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RESUMO

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797), praga-chave do milho,
pode atacar lavouras de soja, causando prejuizos aos agricultores. Por meio de analises
quimicas e ensaios biologicos, buscou-se avaliar o efeito da herbivoria prévia por S.
frugiperda em soja das isolinhas transgénica Bt e ndo transgénica no desenvolvimento
de S. frugiperda alimentadas com folhas submetidas a herbivoria prévia pela mesma
espécie. Em casa de vegetacgao, cultivares das isolinhas BRS 1001 IPRO transgénica e
BRS 284 convencional foram plantadas em vasos e utilizadas no estadio vegetativo V6
em tratamentos de injuria mecanica e herbivoria de S. frugiperda, além de grupos-
controle. Para a herbivoria, utilizaram-se lagartas de 10 dias que foram alimentadas em
laboratério com foliolos de soja oriundos de casa de vegetagdo, em quatro grupos para
cada cultivar semeada: injuria mecanica; herbivoria, controle mantido na mesma sala dos
tratamentos e um segundo controle mantido em sala individualizada. Procedeu-se a 25
repeticoes nos tratamentos de avaliacdo de consumo foliar e 50 repeticbes por
tratamento de avaliacdo do efeito bioldgico. Analisaram-se as seguintes variaveis:
consumo foliar, mortalidade das fases de lagarta e pupa, duragao larval e pupal, peso
pupal, numero de ovos por fémea e viabilidade dos ovos. Nas plantas que sofreram
herbivoria prévia constatou-se menor consumo foliar, maior duracéo larval e pupal, maior
mortalidade larval e pupal, menor peso pupal, menor viabilidade de ovos e menor numero
de fémeas férteis, em comparagao com controles. Observou-se maior duragao da fase
pupal e maior numero de fémeas férteis com a cultivar BRS 1001 IPRO e maior
viabilidade de ovos com a BRS 284. Em nenhuma das cultivares se observou diferencgas
no consumo por controles mantidos em sala individualizada e controles mantidos no
mesmo ambiente que os tratamentos. Nao houve diferengas entre as duas cultivares
quanto a seis compostos produzidos (acido galico, acido cafeico, acido p-cumarico, acido
ferdlico, quercetina e luteolina), mas a cultivar BRS 1001 IPRO produziu maior
quantidade de rutina. A herbivoria prévia causou aumento de flavonoides apés 24 h em

ambas as cultivares e apdés 192 h na BRS 284, e aumento de compostos fenolicos em



24 e 192 h na cultivar BRS 284, ao passo que a injuria mecanica elevou os flavonoides
apos 192 h e aumento de compostos fendlicos decorridas 24 h na cultivar BRS 1001
IPRO. Os achados biolégicos e quimicos sugerem ocorrer maior resposta metabdlica

defensiva pela planta apds o ataque da lagarta.

Palavras-chave: Insecta, lagarta-do-cartucho, resisténcia induzida, soja transgénica Bt.



ABSTRACT

The fall armyworm, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797), a key corn pest,
can attack soybean crops, causing damage to farmers. The objective of this study was
to evaluate the effect of herbivory on S. frugiperda in soybeans from Bt and non-
transgenic isolates in the development of S. frugiperda fed with leaves submitted to
previous herbivory by the same species. In a greenhouse, cultivars of isolates BRS
1001 IPRO transgenic and BRS 284 conventional were planted in pots and used in
vegetative stage V6 in treatments of mechanical and herbivory injury of S. frugiperda,
in addition to control groups. For herbivory, 10 day caterpillars were used in laboratory
with soybean leaflets from greenhouse, in four groups for each cultivar seeded:
mechanical injury; herbivory, control maintained in the same treatment room and a
second control maintained in an individualized room. Twenty-five replications were
carried out in the foliar consumption evaluation treatments and 50 replicates per
treatment of biological effect evaluation. The following variables were analyzed: leaf
consumption, caterpillar and pupal mortality, larval and pupal duration, pupal weight,
number of eggs per female and egg viability. In the plants that underwent previous
herbivory was observed lower leaf consumption, larval and pupal duration, higher
larval and pupal mortality, lower pupal weight, lower viability of eggs and lower number
of fertile females, in comparison with controls. It was observed a longer duration of the
pupal phase and a higher number of fertile females with cultivar BRS 1001 IPRO and
greater viability of eggs with BRS 284. In none of the cultivars were observed
differences in the consumption by controls maintained in an individualized room and
controls maintained in the same environment than the treatments. There were no
differences between the two cultivars for six compounds produced (gallic acid, caffeic
acid, p-coumaric acid, ferulic acid, quercetin and luteolin), but the cultivar BRS 1001

IPRO produced a greater amount of rutin. The previous herbivory caused an increase



of flavonoids after 24 h in both cultivars and after 192 h in BRS 284, and increase of
phenolic compounds in 24 and 192 h in cultivar BRS 284, while mechanical injury
increased the flavonoids after 192 h and increased of phenolic compounds after 24 h
in BRS 1001 IPRO. The biological and chemical findings suggest that the plant's

greater defensive metabolic response occurs after the caterpillar attack.

Key words: Bt transgenic soybean, fall armyworm, induced resistance, Insecta.



INTRODUCAO GERAL

A cultura da soja, principal commodity agricola no Brasil, com 35,139 milhdes de
hectares plantados na safra 2017-2018 (CONAB, 2018), esta exposta ao ataque de
diferentes espécies de pragas durante seu ciclo vegetativo.

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), € polifaga, atacando culturas de importancia econémica,
como algodao, solanaceas e outras. E praga-chave da cultura do milho e seus surtos
tém ocasionado perdas significativas também no cultivo de soja.

Tem-se observado diminuicao de resisténcia do milho Bt ao ataque de S.
frugiperda, possivelmente devido a manejo incorreto da implementagao de areas de
refugio. A reducéo na eficacia do milho Bt pode estar contribuindo para a migragao de
S. frugiperda para a soja, cultivada em sucessdo ao milho nas principais regides
produtoras de graos no Brasil. Consequentemente, S. frugiperda tem se tornado uma
praga importante da soja, em fungao da acentuada exposigao dessa cultura a pressao
populacional do inseto.

Monitorar e controlar S. frugiperda sao procedimentos fundamentais para que
esta praga nao atinja nivel de dano econdmico nas culturas que sofrem seu ataque.
Na soja, o controle é feito com inseticidas quimicos sintéticos, que podem ter efeitos
negativos, como morte de inimigos naturais das pragas, residuos quimicos nos
alimentos e selec¢ao de pragas resistentes.

Entre os métodos alternativos ao controle com inseticidas quimicos, o
melhoramento genético, visando a obtencdo de plantas com caracteristicas
fenotipicas resistentes a insetos-praga, proporciona um elo fundamental para o
controle de pragas.

Durante sua evolugdo, as plantas criaram mecanismos de defesa diretos e

indiretos contra o ataque de insetos. Uma das defesas contra herbivoros consiste na



produgdo de metabdlitos secundarios que ao serem ingeridos pelos insetos
prejudicam seu desenvolvimento e reprodugao.

Compreender o mecanismo de defesa das plantas e suas interagdes
bioquimicas, fisiologicas e morfoldégicas é fundamental para o desenvolvimento e
melhoramento de cultivares mais resistentes a pragas e doengas. Os estudos nessa
direcédo tém papel relevante para o aumento da producéo e produtividade das culturas
no agronegocio brasileiro, que faz com que o pais seja um dos principais produtores
mundiais de alimentos.

Por meio do presente estudo, visou-se determinar a resposta de plantas de soja
(isolinhas convencional e transgénica Bt) submetidas a herbivoria prévia e injuria
mecanica no consumo foliar, desenvolvimento e reprodugdo de S. frugiperda,

comparando os perfis quimicos de extratos foliares das duas cultivares de soja.



OBJETIVOS

Investigar os efeitos da herbivoria prévia e injuria mecanica em cultivares de soja
isolinhas com e sem transgenia Bf no consumo alimentar, desenvolvimento e
reproducao de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae)

comparando os perfis quimicos de extratos foliares das duas cultivares de soja.

Objetivos especificos

e Investigar se a herbivoria por S. frugiperda em soja com e sem transgenia Bt pode
igualmente induzir mecanismos de defesa distintos dos suscitados por lesao
mecanica.

e Avaliar se cultivares de soja das isolinhas BRS 284 e BRS 1001 IPRO (transgénica
Bt) apresentam respostas diferentes na indugdo de mecanismos de defesa.

e Realizar um estudo comparativo do perfil quimico de plantas de soja da cultivar
BRS 284 e de sua isolinha transgénica BRS 1001 IPRO, com abordagem baseada

em cromatografia liquida de alta eficiéncia.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Controles de pragas agricolas

As pragas agricolas sdo um dos fatores limitantes para o desenvolvimento
econdmico das grandes culturas do agronegdcio brasileiro, reduzindo a produgao
agricola e a qualidade do produto final. Na soja, as pragas desfolhadoras causam
enormes prejuizos, por vezes desastrosos, caso nao se proceda a controle quando se
atinge nivel de dano econdmico.

Segundo o IBGE (2018), foram plantadas no Brasil 73,6 milhdes de hectares
de lavoura temporaria no periodo de 2017. Pignati et al. (2017) analisaram 21 cultivos
brasileiros no periodo de 2015 (71,2 milhdes de hectares de lavouras), predominando
entre estes a soja, com 42% de toda area plantada do pais, seguida do milho, com
21%, e da cana-de-agucar, com 13%. Estas trés culturas, que perfizeram 76% de toda
a area plantada em territério brasileiro, foram as que mais consumiram agrotoxicos:
82% de todo o consumo do pais em 2015, com estimativa de utilizacdo de 899 milhdes
de litros de agrotoxicos em produtos formulados (PIGNATI et al., 2017).

Para a préxima década, as projegdes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento apontam um aumento de 29,4% na produgéo de graos e de 14,8%
para a area de plantio, estimando-se que em 2025 teremos uma produtividade
aproximada de 4 t/ha (SCHUMACHER et al., 2016).

No Brasil a soja foi a cultura que mais utilizou agrotéxicos, em levantamento
realizado em 2015 (PIGNATI et al., 2017), representando 63% do total, seguida do
milho (13%) e da cana-de-agucar (5%). O fumo foi a cultura que usou a maior
quantidade média de litros por hectare (60 I/ha), seguida do algodao (28,6 I/ha), dos
citricos (23 I/ha), do tomate (20 I/ha), da soja (17,7 I/ha), da uva (12 I/ha), da banana,



arroz, trigo e mamao (10 I/ha cada) e do milho e girassol (7,4 I/ha cada). As demais
culturas agricolas utilizaram menos 5 I/ha plantado.

Em décadas passadas buscou-se obter produtos que permanecessem no
ambiente por longo tempo e fossem eficazes, de modo a afetar varias geragdes do
inseto-alvo. Com as mudangas de concepgdo, voltadas a preservacdao do meio
ambiente, passou-se a considerar mais racional o combate aos insetos no periodo de
maior incidéncia, minimizando assim o impacto sobre outros animais e 0 homem
(VIEGAS JUNIOR, 2003).

O uso abusivo de agrotéxicos tem consequéncias negativas sobre o ambiente,
uma das quais é o desaparecimento de algumas espécies de insetos uteis. Além
disso, provocam o surgimento de populagdes de insetos resistentes e de novas pragas
resistentes aos inseticidas, levando os produtores a usar produtos cada vez mais
toxicos.

A resisténcia adquirida e a poluigdo ambiental decorrentes da aplicagao
repetida de inseticidas sintéticos persistentes tém levado a um crescente interesse em
novos produtos para o controle de pragas. Entretanto, inseticidas sintéticos, como os
hidrocarbonetos clorados, os ésteres organofosforados, os carbamatos e os
piretroides sintéticos, continuam a contribuir para a produ¢do mundial de alimentos
nas ultimas décadas (VIEGAS JUNIOR, 2003).

Entre as formas de controle disponiveis para manejo integrado de pragas estéao
os entomopatdgenos e os insetos parasitoides, que englobam diferentes segmentos
do controle bioldgico de pragas. Conforme Pelizza et al. (2018), na Argentina, terceira
maior produtora de soja, o controle bioldgico de insetos-praga utilizando patégenos,
parasitas e predadores tem recebido atencao especial nos ultimos anos.

Segundo Jaronski (2010), no entanto, uma desvantagem em usar
microrganismos entomopatogénicos em programas de controle de pragas agricolas €
o longo tempo necessario para matar o inseto-alvo. A bactéria entomopatogénica
Bacillus thuringiensis, porém, é reconhecida por sua eficiéncia em controlar lagartas,
ao produzir uma toxina que provoca a morte destas em alguns dias. Conforme Lacey
et al. (2015), dos varios agentes de controle produzidos comercialmente, B.
thuringiensis tem mais de 50% de participacdo no mercado e vem se mostrando

altamente eficaz no manejo de pragas do milho e do algodao, reduzindo drasticamente
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a quantidade de inseticidas quimicos de amplo espectro, além de ser seguro para os

consumidores e organismos nao alvo.

Variedades de plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos

Com o desenvolvimento da biotecnologia, o uso de genes que codificam
proteinas com atividade inseticida tornou-se uma alternativa viavel e importante para
o controle de pragas com amplo potencial de causar prejuizos (SILVA FILHO; FALCO,
2000) nas principais culturas do agronegécio nacional, como soja, algodao e milho,
entre outras.

As plantas transgénicas Bt foram desenvolvidas recombinando-se seu DNA
entre os genes da bactéria B. thuringiensis, obedecendo a sequéncia do DNA vegetal.
Dessa forma, a planta modificada expressa em seu fenétipo proteinas que intoxicam
as lagartas, levando-as a morte (MARTINELLI; OMOTO, 2005). Mais de 100 genes
da toxina Bt foram clonados e sequenciados, fornecendo uma matriz de proteinas que
pode ser expressa em plantas ou em aplicagdes foliares de produtos Bt (FRUTOS;
RANG; ROYER, 1999).

Segundo Betz et al. (2000), as plantas Bt ttém mostrado vantagens sobre os
biopesticidas, pois a eficiéncia da produgao de proteinas Cry pelas plantas Bt ndo é
afetada por fatores ambientais, como chuva apds a aplicagao, incidéncia de radiacao
solar e altas temperaturas. Adicionalmente, as proteinas Cry recombinantes tendem a
se acumular nos tecidos vegetais mais homogeneamente, tornando mais eficiente o
efeito toxico aos insetos do que a aplicagao (pulverizagado) de esporos de Bt sobre as
plantas (BOBROWSKI et al., 2003).

Segundo Huang, Andow e Buschman (2011), embora as culturas transgénicas
Bt tenham se tornado importantes para o0 manejo das principais pragas de soja, milho
e algodéo, o desenvolvimento de resisténcia continua a ser uma grande ameaca para
0 uso sustentavel dessas culturas, sendo crucial 0 manejo correto dessa tecnologia
para diminuigdo da resisténcia ao milho Cry1Ab e ao algodao Cry1Ac nos Estados
Unidos.

No Canada, implementou-se a estratégia denominada “alta dose/refugio”,

voltada a retardar substancialmente a evolugéo da resisténcia das pragas a tecnologia



11

Bt (HUANG; ANDOW; BUSCHMAN, 2011). Tabashnik (1994) sugere que a dose alta
deva ser definida como 25 vezes a concentragao de toxina necessaria para matar as
larvas sensiveis a Bt.

A piramidacédo de genes associada a alta dose/refugio torna a evolugdo da
resisténcia mais lenta. A piramidagcao € empregada em plantas transgénicas para
produzir duas ou mais toxinas Bt com diferentes modos de acdo sobre a mesma
praga-alvo (SHELTON; ZHAO; ROUSH, 2002). Segundo Lombardo, Coppola e
Zelasco (2016), a piramidagao de genes resultou na chamada "segunda geragao" de
plantas geneticamente modificadas, que combinam caracteristicas desejaveis por
meio de tecnologia de DNA recombinante ou reprodugao convencional, com
cruzamentos entre plantas transgénicas que apresentam diferentes caracteristicas
biotecnoldgicas.

Assim, a evolugao da resisténcia de insetos-alvo permanece como principal
desafio para a implantagdo sustentavel de cultivos que expressam proteinas Bt
(TABASHNIK; BREVAULT; CARRIERE, 2013). Segundo Bernardi et al. (2014), a soja
geneticamente modificada, que perfaz mais de 94% da cultura plantada brasileira, ndo
apresenta eficiéncia contra S. frugiperda, que tem baixa suscetibilidade a proteina
Cry1Ac (tecnologia GM exclusiva disponivel para controle da lagarta da soja
Anticargia gemmatalis). Requer-se avango das pesquisas para que em futuro proximo
se alcance controle eficiente de S. frugiperda em soja com esta tecnologia.

Os cuidados e recomendacgdes técnicas sobre a tecnologia Bt devem ser
seguidos, visando retardar ao maximo sua perda de eficiéncia. Problemas de quebra
de resisténcia tém sido relatados. Bedin et al. (2015) avaliaram a eficiéncia dos
eventos transgénicos em plantas de milho com a tecnologia Herculex®, VT Pro™ e
Powercore™ no controle da S. frugiperda, concluindo que nenhum dos hibridos era
resistente.

Um dos grandes beneficios da tecnologia Bt € a auséncia de efeito sobre
inimigos naturais dos insetos-praga, como parasitoides ou predadores. Estudos em
laboratério e a campo revelaram pouco ou nenhum efeito sobre estes organismos
(WRAIGHT et al., 2000). Os inimigos naturais sdo extremamente importantes, pois as
pragas secundarias podem tornar-se um problema caso a populagcdo de insetos
benéficos seja reduzida pelo uso de inseticidas quimicos de amplo espectro
(BOBROWSKI et al., 2003).
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Uma abordagem para a selegcdo de novos inseticidas que preencham os
requisitos de eficacia, seguranca e seletividade consiste no estudo de mecanismos de
defesa de plantas (VIEGAS JUNIOR, 2003). Novas alternativas sao fundamentais
para um eficiente controle de pragas, que possibilite viabilidade econémica e maior
seguranga para produtores e consumidores finais, ndo afetando inimigos naturais e
tendo reduzido efeito negativo sobre o ambiente.

Segundo Shelton, Zhao e Roush (2002), nenhuma tecnologia, nova ou antiga,
esta isenta de apresentar duvidas e controvérsias. Para a biotecnologia, tida como
terceira maior revolugédo tecnoldgica, € apropriado que ndo somente as questdes
técnicas, mas também sociais, que envolvam dialogo, sejam discutidas.

O relato de problemas biotecnolégicos mudou drasticamente a partir de 1997.
A comunidade cientifica tem a responsabilidade de fornecer a sociedade informacdes
sobre os aspectos positivos e negativos dessa tecnologia, de modo a reduzir o
sentimento de desinformacao que paira entre a maior parte da populacéo (SHELTON;
ZHAO; ROUSH, 2002).

Schumacher et al. (2016) apontam que dentre os 17.053 pedidos de patente
para inseticidas depositados no mundo, 1.528 foram depositados no Brasil, grande
consumidor de defensivos agricolas. Os autores salientam, entretanto, que nao se
destacou nenhum pedido de origem brasileira e que a maior parte dos depdsitos no
pais ndo é de origem nacional. Isso mostra ser necessario maior investimento em
pesquisa e desenvolvimento, com incentivos governamentais para que o pais avance

em pesquisas nessa area e reduza seu déficit comercial.

Descricao e biologia de Spodoptera frugiperda

Conhecida como lagarta-do-cartucho do milho, S. frugiperda (Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) é considerada de origem tropical, devido a seus centros de
imigracao se localizarem nos tropicos (LABRADOR, 1967).

De acordo com Moscardi et al. (2012), as lagartas de Spodoptera spp. tém
grande importancia econdmica por sua voracidade. Spodoptera frugiperda tem na
cultura do milho seu principal hospedeiro. O sucesso dessa espécie como praga €

consequéncia da elevada capacidade de dispersédo dos adultos ao longo da faixa de
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distribuicdo de suas plantas hospedeiras (SPARKS, 1979). Seus surtos tém
ocasionado perdas significativas em culturas como algodéo, soja e solanaceas
(LUGINBILL, 1928; LATORRE, 1990; CAPINERA, 2002; BASTOS; TORRES, 2004),
além de utilizar hospedeiros alternativos para se manter nos agroecossistemas ao
longo do ano.

