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RESUMO

LOCATELI, Bruna Taiza. Inducéo de resisténcia por agentes abiodticos em soja
mosca-branca: 2017. 65 f. Dissertagdo de Mestrado, do Programa de P6s Graduacao
em Agroecossistemas da Universidade Tecnoldgica Federal do Parand — UTFPR - Dois
Vizinhos, 2017.

A soja € uma das culturas mais antigas e praticadas no mundo, tendo sua importancia
pelo elevado teor de proteinas, sendo utilizada na alimentagdo humana e animal, além
de ser o principal produto de exportacéo brasileira. Apesar da alta producdo nacional, a
cultura possui perdas de produtividade pelos ataques de insetos-pragas, dentre eles, a
mosca-branca Bemisia tabaci Biétipo B (Hemiptera: Aleyrodidae). Seu controle
tradicional é realizado com inseticidas, mas atualmente métodos alternativos estéo
sendo avaliados, considerando a ndo contaminagdo do ambiente e a saide humana. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de indutores de resisténcia no
processo de defesa vegetal contra a mosca-branca em plantas de soja. Foram realizados
dois experimentos na Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Dois
Vizinhos-PR, no ano de 2017. Sementes de soja da cultivar BRS 284 foram semeadas
em vasos de polietileno com capacidade para 10 litros, contendo solo proveniente de
lavoura. O cultivo ocorreu em casa de vegetacao, sendo que os vasos ficaram dispostos
nas bancadas até a fase fenoldgica V6, onde foram aplicados os indutores conforme os
tratamentos. Os tratamentos foram aplicados por microaspercdo sendo: ASM (0,005%),
AS (2Mm), fertilizante foliar composto por fosfito de potassio (0,004%); quitosana
(1%) , silicio (0,25%) e testemunha (a4gua destilada). O primeiro experimento buscou
avaliar o potencial dos indutores quanto a capacidade de ativar mecanismos de defesa
vegetal, considerando a presenca e a auséncia da mosca branca. Para tanto, aplicou- se
os indutores, sendo que para a condi¢cdo de auséncia de insetos, 0s vasos permaneceram
em gaiola individual com tela anti-afidica, para evitar o contato com o inseto praga.
Entdo, realizou-se a coleta do material vegetal em intervalos de 0, 24, 48, 96 e 168 horas
apos a aplicacdo dos indutores de resisténcia. Avaliaram-se proteinas totais, acucares
totais e redutores, compostos fendlicos, taninos e a atividade das enzimas peroxidases,
fenilalanina aménia-liase (FAL) e quitinase. O segundo experimento buscou avaliar a
preferéncia de oviposicdo em funcdo da aplicacdo dos indutores. Apos 24 horas da
aplicacdo dos indutores, 500 adultos coletados ndo sexados de mosca-branca foram
liberados no centro dos vasos sobre a bancada, tendo chance de escolha entre o0s
tratamentos. Apds 48 horas da infestacdo inicial, coletaram-se dois foliolos do terco
mediano das plantas, de cada tratamento. Os foliolos foram avaliados em microscopio
estereoscopio para a quantificacdo do nimero de ovos. A area foliar total dos foliolos
também foi calculada, utilizando-se o software Image J. Os indutores de resisténcia
possuem capacidade de ativar o metabolismo primario através da sintese de proteinas
totais, bem como demonstram potencial na ativacdo de mecanismos de defesa entre eles,
a rota dos fenilpropandides com a ativacdo da enzima FAL e a formacdo de compostos
fendlicos. Ainda demonstram ativar enzimas relacionadas a patogenicidade como as
peroxidases e quitinase, tais ativacdes possuem especificidade quanto ao indutor e o
tempo de ativacdo. O uso dos indutores quando desafiados com insetos demonstraram
maior efetividade de ativacdo da enzima FAL, peroxidade e quitinase, enzimas estas
relacionadas ao processo de defesa vegetal a insetos. Os indutores ASM, silicio e
quitosana possuem potencial de reducdo da oviposi¢cdo da mosca-branca, o que pode
estar relacionado a ativagdo de mecanismos de defesa vegetal.



Palavras-chave: Defesa vegetal, rotas metabodlicas, enzimas, metabolismo secundario.



ABSTRACT

LOCATELI, Bruna Taiza. Inducers of resistance in the process of plant defense to
whitefly in soybean plants: 2017. 65 f. Dissertacdo de Mestrado, do Programa de Pds
Graduacdo em Agroecossistema da Universidade Tecnoldgica Federal do Parand —.
Dois Vizinhos, 2017.

Soybean is one of the oldest and most practiced crops in the world, and its importance is
due to its high protein content, its use in food for humans and animals, as well as being
the main Brazilian export product. Despite the high national production, the crop has
productivity losses due to attacks of insect pests, among them, the whitefly Bemisia
tabaci Botype B (Hemiptera: Aleyrodidae). Its traditional control is carried out with
insecticides, but currently alternative methods are being evaluated considering the non-
contamination of the environment and human health. The present work had as objective
to evaluate the potential of resistance elicitors in the process of vegetal defense against
the whitefly in soybean plants. Two experiments were carried out at the Federal
University of Technology - Parana, Campus Dois Vizinhos-PR, in 2017. Soybean seeds
of cultivar BRS 284 were sown in polyethylene pots with capacity of 10 liters,
containing soil gathered from crops at UTFPR. Cultivation occurred in a greenhouse,
and the vessels were placed on benches until the V6 phenological phase, when the
elicitors were applied by microaspersion according to the treatments: ASM (0.005%),
SA (2 Mm), foliar fertilizer composed of potassium phosphite (0.004%); chitosan (1%),
silicon (0.25%) and control (distilled water). The first experiment aimed to evaluate the
potential of the elicitors to activate plant defense mechanisms, considering the presence
and absence of the whitefly. For this, the elicitors were applied, and for the condition of
absence of insects, the vases remained in individual cages with anti-aphid screen, to
avoid contact with the insect pest. Then, the plant material was collected at intervals of
0, 24, 48, 96 and 168 hours after the application of resistance elicitors. Total proteins,
total and reducing sugars, phenolic compounds, tannins and the activity of the enzymes
peroxidases, phenylalanine ammonia-lyase (FAL) and chitinase were evaluated. The
second experiment sought to evaluate the oviposition preference due to the application
of the elicitors. After 24 hours of application, 500 not sexed whitefly adults were
released in the center of the vases on the bench, having a choice among treatments.
After 48 hours of the initial infestation, two leaflets of the median third of the plants
were collected from each treatment. The leaflets were evaluated under stereomicroscope
for the quantification of the number of eggs. The total leaf area of the leaflets was also
calculated using Image J. The resistance elicitors have the capacity to activate the
primary metabolism through the synthesis of total proteins, as well as demonstrate the
potential in the activation of defense mechanisms among them, the route of the
phenylpropanoids with the activation of the enzyme FAL and the formation of phenolic
compounds. They also activated pathogenic enzymes such as peroxidases and chitinase,
such activations have specificity for the elicitor and the activation time. The use of
elicitors when challenged with insects demonstrated greater effectiveness of activation
of the enzyme FAL, peroxidase and chitinase, these enzymes related to the process of
plant defense against insects. ASM, silicon and chitosan elicitors have the potential to
reduce oviposition of the whitefly, which may be related to the activation of plant
defense mechanisms.



Key words: Plant defense, metabolic pathways, enzymes, secondary metabolism
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1. INTRODUCAO

A soja é uma das culturas mais importantes do mundo sendo explorada no
Oriente ha mais de cinco mil anos. Tem-se o primeiro registro de cultivo no Brasil em
1882 no estado da Bahia (EMBRAPA SOJA, 2004). A partir de entdo, a soja passou por
processo de modernizagdo introduzindo-se novas tecnologias, tornando-a cultura
essencial para o aumento da renda das familias, emprego e das divisas da exportacao
(SILVA; LIMA; BATISTA, 2010), além de servir para o consumo animal e humano,
tendo grande valor para diversos usos como no agronegécio brasileiro e na
possibilidade da producéo de biodiesel (MORAES; FERREIRA; COSTA, 2009).

No contexto mundial, o Brasil desempenha um papel importante na agricultura
(GUSSO; ARVOR; DUCATI, 2017; GODOY et al., 2016). Na safra 2016/2017 o Brasil
foi o0 segundo maior produtor de soja, responsavel por 32% da producgéo global, e o
estado do Parana foi 0 segundo produtor brasileiro com producéo de 19,534 milhdes de
toneladas (EMBRAPA SOJA, 2017).

Entretanto, ha fatores que limitam o rendimento da soja, como ocorréncia de
danos ocasionados por fungos, bactérias, nematoides e insetos-praga, sendo que as
pragas provocam perdas diretas por danos nas culturas e indiretas relacionadas a compra
e aplicacdo de inseticidas (OLIVEIRA et al., 2014; WANG et al., 2015).

Dentre os insetos-praga, esta a mosca-branca Bemisia tabaci Gennadius, 1889
(Hemiptera: Aleyrodidae), que ja foi considerada praga ocasional em soja no Brasil,
porém um novo bidtipo foi relatado em 2002 da B. tabaci ou também conhecida por
Bemisia argentifolii (Bellows; Perring, 1994) B. tabaci raca B, o qual vem se tornando
relevante a cada safra (LIMA; LARA, 2004; RABELLO et al., 2008; QUINTELA;
HIROSE, 2013).

Bemisia tabaci “biotipo B” pode sobreviver, muitas vezes, em elevada
populacdo nas areas de cultivo ndo havendo interrupcdo no seu ciclo de vida (BOAS;
BRANCO, 2009). Ela é considerada mais agressiva do que a B. tabaci por atacar a
planta de forma direta e indireta e possui extensa lista de hospedeiros como hortalicas
(tomate, pimentdo, repolho, meldo, abdbora), feijdo, algoddo, e plantas daninhas,
incluindo outras culturas, além do alto potencial de transmissdo de virus (CORREA et
al., 2005; QUEIROZ et al., 2016).

Atualmente, a mosca-branca € controlada pelo método quimico com inseticidas
sintéticos (MORAES; FERREIRA; COSTA, 2009), manejo integrado de pragas (MIP)
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(EMBRAPA SOJA, 2011), ou genotipos resistentes ao hemiptero (VALLE;
LOURENCAO; PINHEIRO, 2012). Porém, por um sistema agricola mais sustentavel,
considera-se essencial o sistema de manejo integrado e o uso do controle biol6gico
(TIMBO et al., 2014) e dos indutores de resisténcia que se apresentam como uma
alternativa muito promissora no processo de defesa do vegetal.

O uso de indutores de resisténcia como estratégia de controle alternativo de
doencas e pragas nas plantas esta sendo investigado de forma mais efetiva nos ultimos
anos (PRATISSOLI et al, 2007; BERGER; STAMFORD; STAMFORD, 2011;
DALASTRA et al., 2011), pois néo afeta 0 meio ambiente, sendo que tais produtos, na
sua maioria, sdo utilizados em baixas dosagens, sdo biodegradaveis, atuam ativando
defesas das plantas e também por proporcionar menor pressdo de sele¢do na populagdo
dos insetos. Entre os indutores mais estudados estdo o acibenzolar-S-metil (ASM),
acido salicilico (AS), fosfitos, quitosana e silicio (CRUZ et al., 2011; TERRA, 2009).

