mento do inseto (MENDOZA-BLANCO; CASA-
RETTO, 2012).

No presente trabalho observou-se uma
reducao na atividade amidasica de serino-prote-
ase (tripsinas-like) da lagarta ao longo do tem-
po, a partir da concentracdo de 0,15 % (p/v) de
benzamidina (GRAFICO 1). Efeito semelhan-
te foi observado por Moreira et al. (2011), que
verificaram uma queda na atividade triptica a
medida em que se aumentava a concentragao
do inibidor berenil em lagartas de A. gemmata-
lis alimentadas com dieta artificial acrescida do
IP. Broadway (1995), estudando as espécies
de lepidopteras Pieris rapae (Pieridae), Pieris
napi (Pieridae), Plutella xylostella (Plutellidae),
Trichoplusia ni (Noctuidae), Lymantria dispar
(Lymantriidae) e Helicoverpa zea (Noctuidae)
observou que estes insetos apresentaram ati-
vidades de tripsina e quimiotripsina, sendo que
indices muito maiores de atividade eram atri-
buidas a tripsinas. Do mesmo modo, inibidores
de tripsina mostraram-se muito mais eficientes.
Esses resultados sugerem que inibidores de
serino-protease (tripsina) na defesa de plantas
ao ataque de lepidépteras sdo muito eficientes,
uma vez que a digestdo desses insetos é mais
dependente de tripsinas-like.
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Grafico 1 - Atividade de serino-protease (tripsinas-like) obtidas do intestino médio de Anticarsia gemma-

talis alimentadas com plantas de soja pulverizadas com diferentes concentragdes de benza-
midina e analisadas nos periodos de 6, 12, 24 e 48 horas.

z= 2,20 +2,44x -0,06y -5,03X2+0,001 1y2
R2=0,67, Fg 67=25,82; P<0,0001

(proteina)-1

2,

Atividade especifica microMS-19

Fonte: Elaborado pelos autores, 2015.

No Grafico 2 é possivel verificar que plantas de soja pulverizadas com benzamidina, em pre-
sencga de A. gemmatalis, tiveram crescente aumento na inibigao triptica. Esses resultados sugerem
que as plantas de soja respondem ao ataque do inseto através da producao enddégena de inibidores
de proteases uma vez que ocorreu aumento da inibigéo triptica com o tempo. Além da benzamidina
pulverizada na planta ocorreu também a producgao de inibidor endégeno da soja. Tal resultado também
justifica a redugédo na atividade amidasica de serino-protease (iripsinas-/ike) da lagarta ao longo do

tempo, apresentada no Grafico 1.

Grafico 2 - Determinagédo dos niveis de inibidores em folhas de soja, pulverizadas com inibidor de prote-
ase benzamidina nas concentragdes de benzamidina 0, 0.15, 0.30, 0.45, 0.60 e 0.75 % (p/v)
e coletadas nos tempos 6, 12, 24 e 48 horas de ataque de lagartas Anticarsia gemmatalis.

z = 5,07+301,6x+1,03y -265,5x> -0,02y>
R’= 0,65; Fys,= 30,60, P<0,0001

120

g de proteina

Micrograma de tripsina inibida/

Fonte: Elaborado pelos autores, 2015.
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Marinho et al. (2010) observaram au-
mento na produgdo de inibidores em plantas
de eucalipto e goiaba apds a aplicagéo de ben-
zamidina e ataque de Thyrinteina leucoceraea
(Lepidoptera: Geometridae). A atividade lipoxi-
genase (LOX) e a producdo de IP também fo-
ram avaliadas em trés cultivares de soja sendo,
um susceptivel e dois resistentes ao ataque de
A. gemmatalis. Atividade de LOX apresentou
um incremento de aproximadamente 80 % nos
trés cultivares apos 24 h do ataque e pulveri-
zagao com berenil, incremento este observado
também para a producéo de PI (PAIXAO et al.,
2013). Com os resultados obtidos nesse estu-
do, pode-se inferir que, independentemente da
aplicagado de benzamidina, ocorreu a produgao
de inibidores enddgenos, os quais sao relatados
na literatura, serem componentes de defesa das
plantas. Estes dados sugerem que pulverizagao
de plantas com inibidor benzamidina auxiliou
positivamente no processo de defesa da planta
uma vez que ocorreu aumento de inibidor endé-
geno.