Seu desenvolvimento é favorecido por tempo seco e chuvas abundantes
(LUNGINBILL, 1928), sendo que a temperatura influencia diretamente todas as fases
de seu ciclo biolégico. Em condi¢des de laboratoério, o periodo de incubagdo € menor
em temperaturas mais altas, prolongando-se nas mais baixas, mas 25 °C é a
temperatura mais favoravel a seu desenvolvimento.

Segundo Cruz (1995), os ovos de S. frugiperda séo depositados em massas,
geralmente em duas camadas em grupos. Inicialmente de coloragdo verde-clara,
mostram-se escurecidos na fase de eclosdao. Nao ha aparentemente local preferido
na planta para a postura, sendo que o numero varia de 9 a 593, com médias de 143
a 250 ovos por postura/fémea.

Os ovos de S. frugiperda provenientes de criagdo de manutencdo em dieta
artificial apresentam periodo de incubacédo de dois dias (GIOLO et al., 2002). Em
temperaturas inferiores a 22 °C, tal periodo pode variar de 4 a 5 dias (REVELO; RAUN,
1964).

Seu ciclo de vida se completa em 30 dias em condicdes de laboratério a 25 °C e
o0 numero de ovos pode variar de 100 a 200 por postura/fémea, sendo que um total de
1.500 a 2.000 ovos pode ser colocado por uma unica fémea. Dew (1913) estudando
o desenvolvimento biolégico de S. frugiperda em folhas de milho e algodoeiro a
temperatura de 25 °C, observou que as posturas perfaziam em média 160 a 170 ovos,
com periodo de incubacgao de trés dias, fase larval de 14 dias e fase pupal de 10 dias,
com ciclo total completado em 30 dias.

As larvas de S. frugiperda, comumente denominadas lagartas, sao eruciformes,
esbranquicadas antes de se alimentarem e esverdeadas apds a alimentacdo. Recém-
eclodidas, tém cerca de 1,0 a 1,5 mm de comprimento, apresentam coloragcao branco-
creme, com cabecga e cerdas pretas, e alimentam-se de maneira gregaria (LEIGH et
al., 1996; GONDIM et al., 1999). As mais novas consomem tecidos de folha de um s6
lado, deixando a epiderme oposta intacta. No desenvolvimento larval, passam por seis

a sete estagios, até alcangarem completo desenvolvimento, quando medem
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aproximadamente 5,0 cm de comprimento e apresentam coloragdo que varia de
pardo-escura ou verde até quase preta. Sdo canibais, sendo comum encontrar apenas
uma lagarta por cartucho de milho.

Completado o periodo larval, descem ao solo, a uma profundidade aproximada
de 5 a 7 cm, onde se transformam em pupas de aproximadamente 1,5 a 2,0 cm de
comprimento. As pupas sao marrom-avermelhadas, tornando-se progressivamente
mais escuras, até ficarem praticamente pretas, proximo a emergéncia do adulto
(CRUZ, 1995). O periodo pupal varia de 10 a 12 dias, terminando com a emergéncia
do adulto. Nessa fase é possivel separar os sexos com base em caracteres sexuais
externos. Waquil et al. (2008) e Sa et al. (2009) constataram periodo larval de 14 dias
para S. frugiperda alimentadas em braquiaria, sorgo e soja e de 12 dias para
alimentagcdao em milho, estendendo-se até o 17° dia no caso de dieta artificial. Em
recente estudo de nosso grupo de pesquisa (PERUCA et al., 2018), observamos
meédias de duragao larval de 19,36 dias e pupal de 10,18 dias, bem como peso pupal
meédio de 191,33 mg para S. frugiperda alimentadas em laboratério com folhas de soja
da cultivar BRS 284.

O adulto de S. frugiperda é uma mariposa com 25 mm de comprimento e cerca
de 30 a 35 mm de envergadura. Os machos apresentam asas anteriores marrom-
acinzentadas, orbiculares, cobertas por uma faixa branca larga transversal que
alcanga o meio da asa, além de uma mancha reniforme demarcada de branco e outra
apical também branca, com faixa subterminal nitida. Nas fémeas, as asas apresentam
a mesma coloragdo dos machos, com manchas orbiculares e reniformes delineadas
de branco. As asas posteriores sdo esbranquigcadas e hialinas nos dois sexos
(ZUCCHlI et al., 1993).

Segundo Dew (1913), as mariposas ovipositam noturnamente sobre folhas de
milho, algodoeiro, gramineas e outros vegetais que sejam alimento adequado as

lagartas.

Substancias secundarias e resisténcia induzida

As plantas, ligadas ao solo por meio de seu sistema radicular, ndo podem

escapar de seus estressores bidticos e abidticos, desenvolvendo métodos particulares
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de protegcdo. A produgdo de produtos quimicos que detém ou matam pragas e
patdogenos constitui meio de autoprotecdo vegetal, além da protecédo fisica e
morfologica. O padréo de metabdlitos secundarios em uma dada planta é complexo e
pode diferir conforme o tipo de tecido e érgdo. Orgdos importantes para a
sobrevivéncia e reproducao produzem os metabdlitos secundarios mais potentes e
em maiores concentragdes (WINK, 1988; 2003).

Segundo Sequeira (1983), a resisténcia induzida € a que depende apenas de
fatores presentes depois que o hospedeiro é desafiado pelo patégeno ou herbivoro,
entre outros agressores. Resisténcia induzida é o oposto de resisténcia constitutiva.
De acordo com Lin e Kogan (1990), resisténcia induzida é o aumento quantitativo ou
qualitativo dos mecanismos de defesa em resposta a estimulos intrinsecos e/ou
extrinsecos, como aqueles provocados por herbivoria, patbgenos e injuria mecanica,
por exemplo.

As plantas nao dispéem de um sistema imunoldgico que impega a invasao de
parasitas, nem a capacidade de construir memoéria de sua interagdo com
microrganismos patogénicos encontrados em seu habitat. No entanto, as plantas
desenvolveram caracteristicas uUnicas para proteger-se de agentes patogénicos
(JONES; DANGL, 2006), tais como a cuticula (camada externa cerosa) e a periderme
(tecido protetor secundario), que atuam como barreiras que reduzem a perda de agua
e dificultam a entrada de bactérias e fungos. Além destas barreiras ha grupos de
compostos vegetais, como os metabdlitos secundarios, voltados a defesa contra
agressores como herbivoros e microrganismos patogénicos (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Pichersky e Gang (2000) definem metabdlito secundario como um composto cuja
biossintese é restrita a grupos de plantas selecionados. A capacidade de sintetiza-los
resultou de sele¢cao no curso de evolugao das plantas e herbivoros. H4 compostos
que atendem a necessidades especificas, como é o caso de perfumes florais volateis
e pigmentos que atraem insetos polinizadores. Outros produtos quimicos foram
ganhos evolutivos desenvolvidos para afastar patégenos e herbivoros ou suprimir
crescimento de plantas vizinhas. Assim, as solu¢gdes quimicas para um problema
comum sao muitas vezes distintas em diferentes linhagens vegetais (PICHERSKY;
GANG, 2000).

Taiz e Zeiger (2009) comentam que os metabdlitos secundarios diferem dos

primarios (aminoacidos, nucleotideos, agucares e acil-lipidios) por apresentarem
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distribuicao restrita no reino vegetal, ou seja, os metabdlitos secundarios especificos
sao restritos a uma espécie vegetal ou a um grupo de espécies relacionadas,
enquanto os primarios s&o encontrados em todo o reino vegetal. Os metabdlitos
secundarios vegetais podem ser divididos em trés grupos principais quimicamente
distintos: terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados.

Alguns compostos secundarios ndo tém ocorréncia natural nas plantas, mas
podem ser produzidos quando estas sdo injuriadas por um inseto, ou seja, no
momento em que este inicia sua alimentacao (resisténcia induzida) (LARA, 1991).

As estratégias de defesa contra a herbivoria por insetos abrangem duas
categorias: respostas de defesa constitutivas e respostas de defesa induzidas.
Segundo Melo e Silva-Filho (2002), as substéncias constitutivas repelem os
herbivoros provocando toxicidade direta ou reduzindo a digestibilidade do tecido
vegetal, ao passo que as substancias induzidas sao sintetizadas em resposta ao dano
causado ao tecido pelos herbivoros.

Segundo Gatehouse (2002), muitas espécies vegetais também acumulam
compostos inseticidas e proteinas como defesa "estatica" ou constitutiva contra
insetos herbivoros. Em determinada espécie, um mesmo produto inseticida pode
participar da defesa induzida e da constitutiva. A produgcdo de compostos defensivos
pelas plantas tem um custo metabdlico, e o equilibrio entre defesas induzidas e
constitutivas pode ser alterado pelo gendtipo e pelo ambiente (GATEHOUSE, 2002).

Feeny (1976) desenvolveu um modelo de alocagdo para metabdlitos
secundarios: o modelo de aparéncias (baseado em uma nogao do risco enfrentado
pelas plantas), que divide as plantas entre as que provavelmente serao especializadas
em herbivoros (plantas que sdo aparentes) e aqueles que ndo o sdo: plantas
"inaparentes”, efémeras em sua distribuigcdo, mais propensas a evitar a detec¢ao por
insetos especialistas e que podem arcar com defesas que operam em baixas
concentracdes e sdo mobilizadas para reutilizagao.

Wink (1988), analisando dados disponiveis sobre a ecologia quimica de
metabdlitos secundarios, concluiu que estes compostos podem de fato contribuir para
a protecao de planta contra microrganismos e herbivoros, em combinagdo com outras

caracteristicas quimicas e morfoldgicas.
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Segundo Wenzel (1985), na selecdo de variedades vegetais resistentes os
metabdlitos secundarios sdo fundamentais nas pesquisas sobre a defesa contra

insetos, visando o melhoramento genético de plantas.

Estratégias de resisténcia das plantas a insetos

Os insetos herbivoros apresentam diferentes estratégias de alimentagcdo que
conduzem a diferentes quantidades e qualidades de danos mecanicos nos tecidos
vegetais. De acordo com Aguiar-Menezes e Menezes (2005), cerca de 50% das mais
de 1.115.000 espécies de insetos descritas sao herbivoras.

Segundo Gatehouse (2002), as estratégias empregadas pelas plantas para
tentar resistir a seus herbivoros ou afasta-los sdo muito diversas. Algumas espécies
acumulam altos niveis de compostos que funcionam como defesas bioquimicas por
toxicidade ou por outras propriedades. Outras ndo comprometem recursos para a
acumulagao de compostos defensivos, mas procuram minimizar danos de herbivoros
através do rapido crescimento e desenvolvimento, ou por mecanismos de dispersao
ou escolha de habitat (GATEHOUSE, 2002).

Mesmo em uma mesma espécie, diferentes gendtipos adotam estratégias
sutiimente diferentes para coexistir com pragas de insetos. Tais estratégias podem
afetar a particdo de recursos entre crescimento e defesa (JANDER et al., 2001).

Algumas espécies desenvolvem caracteristicas que afetam a preferéncia do
inseto, como a selecdo de plantas hospedeiras e o comportamento alimentar,
enquanto outras afetam aspectos de seu desempenho, como taxa de crescimento e
desenvolvimento. Essas especificidades incluem caracteristicas morfolégicas para a
defesa fisica e a produgdo de compostos de defesa quimica (FURSTENBERG-HAGG
et al., 2013).

McKey (1974) constatou que recursos destinados a defesa de plantas ndo séao
usados para crescimento ou reprodugdo. Theis e Lerdau (2003) observaram que
durante a evolugdo a planta avalia o custo da defesa, com reprodugido forcada
resultante da alocacao de recursos para a defesa.

Em estudo da resisténcia de plantas, Gatehouse (2002) observou que a resposta

do ferimento é tanto local quanto sistémica e que as respostas locais e sistémicas
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podem diferir qualitativa e quantitativamente. Assim, a resposta do ferimento difere da
resposta a patdgenos e da resisténcia sistémica adquirida, embora alguns genes
sejam ativados por ambas as vias.

A resposta ao ferimento envolve multiplas vias e moléculas sinalizadoras, como
0 acido jasmébnico, hormdnio relacionado ao estresse vegetal que ativa muitas
respostas de defesa (TAIZ; ZEIGER, 2009) e esta envolvido na protegao direta contra
estresses bidticos e abidticos, desempenhando papel na sinalizacdo que ativa a
inducdo de defesa vegetal (GUNDLACH et al., 1992) e tendo fung¢do central na
mediacao de respostas locais. A resposta ao ferimento € especifica entre a espécie
agressora e planta, tanto pela presenga de genes responsaveis pela produgéo de
compostos secundarios especificos quanto pela produgdo de proteinas
potencialmente inseticidas, que diferem de espécie para espécie (GATEHOUSE,
2002).

Compostos quimicos para a defesa de plantas sdo encontrados em varios
tecidos vegetais. Tais compostos incluem antibioticos, alcaloides, terpenos e
proteinas. Entre as proteinas estdo incluidas as enzimas (como as quitinases), as
lectinas e os inibidores de enzimas digestivas (RYAN, 1990). Segundo Smith (1996),
ha evidéncias de diferenga na composi¢cao quimica de variedades de soja resistentes
e suscetiveis a insetos.

Segundo Franco et al. (1999), a utilizagdo de genes que codificam inibidores de
enzimas digestivas para a obtencéo de plantas resistentes contra o ataque de insetos
€ uma estratégia bastante promissora. Entretanto, tais inibidores devem ser
selecionados levando-se em consideragao a fisiologia e a bioquimica de sua digestao
pelo inseto. Esses autores ressaltam ser importante combinar tais inibidores com
outras proteinas que induzem estresse ou inibem o crescimento dos insetos a serem
controlados.

Dentre as substancias secundarias, compostos fendlicos toxicos, como os
acidos clorogénico, cafeico e ferrulico, sdo produzidos rapidamente e se acumulam
apos o ataque de insetos ou patdgenos (BARROS et al., 2010). Hartleb et al. (1997)
relatam que algumas formas de fendis podem ser convertidas em derivados com
radicais de oxigénio, extremamente reativos, tornando-se muito toxicos.

Conforme Hammerschmidt (2003), os fendis vegetais podem ser divididos em

duas classes: (i) fendlicos pré-formados, sintetizados durante o desenvolvimento
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normal dos tecidos vegetais, e (ii) fendlicos induzidos, sintetizados em resposta a
lesao fisica, infecgdo ou quando o vegetal é estressado por elicitores abidticos como
sais de metais pesados, radiacio ultravioleta, temperatura etc. Os fendlicos induzidos
também podem ser constitutivamente sintetizados, mas sua sintese é frequentemente
aumentada sob estresse bidtico ou abiético (NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992;
HAMMERSCHMIDT, 2003).

As plantas utilizam compostos fendlicos também para pigmentacgéao,
crescimento, reproducao, resisténcia a patdégenos e muitas outras funcgdes. Tais
compostos formam uma das principais classes de metabdlitos secundarios
(LATTANZIO et al., 2006).

Uma grande variedade de estruturas desses compostos ja foi identificada,
abrangendo fendlicos monomeéricos, diméricos e poliméricos. Varias classes de
fendlicos foram categorizadas com base em seu esqueleto basico: Cs (fenol simples,
benzoquinonas), Ce-C1 (acido fendlico), Cs-C2 (acetofenona, acido fenilacético), Ce-Cs
(acidos  hidroxicinamicos, = cumarinas, fenilpropanos, cromonas), Cs-Cs
(naftoquinonas), Ce-C1-Cs (xantonas), Ce-C2-Cs (estilbenos, antraquinonas), Cs-C3-Ce
(flavonoides, isoflavonoides), (Cs-Cs3)2 (lignanas, neolignanas), (Ce-C3-Cs)2
(biflavonoides), (Ces-Cs)n (ligninas), (Cs)n (catecolmelaninas) e (Cs-C3-Cs)n (taninos
condensados) (HARBORNE, 1980; LATTANZIO; RUGGIERO, 2003).

As adaptacdes dos insetos para superar os efeitos das defesas da planta
também podem ser constitutivas ou induzidas. Espécies de insetos com hospedeiros
limitados tendem a utilizar mecanismos de adaptagéo constitutivos, que podem ser
otimizados para hospedeiros especificos. Insetos herbivoros generalistas dependem
mais de mecanismos induzidos para lidar com a variedade de compostos inseticidas
e proteinas (GATEHOUSE, 2002).

Fernandes (1990), em seu trabalho sobre mecanismos de controle de insetos
herbivoros, constatou que fragmentos de polissacarideos da parede celular de plantas
sao liberados por dano mecanico ou por acdo de enzimas secretadas pela planta
hospedeira ou herbivoro durante a alimentacgéo.

Aliberacao desses fragmentos sinaliza na planta hospedeira atacada a produgao
de medidas defensivas, como produtos quimicos, que seriam contidos em vacuolos e

tecidos vegetais ndo vivos ou transportados através de tecido condutor para ativar
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células distantes do ponto de lesdo (BERRYMAN, 1988), causando reagao sistémica,
observada em algumas plantas (EDWARDS; WRATTEN, 1983; KUC, 1983).

Esse tipo de resposta € eliciado por endogenos ou endoelicitores que séo
produtos da prépria planta (BERRYMAN, 1988). Elicitores exégenos (ou exoelicitores:
enzimas ou toxinas secretadas pelos invasores) do organismo agressor ou fragmentos
de sua pele externa liberada pela agado de enzimas vegetais dao origem a diferentes
respostas da planta (MILLER; BERRYMAN; RYAN, 1986; BERRYMAN, 1988).

Comunicacao entre plantas

As plantas liberam misturas complexas de compostos em varios de seus 6rgaos,
com variagao consideravel da composigédo de volateis entre espécies (KNUDSEN et
al., 2006). Os compostos volateis sdo comumente usados por herbivoros como sinais
na escolha de plantas hospedeiras e localizagdo de alimentos (TURLINGS;
WACKERS, 2004; JONES; DANGL, 2006).

A inducdo e emissdo de compostos orgéanicos volateis em resposta a danos
causados por herbivoria por insetos € exemplo das fung¢des ecoldgicas complexas dos
metabdlitos secundarios na natureza, em resposta a dano mecanico. Todas as plantas
emitem derivados de lipidios, como os volateis das folhas verdes. Estes
frequentemente atraem inimigos naturais (predadores ou parasitoides) do inseto
atacante, que utilizam os volateis como sinais para encontrar suas presas ou
hospedeiros (TAIZ; ZEIGER, 2009). Certos volateis emitidos por plantas infestadas
podem atuar como sinais para que plantas vizinhas iniciem a expressao de genes
relacionados a defesa. Os volateis de folhas verdes agem como sinais potentes nesse
processo (ARIMURA et al., 2000).

A literatura descreve varias fungdes das substancias organicas volateis de
origem vegetal, cabendo destacar seu papel na defesa das plantas (RODA,;
BALDWIN, 2003; PARE et al., 2005; MATSUI, 2006; BALUSKA; NINKIVIC, 2010).

Em uma mesma espécie, a emissdo de compostos volateis pode variar de
acordo com o herbivoro presente (DICKE et al., 1993). Essa variagao fornece aos
predadores do herbivoro informagdes valiosas sobre a identidade das presas ou
hospedeiros disponiveis na planta (DELPHIA et al., 2007; ZHANG et al., 2009).
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Os compostos volateis induzidos apds a herbivoria podem reduzir
indiretamente o ataque do herbivoro mediante atragcao de insetos carnivoros (defesas
indiretas). A descoberta e intenso estudo bioquimico das defesas induzidas (diretas e
indiretas) vém configurando uma nova geragao de pesquisas para promover respostas
vegetais ao ataque de insetos herbivoros (PINTO-ZEVALLOS; ZARBIN, 2013).

Presume-se que os predadores e parasitoides sejam seletivos ao procurar
presas e hospedeiros. Considerando que essa procura é muitas vezes guiada por
volateis liberados por plantas sob o ataque de herbivoros, a selecdo tem inicio na
percepcdo desses volateis, detectados olfativamente pelas antenas de insetos
carnivoros (GOUINGUENE et al., 2005).