O ASM ¢ indicado para varias culturas, atuando no aumento da atividade da
enzima fenilalanina amdnia-liase (FAL), dos compostos fendlicos e das fitoalexinas
(RODRIGUES; NETO; COELHO, 2006; STADNIK; BUCHENAUER, 2000). O 4cido
salicilico (AS) é um composto fendlico, que atua como inibidor da enzima catalase e na
sintese de fitoalexinas (RASKIN, 1992). A quitosana € um polissacarideo extraido em
animais do filo Arthopoda e junto com os fosfitos destacam-se na sintese de fitoalexinas
e ativacdo de proteinas relacionadas a patogenicidade (MAZARO et al., 2008;
NOJOSA; RESENDE; RESENDE, 2005). O silicio atua na producdo de compostos
fendlicos, quitinases, peroxidases e acumulo de lignina (NOJOSA; RESENDE;
RESENDE, 2005).

Existem poucos trabalhos de inducdo de resisténcia na cultura da soja a insetos
pragas, considerando o potencial de inducdo, as rotas metabolicas ativadas e a
preferéncia ou repeléncia de moscas brancas em funcdo da aplicacdo dos indutores, o

que justifica o desenvolvimento desse trabalho.
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2- OBJETIVOS:

2.1. Geral
O objetivo desse trabalho é avaliar a indugdo de resisténcia por agentes abidticos

em soja a mosca-branca

2.2. Especifico

Avaliar os indutores acibenzolar-S-metil, &cido salicilico, silicio, fosfitos e
quitosana quanto a resposta de defesa vegetal e a preferéncia de oviposi¢do da mosca-
branca com plantas de soja tratadas com indutores.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SOJA- Glycine max

A soja, Glycine max (L.) Merril € uma planta herbacea da familia Fabacea
(MULLER, 1981), originaria do continente asitico regido correspondente & China
Antiga. Seu primeiro registro no Brasil ocorreu no inicio de 1882 na Bahia, 1892 em
Sdo Paulo e 1914 no Rio Grande do Sul (BONATO; BONATO, 1987).

Em meados del1930, o estado do Rio Grande do Sul passou a cultivar soja em
larga escala no municipio de Santa Rosa e Missdes. Esse rendimento notavel estaria
ligado com a criacdo de porcos, no qual os criadores identificaram a soja como fonte de
proteinas (CARUSO, 199-).

Na década de 50 a 70 a cultura passou por expansao na regido Sul do Brasil,
devido a semelhangca com as condig¢des do Sul dos Estados Unidos e o estabelecimento
do Projeto Plano Estadual de Melhoramento da Fertilidade dos Solos conhecido por
“Operacdo Tatu” (MISSAO, 2006). O intenso trabalho de experimentagio sobre os mais
variados aspectos da cultura da soja tornou-a como uma opcao de plantio de verdo, em
sucessao ao trigo. Nesse periodo, também iniciou-se o cultivo de soja no Mato Grosso
do Sul, Goias, Minas Gerais, Bahia, Maranhdo (EMBRAPA SOJA, 2011).

Atualmente, a soja € um dos grdos mais importantes do Brasil. Na safra
2014/2015 o Brasil produziu cerca de 95,070 milhGes de toneladas e na safra seguinte
2016/2017 aumentou para 113,923 milhdes de toneladas sendo que a producdo mundial
foi de 351,311 milhGes. O estado do Mato Grosso, Parana e Rio Grande do Sul sdo as
regibes que mais produzem soja no Brasil, concentrando 60% da producdo nacional
(EMBRAPA SOJA, 2017).

O cultivo da soja ocorre em todo o territério nacional, sendo possivel por meio
de cultivares adaptadas a diferentes incidéncias de luz, temperaturas e precipitaces
além da adequada construcdo da fertilidade do solo, adubacéo equilibrada e praticas de
manejo (MISSAO, 2006). A soja é um gréo rico em proteina e pode ser utilizado, além
da alimentacdo, como adubo verde, forragem, silagem, feno e pastagem, também, o éleo
do grédo pode produzir biodiesel, desinfetantes, lubrificantes e sabdes (ROESSING;
SANCHES; MICHELLON, 2005; MISSAO, 2006). De tal modo, é um grande setor na
geracdo de empregos para as diversas regides do Brasil sendo relevante no agronegdcio
brasileiro (SILVA; LIMA; BATISTA, 2010).
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A pesar disso, a cultura da soja possui problemas fitossanitarios com ataque de
doencas, sendo uma das principais a ferrugem asiatica (GODOQY et al., 2016). Também
insetos-pragas podem comprometer a cultura, as mais comuns sdo das ordens
Coleoptera, Lepidoptera, Hemiptera dentre elas estd a Bemisia tabaci bi6tipo B
conhecida como mosca-branca (GALLO, 2002; LIMA, LARA, 2004).

3.2 INSETO-PRAGA

Dentre um milhdo de espécies de insetos ja descrita, aproximadamente 10%
sdo considerada pragas e causam algum dano as plantas. Os danos podem ser diretos,
quando atacam o produto comercializado, ou indiretos, quando atacam estruturas do
vegetal. Além disso, tambem podem atuar indiretamente na transmissao de patdgenos
como virus, bactéria e fungos (GALLO, 2002).

Os insetos-pragas sdo os principais problemas enfrentados pelos produtores da
soja, pois a planta pode ser atacada desde 0 momento da semeadura até a colheita. As
pragas podem atacar a plantula, haste e peciolo ndo ficando mais restrito a folhas e
vagens, sendo fatores principais para surgimento de novas pragas (HOFFMANN-
CAMPO; CORREA-FERREIRA; MOSCARDI, 2012).

As pragas que atacam as plantulas, hastes e peciolos da cultura da soja sdo da
ordem Coleoptera, destacando as espécies Sternechus subsignatus (Boheman, 1836);
Chalcodermus sp.; Myochrous armatus e Blapstinus sp.; da ordem Lepidoptera, as
espécies Crosidosema (Epinotia) aporema, (Walsingham, 1914); Elasmopalpus
lignosellus (Zeller, 1848); Agrotis spp.; Spodoptera frugiperda e da ordem Hemiptera
sendo da espécie Ceresa brunnicornis (Germar, 1835) e C. fasciatithorax (Remes-
Lenicov, 1973). Além disso, essas estruturas podem ser atacadas por artropodes como:
piolhos-de-cobra, lesmas, caracois (HOFFMANN-CAMPO, CORREA-FERREIRA,
MOSCARDI, 2012).

Os insetos que atacam a folha pertencem a ordem Coleoptera, sendo espécies
Diabrotica speciosa (Germar, 1824); Cerotoma arcuata (Olivier, 1791); Colaspis sp e
Aracanthus mourei (Rosado Neto, 1981); da ordem Lepidoptera, Anticarsia gemmatalis
(Hubner, 1818); Chrysodeixis (= Pseudoplusia) includens (Walker, 1858); Rachiplusia
nu (Guenée, 1852); Omiodes indicata (Fabricius, 1775); Spodoptera; Heliothis

17



virescens (Fabricius, 1781); diversos &caros e da ordem Hemiptera: a espécie Bemisia
tabaci (Gennadius, 1889) conhecida como mosca-branca (HOFFMANN-CAMPO,
CORREA-FERREIRA, MOSCARDI, 2012) e Helicoverpa armigera (Lepidoptera:
Noctuidae) que atacam tanto estruturas vegetativas quanto reprodutivas de seus
hospedeiros (KUSS et al., 2016).

A Ordem Hemiptera (Linnaus, 1758) (hemi: metade; ptera: asas) (GALLO,
2002) é um grupo diversificado de insetos, o qual contém: percevejos verdadeiros,
cigarras, cercopideos, psilideos, moscas-brancas, pulgBes e cochonilhas. Muitas
espécies parasitam os vegetais e exibem estrutura simplificada, sem asas, olhos ou
antenas (TRIPLEHORN; JOHNSON, 2013).

Recentemente apareceu um novo biétipo da B. tabaci, conhecida como Bemisia
tabaci biétipo B ou B. argentifolii, que causa maiores problemas. A mosca-branca
apresenta esse nome por ser semelhante ao diptero e por que se assemelha a pequenas
mariposas (GALLO, 2002).

3.3 MOSCA-BRANCA

B. tabaci Biotipo B é um pequeno inseto com comprimento de 1 a 2 mm de
comprimento. Pertence a Ordem Hemiptera (Linnaus, 1758), Subordem Sternorhyncha
e Familia Aleyrodidae (GALLO, 2002). Os adultos possuem aparelho bucal picador-
sugador, o dorso amarelo-palido e possuem dois pares de asas membranosas de cor
branca (HOFFMANN-CAMPO; CORREA-FERREIRA; MOSCARDI, 2012).

O ciclo biolégico é dividido em ovo, quatro instares ninfais e adulto, sendo a
postura dos ovos na face abaxial da folha. O primeiro instar apresenta movimento até se
fixar; em seguida, as ninfas ficam imoveis do segundo ao quarto instar. As ninfas sdo
translicidas e de coloracdo amarelada, no final do quarto estadio ninfal é percebido o
aparecimento de ocelos vermelhos indicando sua Gltima fase. O ciclo completo é em
torno de 15 a 25 dias dependendo das condicbes do inseto (HOFFMANN-CAMPO;
CORREA-FERREIRA; MOSCARDI, 2012; BOAS; BRANCO, 2009; GALLO, 2002).

Os primeiros surtos dessa praga foram registrados em janeiro de 1996 no norte
do Paranéa e na cidade de Pedrinhas-SP, onde provocou perdas entre 30 a 80% da cultura
ocasionados pelos danos diretos e indiretos do inseto (HOFFMANN-CAMPO;
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CORREA-FERREIRA; MOSCARDI, 2012). Na safra 2012/2013, foram relatadas
perdas de 69 % na cultura da soja e feijao no Distrito Federal, Goias e Minas Gerais
(QUINTELA; HIROSE, 2013).

A mosca-branca pode atacar outras espécies vegetais, como plantas daninhas e
hortalicas. Assim, essa praga pode sobreviver muitas vezes em elevada populacdo nas
areas de cultivo ndo havendo interrupcdo no ciclo de vida e, no préximo cultivo, a
quantidade da praga podera ser maior que no cultivo anterior (GALLO, 2002; BOAS:
BRANCO, 2009).

Referente a descricdo de alimentacdo da mosca-branca, encontrou-se trabalhos
com a descricdo do habito alimentar do pulgéo, sendo que o mesmo possui aparelho
bucal picador sugador e pertence a ordem da mosca-branca. Da mesma forma da mosca-
branca, o pulgdo antes de se alimentar, acaba sondando com a saliva e pode usar
informacGes visuais e volateis da planta hospedeira, com isso podem avaliar moléculas
de superficie, lipidios e metabolitos secundarios (POWELL; TOSH; HARDIE, 2006).
Caso a planta hospedeira esteja em boas condigbes nutricionais para o0 inseto, ha a
penetracdo com a proboscide e o estilete até o floema, conforme a figura 1 sendo que a
alimentacdo do inseto picador sugador induz no vegetal a via do acido salicilico (SA),
que é basicamente a mesma via de respostas das plantas aos agentes patogénicos
(SMITH; CLEMENT, 2012).