No teste de preferéncia lagartas a folhas
sem ou com inibidor, houve um efeito significa-

tivo entre a proporc¢éao de lagartas versus a con-
centragao de inibidor e o tempo de exposigéo
(GRAFICO 3). A proporcéo de lagartas nas plan-
tas controle (0 % de benzamidina) foi maior do
que nas plantas pulverizadas com o inibidor, em
todos os tempos avaliados. Esses dados indi-
cam que lagartas de A. gemmatalis apresentam
uma nao preferéncia por plantas de soja que re-
ceberam aplicagdes do inibidor. Esse efeito foi
mais acentuado na concentragéo de 0,45 % de
benzamidina. Em soja, Lin; Fischer (1990) ava-
liaram o efeito sobre a preferéncia alimentar do
coledptero Epilachna varivestis (Coccinellidae)
por plantas sadias e ap6s o ataque do lepiddp-
tero Pseudoplusia includens (Noctuidae). Os
autores verificaram que as plantas injuriadas
por P. includens foram rejeitadas pelo coledpte-
ro, possivelmente em decorréncia do acumulo
de metabdlicos secundarios, como o PIIF (fa-
tor indutor de inibidor de protease), no sistema
vascular da planta. Os compostos de plantas,
especialmente aqueles produzidos apds danos
por herbivoros podem afetar o desenvolvimento
e causar mortalidade, especialmente em larvas
de primeiro instar, que sao mais susceptiveis
(SCOTT; THALER; SCOTT, 2010).

Gréfico 3 - Preferéncia de lagartas por plantas de soja pulverizadas com diferentes concentracdes de

benzamidina e analisadas em diferentes tempos.

2=0.24-1.01x + 1.00x2 + 0.002y
[R2 =0.59; F3 326 = 157.48; p < 0.0001]

Fonte: Elaborado pelos autores, 2015.

Com relacao a visitagdo de mariposas
verificou-se um efeito significativo entre a visita-
¢ao versus a concentragao de inibidor e o tempo
de exposigdo (GRAFICO 4). Também se pode
notar que a proporg¢ao de mariposas em plantas

controle (0 % de benzamidina) foi bem maior do
que em plantas pulverizadas com o inibidor, em
todos os periodos testados.
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Grafico 4 - Preferéncias de pouso de mariposas em plantas de soja pulverizadas com diferentes con-
centracOes do inibidor de protease benzamidina e analisadas em diferentes tempos.

z=0.82 +2.76e™ - 91.07/y2
[R2 = 0.58; F2 189 = 130.11; p < 0.0001]

Fonte: Elaborado pelos autores, 2015.

O numero de ovos ovipositados na plan-
ta e a concentragcdo de inibidor apresentaram
efeito significativo (GRAFICO 5). Trata-se de
uma correlagao negativa, ou seja, quanto maior

a concentragado de benzamidina aplicada menor
a quantidade de ovos depositados nas plantas
de soja, portanto, menor oviposigcdo em folhas
tratadas com inibidores de proteases.

Grafico 5 - Avaliagéo da preferéncia para oviposigao em plantas de soja pulverizadas com diferentes
concentragdes do inibidor de protease benzamidina.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2015.

Provavelmente as fémeas de A.
gemmatalis perceberam a presenca do inibidor
benzamidina sobre as folhas das plantas, evi-
tando realizagdo de posturas, uma vez que os
IPs podem reduzir o desenvolvimento e desem-
penho de seus descendentes. A selegao de um
hospedeiro seja pela qualidade ou auséncia de
inimigos naturais € normalmente realizada pela
fémea. O sucesso dos descendentes esta liga-

do ao comportamento de escolha dos sitios de
oviposicdo, ja que lagartas apresentam baixa
mobilidade. Isso é importante, pois compostos
produzidos por plantas apds o ataque dos herbi-
voros podem afetar o seu crescimento tendo um
efeito negativo significativo, principalmente, em
lagartas de primeiro estadio de desenvolvimento
(SCOTT; THALER; SCOTT, 2010).
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Conclusao

A benzamidina reduz a atividade amidasica de
serino-protease presente no intestino médio de
A. gemmatalis e altera o comportamento de la-
gartas e mariposas deste inseto, as quais apre-
sentam preferéncia alimentar, de pouso e ovi-
posi¢do, por plantas pulverizadas com 0 % de
benzamidina.

Plantas de soja pulverizadas com ben-
zamidina respondem com aumento nos niveis
inibidores endogenos.

O uso de IP é uma estratégia promis-
sora no controle de A. gemmatalis na cultura da
soja.
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