Segundo Pinto-Zevallos e Zarbin (2013), utilizar armadilhas com compostos
volateis sintéticos, induzir a preparacao da planta a futuros ataques ou desenvolver
plantas transgénicas que emitam constitutivamente compostos volateis induzidos,
atraindo inimigos naturais ou repelindo outros herbivoros (BEALE et al., 2006), séo
abordagens que ja vém sendo testadas, visando o desenvolvimento de estratégias de
controle de pragas agricolas.

Em resposta ao ferimento e/ou alimentacdo de insetos, o acido linolénico é
liberado dos lipidios da membrana celular vegetal e convertido enzimaticamente em
acido jasmoénico, que por sua vez causa ativagdo transcricional de genes que
codificam inibidores de proteinase e de enzimas envolvidas na producdo de
compostos volateis ou de compostos secundarios como a nicotina e numerosos
compostos fendlicos, bem como outras substancias relacionadas a defesa (KARBAN;
BALDWIN, 1997; WASTERNACK; PARTHIER, 1997; BOLAND et al., 1999).

Theis e Lerdau (2003) relatam que as mudangas evolutivas podem ocorrer
simultaneamente em varios niveis de organizagao e que as altera¢gdes na sequéncia
e/ou arquitetura genética podem ter profunda influéncia funcional. Tais mudancas
podem ocorrem alterando-se as concentragdes de terpenos, sem alteragao direta nos
genes que codificam terpenossintases, razao que esta por tras da complexidade e
significativo papel que os terpenoides volateis desempenham na sinalizagdo entre
organismos. Uma das mais promissoras areas atuais de investigacédo é a do uso de
plantas induzidas por terpenos como sinalizadoras para atrair insetos predadores.
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Plantas de soja modificadas geneticamente para o controle de insetos

De forma geral, as cultivares de soja sdo agrupadas em convencionais,
transgénicas com tolerancia ao herbicida glifosato (RR), transgénicas com tolerancia
ao glifosato e controle de um grupo de lagartas (Intacta RR2 PROTM) e transgénicas

com tolerancia a herbicidas do grupo das imidazolinonas (PIPOLO et al., 2015).

Segundo Bernardi et al. (2012), a primeira liberagdo de uma planta de milho
transgénica no Brasil ocorreu em 2007, com o evento YieldGard®, que expressa a
proteina Cry1Ab de B. thuringiensis, sendo aprovado em 2010 o primeiro evento de
soja resistente a insetos: a soja MON 87701 x MON 89788 (Bt/RR2), Glycine max (L.)
Merrill, com genes que codificam a expressao da proteina Cry1Ac de B. thuringiensis
(Bt) e a proteina 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfatossintase (EPSPS) de Agrobacterium

sp., que confere tolerancia a glifosato.

Essa tecnologia se baseia na acdo de bactérias entomopatogénicas que ao
serem ingeridas pelos insetos causam problemas digestivos, ocasionando a morte.
Segundo Praga et al. (2004), ao ingerir cristais de B. thuringiensis as larvas de insetos
suscetiveis sofrem acdo do pH intestinal e de proteases que solubilizam esses cristais
e ativam toxinas que se ligam a receptores localizados no tecido epitelial do intestino
da praga, quebrando o equilibrio osmético da célula, que se intumesce e rompe,
extravasando o conteudo intestinal para a hemocele do inseto. Consequentemente, a
larva deixa de se alimentar, entra em paralisia geral e morre por inanigdo ou
septicemia (PRACA et al., 2004).

A soja Intacta RR2 PRO evento MON 89788 traz uma modificacdo para a
expressao do gene cp4 epsps através do uso do promotor do virus mosaico da
escrofularia, resultando em melhor expressao do gene inserido no DNA da soja pelo
uso de Agrobacterium tumefaciens, sendo esta cruzada convencionalmente com a
soja resistente a insetos, evento MON 87701 que teve a introdugao do gene Cry1Ac
oriundo de B. thuringiensis em seu DNA com mediacao de A. tumefaciens, permitindo

a expressdo do gene em toda a planta (CTNBio, 2010).

Segundo Bobrowski et al. (2003), além dos genes bacterianos, genes de varias
outras origens tém sido introduzidos em plantas visando o aumento da resisténcia a

danos causados por insetos. Entre os genes de resisténcia oriundos de plantas,
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incluem-se os inibidores de proteinases, como por exemplo Cll de soja (soybean
serine-proteinase inhibitor), OC-I| de arroz (rice cysteine-proteinase inhibitor) e Pot PT-
| e Il de batata (potato proteinase inhibitor | e Il); inibidores de a-amilases obtidos a

partir do feijdo ou de cereais; lectinas e quitinases (SCHULER et al., 1998).

“Os trabalhos a seguir foram elaborados segundo as normas:
Capitulo | da Revista Biologia tropical;
Capitulo 1l da Revista Ciéncia Rural;

Capitulo 11l da Revista Bioscience Journal.”
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CAPITULO | - Influéncia da herbivoria prévia de Spodoptera
frugiperda (Lep.: Noctuidae) em plantas de soja isolinhas BRS 284 e

BRS 1001 IPRO no consumo alimentar e producao de flavonoides

totais
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Abstract: As soybean is the principal commodity brazilian agricultural activity. The action of
herbivorous insects responsible for economic and productivity losses in this culture. Whereas
Spodoptera frugiperda caterpillars (J. E. Smith, 1797) (Lep.: Noctuidae) can cause significant
damage to soybean cultivation. This work investigated whether herbivory S. frugiperda in
soybean with and without transgenic Bt can induce in these plants mechanisms of defense
distinct from those induced by mechanical injury. Therefore, the consumption of caterpillars
was evaluated in relation to the increase of flavonoids, comparing the chemical profiles of leaf
extracts of plants submitted to treatment and of control plants. Soybean isolines cultivars BRS
284 and BRS 1001 IPRO were sown in pots under greenhouse conditions. Upon reaching
vegetative stage V6 were submitted to two treatment: mechanical injury and previous
herbivory, in parallel to untreated controls of two varieties. For the herbivory test, 10-day
stored-stock caterpillars were used, which were placed on leaflets, and the plants were then
housed in cages with white voil. The mechanical injury consisted of a 3 cm lesion done every
hour with surgical tweezers at the end of the leaflets of the third trefoil, along the 12h. The
controls were divided into two groups, the first being kept in the same environment as the
treated plants and the second in a separate room. Each treatment had 25 replicates. Leaves of
each treatment were collected for chemical analysis and for feeding 10-day caterpillars in the
laboratory. Were adopted a completely randomized statistical design. For quantification of
flavonoids, the aluminum chloride method was applied to leaf discs of the two soybean varieties
collected at times O, 24 h and 192 h after treatment and maintained in methanol. The effects of
previous herbivory and mechanical damage treatments, as well as the data obtained in the
quantification of flavonoids in leaves of plants submitted to these treatments, indicated that the
action of S.frugiperda caterpillars triggers plant responses to herbivory, proven in the effects
deleterious effects manifested in the form of decreased consumption by caterpillars fed leaflets
of soybean plants that suffered herbivory.

Key words: Glycine max, induced resistance, rutin, secondary substances, Spodoptera
frugiperda.
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A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma das mais importantes plantas cultivadas no mundo,
sendo o Brasil seu segundo maior produtor, com 115.752.047 t em 2018 (CONAB, 2018). Esse
panorama exige que os produtores rurais se atualizem continuamente com sistemas de produgéo
cada vez mais eficientes, visando aumento da produtividade (BUENO et al., 2017).

A produtividade vegetal, tanto na natureza quanto em ambientes de cultivo, esta intimamente
relacionada aos insetos herbivoros e as interagdes planta-inseto. Insetos herbivoros causam
danos as plantas ao se alimentarem de tecidos vegetativos, raizes, fluidos, flores ou sementes,
reduzindo o desenvolvimento das culturas e acarretando perdas econdmicas. Logo, € necessario
conhecer as relacdes e interacdes planta-inseto para a gestdo e prevencao de surtos de pragas
de insetos (SHOONHOVEN et al., 2005; MICHELL et al., 2016).

Dentre as pragas que causam perdas expressivas em lavouras de soja, bem como em outras
culturas, como milho, amendoim e girassol, esta a lagarta de Spodoptera frugiperda (J. E.
Smith, 1797) (Lep.: Noctuidae), praga polifaga frequentemente relacionada as gramineas,
embora sua herbivoria se estenda a mais de 80 espécies vegetais (POGUE, 2002; BARROS et
al., 2010; BARROS; TORRES; BUENO, 2010; BUENO et al., 2011).

Ao reconhecer a herbivoria, as plantas podem defender-se com varios mecanismos
morfologicos, bioquimicos e moleculares destinados a prejudicar os herbivoros (WAR et al.,
2012; MITHOFER; BOLAND, 2012). Quando diferentes partes de uma planta sofrem inj(ria,
a resposta do vegetal pode ocorrer de diferentes formas (BUCHANAN et al., 2000). De acordo
com Green e Ryan (1972), em plantas atacadas por insetos herbivoros a expressdo de varios
genes de defesa é induzida em folhas ndo danificadas em questdo de horas

A herbivoria de insetos induz varios sinais internos dos tecidos feridos, incluindo fluxos iénicos
de calcio, cascatas de fosforilacdo e sinalizacdo sistémica e de producdo de acido jasmonico.
Tais sinais sdo percebidos em tecidos ndo danificados, que depois reforcam sua defesa
produzindo diferentes compostos bioativos, principalmente de baixo peso molecular, como o0s
terpenos e outras moléculas, como fendis. Tais compostos de defesa vegetal podem repelir ou
intoxicar os insetos, enquanto as proteinas de defesa frequentemente interferem em sua digestdo
(FURSTENBERG-HAGG; ZAGROBELNY; BAK, 2013).

Por sua diversidade quimica, os compostos fendlicos sdo responsaveis por uma variedade de
funcBes nos vegetais, como crescimento, reproducdo, defesa (contra herbivoros, microbios,
virus ou plantas concorrentes) e sinalizacdo (para atrair animais polinizadores ou dispersores
de sementes) (LATTANZIO et al., 2006).

Entre os compostos fenolicos, destacam-se os flavonoides, isoflavonoides, taninos, ligninas,
antocianinas, fitoalexinas, flavonas e gliceolinas (BHATTACHARYA; SOOD; CITOVSKY,
2010). Os flavonoides constituem a maior classe de fendis vegetais, desempenhando fungdes
diversas, incluindo pigmentagéo e defesa (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Na busca de métodos eficientes de controle de pragas, os geneticistas desenvolveram plantas
resistentes a lagartas, por meio de variedades transgénicas Bt (desenvolvidas com a bactéria
entomopatogénica Bacillus thuringiensis) que produzem toxinas ocasionando a morte desses
insetos. Assim, a partir da cultivar BRS 284 foi produzida a cultivar BRS 1001 IPRO,
transgénica Bt para resisténcia da soja a Anticarsida gemmatalis (Hubner, 1818) (Lep.:
Noctuidae).



36

Entretanto, a cultivar BRS 1001 IPRO ndo apresenta tolerancia a S. frugiperda, que tem baixa
suscetibilidade a proteina CrylAc (tecnologia GM disponivel para controle de lagartas na soja)
(BERNARDI et al., 2014). No entanto, esta espécie tem altas taxas de sobrevivéncia em culturas
hospedeiras disponiveis (SA et al., 2009).

Conhecer o mecanismo de defesa das plantas e suas interacdes bioquimicas, fisioldgicas e
morfologicas facilita o desenvolvimento e melhoramento de cultivares resistentes a pragas e
doencas, visando o aumento da produtividade no agronegdcio brasileiro.

Esta pesquisa investigou se a herbivoria de S. frugiperda em cultivares de soja com e sem
transgenia Bt pode igualmente induzir mecanismos de defesa distintos dos suscitados por lesdo
mecanica. Para tanto, avaliou-se o consumo foliar das lagartas relacionando aos teores de
flavonoides nos perfis quimicos de extratos de folhas de plantas tratadas e de controles.

MATERIAL E METODOS

Criacdo de Spodoptera frugiperda: As lagartas utilizadas nos experimentos em casa de
vegetacdo (quantificacdo de flavonoides) e em laboratério (consumo foliar) provieram de
criacdo-estoque, tendo sido mantidas em ambiente climatizado a 25 + 2 °C, com umidade
relativa de 60 + 10% e fotofase de 12 h e alimentadas com dieta artificial (GREENE et al.,
1976). Para os bioensaios em casa de vegetacao, utilizaram-se lagartas de 10 dias de idade
provenientes da geracdo F1 de laboratorio, submetidas a jejum de 20 h,

Ensaio em casa de vegetacdo: As plantas utilizadas no ensaio foram produzidas em casa de
vegetacdo instalada na Fazenda-Escola da Universidade Catolica Dom Bosco (20°23°15,04”’S;
54°36°24,87°W,; altitude 646 m), de janeiro a fevereiro de 2016. O ambiente foi mantido a 28
+ 2 °C, com seis regas diarias de 2 min por microaspersao, suprindo as necessidades hidricas.

Apos andlise de solo, procedeu-se a adubacdo recomendada para a cultura, com sulfato de
amonio, superfosfato simples e cloreto de potassio, além de corre¢do com calcario dolomitico.
Sementes da cultivar BRS 284 e sua parental direta na genealogia BRS 1001 IPRO foram
semeadas em vasos de 3 L com solo em 14 de janeiro de 2016.

Quando as plantas estavam em estadio vegetativo V6 (FEHR; CAVINESS, 1977), cada uma
recebeu no terceiro trifélio a partir do peciolo uma gaiola de tecido voil branco (22 cm de
comprimento; 16 cm de largura) com fecho de velcro na abertura para fixacdo no peciolo. Para
tratamento de herbivoria prévia, colocou-se em cada gaiola uma lagarta de 10 dias. Para ambas
as cultivares, os controles 1 consistiram em plantas mantidas em sala individualizada da casa
de vegetagdo, sem contato com grupos de tratamento. Os controles 2 consistiram em plantas
mantidas no mesmo recinto que seus respectivos grupos de tratamento. Cada tratamento utilizou
80 vasos.

O experimento em casa de vegetacao teve inicio as 7 h da manh@ com a primeira coleta de
folhas (tempo 0). A injaria mecanica consistiu em uma lesdo de 3 cm por pinga cirdrgica no
terceiro trifdlio na extremidade dos foliolos a cada hora, durante 12 h. No tratamento de
herbivoria prévia por S. frugiperda, as lagartas permaneceram nas gaiolas alimentando-se das
folhas.
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Coletaram-se folhas para analises quimicas nos tempos 0, 24 h e 192 h ap6s o inicio do
experimento. As amostras foram imediatamente embaladas em papel-aluminio, refrigeradas em
atmosfera de nitrogénio liquido e mantidas em freezer (-80 °C) por 15 meses.

Para os experimentos em laboratdrio utilizaram-se foliolos de soja coletados diariamente para
cada tipo de tratamento, que foram acondicionados em sacos plasticos previamente
identificados e levados ao laboratério para avaliagdo do consumo foliar.

Bioensaio de consumo foliar em laboratdrio: Procedeu-se a 25 repeti¢fes para a avaliacdo
do consumo foliar. Cada repeticdo foi constituida de uma placa de Petri forrada com papel de
filtro, encimado por um foliolo de soja, junto ao qual se colocou uma lagarta para que dele se
alimentasse por 24 h.

Para leitura da area foliar consumida, todas as folhas, identificadas por tratamento, foram
fotografadas antes e depois das 24 h de herbivoria com uma camera Sony Alpha DSLR-A350,
sob resolugdo maxima, de 14.2 Mpx, sem flash, apoiada em tripé comum, com a objetiva
voltada para baixo, formando 90° com o plano da placa e a uma distancia média de 30 cm desta.

A mesa foi fixada uma folha de papel A4 branco com uma moldura pontilhada impressa, & qual
o0 foco da camera estava ajustado e dentro da qual as folhas de soja foram posicionadas. Acima
da moldura, foi impresso um retangulo de 3 cm de largura e 0,5 cm de altura, para servir de
escala de conversao entre pixels e centimetros.

Para medir o consumo foliar, com base na area foliar, foi criado um sistema em linguagem Java,
utilizando a biblioteca ImageJ.

Determinacgdo do teor de flavonoides do extrato metandlico de folhas de soja: Para
determinacédo dos teores de flavonoides, adaptou-se para a extracdo a metodologia de Addali,
Abdullah e Mutalib (2013). Depois de mantidos em atmosfera de nitrogénio em freezer (—80
°C) por 15 meses, os foliolos foram utilizados para preparar discos foliares (2,0 cm de didametro)
por meio de um vazador. Estes discos foliares foram pesados em balanga analitica de precisdo
(0,0250 g) e mantidos em recipientes de vidro contendo 5 mL de solu¢do hidrometanolica a
50%. Os recipientes foram vedados e submetidos a banho de ultrassom por 60 min, seguido de
maceracao estatica por 24 h. A maceracdo foi repetida diariamente por sete dias. Na solucao
extratora de cada amostra, quantificaram-se os flavonoides nos tempos 0, 24 h e 192 h,
utilizando-se o método de cloreto de aluminio e tendo a rutina (quercitina 3-O-rutinosidio)
como padrdo para construir a curva de calibracdo (Y = 0,0048 + 0,03797x, R? = 0,9989), de
acordo com metodologia de Peixoto Sobrinho et al. (2008). Procedeu-se oito repeticdes.

Adotou-se delineamento estatistico inteiramente casualizado. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey no nivel de
5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico Assistat 7.7 beta INPI 0004051-2
(SILVA; AZEVEDO, 2002; 2009).

RESULTADOS

As lagartas alimentadas com folhas submetidas a herbivoria prévia consumiram 57,16% menos
(BRS 184) e 45,54% menos (BRS 1001 IPRO) que as do grupo-controle 1, respectivamente, e
43,34% menos (BRS 184) e 42,34% menos (BRS 1001 IPRO) que as do grupo-controle 2. As
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alimentadas com folhas submetidas a injdria mecénica consumiram 56,74% menos (BRS 184)
e 46,34% menos (BRS 1001 IPRO) que as do controle 1 e 42,79% (BRS 184) e 43,19% menos
(BRS 1001 IPRO) que as do controle 2, respectivamente (Fig. 1). Tais diferencas foram
significativas.
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Fig. 1. Area foliar (cm2) consumida por lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas por 24 h com
folhas de soja das cultivares isolinhas BRS 284 e BRS 1001 IPRO previamente submetidas a injdria
mecanica ou herbivoria prévia. Condices: 25 + 2 °C; umidade relativa: 60% + 10%; fotofase de 12 h.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (teste de Tukey no nivel de 5%
de probabilidade). Repetices: 25. (CVy = 57,60; Fya = 9,37; p = 0,001; GL = 7). As barras indicam
erros-padrao.

*Em sala individualizada da casa de vegetacéo.

**No mesmo ambiente da casa de vegetagdo em que ocorreram os tratamentos de injdria mecénica ou de
herbivoria prévia.

Os resultados da analise de flavonoides do extrato metandlico, das folhas de cultivares de soja
BRS 284 e BRS 1001 IPRO, coletadas das plantas ap6s injuria mecanica e herbivoria de S.
frugiperda, indicam que ocorreu diferenca significativa dos teores de flavonoides na soja BRS
284 dos tratamentos de 24 horas e 192 horas nos controles em relacdo a herbivora previa e
injuria mecanica, com aumento de flavonoides (Tabela 1).

Em nenhuma das duas cultivares se observaram diferencas significativas entre cada um dos
grupos-controle 1 (mantidos em ambientes separado dos demais tratamentos) e 0s respectivos
grupos-controle 2 (mantidos no mesmo ambiente que os de tratamentos).

Na cultivar BRS 1001 IPRO, constatou-se aumento significativo de flavonoides em 192 h, tanto
para herbivoria prévia quanto para injuria mecanica, em comparacdo com 0s controles.
Entretanto, ndo se observou em nenhuma das cultivares diferenca significativa entre 0s
controles 1 e 2 (Tabela 1).

Para a cultivar BRS 284, observou-se diferenca significativa entre os tempos 0 e 24 h, com
aumento de flavonoides nesse periodo, elevacdo esta que progrediu até 192 h, tanto para 0s
tratamentos de herbivoria prévia quanto de injuria mecanica.