:. Mant secondary metaboltes

.0 Salvary effector proteins

Cuticle
Epidermis

Mezophyll

Sleve tube
Companion cell

1Su:-vn: plate Callose

Figura 1- Habito alimentar do pulgdo e secrecido do honeydew. Fonte: ZUST; AGRAWAL
(2016)
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Essa B. tabaci Biotipo B causa danos diretos relacionados a transmissdo de
diversos virus a planta como begomovirus (familia Geminiviridae), crinivirus,
ipomovirus, torradovirus e alguns carlavirus (ALMEIDA et al., 2002; NAVAS-
CASTILLO; FIALLO-OLIVE; SANCHEZ-CAMPOS, 2011) e a succdo
constantemente causa depauperacdo das folhas e desfolha precoce (TAMAI;
MARTINS; LOPES, 2006).

Também causam danos indiretos como a secrecdo do excesso de seiva ingerida
“honeydew” conforme figura 1 (TRIPLEHORN; JOHNSON, 2013) no qual favorece a
instalacdo do fungo Capnodium sp., conhecido como fumagina, que causa a queima das
folhas e impede a captacdo dos raios solares, diminuindo a fotossintese (HOFFMANN-
CAMPO; CORREA-FERREIRA; MOSCARDI, 2012).

O uso de inseticidas ¢ uma ferramenta comumente utilizada para o manejo
desta praga. Porém com o uso continuo, observou-se a resisténcia da mosca-branca a
diversos grupos quimicos incluindo os piretroides, organofosforados, carbamatos,
neonicotindides e inseticidas reguladores de crescimento como buprofezina e
piriproxifem. O Comité Brasileiro de Acdo a Resisténcia a Inseticidas (IRAC-BR) com
a empresa PROMIP (Pro-ativo de Manejo da Resisténcia de Mosca-branca)
recomendam uso de rotacdo de produtos com diferentes modos de acdo, dosagem
adequada, eliminacdo de restos culturais e plantas hospedeiras da praga (POLETTI;
ALVES, 2013).

3.4 CONTROLE DE INSETOS-PRAGA NA CULTURA DA SOJA

A agricultura existe ha mais dez mil anos e a utilizacdo dos inseticidas para o
controle das pragas e doencas existem ha aproximadamente meio século. Sua origem é
mencionada ap0Os guerras mundiais, pois, ocorreu a producdo de diversos compostos
quimicos com propriedades antibidticas ou inseticidas e a industria quimica fabricante

de venenos viram na agricultura um mercado prdspero de produtos (LONDRES, 2011).

Com o aumento populacional e a demanda por alimentos em 1980, a pesquisa

agropecudria voltou-se para o desenvolvimento de sementes selecionadas para

20



responder a aplicagbes de adubos quimicos e agrotoxicos em monoculturas
mecanizadas, esse processo de erradicar a fome ficou conhecido como Revolugéo Verde
que incluia pacotes tecnoldgicos e financiamento para incentivar a produgdo
(ALCANTARA, 2011; LONDRES, 2011).

Embora a aplicacdo de inseticidas na cultura da soja seja efetiva para controlar
o0s insetos desfolhadores e sugadores de sementes, para os autores Andrades e Ganimi
(2007), Correa et al. (2005); Trouvelot et al. (2014) e Wang et al. (2015), o uso
exagerado dos produtos quimicos causa impactos ambientais e resisténcia de diversas
pragas. Levando em consideracdo que ha insetos em outros nichos ecolégicos da planta
que ndo sofreram com a aplicacdo do inseticida, eles podem passar de pragas
secundarias  para  principais (HOFFMANN-CAMPO; CORREA-FERREIRA;
MOSCARDI, 2012).

Para controlar as pragas, muitas vezes ha necessidade de utilizar mais de um
método para conseguir o0 controle e reduzir 0 maximo da praga, por isso a necessidade
de combinar métodos fisicos, mecénicos, culturais, quimico e bioldgico, realizando o
MIP (ZAMBOLIM, 2007).

O MIP-Soja é composto por tecnologias que visam a integracdo do ecossistema
0 mais semelhante com o equilibrio ecoldgico, sendo composto por programa integrado
com diversos fatores como: reconhecimento da praga e seus inimigos naturais,
monitoramento  dos inseto, entre outros (HOFFMANN-CAMPO; CORREA-
FERREIRA; MOSCARDI, 2012).

Os estudos sdo escassos para mosca-branca sobre o seu controle, e para
Hoffmann-Campo; Corréa-Ferreira e Moscardi (2012) sdo necessarios estudos para o
refinamento do sistema de amostragem, nivel de dano econémico e cultivares
resistentes. Além disso, é dificil controlar a B. tabaci Bidtipo B devido a alta
plasticidade genotipica da espécie.

Neste contexto, muitos paises estdo preferindo alimentos produzidos em
sistemas agroecoldgicos. Sendo, uma maneira de diminuir as aplicagdes de produtos
quimicos para se adequar as normas. Para Faria (2009), algumas empresas estdo
buscando adotar métodos para conservar 0 meio ambiente e com isso aumentar a
produtividade.

Tendo em vista sobre os problemas a salde humana e ecossistemas, é
necessario que se preconize cada vez mais 0 uso de produtos alternativos. Estudos

demonstraram extratos vegetais como Oleo de nem, extrato de timb6 e extrato
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pirolenhoso e fungos entomopatogénicos (Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae) eficientes na cultura do meloeiro contra B. tabaci Biétipo B (AZEVEDO et
al., 2005), e outro controle alternativo que visa minimizar os impactos negativos € a
indugéo de resisténcia.

A inducdo de resisténcia é capaz de ativar mecanismos de defesa nas plantas,
tais como a sintese de proteinas relacionadas a patogénese (PRPs) como quitinases e p-
1,3 glucanases, de enzimas como fenilalanima amonia-liase (FAL) e também o acumulo
de lignina (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005) cuja funcdo principal é
ativar os mecanismos de defesa latentes nas plantas (TERRA, 2009).

3.5 DEFESA VEGETAL E INDUCAO DE RESISTENCIA

As plantas possuem o0 metabolismo primario que é essencial para a
sobrevivéncia, sendo importante na fotossintese, respiragcdo, crescimento e
desenvolvimento, mas também geram respostas de defesa direta ou indireta envolvendo
estas moléculas para sinalizacdo (ROJAS et al., 2014). A partir do metabolismo
primario, 0s vegetais produzem compostos organicos que sdo 0s metabdlitos
secundarios, ou seja, produtos secundarios ou naturais que possui especificidade nas
plantas (TAIZ; ZEIGER, 2004).

O metabolismo secundario apresentam funcbes ecoldgicas de atracdo para
insetos polinizadores, repeléncia, reproducdo e protecdo. Essas defesas foram adquiridas
através de mutacOes herdadas, selecdo natural e mudancas evolutivas (TAIZ; ZEIGER,
2004) e podem ser ativadas por indutores no qual, realizam a sinaliza¢éo por receptores
celulares e, posteriormente, & transducdo para o sitio de acdo no interior da célula, que
desencadeia a traducdo do sinal para os mecanismos de defesas (CAVALCANTI;
BRUNELLI; STANGARLIN, 2005). Podem ativar diferentes vias que ocorrem isoladas
ou concomitantemente como a via do acido jasménico (JA), acido salicilico (SA) e
etileno (WANG et al., 2015) vias dos compostos fendlicos, terpenos e compostos

nitrogenados.

Os compostos fenolicos sdo biossintetizados pela rota do acido chiguimico e a
rota do acido malénico com a formacdo de outros compostos fendlicos variados e

simples como os fenilpropanoides, lactonas de fenilpropanoides, derivados de acido

22



benzdico, lignina, flavonoides e taninos condensados. Os terpenos sdo biossintetizados a
partir da acetil CoA e do acido mevaldnico, sendo considerados toxicos para certos
animais. J& os compostos nitrogenados sdo biossintetizados a partir de aminoacidos
(TAIZ; ZEIGER, 2004; VENDRAMIM; FRANCA, 2005).

As plantas também desenvolvem mecanismo de defesa bioquimica, podendo
ser pré-formados como fendis, alcaloides, ou pés-formado como fitoalexinas e PR-
proteinas (TAIZ; ZEIGER, 2004; PASCHOLATI; LEITE, 1994). Entre as PR-proteinas
encontra-se a fenilalanina aménia-liase (FAL), peroxidase, quitinase e 3 1,3 glucanase.

Esse mecanismo de interacdo entre planta e inseto pode desencadear
adaptac@es, para Wang et al. (2015) as plantas podem gerar anti-herbivoro sendo que 0s
insetos podem se adaptar aos metabdlitos secundarios da planta, regulando a expressao
de genes que codificam. Desse modo, a0 mesmo tempo em que a planta desenvolve
meios para se proteger, esta influenciando na adaptacdo do inseto, corroborando com a

selecdo natural.

Para Voelckel; Weisser e Baldwin (2004), as plantas possuem diferentes
mecanismos de defesa e 0s autores observaram que 0s insetos mastigadores nao
induzem o mesmo conjunto de respostas de defesa como o inseto picador sugador,
tendo como base o monitoramento de genes e proteinas. O inseto mastigador causa
danos extensivos nos tecidos, ja o inseto picador sugador remove a seiva do floema e

causa relativamente pouco dano visivel (ZHOU et al., 2015).

A fim de superar desequilibrios, a inducdo de resisténcia apresenta-se como
uma alternativa promissora para ser utilizada como mecanismo de defesa do vegetal, no
qual ativam genes que codificam respostas de defesas (BONALDO; PASCHOLATI;
ROMEIRO, 2005), além de possuir vantagens na efetividade contra virus, bacteéria,
fungos, nematoides e insetos (PASCHOLATI, 2002).

3.6 INDUTORES DE RESISTENCIA:

Os indutores de resisténcia podem ser de origem bidtica e abi6tica. Os agentes

bidticos sdo organismos vivos ou partes deles que podem ativar a defesa da planta; em

destaque, encontram-se 0s fungos oomicetos, agrobactérias, leveduras como

Saccharomyces cerevisiae, bactérias e virus atenuados.
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Os agentes abidticos sdo produtos de origem abidtica, podendo ser
relacionados o acido salicilico (AS), acibenzolar-S-metil (ASM), acido jasmonico, &cido
B-aminobutirico (BABA). No mercado estdo disponiveis comercialmente com marcas
registradas: Bion®, Etefon®, Elexa®, Probenazole®, Neemazal®, Milsana® Oxycom®,
Messenger®, entre outros. Também ha os indutores fisicos que sdo a temperatura e a
radiagéo ultravioleta e gama (SOBRINHO; FERREIRA; CAVALCANTI, 2005).

Os elicitores quando aplicados nas plantas séo identificados por receptores e
entdo desencadeiam os processos de defesa vegetal (TROUVELOT; HELOIR;
POINSSOT, 2014). Os elicitores podem induzir na planta resisténcia local adquirida
(RLA), a resisténcia sistémica induzida (RSI) ou a resisténcia sistémica adquirida
(RSA) (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005).