Para a cultivar BRS 1001 IPRO, observou-se no tempo 0 diferenca significativa em relacéo a
24 e 192 h, com aumento de flavonoides ao longo do tempo no tratamento herbivoria prévia.
Segundo Lattanzio et al. (2006), cultivares atualmente desenvolvidas para aumentar 0s niveis
de compostos fendlicos podem influenciar diferentes aspectos das interacdes planta-patdgeno e
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planta-inseto. Estudos sobre essas interacGes sdo necessarios para melhor elucidar como o
aumento da expressdo de um composto fenolico endégeno ou de uma classe ou subclasse de
fendlicos em plantas poderia influenciar a resisténcia vegetal contra patdgenos e insetos
fitofagos.

Tabela 1. Quantificacdo de flavonoides (mg g2 de rutina) em foliolos de cultivares de soja BRS 284 e BRS 1001
IPRO coletados apds herbivoria por Spodoptera frugiperda (Noctuidae) ou injuria mecénica em plantas cultivadas
em casa de vegetacdo (28 + 2 °C) e coletadas em diferentes tempos. Campo Grande, MS, fevereiro de 2016.

Tratamento BRS 284

Oh 24 h 192 h CVy Furat.
Controle 1*** 65,754 65,2304 65,4404 4,02 0,077Ns
Controle 2**** 65,9724 64,9204 64,8304 3,84 0,511Ns
Injaria mecanica 65,5128 70,6124 72,3924 4,17 12,114~
Herbivoria prévia 66,0828 72,654 73,784 3,88 18,305*
CVuy% 4,17 3,87 3,91
Frrat. 0,067** 17,160* 23,444*

BRS 1001 IPRO

Tratamento

Oh 24 h 192 h CVy Frrat.
Controle 1*** 67,1224 67,1824 66,7404 2,96 0,119Ns
Controle 2**** 66,45 66,8734 66,2404 4,92 0,076NS
Injdria mecénica 66,9328 68,1738 72,694 4,37 8,028*
Herbivoria prévia 66,7028 69,3824 70,2434 2,44 9,618*
CVy 3,78 4,31 3,26
Frrat. 0,105Ns 1,197NS 14,749*

Médias seguidas por letras mindsculas iguais nas colunas e por letras maitsculas iguais nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si (teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade). NS: ndo significativo. "Significativo a
1% de probabilidade. *Significativo a 5% de probabilidade. Repeticdes: 8. ™ Em sala individualizada da casa de
vegetacdo, sem contato com grupos de tratamento. “*No mesmo ambiente da casa de vegetagdo em que ocorreram
tratamentos de injdria mecénica ou herbivoria prévia.
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DISCUSSAO

Lagartas alimentadas com folhas submetidas a herbivoria prévia por S. frugiperda ou a injaria
mecanica consumiram significativamente menos que as de grupos-controle, o que pode indicar
presenca de resposta vegetal induzida por tais eventos, revelando mecanismos de defesa da
planta (KOGAN; FISCHER, 1991; MORRIS et al., 1991; NEUPANE; NORRIS, 1991).

Recentemente, Peruca et al. (2018) também observaram menor consumo por lagartas de S.
frugiperda quando alimentadas com folhas de soja danificadas por herbivoros, dano este que
induziu mudancas no metabolismo da planta, com producéo de substancias fenolicas.

N&o se detectaram diferencas de consumo significativas entre as cultivares, quer ao se
compararem seus respectivos tratamentos ou seus controles, demonstrando que a transgenia da
cultivar BRS 1001 IPRO néo tem efeitos sobre S. frugiperda, fato também relatado por Bernardi
et al. (2014), que observaram que S. frugiperda tem baixa suscetibilidade a proteina CrylAc
(tecnologia GM disponivel para controle de lagartas em soja), podendo ndo ser seletiva
(BARROS et al., 2010) e apresentando altas taxas de sobrevivéncia em cultivos hospedeiros
alternativos. Assim, S. frugiperda mostrou ser uma das pragas mais dificeis de manejar, dentre
31 pragas-alvo de cultivos de variedades transgénicas Bt na América Latina (BLANCO et al.,
2016).

Embora a comunicacdo quimica de plantas com injuria para as que ndo a sofreram venha sendo
exaustivamente investigada, o papel da comunica¢do quimica e os mecanismos de mediacéo,
por substancias quimicas, entre estas plantas ainda ndo esta livre de controvérsia, havendo
estudos que apoiam a hipotese de transferéncia de informacdes entre plantas com injiria e sem
injaria (DICKE; BRUIN, 2001; WEIR; PARK; VIVANCO, 2004; MICHEREFF et al., 2011).
Em nosso estudo, especificamente quanto aos flavonoides, pode-se inferir que o consumo foliar
ndo foi afetado por comunicacgdes quimicas entre plantas ap6s herbivoria (Tabela 1).

Para defender-se de herbivoros, as plantas valem-se de uma diversidade de mecanismos que
podem atuar diretamente ou indiretamente. Em uma mesma espécie vegetal, porém, a emissao
de substancias volateis pode variar de acordo com o herbivoro presente (DICKE et al., 1993).
Tal variacdo fornece aos inimigos do herbivoro informacGes valiosas sobre a identidade das
presas ou hospedeiros disponiveis em uma area (DELPHIA et al., 2007; ZHANG et al., 2009).
Neste estudo, os controles 2, que se encontravam no mesmo recinto que 0s grupos de
tratamento, ndo evidenciaram alteragdes, se comparados com controles 1, mantidos em
ambientes individualizados.

Trabalhando com extratos etandlicos, De Bortoli et al. (2012) detectaram que as concentracdes
de alguns compostos nas folhas dos genétipos de soja Embrapa 4 e BR 37 se alteraram em
resposta a injuria prévia por lagartas de Anticarsia gemmatalis. Em ambas as cultivares, o
incremento na concentracdo de isoflavonoides indicou ocorréncia de defesa induzida.

Na soja, as substancias de defesa mais provaveis séo os flavonoides (HOFFMANN-CAMPO,
1995), que protegem a planta contra estresses bidticos e abidticos, incluindo radiacéo
ultravioleta, patdgenos e pragas agricolas. Por seu potencial antioxidante e citotoxico, este
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grupo quimico pode influenciar o comportamento, crescimento e desenvolvimento de insetos,
alterando sua capacidade de digestdao (WAR et al., 2012).

A sintese de flavonoides por vegetais pode ocorrer durante o desenvolvimento normal dos
tecidos e também em resposta a lesdes fisicas, infecgdes ou estresse causado por elicitores como
sais de metais pesados, radiacdo ultravioleta e temperatura. Em geral, a sintese induzida de
flavonoides € frequentemente aumentada sob condi¢fes de estresse bidtico ou abidtico. O
mesmo ocorre com outros polifenois e fendis simples (LATTANZIO et al., 2006).

Um dos flavonoides encontrados na soja é a rutina, com importante papel na defesa da planta
contra lepidépteros (HOFFMANN-CAMPO et al., 2001). Em S. frugiperda, por exemplo, a
rutina prolonga o tempo de desenvolvimento larval, diminuindo o peso larval e pupal e
reduzindo a viabilidade pupal. A adigdo de diferentes concentracfes de rutina prolonga o ciclo
de vida dessas larvas, provavelmente visando suprir deficiéncias alimentares (SILVA et al.,
2016).

Hoffmann-Campo et al. (2006) constataram que a adicdo de rutina a dieta de lagartas de A.
gemmatalis afetou negativamente seu crescimento, com efeitos pré-ingestivos evidenciados por
reducdo no consumo, e pés-ingestivos, indicados por baixas taxas de conversdo do alimento em
biomassa e baixas taxas de assimilacdo alimentar.

Analise quimica realizada por De Bortoli et al. (2012) indicou que a desfolha por meio da
herbivoria por A. gemmatalis altera a fisiologia das plantas, modificando a composicao quimica
das folhas. Isso se deve a resposta induzida relacionada a mecanismos de defesa, como relatado
por Kitada et al. (1986), Lin e Kogan (1990), De Bortoli (1991) e Kogan e Fischer (1991).

Os efeitos que os tratamentos por herbivoria prévia e dano mecanico tiveram sobre na biologia
de S. frugiperda, bem como os dados obtidos na quantificacdo de flavonoides nas folhas de
plantas submetidas a esses tratamentos, indicam que a presenca de lagartas de S. frugiperda
desencadeia respostas da planta a herbivoria. Esse fato € comprovado por efeitos deletérios
manifestados na forma de diminuicdo do consumo em lagartas alimentadas com foliolos de
plantas de soja que sofreram herbivoria.

CONCLUSAO

A herbivoria prévia e a injaria mecénica provoca diminuigdo no consumo foliar em ambas as
cultivares BRS 284 e BRS 1001 IPRO, com aumento de flavonoides em 24 e 192 h na cultivar
BRS 284. Na cultivar BRS 1001 IPRO, observou-se aumento de flavonoides em resposta ao
tratamento de herbivoria prévia, decorridas 24 h, e de injdria mecénica, decorridas 192 h.

Em nenhuma das cultivares se observou diferenca no consumo foliar entre o grupo-controle
mantido em sala individualizada e o grupo-controle mantido no mesmo ambiente dos demais
tratamentos.
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RESUMO

A soja é a principal commaodity agricola brasileira. A acao de insetos herbivoros acarreta perdas
econémicas e de produtividade nessa cultura. Considerando que lagartas de Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lep.: Noctuidae) podem causar danos expressivos ao cultivo da
soja, buscou-se investigar se a herbivoria por S. frugiperda em sojas com e sem transgenia Bt
pode induzir nessas plantas mecanismos de defesa distintos dos induzidos por lesdo mecéanica.
Para tanto, avaliou-se o consumo das lagartas relacionando-o ao aumento de flavonoides,
comparando-se os perfis quimicos de extratos foliares de plantas submetidas a tratamento e de
plantas-controle. Cultivares de soja das isolinhas BRS 284 e BRS 1001 IPRO foram semeadas
em vasos em casa de vegetacdo. Ao alcancarem estadio vegetativo V6, foram submetidas a dois
tratamentos: injaria mecanica e herbivoria prévia, paralelamente a controles néo tratados das
duas variedades. Para 0 ensaio de herbivoria, utilizaram-se lagartas de 10 dias obtidas de
criacdo-estoque, que foram colocadas sobre foliolos, sendo as plantas entdo acondicionadas em
gaiolas com tecido voil branco. A injdria mecénica consistiu em uma leséo de 3 cm feita a cada
hora com pinga cirurgica na extremidade dos foliolos do terceiro trifélio, ao longo de 12 h. Os
controles foram divididos em dois grupos, mantendo-se o0 primeiro no mesmo ambiente das
plantas tratadas e o segundo em uma sala separada. Cada tratamento teve 25 repeticdes.
Coletaram-se folhas de cada tratamento para analise quimica e para alimentar lagartas de 10
dias em laboratdrio. Adotou-se delineamento estatistico inteiramente casualizado. Para
quantificacdo de flavonoides, aplicou-se 0 método de cloreto de aluminio a discos foliares das
duas variedades de soja coletados nos tempos 0, 24 h e 192 h ap6s tratamento e mantidos em
metanol. Os efeitos dos tratamentos de herbivoria prévia e de dano mecénico, bem como o0s
dados obtidos na quantificacdo de flavonoides nas folhas de plantas submetidas a esses
tratamentos, indicaram que a acéo de lagartas de S. frugiperda desencadeia respostas da planta
a herbivoria, comprovados nos efeitos deletérios manifestados na forma de diminuicdo do
consumo por lagartas alimentadas com foliolos de plantas de soja que sofreram herbivoria.

Palavras-chave: Glycine max, lagarta-do-cartucho, resisténcia induzida, rutina, substancias

secundarias.
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CAPITULO Il — Efeito da herbivoria na inducdo de mecanismos de defesa em
soja isolinhas BRS 284 e BRS 1001 IPRO e no desenvolvimento biolégico de
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lep.: Noctuidae)
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Efeito da herbivoria prévia de variedades de soja isolinhas BRS 284 e BRS 1001 IPRO
na biologia de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lep.: Noctuidae)

Effect of previous herbivory of isolates BRS 284 and BRS 1001 IPRO in the

biology of Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lep.: Noctuidae)

Ricardo Dias Perucal”, Antonia Railda Roel!, Rosemary Matias?

RESUMO

As plantas, ao longo da coevolucéo com herbivoros, desenvolveram um sistema de defesa com
producdo de metabdlitos secundarios, semelhantes dentro de uma familia vegetal. Entretanto,
alguns insetos conseguem se alimentar de plantas de diversas familias vegetais, como € o caso
de Spodoptera frugiperda, que prefere gramineas, mas pode também causar danos a soja.
Investigou-se aqui a hipoOtese de que plantas de soja das cultivares isolinhas BRS 284
(convencional) e BRS 1001 IPRO (transgénica Bt) apresentam respostas diferentes na inducéo
de mecanismos de defesa, que se refletem na biologia das lagartas que delas se alimentam
relacionando-o ao aumento de compostos fenolicos, comparando-se os perfis quimicos de
extratos foliares de plantas submetidas a tratamento e de plantas-controle. Utilizaram-se dois
grupos-controle: um mantido na mesma sala dos tratamentos e outro em sala separada. Em casa
de vegetacdo, as duas cultivares foram semeadas em vasos e submetidas a tratamento no estadio
vegetativo V6. Para os tratamentos, as folhas foram encerradas em gaiolas de tecido, uma por

planta. Para a herbivoria, utilizaram-se lagartas de 10 dias. A injdria mecanica foliar foi
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efetuada com pinga a cada hora. A herbivoria provocou resposta de defesa induzida na planta,
causando efeitos deletérios como aumento das fases larval e pupal, diminuicdo do peso pupal e
menores porcentagens de fémeas férteis e de ovos vidveis em lagartas que se alimentaram da
cultivar BRS 284 e aumento de compostos fendlicos em 24 e 192 h, com a cultivar BRS 1001
IPRO ocasionou aumento da fase larval, mortalidade larval e pupal, diminui¢do do peso pupal,
de fémeas férteis e de ovos viaveis, tendo aumento de compostos fenolicos em resposta ao
tratamento de injdria mecénica, decorridas 24 h nesta cultivar. Comparando-se a cultivar BRS
284 e a BRS 1001 I PRO, constataram-se diferencas significativas, duracdo da fase pupal,
menor porcentagem de fémeas férteis e viabilidade de ovos no tratamento herbivoria prévia e
menor peso pupal no tratamento injuria mecanica na cultivar BRS 284. A cultivar BRS 1001
IPRO provocou efeitos deletérios mais pronunciados na biologia de S. frugiperda que sua
isolinha BRS 284.

Palavras-chave: Interagdo inseto-planta, lagarta-do-cartucho, pragas da soja, resisténcia

induzida, soja transgénica Bt.

ABSTRACT

The plants, along the coevolution with herbivores, developed a defense system with the
production of similar secondary metabolites within a plant family. However, some insects can
feed on plants of various plant families, such as Spodoptera frugiperda, which prefers grasses,
but can also cause damage to soybeans. We investigated the hypothesis that soybean plants of
isolates BRS 284 (conventional) and BRS 1001 IPRO (Bt transgenic) present different
responses in the induction of defense mechanisms, which are reflected in the biology of the
caterpillars that feed on them, and to the increase of phenolic compounds, comparing the
chemical profiles of leaf extracts of plants submitted to treatment and of control plants. Two

control groups were used: one kept in the same treatment room and the other in a separate room.
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In greenhouse, the two cultivars were planted in pots and submitted to treatment in the V6
vegetative stage. For the treatments, the leaves were enclosed in tissue cages, one per plant. For
herbivory, 10 day caterpillars were used, after 20 h of fasting. The follicular mechanical injury
was performed with tweezers every hour. The herbivory induced an induced defense response
in the plant, causing deleterious effects such as increased larval and pupal phases, decrease in
pupal weight and lower percentages of viable eggs and fertile females in caterpillars fed on
BRS 284 cultivar and increase in phenolic compounds in 24 and 192 h, with cultivar BRS 1001
IPRO caused increase of the larval phase, larval and pupal mortality, reduction of pupal weight,
of fertile females and viable eggs, with increase of phenolic compounds in response to the
treatment of mechanical injury, after 24 h in this cultivar. Comparing cultivars BRS 284 and
BRS 1001 I PRO, significant differences were observed, duration of the pupal phase, lower
percentage of fertile females and viability of eggs in previous herbivory treatment and higher
lower pupal weight in the mechanical injury treatment in cultivar BRS 1001 IPRO284. The
cultivar BRS 1001 IPRO caused more pronounced deleterious effects in the biology of S.
frugiperda than its isolinha BRS 284.
KEY WORDS: fall armyworm, induced resistance, plant-insect interaction, soybean pests,
transgenic soybean Bt.

Este trabalho foi elaborado segundo as normas: Revista Ciéncia Rural.

INTRODUCAO

Em soja, os ataques de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lep.: Noctuidae) sdo
mais frequentes em plantulas, devido a presenca de lagartas na palhada do cultivo anterior. Os
ataques mais intensos a essa cultura tém ocorrido em areas no Cerrado, geralmente associados

a periodos ou anos mais secos e/ou épocas de menor precipitacdo. A presenca de gramineas
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invasoras, como papua (Brachiaria spp.) e milhad (Digitaria spp.), no cultivo de soja pode fazer
surgir elevadas populacgdes de S. frugiperda (BERNARDI, 2012).

A tentativa de diminuir perdas econdémicas causadas por altas taxas de infestacdo de S.
frugiperda levou a dependéncia de inseticidas quimicos aplicados intensivamente, que podem
levar a selecdo de populacbes resistentes (CARVALHO et al., 2013). Para reduzir tal
dependéncia, procedeu-se o desenvolvimento de plantas de soja que produzem proteinas
inseticidas codificadas por genes da bactéria comum Bacillus thuringiensis (Bt) (SANAHUJA
etal., 2011).

Dentre as Bt temos a BRS 1001 que além do gene cp4-epsps possui o0 gene crylAc que
assegura tolerancia as principais espécies de largata que afetam a cultura da soja, 0 que veio
revolucionar a agricultura tornando-se importante para os programas de Manejo Integrado de
Pragas (MIP) (SHELTON et al., 2008), uma vez que a toxina € produzida pela prépria planta,
e com isto as cultivares transformadas com genes cry, possuem propriedades toxicas produzidas
apos a ingestdo por insetos.

No caso de insetos-alvos suscetiveis ao material vegetal transformados com genes cry,
depois de ingeridos os cristais sdo solubilizados no intestino médio liberando as protoxinas, as
quais sdo ativadas pelas enzimas digestivas formando pequenos fragmentos protéicos toxicos
que atravessam a membrana peritrofica ligando-se a receptores especificos das membranas
apicais das células intestinais, causando destruicdo das microvilocidades, hipertrofia das células
epiteliais seguida de vacuolizacdo do citoplasma e rompimento celular, resultando na morte do
inseto (FIUZA, 2009)

Embora nas piores circunstancias as pragas possam desenvolver resisténcia a toxinas em
culturas Bt em apenas dois anos, 0 manejo adequado dessa tecnologia permite sustentar sua

eficicia por 15 anos ou mais (TABASHNIK et al., 2013).
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Cultivares transformadas com genes cry apresentam vantagens em relacdo aos

formulados de B. thuringiensis, ndo necessitando de pulverizagdo foliar para o controle dos

insetos, sendo que a toxina é produzida pela prépria planta e reduzindo o custo de aplicacdo
desse produto quimico (JAMES, 2017).

Marti et al. (2013) apontam que a herbivoria foliar induz uma variedade de mudancas
locais e sistémicas no metaboloma, o conjunto de metabolitos da planta. Essas alteracGes podem
ter efeitos contrastantes sobre a resisténcia dos herbivoros e podem afetar outros organismos
que estdo direta ou indiretamente conectados a planta. A metabolémica ndo alvo pode, portanto,
ndo apenas levar a descoberta de novos metabolismos dinamicamente regulados, mas também
ajudar a criar novas hipo6teses sobre como os insetos herbivoros influenciam as interacoes
planta-ambiente por meio de respostas induzidas.

Alguns compostos secundarios ndo ocorrem de forma natural nas plantas, mas podem
ser produzidas quando estas s&o injuriadas pelo inseto, ou seja, N0 momento em que este inicia
sua alimentagcdo (LARA, 1991). Os sinais defensivos ativados por sinais translocados dos
tecidos expostos ao estresse alcangam partes sistémicas, aumentando a capacidade da planta de
responder a ataques subsequentes (HEIL & TON, 2008).

Segundo Hoffmann-Campo (2012), a resisténcia induzida se desenvolve por meio de
mecanismos de protecdo ativados durante o contato, e varios metabdlitos secundarios s&o
envolvidos nas interagdes das plantas com esses agentes. As folhas de soja apresentam
constitutivamente uma variedade de isoflavonas (como a genistina) e flavonois glicosidicos
(como a rutina), que interferem negativamente na biologia de lagartas desfolhadoras da familia
Noctuidae (Fabricius, 1777).

O presente estudo investigou a hipotese de que cultivares de soja das isolinhas BRS 284
e BRS 1001 IPRO (transgénica Bt) apresentam respostas diferentes na inducdo de mecanismos

de defesa. Para isso avaliou-se o desenvolvimento de S. frugiperda alimentadas com folhas de
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soja previamente submetidas a herbivoria pela mesma espécie de lagarta ou a injdria mecanica,
relacionando-o ao aumento de compostos fenolicos, comparando-se os perfis quimicos de
extratos foliares de plantas submetidas a tratamento e de plantas-controle.

MATERIAL E METODOS
Criacéo de Spodoptera frugiperda

As lagartas utilizadas no experimento provieram de criacdo-estoque em ambiente
mantido a 25 = 2 °C, umidade relativa de 60 + 10% e fotofase de 12 h. As lagartas foram
alimentadas com a dieta artificial descrita por Greene et al. (1976) e adaptada por Parra (1986);
0s adultos, com solucdo aquosa de mel a 10%. Os bioensaios utilizaram lagartas da geragéo F1
de laboratério, com 10 dias de idade.
Procedimentos em casa de vegetacao

O cultivo da soja ocorreu em casa de vegetacdo, Universidade Catélica Dom Bosco
(20°23°15,047’S; 54°36°24,87”W; altitude: 646 m) de janeiro a fevereiro de 2016. O ambiente
foi mantido a 28 + 2 °C, com seis regas diérias de 2 min por microaspersdo, suprindo as
necessidades hidricas.

Apos andlise de solo, procedeu-se a adubacdo recomendada para a cultura, com sulfato
de amonio, superfosfato simples e cloreto de potassio, além de correcdo com calcério
dolomitico. Sementes da cultivar BRS 284 e de sua parental genealdgica direta BRS 1001 IPRO
foram semeadas em vasos de 3 L com solo em 14 de janeiro de 2016.

Os tratamentos na casa de vegetacdo abrangeram os seguintes grupos: plantas submetidas
a herbivoria por S. frugiperda e plantas submetidas a injaria mecanica, além de grupos-controle.
Quando as plantas estavam em estadio vegetativo V6 (FEHR & CAVINESS, 1977), cada uma
recebeu no terceiro trifdlio a partir do peciolo uma gaiola de tecido voil branco (22 cm de
comprimento; 16 cm de largura) com fecho de velcro na abertura para fixagao no peciolo. Para

tratamento de herbivoria, colocou-se em cada gaiola uma lagarta de 10 dias. Para ambas as
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cultivares, os controles 1 consistiram em plantas mantidas em sala individualizada da casa de
vegetacdo, sem contato com grupos de tratamento. Os controles 2 consistiram em plantas
mantidas no mesmo recinto que seus respectivos grupos de tratamento. Cada tratamento
consistiu em 80 repeti¢des (vasos).

O experimento em casa de vegetacdo teve inicio as 7 h da manhd com a primeira coleta
de folhas (tempo 0). A injaria mecénica consistiu em uma lesdo de 3 cm por pinga cirurgica no
terceiro trifélio na extremidade dos foliolos a cada hora, durante 12 h. No tratamento de
herbivoria prévia por S. frugiperda, as lagartas permaneceram nas gaiolas alimentando-se das
folhas.

Coletaram-se folhas para andlises quimicas nos tempos 0, 24 h e 192 h ap6s o inicio do
experimento. As amostras foram imediatamente embaladas em papel-aluminio, refrigeradas em
atmosfera de nitrogénio liquido e mantidas em freezer (-80 °C) por 15 meses.

Para os experimentos em laboratdrio utilizaram-se foliolos de soja coletados diariamente
para cada tipo de tratamento, que foram acondicionados em sacos plasticos previamente
identificados e levados ao laboratério para avaliagdo do consumo foliar.

Determinacéo dos fenois totais

Os foliolos na fase de pré-florescimento, foram mantidos em atmosfera de nitrogénio
em freezer (—80 °C) por 15 meses, nos tempos 0, 24 h e 192 h, e para a extragéo dos constituintes
quimicos a metodologia empregada foi adaptada de Addai, Abdullah e Mutalib (2013).

Para extracdo, foram preparados discos foliares (2,0 cm de didmetro) por meio de um
vazador, os dicos foram pesados em balanca analitica de preciséo (0,0250 g) e transferidos para
recipientes de vidro, rotulados, contendo 5 mL de solucdo hidrometandlica (PA, 100%) a 50%
e vedados, com tampa de rosca. A extracdo ocorreu banho de ultrassom por 60 min, seguido de
maceracao estatica por 24 h, a sequéncia deste procedimento foi repetida diariamente por sete

dias, em sequéncia o solvente de cada amostra foi evaporado e o extrato bruto utilizado para
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determinacéo de fenois totais, pelo Método Folin-Ciocalteu’s, com as absorbancias medidas em
espectrofotdmetro na regido de 750 nm, em cubetas de quartzo. A andlise foi executada por
interpolagéo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibragéo (y = 0,1350x -185,00;
R2 = 0,99), construida com padrdes de acido galico (GAE 10 a 300 pg mL™), e os resultados
expressos em equivalentes de cido galico (mg/g) (PEIXOTO SOBRINHO et al., 2008). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com oito repeticoes.

Avaliacdo da mortalidade e biologia de S. frugiperda

Os efeitos bioldgicos dos tratamentos foram avaliados em 50 repeti¢des, com uma
lagarta por repeticdo. Os parametros bioldgicos avaliados foram mortalidade das diferentes
fases de desenvolvimento, peso pupal, duracdo da fase larval e da pupal, nimero de ovos por
fémea e viabilidade de ovos.

As lagartas de 3 a 4 instares, com 10 dias de idade, obtidas de criacdo-estoque foram
colocadas em caixas do tipo Gerbox forradas com papel-filtro (uma por caixa). Na lateral da
caixa, junto a base da folha, inseriu-se uma porcao de algoddo umedecido em &gua para evitar
perda de turgescéncia foliar.

Os foliolos para alimentar as lagartas foram coletados diariamente na casa de vegetacao,
separadamente para cada tratamento, e colocados abertos nas caixas Gerbox. Os excrementos
foram eliminados diariamente, para evitar contaminac6es. Quando as lagartas pararam de se
alimentar, indicando o inicio da fase pré-pupal, a alimentacdo foi suspensa e as caixas
permaneceram fechadas até a pupacgdo. As pupas com 24 h foram sexadas e pesadas em balanca
eletronica de precisao.

Para cada tratamento, as pupas foram separadas em 10 casais, colocados em gaiolas de
PVC forradas nas laterais com papel-filtro, cobertas na parte superior com tecido do tipo
organza preso por liga de borracha e com a parte inferior apoiada em prato plastico forrado com

papel-filtro. Os adultos foram alimentados com solucdo de mel a 10% renovada a cada dois
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dias, fornecida em vidros com 4,5 cm de altura e 2,0 cm de didmetro, de cujo interior emergia
um filete de algoddo ao longo do qual a solugdo se movia por capilaridade.

As massas de ovos foram recortadas diariamente do papel-filtro, identificadas e
colocadas em placas de Petri com 1,8 cm de altura e 6,0 cm de diametro, contendo algodéao
umedecido. Os ovos foram contados utilizando-se microscépio estereoscopico. Diariamente,
contou-se o nimero de lagartas eclodidas para determinar a viabilidade de ovos por tratamento.

Adotou-se delineamento estatistico inteiramente casualizado. Os dados relativos aos
pardmetros avaliados foram submetidos a anélise de variancia. As medias foram comparadas
pelo teste t de Student no nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico
Assistat 7.7 beta INP1 0004051-2 (SILVA & AZEVEDO, 2002; 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos de herbivoria prévia provocaram as menores médias de viabilidade
larval (90%), tanto na cultivar convencional como na transgénica Bt. No controle 1, que
consistiu de plantas mantidas isoladas dos tratamentos, observaram-se viabilidades de 96% e
98%, respectivamente, para BRS 284 e BRS 1001 IPRO. No controle 2, mantido no mesmo
ambiente que os demais tratamentos, observaram-se viabilidades de 100% e 96%,
respectivamente. No tratamento de injdria mecanica, as viabilidades observadas para a cultivar

convencional e a transgénica Bt foram respectivamente de 94% e 96% (Figura 1).
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Figura 1 - Viabilidade da fase larval (%) (eixo y) de S. frugiperda em
tratamentos com injuria mecanica e herbivoria prévia em soja cultivares
BRS 286 e BRS 1001 IPRO a 25 + 2 °C, U.R. 60 *+ 10% e fotofase de 12
horas. “Em sala individualizada da casa de vegetagdo. ~Em casa de

vegetacdo com os tratamentos Injaria Mecéanica e Herbivoria Prévia

O percentual de sobrevivéncia de formas jovens de insetos constitui importante
parametro para a avaliacdo da resisténcia de plantas (LARA, 1991). No presente estudo,
entretanto, em todos os tratamentos e nos controles 1 e 2 a viabilidade larval foi sempre de ao
menos 90%.

Constatou-se menor viabilidade em pupas que, quando lagartas, se alimentaram de
folhas submetidas a herbivoria prévia: 96% para a cultivar BRS 284 e 90% para BRS 1001
IPRO. Nos controles 1 esses valores foram de 100 e 98%, respectivamente, e nos controles 2,
de 100% para ambas as cultivares. No tratamento de injuria mecanica observou-se baixa
mortalidade pupal, com 98% e 96% de sobrevivéncia, respectivamente, para a cultivar

convencional e a transgénica Bt (Figura 2).
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Figura 2 - Viabilidade da fase pupal (%) (eixo y) de S. frugiperda em
tratamentos com injuria mecanica e herbivoria prévia em soja cultivares
BRS 286 e BRS 1001 IPRO a 25 + 2 °C, U.R. 60 *+ 10% e fotofase de 12

horas. “Em sala individualizada da casa de vegetacdo. ~Em casa de

vegetacdo com os tratamentos injuria mecanica e herbivoria prévia.

Em lagartas alimentadas com folhas previamente submetidas a herbivoria, as duracdes
da fase larval, de 20,55 dias para a cultivar BRS 284 e de 20,40 para BRS 1001 IPRO, foram
significativamente maiores que nos demais grupos: 19,17 (BRS 284) e 19,17 dias (BRS 1001
IPRO) para injuria mecanica, 19,55 (BRS 284) e 19,10 dias (BRS 1001 IPRO) para o grupo-
controle 1 e 19,48 (BRS 284) e 18,91 dias (BRS 1001 IPRO) para o grupo-controle 2 (Tabela
1). Tal prolongamento da fase larval possivelmente indica que folhas de soja submetidas a
herbivoria prévia dificultam o desenvolvimento de S. frugiperda, sugerindo menor adequacao
do substrato alimentar e, consequentemente, presenca de algum nivel de resisténcia (SILVEIRA
etal., 1997).

Comparando-se a duracdo da fase larval entre as cultivares, notou-se diferenca entre o0s
grupos-controle 2, com periodos de 19,48 (BRS 284) e 18,91 dias (BRS 1001 IPRO). Néo se

observaram diferengas entre as cultivares nos demais grupos (Tabela 1).
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O prolongamento da fase larval pode estar associado a reducdo na eficiéncia de
conversao do alimento ingerido (TANZUBIL & MCCAFFERY, 1990). Em estudos anteriores
com a variedade BRS 284, Peruca et al. (2018) observaram aumento do periodo larval quando
a alimentacdo consistiu de folhas submetidas a herbivoria prévia, indicando que plantas de soja
danificadas por herbivoros dificultaram o desenvolvimento de S. frugiperda.
Tabela 1 - Duracéo (+ erro-padrdo) da fase larval de Spodoptera frugiperda (Lep.: Noctuidae)
alimentadas com folhas de soja das cultivares BRS 284 e BRS 1001 IPRO (25 £ 2 °C, U.R. 60

+ 10%, fotofase de 12 h).

Duragéo fase larval (dias)

Tratamento
BRS 284 BRS 1001 IPRO CVo  Fua
. 19.55 + 0.26 bA™" 19.10 + 0.17 bA 13.80 0.00!
Controle 01
[49] [49]
N 19.48 £ 0.21 bA 18.91 + 0.20 bB 6.68  4.72
Controle 02
[50] [48]
o . 19.17 + 0.22 bA 19.17 +0.17 bA 6.45  0.0022
Injuria mecanica
[47] [46]
o _ 20.55 +0.17 aA 20.40 + 0.28 aA 7.32  0.24"
Herbivoria prévia
[45] [45]
CV% 7.21 7.79
Ftrat. 8.20! 9.19!

“Em sala distinta daquela em que se conduziram os tratamentos. “"Na mesma sala em que
ocorreram os tratamentos. " Médias seguidas por letras minGsculas iguais na mesma coluna ou
por letras maiusculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (teste t de
Student no nivel de 5% de probabilidade). Valores entre colchetes expressam o nimero de
observagdes. 1Significativo a 1% de probabilidade. Significativo a 5% de probabilidade. "Né&o

significativo.
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Observou-se no controle 1 diferenca significativa na duracéo da fase pupal, menor para
a cultivar BRS 284 (9,39 dias) que para a BRS 1001 IPRO (10,06 dias). A herbivoria prévia
aumentou significativamente a duracdo pupal para a cultivar BRS 284 (10,58 dias), em
comparagdo com a BRS 1001 IPRO (9,58 dias) (Tabela 2). Embora S. frugiperda tenha baixa
susceptibilidade a proteina CrylAc (tecnologia exclusiva GM disponivel para controle de
lagartas A. gemmatalis na soja) (BERNARDI et al., 2014), constatou-se no presente estudo a
ocorréncia de efeito da transgenia na duragéo pupal.

Lagartas alimentadas com folhas da cultivar convencional tiveram aumento
significativo no periodo pupal com os tratamentos de herbivoria prévia e injdria mecénica em
relacdo aos controles (Tabela 2). As alteracdes observadas no periodo de pupa e na fase adulta
estdo provavelmente associadas a efeitos das substancias presentes nos vegetais que sao
ingeridos durante o estagio larval.

As cultivares desenvolvidas para resistir a pragas tém diferentes efeitos na biologia dos
insetos que delas se alimentam. Veloso (2010), estudando pupas de S. frugiperda que na fase
larval se alimentaram de folhas de diferentes cultivares de soja, constatou variagdes na duracéo
pupal de 7,38 dias para a cultivar FMT-Tucunaré a 7,95 dias para a BRSMT Uirapuru, periodos

estes diferentes dos observados na presente pesquisa.
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Tabela 2 - Duracgéo (£ erro-padréo) da fase pupal de Spodoptera frugiperda (Lep. Noctuidae)
alimentadas com folhas de soja das cultivares BRS 284 e BRS 1001 IPRO (25 £ 2 °C, U.R. 60

+ 10%. fotofase de 12 h).

Duracéo fase pupal (dias)

Tratamento
BRS 284 BRS 1001 IPRO CVuy% Firat.
. 9,39 +0,13bB 10,06 + 0,25 abA 13,67 6,03°
Controle 01
[48] [48]
- 9,62 £ 0,26 bA 9,87 £ 0,22 abA 14,25 0,80™
Controle 02
[50] [47]
o . 10,61 + 0,15 aA 10,37 £ 0,17 aA 9,83 1,24™
Injuria mecanica
[46] [46]
o o 10,58 + 0,18 aA 9,58 + 0,32 bB 16,11 7,93
Herbivoria prévia
[43] [40]
CVy 11,20 15,59
Ftrat. 14,861 1,98 ns

“Em sala distinta daquela em que se conduziram os tratamentos. ~"Na mesma sala em que
ocorreram os tratamentos. ~ Médias seguidas por letras minGsculas iguais na mesma coluna ou
por letras maiusculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (teste t de
Student no nivel de 5% de probabilidade). Valores entre colchetes expressam o nimero de
observacdes. 1Significativo a 1% de probabilidade. Significativo a 5% de probabilidade. "N&o
significativo.

Na variedade convencional, o peso pupal ndo diferiu significativamente entre 0s
controles 1 e 2 (185,22 e 190,37 mg, respectivamente), sendo estes diferentes dos valores dos
tratamentos de injaria mecanica e herbivoria prévia (174,31 e 168,57 mg, respectivamente), que
por sua vez ndo diferiram significativamente entre si. Para a variedade transgénica Bt, 0s pesos
pupais dos controles 1 e 2 tampouco diferiram significativamente entre si (189,40 e 188,16 mg,
respectivamente) ou em relacdo ao tratamento de injdria mecénica (189,50 mg), mas diferiram

do tratamento de herbivoria prévia (165,15 mg) (Tabela 3).
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O menor peso pupal observado nos grupos de herbivoria prévia em relagdo aos controles
indica a presenca de efeitos deletérios da alimentacdo da fase larval, provavelmente decorrentes
da inducdo de substancias secundéarias ap6s a herbivoria prévia. No entanto, se observou
diferencas significativas no peso pupal entre a cultivar convencional e a transgénica Bt apenas
no tratamento injuria mecanica.

Tanto os controles 1 quantos os controles 2 ndo diferiram significativamente quanto ao
peso pupal ao se compararem as duas cultivares, com valores entre 185,22 e 189,40 mg para 0s
controles 1 e entre 190,37 e 188,16 mg para os controles 2. Para o tratamento de herbivoria
prévia tampouco houve diferencas significativas entre as cultivares. Para o tratamento de injaria
mecanica, o peso pupal foi menor para a cultivar convencional que na transgénica (174,31 e
189,50 mg, respectivamente) (Tabela 3).

A reducdo do peso pupal observada no presente estudo indica problemas no
desenvolvimento larval. O peso da biomassa pupal é importante, pois segundo Pencoe & Martin
(1982) ha em S. frugiperda correlagdo direta entre a biomassa da pupa e a fecundidade do
adulto. Segundo Bogorni & Vendramim (2005), os estudos de biologia de insetos
frequentemente apontam que o baixo peso de lagartas pode decorrer da alimentacao, atrasando

seu desenvolvimento.



63

Tabela 3 - Peso (x erro-padrdo) de pupas de Spodoptera frugiperda (Lep.: Noctuidae)

alimentadas com folhas de soja das cultivares BRS 284 BRS e 1001 IPRO (25 £ 2 °C, U.R. 60

+ 10%, fotofase de 12 h).

Peso pupal (mg)

Tratamento
BRS 284 BRS 1001 IPRO CVuy Firat.
. 185.22 + 3.62 aA™" 189.40 + 2.62 aA 11.34 0.93™
Controle 01
[48] [48]
- 190.37 £ 3.92 aA 188.16 + 3.36 aA 12.07 0.23™
Controle 02
[50] [47]
o o 174.31 + 4.09 bB 189.50 + 3.80 aA 13.94 8.16'
Injuria mecanica
[45] [46]
o o 168.57 + 3.95 bA 165.15 + 4.89 bA 17.65 0.28™
Herbivoria prévia
[43] [40]
CVuy 13.89 13.30
Firat. 7.331 9.94%

“Em sala distinta daquela em que se conduziram os tratamentos. ~"Na mesma sala em que

ocorreram os tratamentos. ~ Médias seguidas por letras minGsculas iguais na mesma coluna ou

por letras maiusculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (teste t de

Student no nivel de 5% de probabilidade). Valores entre colchetes expressam o nimero de

observacdes. 1Significativo a 1% de probabilidade. "N&o significativo.