Porém, tanto na RSA como na RSI, sdo fendmenos distintos, mas
fenotipicamente semelhantes, visto que para ambas um sinal é gerado no sitio de
contato com o eliciador e 6rgdo vegetal, e esse sinal é transcolado para outros 6rgaos,
desencadeando genes que ativam a inducdo de resisténcia (STICHER; MAUCH MANI;
METRAUX, 1997). Assim, tem-se que a RSA envolve o acUimulo de proteinas
relacionada a patogénese induzido por elicitores bioticos, abidticos ou patdgenos, ja RSI
ndo hd acumulo de PRPs, e seu agente indutor normalmente € um microrganismo néo-
patogénico, sua rota de ativagdo estd associada ao acido jasménico e etileno.
(BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005; ZARATE; KEMPEMA; WALLING,
2007).

A maioria dos estudos com os indutores de resisténcia estdo relacionados no
controle de doencas causado por fungos e bactérias. Trabalhos com quitosana e ASM
retardaram a maturacdo dos frutos de morangueiro e a quitosana induziu a resisténcia de
plantulas de beterraba e a incidéncia do tombamento (MAZARO 2007; et al., 2008).
ASM permitiu a reducdo da severidade da murcha por Fusarium sp. em caupi
(RODRIGUES; NETO; COELHO, 2006). O ASM e o fosfito de potassio inibiram em
56,23 e 62,26% mancha de phoma no cafeeiro (NOJOSA et al., 2009). Entretanto,

existe uma caréncia de estudos com inseto-pragas considerando o uso de indutores.

3.6.1. Acido salicilico (AS)
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O AS é um composto fendlico encontrado nas plantas de forma enddgena, com
distribuicdo nas folhas e estruturas reprodutivas, sendo relacionado com o metabolismo
secundario das plantas, pois se origina através da fenilalanina (CAVALCANTI;
BRUNELLI; STANGARLIN, 2005). Sendo considerado um regulador de crescimento
vegetal e estd envolvido na resisténcia a patdgenos (TAIZ; ZEIGER, 2004). Ele atua
como inibidor da catalase, (ZAREIE; MELASON; MURPHI, 2002) e na agricultura
estudos demonstraram potencial de utilizagdo no rendimento das culturas (SOBRINHO;
FERREIRA; CAVALCANTI, 2005).

Na planta, o AS é transportado via floema para as partes ndo infectadas,
atuando como sinalizador, além de estarem envolvidas nos salicilatos volateis as plantas
vizinhas, proporcionando uma resposta conjunta de defesa (TAIZ; ZEIGER, 2004,
SOBRINHO; FERREIRA; CAVALCANTI, 2005).

3.6.2. Acibenzolar S-Metilico (ASM)

O ASM ou éster S-metil do acido benzo-(1,2,3)-tiadiazole-7 carbotioico € um
composto derivado do benzotiadiazole (BTH), sendo registrado e comercializado no
Ministério da Agricultura do Brasil, sob a marca Bion® (Syngenta). Sendo empregada
para aplicacdo foliar em culturas do algoddo, batata, cacau, citros, feijdo, meldo e
tomate, aléem de apresentar baixa toxicidade para organismos ndo-alvo (SOBRINHO;
FERREIRA; CAVALCANTI, 2005).

Apresenta principios de ativacdo de rotas metabolicas relacionadas a defesa
vegetal com enzimas relacionadas a patogenicidade, sendo que estudos mostraram o
aumento da sintese de fitoalexina (RODRIGUES; NETO; COELHO, 2006), acimulo de
compostos fendlicos (STADNIK; BUCHENAUER, 2000), aumento da FAL e chalcona

isomerase e enzimas antioxidantes (KNORZERA et al., 1999).

3.6.3. Fosfitos

Os fosfitos sdo registrados no Ministério da agricultura como fertilizantes e ndo

como defensivos agricolas. Sdo a base de fosforo, porém, é uma forma de fosfato
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reduzido que reage com uma base, e dependendo do sal que compdem essa base, da-se a
formacdo e a denominacdo desse fosfito, podendo ser fosfito de potassio, manganés,
cobre, entre outros. Pesquisas demonstraram acdo direta e indireta e empresas que
produzem destacaram a capacidade de estimular a producdo de fitoalexinas (NOJOSA,;
RESENDE; RESENDE, 2005). Além de estimular a rota do acido chiquimico e auxiliar
no equilibrio nutricional da planta (SMILLIE; GRANT; GUEST, 1989).

O fosfito de potéssio pode ser aplicado via foliar, solo ou imersdo, sendo
indicada para prevencdo de fungos, melhoria nutricional da planta, amadurecimento e
qualidade de frutos (NOJOSA; RESENDE; RESENDE, 2005).

3.6.4. Quitosana

A quitosana é um polimero de D-glucosamina, derivada da desacetilizagdo da
quitina no qual é extraido de animais do Filo Arthopoda, como crustaceos e insetos
(SOBRINHO; FERREIRA; CAVALCANTI, 2005). Como a quitina faz parte da parede
célula dos fungos, quando é aplicada na planta, mimetiza ataque de fungos e a planta
desencadeia mecanismos de defesa, sendo importante para que quando realmente for
atacada, a planta ligeiramente ja conhece e se protege (RAVEM; EVERT; EICHHORN,
2007).

A quitosana possui ampla aplicabilidade, seja na inddstria de alimentos,
cosméticos, entre outras. Na agricultura a quitosana vem demonstrando potencial de
ativar os mecanismos de defesa vegetal, como as enzimas relacionadas a patogenicidade
(MAZARO et al., 2008), e a inducdo da barreira estrutural, pela lignificacdo da parede
celular (RODRIGUES; NETO; COELHO, 2006).

3.6.5. Silicio

O Silicio é o segundo elemento quimico mais abundante na crosta terrestre,
podendo ser encontrado no solo no qual as plantas absorvem na forma de &cido silicico
ou aplicado via foliar. Estudos demonstraram a atuagdo do silicio na resisténcia
bioquimica nas plantas e na producdo de compostos fendlicos, quitinases, peroxidases e
acumulo de lignina (NOJOSA; RESENDE; RESENDE, 2005).
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Além disso, o silicio pode estimular o crescimento e a producdo vegetal,
propiciando protecdo contra fatores abidticos e bidticos (CORREA et al., 2005).
Quando o silicio ¢é aplicado, ele penetra na forma de acido monossilicico (HsSiO4) na
planta sendo translocado via xilema (YOSHIDA, 1975). Também é atribuido o deposito
na forma de silica amorfa na parede celular como protecdo contra perda de agua,
penetracdo de hifas ou ataque de insetos (KORNDORFER; PEREIRA; CAMARGO,
2004).

Ha diversas fontes de silicio e modos de aplicacdo utilizada na agricultura, o
silicato de sédio e potassio geralmente € aplicado nas folhas e o silicato de célcio via
solo (NOJOSA; RESENDE; RESENDE, 2005).

Destacando trabalhos com ASM e silicio em trigo contra o pulgdo-verde
(COSTA; ANTUNES; MORAES, 2006), também contra pulgdo-da-folha
Rhopalosiphum maidis (Rond.) (Hemiptera: Afididae) (GOUSSAIN; MORAES;
PRADO, 2005), trabalhos na cultura da soja contra B. tabaci Biotipo B (MORAES;
FERREIRA; COSTA, 2009; FERREIRA; MORAES; ANTUNES, 2011), pulgbes Aphis
gossypii Glover, 1877 (Hemiptera: Aphididae).

4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos na Universidade Tecnologica Federal do
Parana (UTFPR), Campus Dois Vizinhos, Parand, no ano de 2017, na casa de
vegetacdo, e nos laboratérios de Controle Biologico e de Inducdo de Resisténcia. O
campus esta localizado na regido fisiografica dita Terceiro Planalto Paranaense, com
coordenadas de latitude de 25°44 Sul e longitude de 53°04” Oeste, com altitude de 565
metros.

Foram realizados dois experimentos com a cultura da soja, sendo o primeiro
para verificar a ativacdo das rotas metabolicas com aplicacdo dos indutores na presenca
e auséncia do inseto-praga e o segundo, relacionado a preferéncia de oviposicao da

mosca-branca com os indutores.
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4.1 Organismos e tratamentos utilizados

Sementes de soja da cultivar BRS 284 foram semeadas em vasos de polietileno
com capacidade para 10 litros, contendo solo proveniente de lavoura de soja, e 0s vasos
mantidos em bancadas em casa de vegetacdo. A irrigacdo foi realizada por gotejamento
por meio do sistema espaguete. Todos os vasos ficaram dispostos na bancada até a fase
fenoldgica V6 da soja e entdo foram aplicados os indutores conforme cada tratamento.

Os tratamentos foram a aplicacdo de diferentes indutores por meio da
microaspercdo sendo burrificado 5 mL por planta:. ASM (0,005%), AS (2Mm),
fertilizante foliar composto por fosfito de potassio (0,004%); quitosana (1%) , silicio
(0,25%) e testemunha (4gua destilada).

As moscas-brancas foram coletadas no campus da UTFPR-DV, nas
proximidades da casa de vegetacdo e no setor de olericultura em plantas de tomateiro

(Lycopersicum esculentum) e couve (Brassica oleracea).

4.1.1 Experimento I: Inducéo de Resisténcia e a resposta vegetal em funcao da presenca

e auséncia da mosca-branca

Os vasos foram dispostos sobre a bancada (Figura 2) e na fase fenoldgica V6,
aplicou- se cada indutor em dois vasos onde um vaso ficou disposto sobre a bancada e
outro em gaiola individual com tela anti-afidica, para evitar o contato com o inseto
praga.

Posteriormente, realizou-se a coleta dos materiais vegetais sendo duas plantulas
por vasos nos intervalos de 0, 24, 48, 96 e 168 horas apds a aplicacdo dos indutores de
resisténcia. O material coletado foi envolvido individualmente com a identificacdo em
papel aluminio como mostra a figura 3 e armazenado sob refrigeracdo até o momento
das analises bioquimicas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esguema
bifatorial (6x2) sendo o fator 1 os tratamentos e o fator 2 a presenca e auséncia da

mosca- branca com 5 repeticdes.
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Figura 2- Experimento na casa de vegetacdo com soja em gaiola sem mosca-branca e sobre a bancada
com mosca-branca. Fonte: Autoria propria, 2017.

4.1.1.1 Anélises enzimaticas

Apos todas as coletas, 0,5 g de material vegetal foram utilizados para cada uma
das seguintes analises: proteinas totais, quitinase, fenilalanina aménia-liase, acucares

totais e redutores, compostos fenolicos, peroxidase e taninos.

Nas analises bioquimicas para a quantificacdo de proteinas totais 0,5 g do
material vegetal foi macerado em almofariz (Figura 4) com 5 mL de tamp&o Borato de
sodio 0,1M (pH 8,8) contendo EDTA 1mM, DTT 1mM e &cido ascOrbico 50 mM,;
deixou agir por 5 min e centrifugou a 20.000 giros, a 4°C por 30 min. Para quantificacdo
do conteldo total de proteinas das amostras empregou-se o teste de Bradford (1976). A
leitura de proteinas totais realizou-se em espectrofotdmetro a 595 nm, utilizando soro

albumina bovina como padrao.

Os sobrenadantes foram utilizados nos ensaios enzimaticos de quitinase

conforme metodologia descrita por Busso e Mazaro (2015).
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Figura 3 - Coleta do material vegetal. Figura 4 - Preparo do material para o macerado.
Fonte: Autoria propria, 2017. Fonte: Autoria prdpria, 2017.