Chown & Nicolson (2004) relatam que a reduzida absorcéo de nutrientes na fase larval

de insetos culmina em pupas de baixo peso, desencadeando na conversdo de nutrientes

absorvidos uma troca para a reproducdo, com aumento da massa ovariana em relacdo ao

tamanho do individuo, em detrimento de outros sistemas corporais. Como consequéncia, pupas

de menor peso dardo origem a adultos pequenos, e possivelmente havera problemas na copula

destes com individuos normais. Além disso, as fémeas serdo menos fecundas (RODRIGUEZ

& VENDRAMIM, 1996). Tais informac6es séo corroboradas por dados do presente trabalho,
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em gue as pupas mais leves tornaram-se adultos com menor capacidade reprodutiva que pupas
de tamanho normal (controles).

Os numeros médios de ovos por fémea foram de 1.006,0, 986,0, 1014,0 e 480,0,
respectivamente, nos controles 1 e 2 e nos grupos de injuria mecénica e de herbivoria prévia,
para a cultivar BRS 284. Entretanto, ocorreu diferenga significativa no tratamento de herbivoria
prévia para a cultivar BRS 284 em relacéo aos tratamentos controle 1 e injuria mecéanica, com
diminuicdo do nimero de ovos para 480. N&o se observaram diferengas significativas entre os
demais tratamentos (Tabela 4).

Para a cultivar BRS 1001 IPRO, as fémeas puseram em média 777,8, 1.117,4, 899,8 e
616,0 ovos, respectivamente, nos controles 1 e 2 e grupos de injdria mecénica e de herbivoria
prévia. A herbivoria prévia provocou postura significativamente menor que nos tratamentos
controle 2.

Ao se compararem as duas cultivares, ndo se observou diferenca significativa no nimero

médio de ovos, em qualquer dos tratamentos e controles (Tabela 4).
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Tabela 4 - Numero médio (£ erro-padrao) de ovos de Spodoptera frugiperda (Lep.: Noctuidae)
alimentadas com folhas de soja das cultivares BRS 284 e BRS 1001 IPRO (25 £ 2 °C, U.R. 60

+ 10%, fotofase de 12 h).

NUmero médio de ovos

Tratamento
BRS 284 BRS 1001 IPRO CVy Firat.
. 1006.0 + 111.5 aA? 777.8 £236.71 abA
Controle 01 69.31  0.68™
[10] [10]
» 986.0 + 142.3 abA 1117.4 £122.03 aA
Controle 02 50.50 0.31™
[10] [10]
o . 1014.0 £ 109.5 aA 899.8 + 174.83 abA
Injaria mecéanica 61.66 0.19™
[10] [10]
L 480.0 + 76.2 bA 616.0 + 230.89 bA
Herbivoria prévia 85.80 0.42™
[10] [10]
CV% 64.07 64.76
Ftrat. 2.19™ 1.46™

“Em sala distinta daquela em que se conduziram os tratamentos. ““Na mesma sala em que
ocorreram os tratamentos. Médias seguidas por letras mintsculas iguais na mesma coluna ou
por letras maiusculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (teste t de
Student no nivel de 5% de probabilidade). Valores entre colchetes expressam o numero de
observagdes. "N&o significativo.

Quanto a fertilidade de fémeas, os menores indices ocorreram com 0s tratamentos de
herbivoria prévia, com 50% para a cultivar BRS 1001 IPRO e 60% para a BRS 284. Os maiores
indices foram encontrados nos controles 2, com 90% e 100% para as cultivares BRS 284 e BRS
1001 IPRO, respectivamente.

A baixa viabilidade de ovos observada nos tratamentos de herbivoria prévia e de injdria
mecénica influenciou diretamente a reproducéo de S. frugiperda, diminuindo a capacidade de

multiplicacdo da espécie, em relagdo aos controles.
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Observou-se ainda efeito na viabilidade dos ovos de fémeas que na fase larval foram
alimentadas com folhas submetidas a herbivoria prévia. As porcentagens de ovos vidveis foram
de 47%, 60%, 37% e 42%, respectivamente, nos controles 1 e 2 e grupos de injldria mecénica e
herbivoria prévia para a cultivar BRS 284 e de 35%, 40%, 35% e 27%, respectivamente, para
a BRS 1001 IPRO (Tabela 5).

Ao se compararem as duas cultivares quanto a viabilidade dos ovos, nota-se menor
indice na cultivar transgénica, em todos os grupos (tratamentos e controles). Como observado
nos demais parametros, embora a cultivar ndo tenha sido desenvolvida para controle de S.
frugiperda, provoca danos na biologia e reproducédo desta. A menor viabilidade de ovos para a
cultivar BRS 1001 IPRO pode decorrer de influéncia da transgenia na reproducdo do inseto, em
relacdo a cultivar convencional.

Tabela 5 - Fémeas férteis e viabilidade de ovos (z erro padrdo) de Spodoptera frugiperda
(Lep.: Noctuidae) alimentadas com folhas de soja das cultivares BRS 284 e BRS 1001 IPRO
(25+£2 °C, U.R. 60% =+ 10%, fotofase de 12 h).

Fémeas férteis o Viabilidade de ovos v
Tratamento
BRS 284 BRS1001 IPRO BRS 284 BRS1001 IPRO
Controle 017 80 70 47 35
Controle 02™ 90 100 60 40
Injuria mecénica 80 70 37 35
Herbivoria prévia 60 50 42 27

“Em sala distinta daquela em que se conduziram os tratamentos. ““Na mesma sala em que
ocorreram os tratamentos. Repeti¢des: 10.
A menor viabilidade dos ovos e 0 menor nimero de fémeas férteis no tratamento de
herbivoria prévia confirmam o efeito deletério deste tratamento, que ocasionou diminui¢éo na

taxa reprodutiva (Tabela 5).
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Segundo Peruca et al. (2018), tanto danos provocados por herbivoros como a injuria
mecénica induzem mudancas no metabolismo da soja, com produgdo de substancias fenodlicas.
Resultados semelhantes ao desse estudo foram obtidos na presente pesquisa, em que plantas
previamente danificadas por herbivoria causaram efeitos prejudiciais na biologia de S.
frugiperda, podendo indicar resposta de defesa induzida pelo ataque de lagartas.

Segundo Hammerschmidt (2014), as defesas induzidas sdo produzidas principalmente no
local de injaria por herbivoros ou nas proximidades (resposta local), podendo em seguida
ocorrer também em tecidos distantes, ndo diretamente injuriados (resposta sistémica). Os
efeitos induzidos pela injuria de lagartas de S. frugiperda com fatores intrinsecos as plantas de
soja, como o genotipo transgénico BRS 1001 IPRO, oriundo da base genética da cultivar BRS
284, diferiram entre essas cultivares quanto a duracdo da fase pupal, as porcentagens de fémeas
férteis e a viabilidade de ovos. Os dados obtidos contribuem para a compreensdo de
mecanismos de defesa das plantas de soja em relacdo a S. frugiperda e herbivoros-pragas desta
cultura.

Os resultados dos teores de compostos fendlicos das folhas de cultivares de soja BRS
284, foram estatisticamente diferentes nas amostras coletadas das plantas apds 24 e 192 horas
de injuria mecanica e herbivoria prévia, com um aumento progressivo de compostos fenolicos
entre os tempos (Tabela 6). Entre os grupos ocorreu diferenca significativa no tempo de 24 e

192 horas, com aumento de compostos fendlicos em relacdo aos controles (Tabela 6).
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Tabela 6 - Quantificagdo de compostos fendlicos em foliolos das cultivares de soja BRS 284

e BRS 1001 IPRO coletados ap6s injdria mecénica e herbivoria por Spodoptera frugiperda

(Noctuidae), em plantas cultivadas em casa de vegetagéo (28 = 2 °C) e coletadas em diferentes

tempos. Campo Grande, MS, fevereiro de 2016.

BRS 284
Tratamento
Oh 24 h 192 h CVy Ftrat.
Controle 01" 116.35 abA 116.81 cA 116.61 dA 0.25 3.11™
Controle 02" 116.93 aA 117.03 cA 117.23 cA 0.23 1.64"
Injdria. mecanica 115.61 bC 123.43 aB 124.66 bA 0.16 3019.58"
Herbivoria. prévia 116.15 abC 121.96 bB 127.44 aA 0.58 324.48*
CVy 0.58 0.14 0.15
Frrat. 3.277 2006.85" 414400
BRS 1001 IPRO
Tratamento
Oh 24 h 192 h CVy Firat.
Controle 017 115.65 aB 116.12 bA 116.22 bcA 0.23 6.22°
Controle 02" 115.87 aA 115.67 bA 115.72 cA 0.88 0.06"™
Injdria. mecanica 116.57 aB 145.13 aA 145.02 aA 041 4321.30"
Herbivoria. prévia 116.92 aA 116.58 bA 116.60 bA 0.38 0.88"™
CVy 0.62 0.55 0.39
Firat. 3.35" 2263.73" 4415.81"

Médias seguidas por letras minusculas iguais nas colunas e letras maidsculas iguais nas linhas

ndo diferem estatisticamente entre si (teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade).

Repeticdes: 5. ™: ndo significativo. "Significativo a 1% de probabilidade. “Significativo a 5%

de probabilidade. NGmero de repeti¢des: 5. ““Em sala individualizada da casa de vegetacao.

*kkk

Em casa de vegetacdo com tratamentos de injdria mecanica e herbivoria préevia.
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Para os resultados dos teores de compostos fendlicos do extrato metanodlico, das folhas
de cultivares de soja BRS 1001 IPRO, ocorreu diferencgas estatisticas das amostras coletadas
das plantas no tempo 24 e 192 horas de injuria mecénica em relagdo aos controles. Ap6s 24
horas no tratamento injuria mecénica houve um aumento significativo de compostos fenolicos,
com estabilizacdo ate 192 horas. A concentracdo dos compostos fendlicos tdxicos na planta é
um fator importante na dissuasdo e o acimulo de fendis em partes especificas da planta
representam uma barreira na alimentacdo de herbivoros (SIMMONDS et al. 2001), o que
observado para a BRS 284 neste trabalho.

Em relagéo a soja neste estudo foi constado a relagdo de injuria mecénica e herbivoria
prévia com os teores de compostos fendlicos. No trabalho Nautiyal et al. (2016), ao analisarem
os teores de fenois e flavonoides totais no extrato metanolico, obtidos das folhas de trinta e trés
gendtipos de soja, observaram que a herbivoria causa aumento de compostos fendlicos e
resisténcia a Spodoptera litura. Bi & Felton (1995).

Com base nestas informacGes e com os resultados obtidos é possivel inferir que a soja
BRS 284, respondeu por meio de defesa quimica a injuria mecanica e a herbivoria prévia.
Segundo Lattanzio et al. (2006), cultivares atualmente desenvolvidas para aumentar 0s niveis
de compostos fendlicos podem influenciar diferentes aspectos das interacdes planta-patdgeno e
planta-inseto. Estudos sobre essas interacGes sdo necessarios para melhor elucidar como o
aumento da expressao de um composto fendlico enddgeno ou de uma classe ou subclasse de
fendlicos em plantas poderia influenciar a resisténcia vegetal contra patdgenos e insetos
fitdfagos. A identificacdo destes compostos que sao produzidos em maior ou menor quantidades
durante a resposta da planta ao ataque de herbivoros, e que podem conferir resisténcia aos
herbivoros, pode ser uma ferramenta importancia para o melhoramento genético de plantas.

Por outro lado, a BRS 1001 IPRO, que possui 0s genes cp4-epsps € crylAc o que

assegura tolerancia as principais especies de largata que afetam a cultura da soja, foi possivel
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constatar que nesta cultivar por apresentar toxinas especificas contra seus insetos-alvo, a
herbivoria ndo foi um gatilho para impulsionar a producéo significativa de compostos fenolicos,
por outro lado foi suscetivel & injuria mecénica.
CONCLUSAO
Os resultados obtidos indicam que a presenca de lagartas de S. frugiperda na soja
provoca resposta dos mecanismos de defesa da planta, ocasionando maior mortalidade larval e
pupal, aumento das fases larval e pupal e diminuicdo do peso pupal, bem como redugéo nas
porcentagens de fémeas férteis e de ovos viaveis, com aumento de compostos fendlicos em 24
e 192 h na cultivar BRS 284, ocorrendo aumento de compostos fendlicos em 24 e 192 h no
tratamento injaria mecénica. Na cultivar BRS 1001 IPRO obsevou-se aumento da fase larval,
diminuigdo do peso pupal e maior mortalidade larval e pupal, bem como menores porcentagens
de fémeas férteis e de ovos viaveis no tratamento herbivoria prévia e aumento de compostos
fendlicos em resposta ao tratamento de injdria mecéanica, decorridas 24 h nesta cultivar.
Comparando-se a cultivar convencional BRS 284 e a transgénica BRS 1001 IPRO,
observaram-se diferencas significativas, com menor duracdo da fase pupal, porcentagem de
fémeas férteis e viabilidade de ovos no tratamento herbivoria prévia e maior peso pupal no
tratamento injdria mecénica na cultivar BRS 1001 IPRO.
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Diferencas no perfil de compostos fenolicos constitutivos de cultivares de soja BRS
284 e BRS 1001 IPRO via analises cromatogréaficas por HPLC

Differences in the profile of phenolic compounds constitutive of soybean cultivars BRS
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ABSTRACT

In Brazil, there is a greater presence of genetically modified cultivars in soybean crop,
approaching 100% of cultivated areas, where large investments in research and development
were responsible for the expansion of these transgenic cultivars resistant to glyphosate herbicide
and specific insect pests. The objective of this study was to conduct a comparative study of the
chemical profile of soybean cultivar BRS 284 and its transgenic isolate Bt BRS 1001 IPRO.
For this, the chemical composition of soybean leaf isolates, BRS 284 and BRS 1001 IPRO was
evaluated by high performance liquid chromatography. In greenhouse the soybean cultivars
were sown in pots, when the plants reached V6 vegetative stage, the leaves were collected for
chemical analysis. A completely randomized statistical design was used, data were submitted
to analysis of variance. The two cultivars BRS 284 and BRS 1001 IPRO did not present
differences in six analyzed compounds (gallic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, ferulic acid,
quercetin and luteolin), producing the same amounts, only the rutin showed higher amounts in
the transgenic cultivar BRS 1001 IPRO an important metabolite responsible for plant defense
against insects, which may be an ally in the control of S. frugiperda due to the negative effect
that this exerts on its development.
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INTRODUCAO

A soja estd entre as culturas mais importantes do agronegocio brasileiro com uma
producéo de aproximadamente 115 milhdes de toneladas em 2018 conforme CONAB (2018),
sendo que o complexo soja respondeu por US$ 31,7 bilhdes das exportagdes do Brasil em 2017
segundo Ministério da Industria, Comércio Exterior e Servicos - MDIC (2018).

Nas ultimas décadas a biotecnologia tem sido fundamental para o melhoramento genético
da soja e outros produtos agricolas no Brasil, visando melhorar a qualidade de plantas e
aumentar a produtividade agricola de forma sustentavel, conforme Costa e Queiroz (2015) com
a selecdo e insercdo de genes que expressao proteinas capazes de conferir resisténcia a insetos-
praga.

Segundo Costa e Queiroz (2015) plantas como a soja tiveram melhoramento genético por
meio da combinacdo de genes da bactéria B. thuringiensis, com o intuito de reduzir o uso de
inseticidas quimicos, reduzir a infestacdo de insetos pragas, melhorar a qualidade da planta e
tornar o cultivo um processo econémico ao agricultor.

No Brasil 94% da soja plantada no ano de 2015 eram transgénicas (CUNHA; ESPINOLA,
2016), 0 que mostra a grande expansao da soja transgénica no nosso pais (LEITAO et al., 2018).

As especificidades regionais das cultivares transgénicas sdo as mesmas existentes nas
convencionais, a diferenca marcante sempre fica por conta de um detalhe que é conseguido a
partir da modificacdo no material genético da variedade obtida, as demais caracteristicas
desejaveis das cultivares convencionais, acabam sendo transferidas, também, para as cultivares
transgénicas (ROESSING; LAZZAROTTO, 2005).

Em 2010 foi aprovado no Brasil o primeiro evento de soja resistente a insetos, a soja
MON 87701 x MON 89788 (Bt/RR2), Glycine max (L.) Merrill que possui genes que codificam
a expressdo da proteina CrylAc de Bacillus thuringiensis (Bt) e a proteina 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) de Agrobacterium sp. que confere toleréncia
ao herbicida glifosato (BERNARDI, 2012).

O mecanismo de acdo das proteinas Cry so6 € possivel mediante a ligacdo nos receptores
especificos de insetos alvos, esse fato comprova que os riscos de atingir insetos nao alvos é
quase zero, assim como as chances de causar alguma patogenicidade em organismos de
humanos é também considerada baixa, uma vez que, para manifestar os seus efeitos toxicos o
meio deve ser alcalino, caso contrario, a proteina é facilmente degrada (COSTA; QUEIROZ,
2015).

A soja transgénica BRS 1001 IPRO possui tecnologia Intacta RR2 PRO com tolerancia
ao glifosato (N-(fosfonometil) glicina) e o auxilio no manejo de um complexo especifico de
lagartas pragas, proporcionam diminuicéo no uso de defensivos agricolas e aliado a isso, h4 o
ganho genético em produtividade das novas cultivares (PIPOLO et al., 2015).

Silva e Brogin (2017) analisaram custo de produgdo e estimativas de receita das areas
de cultivo de soja convencional e transgénica, nas principais regides produtoras de soja em
Mato Grosso, em um cendrio agricola projetado para a safra 2016/17 o cultivo de soja
convencional foi mais viavel economicamente aos produtores de soja de todas regibes
avaliadas, a receita liquida excedente movimentada pelos produtores de soja convencional torna
seu cultivo um nicho de mercado de forte impacto na economia do Estado de Mato Grosso.

Apesar do avango tecnoldgico de producdo de novas cultivares convencionais e
transgénicas, pouco ainda se tem investigado sobre a resposta metabolica de defesa destas
plantas especificamente comparando cultivares convencionais e suas respectivas versdes
isolinha transgénica derivadas. Se faz necessario conhecer os principais metabélitos de defesa
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de plantas desta espécie para entender os mecanismos de defesa de ambas e com isto fornecer
informacdes concretas a respeito destes metabdlitos.

O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo comparativo do perfil quimico de
plantas de soja cultivar BRS 284 e sua isolinha transgénica BRS 1001 IPRO, com abordagem
baseada no uso de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

MATERIAL E METODOS
Em casa de vegetacdo

O cultivo da soja ocorreu em casa de vegetacdo, Universidade Catdlica Dom Bosco
(20°23°15,04’S; 54°36°24,87”W; altitude: 646 m) de janeiro a fevereiro de 2016. O ambiente
foi mantido a 28 + 2 °C, com seis regas diarias de 2 min por microaspersdo, suprindo as
necessidades hidricas.

Apds analise de solo, procedeu-se a adubacdo recomendada para a cultura, com sulfato
de amonio, superfosfato simples e cloreto de potassio, além de correcdo com calcério
dolomitico. Sementes da cultivar BRS 284 e de sua parental genealdgica direta BRS 1001 IPRO
foram semeadas em vasos de 3 L com solo em 14 de janeiro de 2016.

Quando as cultivares BRS 284 e sua isolinha transgénica BRS 1001 IPRO estavam em
estadio vegetativo V6, foram coletados cinco trifdlios de cada cultivar de plantas diferentes. O
material coletado de cada cultivar, separadamente, foi acondicionado em envelope de aluminio,
rotulado e submetido a nitrogénio liquido, posteriormente embalado a vacuo em saco
polietileno, atdxicos, e armazenado em freezer (-80 °C) por 15 meses.

Extrato Hidrometandlico e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As amostras de cada cultivar, mantidas em freezer (-80 °C) por 15 meses, foram
trituradas por turbolize, durante dois minutos, e extraidas exaustivamente com uma solucéo
hidrometandlica (1:4), por percolagdo, por 7 dias em temperatura entre 26 °C a 30 °C £ 1 °C.
O solvente foi eliminado em rotagvaporador (Tecnal®, MA120), e o extrato bruto
hidrometandlico foi submetido a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-
DAD).

As amostras foram analisadas em um sistema analitico LC (LC-6AD, Shimadzu, Kyoto,
Japao) com um detector de arranjo de diodos (DAD) monitorado em A = 200 - 600 nm. Foi
utilizada uma coluna C-18 (25 cm x 4,6 mm; tamanho de particula, 5 pm;), com uma pequena
pré-coluna (2,5 cm x 3 mm) contendo 0 mesmo empacotamento, usada para proteger a coluna
analitica. Em cada analise, a taxa de fluxo e o volume injetado foram definidos como 1,0 uL/min
e 20 uL, respectivamente. Todas as analises cromatogréaficas foram realizadas a 22 °C.