Para avaliar quitinases, pesou-se 100 mg de substrato para quitinase; que foi
adicionado & 400 pL tampéao borato de sodio 0,1M (pH 8,8) e 500 pL do extrato
vegetal, em seguida o material ficou 60 minuto em banho maria 50°C; e posteriormente
ferveu por 5 minutos em banho maria (100° C). Apds isso, centrifugou-se o extrato a
7000 rpm por 10 min e retirou-se o sobrenadante que foi submetido a leitura em
espectrofotémetro a 595 nm.

A determinacdo da atividade da FAL foi pela quantificacdo colorimétrica do
acido trans-cinamico liberado do substrato fenilalanina, conforme metodologia adaptada
de Kuhn (2007), sendo macerados 0,25 g da amostra vegetal em 5,0 mL do tampédo
borato de sédio 0,1M (pH 8,8). Acondicionou-se o0 extrato em tubos ependorfe e
centrifugou-se por 10 min, a 4 °C a 6000 rpm. Apds, foi transferido para tubo de ensaio
uma aliquota de 200 pL, acrescentando-se mais 3,0 mL do tamp&o de extracao.

Agitou-se a solucdo em vortex, obtendo-se assim, o extrato enzimatico. Deste
extrato, transferiu-se 1,5 mL para outro tubo de ensaio, com mais 1,0 mL do tampéo de
extracdo e 0,5 mL de fenilalanina.

Os tubos foram incubados em banho-maria por 45 min a 40°C. Depois de
retirados do banho-maria, foram colocados em banho de gelo por 5 min para

interromper a reacdo e assim poder realizar a leitura em espectrofotémetro a 290 nm.

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais ocorreu seguindo o método

adaptado de Bieleski e Turner (1966). A primeira etapa foi a extragdo dos fendis totais,
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realizada a partir da adicdo de 4 mL da solugdo metanol, cloroférmio e agua (MCA), na
relagcdo 6: 2,5: 1,5 v/v, no material vegetal, com maceracdo em almofariz, seguida de
uma centrifugacé@o a 6000 rpm por 20 min, sendo coletado o sobrenadante.

A segunda etapa foi a determinacdo de fendis totais realizadas pelo método
adaptado de Jennings (1991). A quantificacdo de fendis foi feita através de uma curva
padrdo utilizando tirosina. As amostras preparadas a partir da retirada de uma aliquota
de 0,5 mL da parte superior do tubo de extracdo dos fendis (extrato MCA), a seguir
adicionado 0,5 mL de agua destilada, mais 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau. Apés
15 min, foram adicionados 5 mL do reagente alcalino “A” (preparado com carbonato de
sodio a 2 % em uma solucdo de hidroxido de sodio 0,1 N), permanecendo durante 50
min até a leitura da absorbancia em 760 nm, em espectrofotdmetro (Figura 5). No
controle negativo, foi usada agua destilada no mesmo volume do extrato vegetal. O
resultado foi expresso em mg.g™ de tecido fresco.

Figura 5 - Material no espectrofotémetro para quantificar a absorbancia. Fonte: Autoria

prépria, 2017.

As concentracdes de acucares sollveis totais foram determinadas pelo método
fenol-sulfurico descrito por Dubois et al. (1956). As amostras foram maceradas em
almofariz contendo 5 mL de tampdo borato de sodio 0,1M (pH 8,8) e centrifugadas por
5 min a 10.000 giros. Utilizou-se 2 puL do extrato e adicionando-se 0,5mL de fenol a
5,0% e 2,5 mL acido sulfarico. A leitura das amostras foi realizada a 490 nm. A

concentracdo de agUcares totais foi determinada através de curva padrdo de glicose.
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Acucares redutores foram determinados pelo método do dinitrosalicilato (DNS)
(MILLER, 1959). As amostras foram maceradas em almofariz contendo 5 mL de
tampdo borato de sddio 0,1M (pH 8,8) , centrifugadas por 10 min a 14.000 giros a 4°C.
Utilizou-se 0,5 pL do extrato, no qual foram adicionadas 1,0 mL de agua destilada e 1,0
mL de reagente DNS. A leitura das amostras foi realizada a 540 nm. A concentragéo de
acucares redutores foi calculada em funcdo de curva padréo de glicose.

A quantificacdo da atividade das peroxidases foi determinada de acordo com a
técnica descrita por Matsuno e Uritani (1972), padronizada no Laboratério de
Bioquimica e Fitossanidade da UTFPR — DV.

As amostras foram maceradas em tampdo fosfato 0,05 M, pH 7, sendo o
extrato centrifugado por 20 min a 4.000 g em temperatura de 4°C. O sobrenadante foi
transferido para outro recipiente e utilizado como extrato enzimatico (Figura 6).

A analise de atividade da enzima peroxidase seguiu 0s seguintes passos: em um
tubo de ensaio adicionou-se 5 mL de solugdo tampao de citrato (pH 5,0), 0,5 mL de
agua oxigenada a 3 %, 0,5 mL de guaiacol 0,5 % e 3,0 mL da amostra vegetal. Incubou-
se em banho maria, por 15 minutos, a 30° C. Apds incubacéo, os tubos foram mantidos
em banho de gelo, onde permaneceram por mais 5 min. Em seguida, adicionou-se 0,5
mL de bissulfito de sddio, para paralisar a reagcdo. As leituras foram realizadas ap6s 10
min de repouso, em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 450 nm.

Figura 6 - Procedimento para analise de peroxidase. Fonte: Autoria propria, 2017.
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A extracdo de taninos foi realizada apenas no material coletado em 168 h apos
aplicagdo dos indutores. As amostras vegetais foram mantidas em copos de beckers
contendo 50 mL de metanol (Figura 7). Em seguida, o material ficou em repouso,
protegido com papel aluminio por 10 dias.

Apos esse periodo, colocou-se o material por 5 min no evaporador rotativo
(Figura 8), e a solucdo extraida foi colocada em tubos. Adicionou-se 2 mL do reagente
Folin-Denis no qual foi agitado e em seguida deixou-se a solugcdo por 3 min em
repouso, e adicionou-se 2 mL de carbonato de sodio a 8%. A amostra ficou em repouso
durante duas horas, e foi feito a leitura no espectrofotometro 725 nm. Como padrédo

realizou-se uma curva com acido tanico (PANSERA et al. 2003).

G

e,
v

Figura
7- Procedimento de extragéo de taninos. Fonte: Autoria 8- Material no evapo,rad_or rotativo. Fonte: Autoria
prépria, 2017. propria, 2017.

4.1.2 Experimento II: Preferéncia de oviposicdo em funcdo da aplicacdo dos indutores

Os vasos foram dispostos sobre a bancada como mostra a figura 9. Na fase
fenoldgica V6, aplicou-se os indutores sendo realizadas todas as combinacdes possiveis
onde um indutor foi aplicado em um lado do vaso e outro indutor em outro lado.
Previamente antes das aplica¢Ges, foram colocadas barreiras de PVC em cada vaso,
separando as plantas com diferentes tratamentos. Tal metodologia objetivou uma
melhor homogeneidade entre os tratamentos.

Apos 24 horas da aplicacdo, 500 adultos coletados ndo sexados de mosca-
branca foram liberados no centro dos 15 vasos sobre a bancada, tendo chance de escolha

entre os tratamentos.
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Apo6s 48 horas da infestagdo inicial, coletaram-se dois foliolos do terco
mediano das plantas, de cada tratamento. Os mesmos foram acondicionados em caixas
gerbox com papel filtro umedecido com &gua destilada. Em seguida, os foliolos foram
avaliados em microscOpio estereoscopio no Laboratorio de Controle Bioldgico da
UTFPR-DV para a quantificacdo do nimero de ovos. A area foliar total dos foliolos
também foi calculada, utilizando-se o software Image J.

O delineamento foi inteiramente casualizado com 5 repetigdes sendo que em

cada repeticdo foi constituida por 5 plantas de soja.

Figura 9 - Experimento de preferéncia de oviposi¢do da mosca- branca na casa de vegetacdo na UTFPR-
DV.com as combinagdes dos indutores. TES: Testemunha, FOS: Fosfito, QUI: Quitosana,
Sl:Silicio.Fonte: Autoria prépria, 2017.

4.2 Anélises estatisticas

Nos dois experimentos, os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), e quando significativa submeteu-se a comparacdo de médias pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro, com o programa de analise estatistica
ASSISTAT 7.7 (SILVA; AZEVEDO, 2009).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento I: Inducdo de Resisténcia e a resposta vegetal em funcéo da presenca e

auséncia da mosca-branca

Em relagdo aos dados obtidos, no qual buscou-se avaliar os mecanismos de
defesa da planta quando desafiadas pela mosca-branca em funcdo da aplicacdo dos

indutores de resisténcia.

5.1.1 Teores de proteinas

Conforme observado na Tabela 1, os resultados demonstraram que os indutores
de resisténcia possuem acdo sobre o metabolismo primario da planta ativando a sintese
de proteinas. O comportamento destas macromoléculas no decorrer dos tempos
avaliados demonstrou que os indutores possuem especificidades quanto ao potencial da

ativacdo metabolica de sintese de proteinas.

Os teores de proteinas tiveram interferéncia em relacdo a aplicacdo dos
indutores. Sendo que existe especificidade dos indutores quanto ao tempo de ativacao,
mas de modo geral, a maior ativacdo ocorreu com 96 horas, tanto com a presenca ou

auséncia dos insetos.

Ja com 168h ndo ocorreram diferencas significativas, observando-se uma
elevacdo dos teores de proteinas inclusive na testemunha. Possivelmente pelo fato de ter
ocorrido liberacdo de compostos volateis pelas plantas atacadas e que serviram de

sinalizacdo para as plantas nao elicitadas.

As proteinas sdo polimeros de aminoacidos, sendo consideradas as
macromoléculas bioldgicas mais abundantes, sendo encontrados milhares em apenas
uma unica célula, as proteinas sdo produzidas na célula e podem gerar produtos
distintos como, enzimas, horménios e transportadores de moléculas (NELSON; COX;
LEHNINGER, 2011). Apresentam fungdes estruturais e dinamicas e participam em
diversas reacdes bioquimicas com os catalisadores enzimaticos (PRATT; KATHLEEN,
2006; MARZZOCO; TORRES, 2015). Também exercem funcdes regulatorias
intracelulares e extracelulares, mandando informagdes para 0s componentes da celula e
geram forcas mecénicas e eletroquimicas (VOET; VOET; PRATT, 2008). Os
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aminoacidos sdo precursores para muitos metabdlitos de plantas relacionados a defesa,
sendo pertinentes as respostas locais e respostas sistémicas da alimentacdo de insetos
(ZHOU et al., 2015).

Tabela 1 - Proteinas totais (mg./g.tecido) de plantas de soja, tratados com diferentes
indutores de resisténcia, sem e com a exposicdo a mosca-branca. UTFPR, Dois
Vizinhos — PR, 2017.

Tempo Indutores de resisténcia
(horas)
SEM INSETO
TES ASM AS Fosfito Quitosana  Silicio
0 7,92 bA 7,92 cA 7,92 cA 7,92 cA 7,92 cA 7,92 cA
24 9,99 bB 14,07 abA 11,69 bcAB 11,49 bAB 13,58 abA 12,89 bAB
48 8,01 bB 9,34 bcB 14,18 bA 9,98bcB 11,99 bcAB 10,08 bcB
96 8,27 bC 12,32 bB 20,08 aA 18,06 aA  15,34aAB 16,42 aA
168 15,76 aA 17,25 aA 16,16 bA 13,18 bA 13,48 abA 14,97 abA
COM INSETO
TES ASM AS Fosfito Quitosana  Silicio
0 7,92 bA 7,92 cA 7,92 cA 7,92 cA 7,92 cA 7,92 cA
24 9,47 bB 10,64 bcB 13,70bAB  15,05abA 11,13bB 14,97 abA
48 9,96 bB 13,37 bA 8,81 cB 11,63bAB 14,43abA 11,51 bAB
96 12,44 abB 18,17 aA 13,93bAB  15,03abA 18,09 aA 17,70 aA
168 16,81 aA 19,24 aA 19,29 aA 18,40aA 16,26 aA 18,98 aA

*Médias seguidas da mesma letra mintscula na vertical, ou maiuscula na horizontal, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey,, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Para Porta e Rocha-Sosa (2002) e Wang et al. (2015) as plantas que sdo
atacadas seja por herbivoros, fungos ou apresentam ferimentos, produzem defesa
induzida com compostos volateis produzidos por enzimas, sendo transferidas por sinais
e eventos de transducdo para outras plantas ou folhas vizinhas que respondem a essa
sinalizacdo para defesa. Entretanto, na pratica Wang et al. (2015) verificaram essa
sinalizacdo pela enzima NES em soja ap0ds 48 h., com o tratamento com Helicoverpa

armigera observaram que aumentou 0s niveis de transcricdo da enzima nas folhas
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locais, mas ndo houve transcricdo da enzima em folhas sistémicas, o que diverge da
literatura inicial.

Em trabalhos relacionados a teores de proteinas e indutores, Viecelli et al.
(2009), observaram no feijoeiro que tanto a folha tratada e ndo tratada com filtrado de
cultura de Pycnoporus sanguineus contra Pseudocercospora griseola, houve aumento
nos teores de proteinas, porém no tratamento com o indutor ASM (75 mg i.a. L™) néo
demonstrou diferenca significativa entre o controle (dgua) e o fungicida (azoxystrobin:
40mgia. L™).

Almeida et al. (2012) analisaram dois geno6tipos de soja. O gendtipo Embrapa
48 (suscetivel a ferrugem asiatica da soja) no qual observou o teor de proteina total apés
a inoculacdo fungo Phakopsora pachyrhizi, no qual apresentou crescimento exponencial
nas avaliagdes de 12, 72 e 168 horas. Entretanto, o gendtipo Pl 561356 (resistente a
ferrugem-asiatica-da-soja) ndo apresentou elevada concentracdo ao longo do tempo, e
sim decréscimo ap0s 72 horas.

Timbo et al. (2014) estudaram o perfil de proteinas foliares em soja com e sem
lesdo do inseto Euschistus hero (Hemiptera: Pentatomidae), e verificaram que ap6s 24 h
as proteinas chaperonina, HSP,0, proteina 2b e enzima CP4-EPSPS foram ativadas,
sendo que as mesmas estdo ligadas a via do acido chiquimico corroborando que os

insetos sugadores induzem essa via nas plantas.

5.1.2 Teores de acUcares redutores e acucares totais

Conforme observado nas Tabelas 2 e 3, ndo ocorreu interferéncia nos aclcares
redutores (glicose, frutose, maltose) e acUcares totais (glicose, frutose, manose e
sacarose). Possivelmente as ativacGes dos mecanismos de defesa vegetal néo
demandaram uma maior ativacdo do metabolismo primério relacionados com os
acucares. Tendo visto que muitos compostos de defesa possuem baixo peso molecular, e
com isso baixa demanda energética para sintese dos mesmos. Para Zhou et al. (2015) a
producdo de metabdlitos da planta pode ndo ter interferéncia imediata na fotossintese e

na fixacdo de carbono.
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Tabela 2 - Acucares redutores (mg./g.tecido) de plantas de soja, tratados com diferentes
indutores de resisténcia, sem e com a exposicdo & mosca-branca. UTFPR, Dois
Vizinhos — PR, 2017.

Tempo Indutores de resisténcia
(horas)
SEM INSETO
TES ASM AS Fosfito Quitosana  Silicio
0 0,0012ns 0,0012ns  0,0012ns 0,0012ns  0,0012ns  0,0012 ns
24 0,0012 0,0010 0,0011 0,0011 0,0012 0,0013
48 0,0009 0,0010 0,0009 0,0011 0,0012 0,0013
96 0,0009 0,0012 0,0009 0,0009 0,0012 0,0012
168 0,0008 0,0008 0,0008 0,0008 0,0009 0,0008
COM INSETO
TES ASM AS Fosfito Quitosana  Silicio
0 0,0012ns  0,0012ns 0,0012ns  0,0012ns 0,0012ns 0,0012ns
24 0,0012 0,0011 0,0012 0,0012 0,0012 0,0012
48 0,0009 0,0009 0,0008 0,0012 0,0012 0,0012
96 0,0009 0,0010 0,0010 0,0008 0,0011 0,0008
168 0,0009 0,0008 0,0008 0,0008 0,0009 0,0009

ns= Nao significativo pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Os acUcares sdo carboidratos constituintes bioquimicos mais abundantes nos
vegetais, chegando a representar 50 a 80% do peso seco total, tendo como func¢des na
parte energética. Os carboidratos sdo denominados monossacarideo aldeido ou cetona
sendo os principais glicose, manose, frutose, e denominados dissacarideo a sacarose
(VOET, VOET; PRATT, 2008). Como produtos da fotossintese, armazenam energia,
entretanto ¢ divergente sobre como as plantas devem alterar a fotossintese e a fixacéo do
carbono para atuar na defesa (ZHOU et al., 2015).

A glicose faz parte da composicdo da celulose, com funcdo de sustentacdo do
vegetal, também esta presente no amido e glicogénio, que sdo responsaveis pela reserva
energética (PRATT; CORNELY, 2006). A frutose ¢é responsavel pelo aroma adocicado
nas plantas e a sacarose pelo actcar das frutas (CANIATO et al., 2007), sendo produtor

intermediario da fotossintese, transportador do aglcar das folhas para outras partes da
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planta, fornece o carbono e energia necessaria para o crescimento e sintese das reservas
de armazenamento (NELSON; COX; LEHNINGER, 2011; TAUZIN; GIARDIN,
2014).

Tabela 3- Acucares totais (mg./g.tecido) de plantas de soja, tratados com diferentes
indutores de resisténcia, sem e com a exposicdo a mosca-branca. UTFPR, Dois
Vizinhos — PR, 2017.

Tempo Indutores de resisténcia
(horas)
SEM INSETO
TES ASM AS Fosfito Quitosana  Silicio
0 89,48ns 89,48ns 89,48ns 89,48ns 89,48ns 89,48ns
24 75,30 87,16 65,08 75,98 75,98 82,44
48 83,46 60,66 77,67 75,98 75,98 61,19
96 59,33 79,10 73,74 68,00 75,98 72,91
168 68,95 79,10 78,46 89,00 75,98 58,54
COM INSETO
TES ASM AS Fosfito Quitosana  Silicio
0 89,48ns 89,48ns 89,48ns 89,48ns 89,48ns 89,48ns
24 84,80 84,80 89,48 75,32 89,48 75,05
48 88,43 82,70 84,88 57,90 73,66 85,15
96 81,58 82,70 84,88 75,4 61,49 79,87
168 86,07 89 75,69 78,5 54,18 96,21

ns= Nao significativo pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Para Tauzin e Giardin (2014), quando ocorre infeccdo na planta, ha uma alta
demanda de carboidratos e com isso, as plantas desenvolveram estratégias para as
respostas de defesa.

Os acUcares redutores sdo monossacarideos como glicose, frutose e maltose,
que possuem seu grupo carbonilico livre, capaz de se oxidar na presenca de agentes
oxidantes em soluc¢do alcalina, no qual formam enedidis que sdo convertidos em acidos
alddnicos com 3 a 6 carbonos (MARZZOCO; TORRES, 2015), sendo importantes para
a industria alimenticia (SILVA et al., 2003; SANTOS et al., 2017).
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5.1.3 Atividade enziméatica da FAL

Conforme observado na Tabela 4, os resultados demonstraram que os indutores
ativaram a rota dos fenilpropandides, sendo observado pela ativacdo da FAL, que sem a
presenca de insetos a ativacdo foi pronunciada com 168 horas. JA quando ocorreu a
presenca de insetos a ativacdo ocorreu a partir de 96 horas, mas para quitosana a

ativagdo ocorreu em 48h.

A FAL é uma enzima chave relevante para o metabolismo secundério, sendo
responsavel pela desaminacdo da L-fenilalanina para formar o acido trans-cinamico e
posteriormente diversos compostos fenolicos, como: acido 4-coumario, &cido caféico e
acido sindptico (CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN, 2005; TAUZIN;
GIARDIN, 2014). Além disso, a FAL também é a enzima-chave na biossintese do acido
salicilico (SA) (WANG et al., 2015).

Essa enzima tem a atividade aumentada devido aos fatores ambientais e
infeccdes ocasionadas por fungos ou insetos. Essa atividade desencadeia a transcrigdo
do RNA mensageiro que codifica a FAL, assim aumenta e atividade da enzima que
consequentemente estimula os compostos fendlicos e outras reacfes subsequentes como
a formacdo de fenilpropandides, cumarinas, flavonoides, taninos condensados, lignina
(TAIZ; ZEIGER, 2004).
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Tabela 4 - FAL (mg./g.tecido) de plantas de soja, tratados com diferentes indutores de
resisténcia, sem e com a exposi¢do a mosca-branca. UTFPR, Dois Vizinhos — PR, 2017.

Tempo Indutores de resisténcia
(horas)
SEM INSETO
TES ASM AS Fosfito Quitosana  Silicio
0 0,025bcA  0,025bcA 0,025bA  0,025bA  0,025cA  0,025bA
24 0,014 cB 0,020cA  0,013cB  0,025Ba 0,025cA 0,033 bA
48 0,039 bA 0,032bA 0,018 bcA 0,027bA 0,031 bcA 0,026 bA
96 0,050 aA 0,027bcB  0,03bB 0,026 bB  0,045bA 0,034 bAB
168 0,056 aB 0,061 aAB 0,069aA 0,068aA  0,079aA 0,081 aA
COM INSETO
TES ASM AS Fosfito Quitosana  Silicio
0 0,025 bA 0,025bcA 0,025bA  0,025bcA 0,025bcA 0,025 bcA
24 0,013 cA 0,017cA  0,020bA 0,017cA  0,013cA 0,018cA
48 0,024 bB 0,031 bAB 0,013bBC 0,034bAB 0,041aA 0,033 bAB
96 0,025 bC 0,041aB  0,055aB 0,070aA 0,042 aB 0,058 aB
168 0,034 aB 0,043aA 0,042aA 0,049aA 0,042aA 0,042aA

*Médias seguidas da mesma letra mintscula na vertical, ou maitscula na horizontal, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Trabalho com extratos vegetais, Lorencetti et al. (2015), verificaram valores
elevados da atividade da FAL e efeito inseticida contra o percevejo bronzeado
Thaumastocoris peregrinus Carpintero e Dellapé, 2006 (Hemiptera: Thaumastocoridae)

no eucalipto.