A eluicdo foi realizada utilizando uma fase movel binaria de &gua com 6% de acido
acético e 2 mM de acetato de sodio (eluente A) e acetronitrila (eluente B). O gradiente aplicado
foi: 5% B (0 min), 15% B (30 min), 50% B (35 min) e 100% B (45 min). Os padrdes de acido
galico, &cido cafeico, &cido p-cumarico, acido feralico, rutina, quercetina e luteolina (Sigma, ~
97%) foram preparados na concentragdo inicial de 1000 pg/mL. As concentragfes dos
compostos foram determinadas por calibracdo externa apos diluicdes apropriadas no intervalo
de 0,01-10 pg/mL.

Adotou-se delineamento estatistico inteiramente casualizado. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey no nivel de
5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico Assistat 7.7 beta INPI 0004051-2
(SILVA; AZEVEDO, 2002; 2009).



80

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos compostos utilizados como padrdo, acido galico, &cido cafeico, &cido p-cumérico,
acido ferdlico, rutina, quercetina e luteolina, detectados nas folhas das cultivares BRS 284 e BRS
1001 IPRO (Tabela 01) apenas para a rutina observou-se diferenga significativa entre 0s
tratamentos, sendo superior para BRS 1001 IPRO em relagéo a cultivar convencional.

A rutina, um flavonoide glicosilado, pertencente a subclasse dos flavondis, foi descrita para
as folhas de soja de varias cultivares. Os trabalhos apontam a importancia deste polifenol como
defesa da planta contra insetos, especialmente os lepidopteros, devido aos seus efeitos
antinutricionais (SALVADOR et al., 2010) este composto foi dectado no genotipo de soja
227687 e 274454 que tem sido indicado na utilizagcdo em programas de criagdo como fonte de
resisténcia contra os insectos desfolhantes (HOFFMANN-CAMPO et al., 2001; PIUBELLI et
al., 2005).

Para a Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lep.: Noctuidae), a rutina, o acido
clorogénico (acido fendlico) e a alfa-tomatina (glicoalcaloides que ocorre na cultura de
tomates), quando acrescentados a dieta alimentar, de forma independente, afetaram
negativamente o desenvolvimento da lagarta (STAMP; ORSIER, 1998). Em outro trabalho,
também com S. frugiperda utilizando a rutina e o acido clorogénico, na dieta alimentar, foi
observado um significativo atraso no desenvolvimento larval (RIBEIRO et al., 2012). Com
estas informacdes fica evidente que a rutina tem a capacidade de afetar a biologia do inseto.
Estudos mostram que a rutina, pode afetar negativamente a biologia de S. frugiperda com
aumento do periodo larval e reducédo do peso das larvas e das pupas e a sobrevivéncia das pupas
(SILVA et al., 2016).

Avaliacdo do efeito de extratos de folha de tomateiro sobre o desenvolvimento e
sobrevivéncia larval de S. frugiperda, dois semioquimicos (Rutina e éacido clorogénico),
presentes também em tecidos de outras espécies vegetais, ja foram relatados por outros autores
como ativos sobre o comportamento de diversas pragas (RIBEIRO et al., 2013)

Dos demais compostos identificados e quantificados estdo os quatro compostos fendlicos
simples (acido galico, acido cafeico, &cido p-cumarico, acido ferulico), (Tabela 1), os quais sdo
comuns em diversas espécies vegetais e em geral atuam na defesa da planta. Os compostos
fendlicos simples, sdo formados por duas rotas metabélicas basicas, a rota do acido chiquimico
e a rota do &cido maldnico, a rota do acido chiquimico participa na biossintese da maioria dos
fendlicos vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2009), no caso dos flavonoides tem biossintese mista, pelas
duas rotas metabolicas (TOMBA et al., 2012).


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1807-86212016000200165&script=sci_arttext#B26
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Tabela 1. Compostos identificados e quantificados em amostras de cultivares de soja BRS 284
e BRS 1001 IPRO por anélise de HPLC, cultivadas em casa de vegetacdo, mantidas em Temp.
de 28 °C. Jan. Fev. 2016, Campo Grande, MS

Tempo de BRS 284 BRS 1001 IPRO
Picos retencdo (min) Compostos ug/g ug/g CV%
M+DP M+DP M+DP
1 3.68+0,03  Acido Galico 12,01+0,04a  12,61+002a 6,81
2 8.64+0.02 Acido 13712016a  1250+004a 1098
gafelco

3 13.4820,04 ACdOp- o947.003a  2077+0,03a '
CU[nZ?.rlCO

4 17,2840,02 Acido 55.06£006a  54.29:003a %
ferulico

5 25.10+0,03 Rutina 16,5740,02b  17.46+0,02a 19

6 3533+002  Quercetina  6,24+002a  640%001a  >'2

7 36,68+0,02 Luteolina ~ 13,99+002a  1443+0,02a 22

M=média DP= Desvio padrdo. Médias seguidas por letras iguais nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si (teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade)

Os compostos fenolicos apresentam uma grande diversidade de fungdes nos vegetais, o
acido caféico tem como propriedade a ligagdo entre si e outros compostos e o acido feralico
podem ser liberados no solo e inibir o crescimento das plantas adjacentes (TAIZ; ZEIGER,
2009). Para outros autores, os compostos fenolicos sdo as Unicas moléculas defensivas
supostamente presentes em todas plantas, eles desempenharam um papel central nas teorias das
interacGes planta-herbivoro (FEENY, 1976; RHOADES; CATES, 1976; WAR et al., 2012).

Pode-se constatar que o conteudo total de compostos fendlicos simples da BRS 284,
111,05 pg/g, foi superior a BRS 1001 IPRO, 109,17 ug/g, ja para o conteudo total de
flavonoides nao seguiu 0 mesmos perfil, a BRS 1001 IPRO, 38,29 ug/g, foi superior em relacéo
a BRS 1001 IPRO, 36,8 pg/g.

Dentre os compostos fendlicos simples quantificados o é&cido ferdlico, um
fenilpropanoide, € o majoritario, mesmo em relacdo aos flavonoides. Segundo Garcia e Carril
(2011), os acidos trans-cindmico e p-cumarico sao metabolizados para formar acido ferulico e
acido cafeico cuja funcdo principal é ser precursor de outros derivados complexos como:
cumarinas, ligninas, taninos, flavonoides e isoflavonoides. Baidez et al. (2007) observaram a
modificacdo estrutural do xilema e possivel participacdo de compostos fenolicos na defesa
natural ou mecanismos de resisténcia de plantas olivicolas infectadas com Verticillium dahliae
e sugerem fortemente que eles estdo envolvidos em mecanismos naturais de defesa ou
resisténcia neste material vegetal, sendo 0os mais ativos, quercetina e agliconas de luteolina,
seguidos por rutina, oleuropeina, luteolina-7-glicosideo, tirosol, acido p-ocearico e catequina.

Ja é conhecida a resposta das plantas quando expostas a herbivoria. Para plantas de
algodé&o infestada com Helicoverpa zea, foi constatado um aumento nos niveis de acido galico,
acido siringico, clorogénico, e &cido ferulico (Bl et al., 1997). Esta elevagdo pode ser explicada
como um mecanismo de defesa que atua como barreira a alimentacéo de insetos.
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As cultivares investigadas BRS 284 e sua isolinha BRS 1001 IPRO com modificagéo de
resisténcia para herbicida glifosato e insetos pragas especificos, tal como Bernardi et al. (2014)
(A. gemmatalis, Chrysodeixis includens, Heliothis virescens, Epinotia aporema), apresentaram
aumento neste trabalho de flavonoide especifico, a rutina um importante metabdlito responsavel
pela defesa da planta contra insetos, que poderia ser um aliado no controle de S. frugiperda
devido efeito negativo que este exerce no seu desenvolvimento. porém ha necessidade de uma
melhor elucidag&o dos constituintes majoritarios em comparacéao a soja convencional.

CONCLUSAO

As duas cultivares BRS 284 e BRS 1001 IPRO nédo apresentaram diferencas na
quantidade dos seis compostos analisados, exceto para a rutina, com maiores quantidades na
cultivar transgénica BRS 1001 IPRO.
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RESUMO

No Brasil observa-se a maior presenca de cultivares geneticamente modificadas na
cultura da soja, se aproximando de 100% das areas cultivadas, onde os grandes investimentos
em pesquisa e desenvolvimento foram responsaveis pela expansdo destas cultivares
transgénicas resistentes ao herbicida glifosato e insetos pragas especificos. Objetivou-se
realizar um estudo comparativo do perfil quimico de soja cultivar BRS 284 e sua isolinha
transgénica Bt BRS 1001 IPRO. Para tanto, avaliou-se a composicao quimica de folhas de soja
cultivares isolinhas, BRS 284 e BRS 1001 IPRO por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Em casa de vegetacdo as cultivares de soja, foram semeadas em vasos, quando as plantas
atingiram estadio vegetativo V6, as folhas foram coletadas para anélises quimicas. Adotou-se
delineamento estatistico inteiramente casualizado, os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia. As duas cultivares BRS 284 e BRS 1001 IPRO néo apresentaram diferencas em
seis compostos analisados (&cido galico, acido cafeico, acido p-cumarico, acido ferdlico,
quercetina e luteolina), produzindo as mesmas quantidades, apenas a rutina apresentou maiores
quantidades na cultivar transgénica BRS 1001 IPRO importante metabdlito responsavel pela
defesa da planta contra insetos, que pode ser um aliado no controle de S. frugiperda devido ao
efeito negativo que este exerce no seu desenvolvimento.

PALAVRAS-CHAVE: Composto fendlicos, flavonoides, Glycine max, HPLC.
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FIGURAS DO APENDICE
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Figura 1. Tratamentos de cultivares de soja BRS 284 e
BRS 1001 IPRO dentro da casa de vegetacgéo

Figura 2. Tratamentos de cultivares de soja BRS 284
dentro da casa de vegetacdo com gaiolas para
contencdo de Spodoptera frugiperda no tratamento
herbivoria prévia
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Figura 3. Spodoptera frugiperda sendo colocadas
nas gaiolas no tratamento herbivoria prévia dentro
da casa de vegetacao

Figura 4. Trifdlios de soja sendo acondicionado em
envelope de aluminio, previamente rotulado e submetido a
atmosfera de nitrogénio, para analise quimica
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Gerbox para inicio de alimentacdo de Glycine max para
avaliacdo de parametros biologicos
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Figura 8. Spodoptera frugiperda individualizada alimentando-
se de folha de Glycine max em caixa tipo Gerbox para
avaliacdo de parametros bioldgicos
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Figura 9. Gaiolas com casais de Spodoptera frugiperda
para avaliacdo da reproducao
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Figura 10. Amostras sendo extraidas com solucao hidrome-
tandlica por percolacao
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Sistema para umidificagdo do ar
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Figura 11. Layout da casa de vegetacdo com os tratamentos
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Normas para publicacdo Revista Biologia Tropical

Siga a estrutura padrdo de um artigo cientifico (ndo mescle resultados com
discusséao).

Aplique um corretor ortografico automatico e forneca o numero total de palavras
ao peé da primeira pagina.

Coloque fotografias nitidas a 300 DPI e ilustrac6es a 600 DPI (aceitamos JPG,
TIFF, PNG e Photoshop). Etiquetas: Helvetica 10 pontos.(Confira nosso Guia de
Figuras)

Faca o upload do seu manuscrito e anexe uma carta escaneada assinada por
todos os co-autores, indicando: a- o documento € original e todos os co-autores
concordam com sua publicacdo; b- 0s nossos requisitos éticos sao cumpridos, c- 0S
autores aceitam pagar a taxa de excesso de paginas, se necessario, e d- nomes e
enderecos de e-mail de trés possiveis avaliadores objetivos. O sistema de submissao
confirmard a recepcdo de arquivos apds a conclusdo do processo de envio, se
nenhuma mensagem for recebida dentro de 24 horas, entre em contato

biologia.tropical@ucr.ac.cr

Caracteristicas do manuscrito

Apresenta informacéo original sobre biologia e / ou conservacéo de organismos
tropicais

Estudo de campo detalhado (normalmente realizado durante um periodo de um

ano ou mais) ou um estudo de laboratério em profundidade

Secao introdutodria

No titulo, use letras mailsculas para comecar nomes proprios e nomes
préprios. O titulo é curto e inclui, entre parénteses, Ordem e Familia (artigos botanicos:
somente Familia).

A autoridade taxondmica (Autor, ano) para cada taxon aparece apenas na
primeira vez em que cada tdxon é mencionado no texto (nunca no titulo). Género em
nomes binomial sdo escritos em apenas o0 primeiro tempo inteiro eles sdo usados no

resumo, texto principal, Resumen e palavras-chave.


https://revistas.ucr.ac.cr/docs/RBT/FIGURES-GUIDE.pdf
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O endereco para correspondéncia é curto, mas completo; se houver varios, eles
devem ser numerados. Inclua e-mails validos para todos os co-autores. Nao inclua
nameros de telefone / fax.

O resumo (350-450 palavras) deve descrever a importancia do problema a ser
abordado, o tamanho da amostra, as datas das amostras, como o estudo foi realizado,
0s resultados mais relevantes e o que os autores concluiram. Deve ser um Unico
paragrafo.

As palavras chave (cinco a sete) sdo separadas por virgulas e devem ser mais
gerais do que o titulo ou resumo.

A Introducdo resume as descobertas recentes e termina com o objetivo do
estudo

Secdo de material e Métodos

Apresentar apenas as informacgfes necessarias para repetir o estudo. Métodos
previamente publicados sédo referenciados e brevemente descritos.

N&o inclua um mapa apenas para um local de estudo; em vez disso, forneca
suas coordenadas geograficas. Um mapa € apropriado para estudos com varios locais
de amostragem.

Se amostras foram coletadas, elas devem ser depositadas em pelo menos uma
instituicdo (liste seu respectivo numero de catalogo na secédo Materiais e métodos).

Quando relevante para os resultados, as especificacbes do equipamento
devem incluir o nimero do modelo e o fabricante. Para produtos quimicos, especifique
apenas o fabricante.

As férmulas matematicas incluem uma descricdo de cada componente.

O significado das siglas € explicado integralmente na primeira vez (mas evite
siglas, se possivel).

Use o Sistema Internacional de Unidades e suas abreviacdes, exceto que as
decimais sdo indicadas com um periodo, milhares e milhées com um espaco, por
exemplo. 12 523 235,15

Quando nao sdo seguidas por unidades, numeros inteiros de zero a dez sao

gravados na integra (um, dois etc., ndo 1, 2 etc.).

Resultados


http://www.bipm.org/en/about-us/
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Os dados quantitativos sao avaliados com testes estatisticos apropriados, que
séo reportados apods cada resultado e entre parénteses. Exemplo: “Altura e velocidade

foram positivamente correlacionadas (Spearman, p <0,05)”.

Tabelas e Figuras

Evite figuras isoladas agrupando fotografias e ilustracbes relacionadas
(consulte o Guia de figuras no nosso site). Simbolos e escalas aparecem dentro da
figura (nunca como nota de rodapé€). Etiquetas: Helvetica 10 pontos.

Evite mesas muito longas ou muito curtas (meia pagina € um bom tamanho) e
o0 uso de linhas verticais e horizontais nelas. Todos os simbolos e abreviaturas
aparecem apenas nas notas de rodapé. Nenhuma fonte em negrito ou palavras

totalmente escritas em mailsculas.

Discusséo
Esta secdo compara seus resultados com dados publicados anteriormente.

Nenhuma tabela ou figuras estdo incluidas aqui.

Agradecimentos
Somente pessoas que deram uma assisténcia muito significativa sao

mencionadas. “Dr.”, “Prof.”, “Sra”, entre outros, ndo sao usados, apenas nomes.

Resumo e palavras Chaves

O Resumen comeca com o titulo do artigo em espanhol. O Resumen contém
as mesmas informacdes e secfes do Resumo em espanhol.

A palabra clave corresponde as palavras-chave, mas escritas em espanhol.

A equipe da Revista de Biologia Tropical traduzira o resumo e as palavras-

chave para autores que nao falam espanhol. Por favor, envie uma nota para o Editor.

Referéncias
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Apresentar a lista de referéncias e citacdes dentro do texto no formato APA 6th
Edition. Recomendamos o uso dos seguintes gerenciadores de referéncia gratuitos:

zotero.org ou mendeley.com

Exemplos de referéncias:

Artigo de jornal

Torres, Jr., Infante-Mata, D., Sanchez, AJ, Espinoza-Tenorio, A. & Barba, E.
(2017). Atributos estructurales, productividad (hojarasca) e fenologia do manglar na
Laguna Mecoacan, Golfo de México. Revista de Biologia Tropical, 65(4), 1592-1608.

Livro

Hanson, PE & Nishida, K. (2016). Insetos e outros artropodes da América
tropical. Ithaca, NY: Imprensa da Universidade de Cornell.

Capitulo de livro

Pardini, R., da Rocha, PLB, El-Hani, C. e Pardini, F. (2013). Desafios e
Oportunidades para Preencher a Lacuna de Pesquisa-Implementacdo em Ciéncia e
Gestédo Ecoldgica no Brasil. Em PH Raven, NS Sodhi e L. Gibson (Eds.), Biologia da
Conservacao: Vozes dos Tropicos (pp. 75-85). Oxford, Reino Unido: John Wiley &
Sons, Ltd.

Apenas publicagdes citadas aparecem em Referéncias e vice-versa. Os artigos
nao publicados sdo mencionados no texto como neste exemplo: (J. Smith, nédo
publicado).

Diretrizes do autor

Antes de enviar um manuscrito para a Revista de Biologia Tropical, é altamente
recomendado que vocé leia sobre 0 nosso escopo e verifique se todos os detalhes
de formato e estilo do seu documento estdo de acordo com o0s requisitos do
periédico. Isso evitara atrasos desnecessarios causados por correcdes de formato e
estilo solicitadas pela revista no inicio do processo de avaliacéo.

Nossa revista publica apenas em inglés e espanhol.
Para preparar o seu trabalho, leia atentamente os seguintes documentos:

. Guia de formato e estilo

. Guia de figuras
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. Amostra de formato

. Carta de submisséo de formulario

Depois de enviar seu manuscrito, considere o seguinte:

Uma mensagem automatica sera enviada para o seu email confirmando a
recepcao do seu manuscrito

Para verificar o status de seu manuscrito submetido, por favor entre em nosso

sistema. Para consultas ou ajuda, contate: biologia.tropical@ucr.ac.cr

Quanto custa publicar um artigo na RBT?

Nosso periddico trabalha desde 1953 para publicar documentos valiosos sem
Onus para os autores, uma politica que ainda continua até hoje para manuscritos que,
uma vez impressos, ndo excedam 10 paginas e néo incluam chapas coloridas.
Péaginas adicionais custam US $ 50 cada. Qualquer outra coisa sera publicada como
apéndices digitais, gratuitamente.

No entanto, se vocé puder ajudar a cobrir o custo de impressao de sua
publicacao (por exemplo, por meio de fundos de pesquisa), nés o incentivamos a fazé-
lo. Vocé ndo apenas ajudara a disseminar o conhecimento biolégico, mas também
apoiara outros colegas que, especialmente em paises menos industrializados, tém
em nossa revista um meio acessivel para distribuir suas descobertas no mundo

cientifico.


https://revistas.ucr.ac.cr/docs/RBT/English-format-example.pdf
https://revistas.ucr.ac.cr/docs/RBT/form_submission_letter.docx
https://revistas.ucr.ac.cr/index.php/rbt/login
https://revistas.ucr.ac.cr/index.php/rbt/login
mailto:biologia.tropical@ucr.ac.cr
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Normas para publicacdo Revista Ciéncia Rural

CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da
Universidade Federal de Santa Maria publica artigos cientificos, revisdes bibliogréaficas
e notas referentes a area de Ciéncias Agrarias, que deverdo ser destinados com

exclusividade.