O mesmo pode ser verificado no trabalho Freire (2015), que observou maior
ativacdo da FAL em soja quando ocorreu a interacdo do nematoide com o indutor ASM.
Almeida et al. (2012) verificaram a maior ativacdo da FAL em 168 horas em soja
quando inoculado com fungo P. pachyrhizi,. Porém, Gomes et al. (2008), analisaram
que a adubacdo com silicio na cultura da batata contra o pulgdo Myzus persicae ndo
afetou a atividade FAL.
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5.1.4 Compostos fendlicos

Conforme observado na Tabela 5 quando se aplica os indutores sem a presenca
dos insetos, ocorre uma ativacdo da rota para formacdo dos compostos fendlicos. Tal
fato foi observado, para ASM, fosfito, quitosana e silicio com 24 horas, ja para AS com
48 horas.

Quando as plantas foram desafiadas com insetos ndo ocorreram diferengas entre
0s tratamentos para a ativacdo da formacdo de compostos fendlicos, somente ocorreu
alteracdo no decorrer do tempo, sendo que para ASM, AS, quitosana e silicio ocorreram
reducdo dos niveis dos compostos fendlicos. Tais resultados sugerem que, esta nao é a
rota preferencial para defesa vegetal das plantas, quando estas sdo expostas a mosca-

branca.

Tabela 5 - Fendis (mg./g.tecido) de plantas de soja, tratados com diferentes indutores de
resisténcia, sem e com a exposi¢do a mosca-branca. UTFPR, Dois Vizinhos — PR, 2017.

Tempo Indutores de resisténcia
(horas)
SEM INSETO
TES ASM AS Fosfito Quitosana  Silicio
0 2,20 aA 2,20 bA 2,20 bA 2,20 bA 2,20 bA 2,20 bA
24 2,13aB 2,73 abAB 2,27 bB 3,03 aA 3,15aA 2,78 aAB
48 2,49 aB 2,98 aA 2,96 aA 3,19 aA 3,26 aA 2,72 aA
96 2,21 aB 2,79abAB 2,44abB 3,00 aA 2,87 abA 2,37 bB
168 2,32 aA 2,60abA  2,55abA 2,77 abA 2,89abA  2,52abA
COM INSETO
TES ASM AS Fosfito Quitosana  Silicio
0 2,94 aA 2,94 aA 2,94 aA 2,94 aA 2,94 aA 2,94 aA
24 3,28 aA 3,15aA 2,98 aA 3,09 aA 3,05aA 3,11aA
48 3,09 aA 3,15aA 3,01aA 3,06 aA 2,96 aA 3,05aA
96 3,30 aA 3,15aA 2,95aA 2,78 aA 2,48abA 2,99 aA
168 2,65 aA 2,33 bA 2,18 bA 2,59 aA 2,29 bA 2,25 bA

*Meédias seguidas da mesma letra minGscula na vertical, ou maitiscula na horizontal, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Existem aproximadamente 10.000 grupos de fendis com compostos
heterogéneos, sendo sintetizados pela rota do &cido chiquimico e rota do &cido
malbnico. Devido a grande variedade, apresentam diversas funcdes desde defesa contra
herbivoros, suporte mecanico e protecdo contra a radiacdo (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Compostos fenolicos estdo diretamente ligados a expressdo da rota das
peroxidasses, que participam de varios processos fisioldgicos de grande importancia na
planta, como a lignificacdo. Nesse processo os fendis sdo oxidados pela acdo do
peroxido de hidrogénio e polimerizados para formacdo de lignina. A lignina é
depositada na parede celular e responsavel pelo enrijecimento da parede e pelo aumento
da resisténcia ao ataque de agentes externos (STRACK, 1997). A lignificacdo das
células compreende uma importante barreira mecéanica a penetracdo de insetos e
patdgenos.

Para os autores Ferreira; Moraes e Antunes (2011) ndo houve efeito
significativo nos teores de fendis na aplicacdo do silicio em duas cultivares de soja:
IAC-19 e MONSOY-8001 contra B. tabaci Biétipo B. O mesmo foi verificado por Pinto

et al. (2012) no cacau contra o pulgdo Toxoptera aurantii B.

A reducdo do teor de compostos fendlicos pelo indutor ASM pode ser
observada por Kuhn e Pascholati, (2010) nas folhas de feijdo apds a segunda aplicacao
(21 dias apds o inicio do tratamento). Porém, Guimardes et al. (2008) observaram
aumento de fendis nos genodtipos SP80-1816 e RB72454 da cana-de agucar quando
submetidos a infestacdo de cigarrinha-das-raizes Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854)

(Hemiptera: Cercopidae).

5.1.5 Atividade da Peroxidase

A aplicacdo dos indutores, tanto com a presenca e auséncia dos insetos,
promoveu a ativacdo da enzima peroxidase conforme observado na Tabela 6. O que
demonstra o potencial dos produtos para ativacdo de mecanismos de defesa. Observou-
se um comportamento diferenciado na ativacdo da peroxidase, 0 que demostra uma
especificidade quanto aos indutores e tempo de ativagdo, tal fato esta relacionado a

diversidade de rotas e compostos na qual a peroxidase pode estar envolvida, entre eles, a
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sintese de diversos compostos de defesa, seja estruturais como lignina ou metabdlitos

hidrossoluveis.

Tabela 6 - Peroxidase (mg./g.tecido) de plantas de soja, tratados com diferentes
indutores de resisténcia, sem e com a exposicdo a mosca-branca. UTFPR, Dois
Vizinhos — PR, 2017.

Tempo Indutores de resisténcia
(horas)
SEM INSETO
TES ASM AS Fosfito Quitosana Silicio
0 8,47 bA 8,47 cA 8,47 bA 8,47 cA 8,47 bA 8,47 bA
24 727bB  13,03bA  10,32abA 8,552 cAB 6,36 cB 7,91 bB
48 7,18 bB 11,34 bA 7,50bB 11,47 bA 6,98 cB 10,52 aA
96 598bB  13,04bA 1489aA 16,93 aA 12,45 aA 8,49 bAB
168 15,80aAB 21,10aA  10,29abB 21,49 aA 8,56 abB 8,84 bB
COM INSETO
TES ASM AS Fosfito Quitosana Silicio
0 8,47 aA 8,47 bA 8,47 bA 8,47 abA 8,47 abA 8,47 bA
24 6,39 aC 13,03aAB 18,59aA 10,56 abB 11,38 abAB 9,68 bB
48 8,81 aB 8,48bB  13,60abA 9,81 abAB 6,49 bB 11,91 abA
96 7,62 aB 16,66 aA  18,17aA  14,18aA 13,03 aA 9,46 bAB
168 4,55 bC 9,51 bB 9,18 bB 6,68 bBC 9,76 abB 17,21 aA

*Médias seguidas da mesma letra mintdscula na vertical, ou maidscula na horizontal, ndo diferem entre si
y i 0 ili .
elo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro

A peroxidase € uma enzima que catalisa a oxirreducdo entre peroxido de
hidrogénio e outros redutores, estdo presentes em tecidos de animais, microrganismos e
plantas. Possuem classe I, Il e 111, a classe 111 corresponde a estimulacdo da enzima pela
injarias ou infecgbes (JONES et al.,1998), como ocorreu nesse trabalho ocasionado pela

mosca-branca.

A atividade de peroxidase proporciona funcdes distintas de defesa celular como
produzir radicais livres e participam da sintese da lignina, também, na regulagdo do

crescimento vegetal e nos niveis de H,O, e espécies reativas de oxigénio (EROs),
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podem ativar vias de sinalizacdo e além disso a enzima peroxidase atua na degradacdo
oxidativa de compostos fendlicos proximo ao local da descompartimentalizacdo celular
(MARRIOTT; BEEN; PERKINS,1978; RODRIGUES et al., 2007; TIMBO et al.,
2013).

O aumento dessa enzima esta relacionado quando sdo desafiadas por agentes
externos, como patdgenos, insetos ou plantas submetidas a estresses, como podemos
observar nesse trabalho que a soja ativou o sistema de autodefesa em resposta aos
ferimentos ocasionados pelo inseto para se proteger, 0 mesmo ocorreu no trabalho de
Tscharntke et al. (2001) pelo besouro de folha Agelastica alni (Coleoptera:
Chrysomelidae) em folhas de amieiro. Porém Couto et al. (2009) observaram que as
testemunhas ndo inoculadas com Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum W.C,

demonstraram altos indices da enzima.

Trabalhos com alta expressdo da enzima peroxidase com o indutor ASM
inoculados com fungo, podemos observar em estudo desenvolvidos por Tavares et al.
(2010) com Phytophthora palmivora Butl no mamoeiro, no fungo da ferrugem em
eucalipto (BOAVA et al. 2010) e Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd, em soja
(ALMEIDA et al. 2012). Porem houve reducdo da enzima quando inoculado com
Sclerotinia sclerotiorum na alface (RODRIGUES et al., 2007).

Também fungos entomopatogénicos mostraram expressdo da enzima em
mudas de cacaueiros com VLA (extrato aquoso de vassoura-de-lobeira) (RESENDE et
al., 2007), mas os extratos organicos do fungo Pycnoporus sanguineus em soja e em
sorgo apresentaram pouca atividade (PEITER-BENINCA et al, 2008) mas na cultura do
feijao foi alterada a enzima (VIECELLI et al., 2009).

Para Gomes et al. (2008) a atividade da peroxidase na cultura da batata contra
0 pulgdo Myzus persicae (Sulzer) aumentou devido a combinacdo da adubacdo foliar

com solucdo de AS a 1% com adubacéo via solo com 250 mL de solucdo de AS a 1%.

Couto et al. (2009) observaram em plantas de algodoeiro que o tratamento com
ASM 0,2 g/L, com duas aplicacdes apresentou maior expressdo da enzimas no caule,

entretanto, ndo foi capaz de diminuir a severidade da murcha.
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5.1.6 A atividade da quitinase

Os resultados demonstraram que os niveis de quitinase tiveram interferéncia
quando aplicou-se os indutores, sendo que com auséncia dos inseto, a ativacdo foi
pronunciada com 168 horas. J& quando as plantas foram desafiadas com os indutores e a
presenca dos insetos, houve ativacdo a partir de 48 horas para todos os indutores com
excecao do fosfito com 168 horas.

Tais resultados demonstram que quando sdo aplicados os indutores com a
presenca do inseto, 0 mecanismo de defesa preferencial ativado séo as quitinases, fato
que pode ser explicado pela presenca de quitina na parede celular dos insetos, que
atuam no processo de sinalizacdo e de expressdo dessa enzima hidrolitica quitinase na

defesa vegetal.

Tabela 7 - Quitinase (mg./g.tecido) de plantas de soja, tratados com diferentes indutores
de resisténcia, sem e com a exposicdo a mosca-branca. UTFPR, Dois Vizinhos — PR,
2017.

Tempo Indutores de resisténcia
(horas)
SEM INSETO
TES ASM AS Fosfito Quitosana  Silicio
0 7,13aA 7,13bA  7,13bA 7,13 bA 7,13 bA 7,13 bA
24 7,27aA 10,30bA 6,97 bA 7,86 bA 9,37 bA 6,365 bA
48 596 aA 8, 75bA  7,05bA 7,49 bA 9,37 bA 5,60 bA
96 6,78aA  7,94bA 9,47 DbA 7,50 bA 11,62 bA 6,70 bA
168 6,78aB 22,64aA 13,826 Aa 19,76 aA 29,79 aA 20,44 aA
COM INSETO
TES ASM AS Fosfito Quitosana  Silicio
0 7,13aA 7,13bA 7,13 bA 7,13 bA 7,13 bA 7,13 aA
24 6,55aA 7,27 bA 9,65 aA 6,55 bA 2,44 cB 3,03 bB
48 6,20aB 11,91aA 8,93aB 7,74 bB 11,91 abA 9,47 aA
96 4,70aB 10.65aA 10.42aA 7,50 bA 9,16 abA 7,39 aA
168 6,43aC 9,47aB 11,91aB 16,56 aA 16,23 aA 11,91 aB

*Meédias seguidas da mesma letra mindscula na vertical, ou maidscula na horizontal, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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As quitinases sdo enzimas que estdo presentes em organismos que possuem
quitina na estrutura (crustaceos, insetos e diversos fungos) ou nao (plantas, bactérias e
vertebrados) (CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN, 2005).

Couto et al. (2009) avaliaram a atividade da quitinase em plantas de algodoeiro
com e sem inoculagéo de F. oxysporum f.sp. vasinfectum , e ambos os tratamentos néo
diferiram significativamente com os indutores ASM e fosfito de potéssio, porém no
tratamento MeJ (metil jasmonato), verificaram atividade da quitinase na folha. O
mesmo pode ser verificado por Tavares et al. (2010), no qual o ASM néo induzido a

atividade da quitinase em mamoeiro contra fungo P. palmivora.

Na cultura do feijdo, Kuhn e Pascholati (2010) observaram que a atividade da
quitinase ndo foi alterada significativamente com o indutor bidtico Bacillus cereus (108
ufc mL-1 ), entretanto com o tratamento ASM (50 mg i.a. mL-t), houve aumento da
enzima apos a primeira, segunda e terceira aplicagéo.

No entanto, Freire (2015), observou que plantas de soja inoculadas com

nematoides e posterior aplicacdo do indutor ASM, a atividade da quitinase obteve queda

praticamente em todas as cultivares testadas.

5.1.8 Teores de taninos

Na testemunha a resposta foi mais expressiva quando colocou-se 0s insetos,
demonstrando ser um caminho de defesa preferencial natural pelas plantas quando séo

atacada por insetos.

Observou-se ainda que os indutores de resisténcia possuem capacidade de
ativacdo a sintese de taninos, com excecdo do silicio, o que pode ser observado com o
incremento de tais compostos quando aplicado nas plantas sem a presenca de inseto em
comparacdo com a testemunha. Ja quando aplicou-se os indutores com a presenca dos
insetos, somente o indutor AS e silicio apresentaram potencial de ativacdo dos taninos,

como mostra a figura 10.
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Figura 10 - Taninos (mg./g.tecido) de plantas de soja, tratados com diferentes indutores de resisténcia,
sem e com a exposicdo a mosca-branca. As médias seguidas pela mesma letra mintscula ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) e as barras verticais indicam o desvio-padrdo com os diferentes
tratamentos. UTFPR, Dois Vizinhos — PR, 2017.

A partir das reacdes subsequentes da FAL, ha formacdo compostos fendlicos,

como 0s taninos condensados.

Os taninos condensados sdo compostos pela polimerizagdo de unidades de
flavonoides, sdo constituintes de plantas lenhosas, importantes na defesa das plantas.
Quando estdo em maior concentracdo, os taninos impedem a digestdo do predador
(animal) bloqueando a acdo de enzimas digestivas, assim as folhas se tornam
indigestiveis e produzem a sensacdo de adstringéncia. Se os animais ingerirem grandes
quantidades de vegetais com taninos irdo perder peso e reduzir a taxa de crescimento.
Os taninos tém habilidades em se ligar &s proteinas afetando e inibindo a atividade
enzimatica. Porém ha outra categoria de taninos: os hidrolisaveis, que contém acidos
fendlicos e aglcares simples (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Eles encontram-se distribuidos em plantas superiores normalmente nas folhas,
frutos e sementes e sdo polimeros fendlicos que possuem propriedade de defesa das
plantas, pois sdo toxinas que impedem e repelem herbivoros e outros animais. Quando
os frutos estdo imaturos apresentam altos niveis de taninos (PAES et al., 2006). Alguns
exemplos sdo: acécia negra (Acacia mearnsii), 0 quebracho (Schinopsis balansae), o
angico (Anade-nanthera e Piptadenia spp) e o barbatimdo (Stryphnodendron
adstringens) (TRUGILHO et al., 2003).
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O mesmo trabalho corrobora com Dos Santos e Varanda (2009), no qual
verificaram que maiores percentuais de agucares e de taninos foram observados quando
houve indugéo pelo inseto Schizomia sp (Diptera: Cecidomyiidae ) nas galhas. Para
Gomes et al. (2008), os maiores teores de taninos em batatas ocorreram combinados a
adubacdo e via foliar de silicio.

5.2 Experimento I1: Preferéncia de oviposi¢cdo em funcédo da aplicagdo dos indutores

Os resultados de preferéncia de oviposicdo demonstraram que plantas tratadas

com os indutores tiveram menor oviposi¢ao por cm? de tecido vegetal, sendo que para o

ASM, silicio e quitosana ocorreram reducdo de oviposicdo, diferindo da testemunha,
conforme observado na figura 11.

1,44 a

1,2

1 B Numeros de ovos por cm 2

0,8 bc

0,6
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Figura 11: Numero de ovos de mosca-branca por cm? na cultura da soja. Barras verticais indicam o
desvio-padrdo com os diferentes tratamentos: - Acibenzolar - S — Metil (ASM), Acido Salicilico (AS),
Fosfito, Silicio, Quitosana e Testemunha. As médias seguidas pela mesma letra mintscula ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). UTFPR. Dois Vizinhos — PR, 2017. Fonte: O autor, 2017.

Tal reducdo da preferéncia por oviposicdo de moscas- brancas possivelmente
esta relacionado a ativacao de mecanismos de defesa da planta, avaliado no experimento
I, o qual buscou identificar rotas e compostos de defesa vegetal ativado pelo uso dos

indutores.

Tanto o ASM, silicio e quitosana tiveram antecipadamente ativacdo no tempo

para a sintese de proteinas, FAL, compostos fendlicos, peroxidases e os teores de
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taninos que s&o mecanismos de defesa vegetal. Pressuponha-se que essa ativagédo tenha
influenciado na preferéncia de oviposicdo da mosca-branca, demonstrando 0 menor

numero de ovos por cm? para esses indutores, conforme o experimento 1.

A menor preferéncia por oviposicdo pela mosca branca ocorreu em plantas
tratadas com quitosana. Diversos trabalhos ja comprovaram seu efeito na inducdo de
resisténcia e o efeito direto sobre fungos fitopatdgenos e bactérias, apresentando efeito
fungiostatico e/ou fungicida, e bacteriostatico e/ou bactericida (AZEVEDO et al., 2007).
Porém ainda sdo escassos os trabalhos que mostram resultados sobre o controle de

insetos.

A quitosana estd relacionada a ativacdo de mecanismos de defesa pos-
formados, que sdo mais eficientes na protecdo da planta contra insetos dentre essas
barreiras estruturais podem envolver a lignificacdo, suberificacdo, formacéo de papilas,

de camadas de abscisdo e de cortica, bem como tiloses.

A reducdo pela preferéncia por oviposicdo de mosca-branca pode estar ligada
pela ativacdo de mecanismos de resisténcia potencializada pela aplicacdo de silicio, no
entanto como essa inducgdo ocorre nao esta totalmente esclarecida. Conforme Kim et al.,
(2002) a hipdtese principal é a possivel formacao de barreiras fisicas abaixo da cuticula
decorrente da polimeracdo do &cido monosilicico, pode explicar a ndo preferéncia pela

mosca- branca para realizar sua oviposicao nas plantas tratadas com silicio.

Assim fica claro, que a mosca-branca expressa niveis consideraveis de ndo
preferéncia para oviposicdo e baixa atratividade a plantas tratadas com silicio, ainda
assim é essencial pesquisas que envolvam doses de silicio e interacfes do manejo para o

controle.

Trabalhos relacionados a indutores e insetos com silicio demostram efeito de
repeléncia para pulgdo-da-folna em milho apo6s 48h da aplicacdo, e para pulgdo verde
em trigo com aplicacgdes de silicio via solo e foliar (GOUSSAIN, 2001). Ja no trabalho
de Godoy et al. (2016), o silicio provocou o retardo para o inicio de alimentacdo e

caminhamento estiletar da B. tabaci biétipo B em soja.

Peixoto et al. (2011) observaram que solucédo de silicio a 1% aplicado no solo
reduziu a oviposicdo e numeros de ninfas com chance de escolha da B. tabaci bi6tipo B
na cultura do feijdo, porém no teste sem chance de escolha, o silicio ndo evitou a

oviposicao e o desenvolvimento ninfal.
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Correa et al. (2005) verificaram que o silicato de céalcio e 0 ASM afetaram a
preferéncia de oviposicdo bem como o desenvolvimento do ciclo biolégico da B. tabaci
biétipo B em pepino. O tratamento com silicato de calcio via solo mostrou-se mais
eficaz pelo menor ndmero de oviposicdo da mosca branca. Entretanto, trabalho
realizado por Ferreira; Moraes; Antunes (2011), o silicio ndo afetou a oviposi¢do nem o
nimero medio de ninfas de B. tabaci em soja, porém, afetou a viabilidade das ninfas, o
mesmo foi verificado em duas cultivares de soja: IAC-19 e MONSOY-8001
(MORAES; FERREIRA; COSTA, 2009).

Ja para AS e fosfito, ndo ocorreram diferencas significativas, porém em outros
estudos, o fosfito apresentou diminuicdo do pulgdo do trigo [Diuraphis noxia
(Kurdjumov) Homoptera: Aphididae] em plantas de trigo (VENTER et al., 2014) e
obteve efeitos nos besouros [Leptinotarsa decemlineata Say (Coleoptera:
Chrysomelidae)] na batata de Colorado no campo e no laboratorio (PATTERSON;
ALYOKHIN, 2014).
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6. CONCLUSOES

Os indutores de resisténcia possuem capacidade de ativar o metabolismo
primario através da sintese de proteinas totais, bem como demonstram potencial na
ativacdo de mecanismos de defesa entre eles, a rota dos fenilpropandides com a ativagdo
da enzima FAL e a formacdo de compostos fendlicos. Ainda demonstram ativacéo de
enzimas relacionadas a patogenicidade como as peroxidases e quitinase sendo que tais

ativagOes possuem especificidade quanto ao indutor e ao tempo de ativagéo.

O uso dos indutores quando desafiados com insetos demonstrou maior
efetividade de ativacdo da enzima FAL, peroxidade e quitinase, enzimas estas
relacionadas ao processo de defesa vegetal a insetos.

Os indutores ASM, silicio e quitosana possuem potencial de reducdo da
oviposicao da mosca-branca, o que pode estar relacionado a ativagdo de mecanismos de
defesa vegetal.
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