Os artigos cientificos, revisées e notas devem ser encaminhados via eletrénica
e editados preferencialmente em idioma Inglés. Os encaminhados em Portugués
poderdo ser traduzidos apos a 1° rodada de avaliacdo para que ainda sejam revisados
pelos consultores ad hoc e editor associado em rodada subsequente. Entretanto, caso
nao traduzidos nesta etapa e se aprovados para publicacdo, terdo que ser
obrigatoriamente traduzidos para o Inglés por empresas credenciadas pela Ciéncia
Rural e obrigatoriamente terdo que apresentar o certificado de traducéo pelas mesmas

para seguir tramitacdo na CR.

Empresas credenciadas:

- American Journal Experts (http://www.journalexperts.com/)

- Bioedit Scientific Editing (http://www.bioedit.co.uk/)

- BioMed Proofreading (http://www.biomedproofreading.com)

- Edanz (http://www.edanzediting.com)

- Editage (http://www.editage.com.br/) 10% discount for CR clients. Please inform
Crurall0 code.

- Enago (http://www.enago.com.br/forjournal/) Please inform CIRURAL for
special rates.

- GlobalEdico (http://www.globaledico.com/)

- JournalPrep (http://www.journalprep.com)

- Liberty Medical Communications (http://libertymedcom.com/)

- Paulo Boschcov (paulo@bridgetextos.com.br, bridge.textecn@gmail.com)

- Proof-Reading-Service.com (http://www.proof-reading-service.com/pt/)

- Readytopub (https://www.readytopub.com/home)
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O trabalho apds traducao e o respectivo certificado devem ser enviados para:

rudiweiblen@gmail.com

As despesas de traducao serdo por conta dos autores. Todas as linhas deveréo
ser numeradas e paginadas no lado inferior direito. O trabalho devera ser digitado em
tamanho A4 210 x 297mm com, no méximo, 25 linhas por pagina em espaco duplo,
com margens superior, inferior, esquerda e direita em 2,5cm, fonte Times New Roman
e tamanho 12. O maximo de paginas sera 15 para artigo cientifico, 20 para revisédo
bibliografica e 8 para nota, incluindo tabelas, graficos e figuras. Figuras, graficos e
tabelas devem ser disponibilizados ao final do texto e individualmente por pagina,
sendo que ndo poderdo ultrapassar as margens e nem estar com apresentacao
paisagem.

Tendo em vista o formato de publicacdo eletrénica estaremos considerando
manuscritos com paginas adicionais além dos limites acima. No entanto, os trabalhos
aprovados que possuirem paginas além do estipulado terdo um custo adicional para

a publicacéo (vide taxa).

O artigo cientifico

(Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e
Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducdo com Reviséo de
Literatura; Material e Métodos; Resultados e Discusséo; Conclusédo; Referéncias e
Declaracao de conflito de interesses. Agradecimento(s) e Apresentacéo; Contribuicéo
dos autores; Fontes de Aquisicdo; Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca
devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e
animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovag¢do de um comité de
ética institucional jA& na submissdo. Alternativamente pode ser enviado um dos

modelos ao lado (Declaragdo Modelo Humano, Declara¢gdo Modelo Animal).

O preenchimento do campo "cover letter"
Deve apresentar, obrigatoriamente, as seguintes informacfes em inglés, exceto
para artigos submetidos em portugués (lembrando que preferencialmente os artigos

devem ser submetidos em inglés).
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a) What is the major scientific accomplishment of your study?

b) The question your research answers?

c) Your major experimental results and overall findings?

d) The most important conclusions that can be drawn from your research?

e) Any other details that will encourage the editor to send your manuscript for

review?

Para maiores informacdes acesse 0 seguinte tutorial.

N&o serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato

pdf no endereco eletrénico da revista www.scielo.br/cr.

Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) -
inglés e portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do
artigo deve ser mailscula exceto no caso de nomes proprios. Evitar abreviaturas e
nomes cientificos no titulo. O nome cientifico s6 deve ser empregado quando
estritamente necesséario. Esses devem aparecer nas palavras-chave, resumo e
demais sec¢bes quando necessarios.

As citacfGes dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras mailusculas
seguidas do ano de publicacdo, conforme exemplos: Esses resultados estdo de
acordo com os reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), como
uma ma formacado congénita (MOULTON, 1978).

Nesse link € disponibilizado o arquivo de estilo para uso com o software EndNote
(o EndNote é um software de gerenciamento de referéncias, usado para gerenciar
bibliografias ao escrever ensaios e artigos). Também é disponibilizado nesse link o
arquivo de estilo para uso com o software Mendeley.

As Referéncias deverdo ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000)

conforme normas préprias da revista.

Citacéao de livro:
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JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders,
1985. 2v.

TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas toxicas da Amazonia a

bovinos e outros herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.
Capitulo de livro com autoria:
GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH,

D.E. The thyroid. Baltimore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.

Capitulo de livro sem autoria:

COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling
techniques. 3.ed. New York : John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90.
TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: . Técnicas

cirirgicas em animais de grande porte. Sdo Paulo : Roca, 1985. p.29-40.

Artigo completo:
O autor deverd acrescentar a url para o artigo referenciado e o numero de

identificagdo DOI (Digital Object Identifiers), conforme exemplos abaixo:

MEWIS, I.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against
different stages of the stored product pests Tribolium confusum (Coleoptera:
Tenebrionidae), Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus granarius
(Coleoptera: Curculionidae) and Plodia interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae). Journal
of Stored Product Research, Amsterdam (Cidade opcional), v.37, p.153-164, 2001.
Available from: <http://dx.doi.org/10.1016/S0022-474X(00)00016-3>. Accessed: Mar.
18, 2002. doi: 10.1016/S0022-474X(00)00016-3.

PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Response of Sitophilus oryzae
(L.), Cryptolestes ferrugineus (Stephens) and Oryzaephilus surinamensis (L.) to
different concentrations of diatomaceous earth in bulk stored wheat. Ciéncia Rural ,
Santa Maria (Cidade opcional), v. 38, n. 8, p.2103-2108, nov. 2008 . Available from:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
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84782008000800002&Ing=pt&nrm=iso>.  Accessed: Mar. 18, 2009. doi:
10.1590/S0103-84782008000800002.

SENA, D. A. et al. Vigor tests to evaluate the physiological quality of corn seeds
cv. 'Sertanejo’. Ciéncia Rural, Santa Maria , v. 47, n. 3, €20150705, 2017 . Available
from: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782017000300151&Ing=pt&nrm=iso>. Accessed: Mar. 18, 2017. Epub 15-Dez-
2016. doi: 10.1590/0103-8478cr20150705 (Artigo publicado eletronicamente).

Resumos:

RIZZARDI, M.A.; MILGIORANGCA, M.E. Avaliacdo de cultivares do ensaio
nacional de girassol, Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA DA
UFSM, 1., 1992, Santa Maria, RS. Anais... Santa Maria : Proé-reitoria de Poés-
graduacédo e Pesquisa, 1992. V.1. 420p. p.236. (OBS.: tentar evitar esse tipo de

citacao).

Tese, dissertacao:

COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre
bovinos (Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f. Monografia/Dissertacao/Tese
(Especializacado/ Mestrado/Doutorado em Zootecnia) - Curso de Pds-graduacdo em
Zootecnia, Universidade Federal de Santa Maria. (OBS.: tentar evitar esse tipo de

citacao).

Boletim:
ROGIK, F.A. Industria da lactose. Sdo Paulo : Departamento de Producao

Animal, 1942. 20p. (Boletim Técnico, 20). (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacdo).

Informacao verbal:

Identificada no préprio texto logo apds a informacéao, através da expressao entre
parénteses. Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991 - Informe verbal). Ao
final do texto, antes das Referéncias Bibliogréaficas, citar o endereco completo do autor
(incluir E-mail), e/ou local, evento, data e tipo de apresentacdo na qual foi emitida a

informacgéo.
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Documentos eletronicos:

MATERA, J.M. Afeccdes cirargicas da coluna vertebral: andalise sobre as
possibilidades do tratamento cirargico. Sdo Paulo : Departamento de Cirurgia, FMVZ-
USP, 1997. 1 CD. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacao).

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL
ANIMAL VETERINARY CONGRESS, 31., 2006, Prague, Czech Republic.
Proceedings... Prague: WSAVA, 2006. p.630-636. Online. Available from:
<http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon1.pdf?LA=1>.
Accessed: Mar. 18, 2005 (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacao).

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais.
Online. Available from: <http://www.zh.com.br/especial/index.htm>. Accessed: Mar.
18, 2001(OBS.: tentar evitar esse tipo de citacao).

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low
and conventional doses of calcitriol or conjugated equine estrogen. Maturitas,
(Ireland), v.34, n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados MEDLINE.
1994-2000. Online. Available from: <http://www. Medscape.com/server-
java/MedlineSearchForm>. Accessed: Mar. 18, 2007.

MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Andlise comparativa entre duas técnicas de
recuperacdo de Ulcera de cérnea nao infectada em nivel de estroma médio. In:
SEMINARIO LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA, 3. 1997,
Corrientes, Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de Ciencias Veterinarias - UNNE,
1997. Disquete. 1 disquete de 31/2. Para uso em PC. (OBS.: tentar evitar esse tipo de

citacao).

Desenhos, gréaficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o nimero
de ordem em algarismos arabicos. A revista ndo usa a denominagdo quadro. As
figuras devem ser disponibilizadas individualmente por pagina. Os desenhos figuras e

gréaficos (com largura de no maximo 16cm) devem ser feitos em editor grafico sempre
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em qualidade maxima com pelo menos 300 dpi em extenséo .tiff. As tabelas devem
conter a palavra tabela, seguida do nimero de ordem em algarismo arabico e nédo

devem exceder uma lauda.

Os conceitos e afirmacdes contidos nos artigos serao de inteira responsabilidade

do(s) autor(es).

Sera obrigatério o cadastro de todos autores nos metadados de
submissdo. O artigo ndo tramitard enquanto o referido item nao for atendido.
Excepcionalmente, mediante consulta prévia para a Comissdo Editorial outro
expediente poderd ser utilizado.

Lista de verificacdo (Checklist .doc, .pdf).

Os artigos serao publicados em ordem de aprovacéao.

Os artigos nédo aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, o
encaminhamento de uma justificativa pelo indeferimento.

Em caso de duvida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-
se a Comissao Editorial.

Todos os artigos encaminhados devem pagar a taxa de tramitacdo. Artigos
reencaminhados (com decisdo de Reject and Ressubmit) deverdo pagar a taxa de
tramitacdo novamente. Artigos arquivados por decurso de prazo nao terdo a taxa de
tramitacdo reembolsada.

Todos os artigos submetidos passaréo por um processo de verificacao de plagio
usando o programa “Cross Check”.

Contribuicdo dos autores

Para se qualificar para a autoria do manuscrito submetido, todos os autores
listados deveriam ter contribuicdes intelectuais substanciais tanto para a pesquisa
guanto para sua preparacao. Por favor, use um dos exemplos abaixo ou faca o seu.

Exemplo um

RW, RA e RCNO conceberam e projetaram experimentos. WC, LM e AA
realizaram os experimentos, BB realizou as analises laboratoriais. BB supervisionou
e coordenou os experimentos com animais e forneceu dados clinicos. BB realizou

analises estatisticas de dados experimentais. WC, MB e NO prepararam o rascunho
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do manuscrito. Todos 0s autores revisaram criticamente 0 manuscrito e aprovaram a
versao final.

Exemplo dois

Todos os autores contribuiram igualmente para a concepcdo e redacao do
manuscrito. Todos 0s autores revisaram criticamente 0 manuscrito e aprovaram a
versao final.

Exemplo trés

Os autores contribuiram igualmente para o manuscrito.
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Normas para publicacao Bioscience Journal

A redacao deve primar pela clareza, brevidade e concisdo. O texto deve ser
digitado em fonte Times New Roman, tamanho 11, espago simples e com margem de,
no minimo, 2 cm. Todas as linhas deverdo ser numeradas. Os trabalhos deveréo ser
apresentados sem identificacdo de autores. Os nomes dos autores, titulacdo e
endereco de trabalho dever&o ser apresentados nos metadados da submissao e, na
carta de encaminhamento. Figuras e tabelas deverao ser inseridas no texto, 0 mais
préximo possivel de sua citacao.

O artigo sera encaminhado a trés (03) revisores da area, no menor tempo
possivel, sem a identificacdo dos autores e, serd considerado aprovado com 02
pareceres favoraveis.

Serdo aceitos somente trabalhos redigidos em inglés, com apresentacao de
certificado de revisao feito por um expert na lingua inglesa.

A revista se reserva o direito de efetuar alteracbes de ordem normativa,
ortografica e gramatical nos originais, com vistas a manter o padréo culto da lingua,
respeitando, porém, o estilo dos autores. As provas finais seréo enviadas aos autores,
juntamente com o boleto para pagamento da publicacao.

Os trabalhos publicados passardo a ser propriedade da revista Bioscience
Journal, ficando sua reimpresséo, total ou parcial, sujeita a autorizacdo expressa da
direcdo da revista. Deve ser consignada a fonte de publicagdo original.

N&ao serdo fornecidas separatas. Os artigos estarao disponiveis para impressao,
no formato PDF, no endereco eletrdnico da revista.

Seré cobrada taxa de publicacdo, no valor de R$ 40,00 (quarenta reais) por
pagina publicada, dos trabalhos aprovados, para autores nacionais e $ 40 (quarenta
dolares) para autores estrangeiros. (A forma de pagamento sera informada
posteriormente).

Apo6s a avaliacdo e aprovacao do artigo, a revista classificara as colaboracdes

de acordo com as seguintes categorias:
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1. Artigos originais - Artigos que apresentem contribuicéo inteiramente nova ao
conhecimento e permitam que outros investigadores, baseados no texto escrito,
possam julgar as conclusdes, verificar a exatidao das analises e deduc¢des do autor e
repetir a investigacao se assim o desejarem. Devem conter: Titulo, Resumo (com 200
a 400 palavras) e Palavras-chave em Inglés, Introducédo, Material e Métodos,
Resultados, Discussdo (ou Resultados e Discussao) e Conclusédo (opcional),
Agradecimentos (se couber). Titulo, Resumo (com 200 a 400 palavras) e Palavras-
chaves em portugués e Referéncias. Os trabalhos ndo devem exceder a 20 paginas

(incluindo texto, referéncias, figuras e anexos).

Apresentacao dos Trabalhos

Formato: Todas as colaboracdes devem ser enviadas por meio do Sistema
Eletronico de Editoracéo de Revista - SEER, endereco:
http://www.seer.ufu.br/index.php/biosciencejournal/about/submissions#onlineSubmis
sions

O texto deve estar gravado em extensdo RTF (Rich Text Format) ou em formato
Microsoft Word (2010). Os metadados deveréo ser obrigatoriamente preenchidos com
o titulo do trabalho, nome(s) do(s) autor(es), ultimo grau académico, instituicdo que
trabalha, endereco postal, telefone, fax e e-mail.

O texto sera escrito cordialmente, com intercalacdo de tabelas e figuras, ja
inseridas no texto, em quantidade minima necessaria para a sua compreensao.

No corpo do trabalho ndo devera constar os nomes dos autores, que deverao
ser encaminhados separadamente, com dados pessoais (titulos, endereco para
correspondéncia, e-mail e Instituicdo a que estéa ligado), como medida de sigilo.

Titulo do trabalho: O titulo deve ser breve e suficientemente especifico e
descritivo, contendo as palavras-chave que representem o conteldo do texto
separadas por ponto, ambos acompanhados de sua traducéo para o portugués.

Resumo: Deve ser elaborado um resumo informativo com cerca de 200 a 400
palavras, incluindo objetivo, método, resultado, conclusdo, acompanhado de sua
traducdo para o portugués. Ambos devem ter, no méximo, 800 palavras.

Palavras-chave: As palavras-chave e keywords ndo devem repetir palavras do
titulo, devendo-se incluir o nome cientifico das espécies estudadas. As palavras

devem ser separadas por ponto e iniciadas com letra mailscula. Os autores devem


http://www.seer.ufu.br/index.php/biosciencejournal/about/submissions#onlineSubmissions
http://www.seer.ufu.br/index.php/biosciencejournal/about/submissions#onlineSubmissions
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apresentar de 3 a 6 termos, considerando que um termo pode ser composto de duas
ou mais palavras.

Agradecimentos: Agradecimentos a auxilios recebidos para a elaboragdo do
trabalho deverdo ser mencionados no final do artigo, antes das referéncias.

Notas: Notas contidas no artigo devem ser indicadas com um asterisco
imediatamente depois da frase a que diz respeito. As notas deverao vir no rodapé da
pagina correspondente. Excepcionalmente poderdo ser adotados numeros para as
notas junto com asteriscos em uma mesma pagina, e nesse caso as notas com
asteriscos antecedem as notas com numero, ndo importando a ordem dessas notas
no texto. Apéndices: Apéndices podem ser empregados no caso de listagens
extensivas, estatisticas e outros elementos de suporte.

Figuras e tabelas: Fotografias nitidas(preto e branco ou em cores), graficos e
tabelas em preto e branco (estritamente indispensaveis a clareza do texto) seréo
aceitos, e deverao ser assinalados, no texto, pelo seu nimero de ordem, nos locais
onde devem ser intercalados. Se as ilustragcfes enviadas ja tiverem sido publicadas,
mencionar a fonte. (vide normas para elaboracéo de figuras, na proxima secao).

Os manuscritos, ainda que apresentem relevancia cientifica e estejam
metodologicamente corretos, poderdo ser recusados se nao apresentarem a devida

organizacao e se estiverem fora das normas da Bioscience Journal.

NORMAS PARA ELABORACAO DE FIGURAS

1. As figuras podem ser feitas em softwares de preferéncia dos autores (Excel,
Sigma Plot, etc.), devendo ser inseridas e enviadas em formato TIFF ou JPG com
resolucao minima de 300 dpi.

2. As figuras deverdao ter largura maxima de 8,0 cm ou 16,0 cm.

3. Os titulos e a escala dos eixos x e y deverdo ser em Times New Roman
tamanho 11. As linhas dos eixos e demais linhas (e.g., curvas de regressao) deveréo
ter espessura de 0,3 mm. Todas as informac¢des contidas no interior da figura (e.qg.,
equacdes, legendas) deverdo ser em Times New Roman tamanho 10 ou no minimo
8. Sao dispensaveis as bordas, direita e superior, em graficos.

4. Todas as figuras deverao ser inseridas convenientemente no texto logo apos
a sua chamada, consecutivamente e em numeros arabicos. As figuras deverao ser

inseridas no texto por meio do comando “Inserir—Imagem/Figura—Arquivo”.
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5. As figuras podem ser constituidas por multiplos graficos, tanto na horizontal
como na vertical, respeitando a largura maxima de 16,0 cm e 8,0 cm, respectivamente.
Quando se tratar de figuras com varios gréaficos, os mesmos deverao ser identificados
por letras (A, B, C, D) em maiusculo entre parénteses, fonte Times New Roman
tamanho 11. Trabalhos que tenham sido consultados e mencionados no texto séo da
responsabilidade do autor.

Informacéao oriunda de comunicacao pessoal, trabalhos em andamento e os nao-
publicados ndo devem ser incluidos na lista de referéncias, mas indicados em nota de
rodapé da pagina em que forem citados.

Referéncias: NBR 6023/2002. A exatiddao e adequacédo das referéncias a
trabalhos que tenham sido consultados e mencionados no texto s&o da
responsabilidade do autor. Informacao oriunda de comunicacao pessoal, trabalhos em
andamento e os ndo publicados ndo devem ser incluidos na lista de referéncias, mas
indicados em nota de rodapé da pagina onde forem citados.

As referéncias incluidas no final de cada artigo devem ser escritas em paginas
separadas do texto principal, em ordem alfabética de acordo com as normas da ABNT
NBR-6023, ago. 2002. Na lista de Referéncias, no final do artigo, todos os autores

devem ser mencionados. N&o € permitido o uso da expressao et al.

Observar os exemplos das referéncias abaixo:

Livro no todo:

GRAZIANI, Mario. Cirurgia buco-maxilo-facial. 6. ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 1976. 676 p.

Capitulo de livro sem autoria prépria:

PERRINS, C. M. Social systems. In: . Avian ecology. Glasgow: Blackie,
1983. cap. 2, p. 7-32.

Capitulo de livro com autoria propria:

GETTY, R. The Gross and microscopic ocurrence and distribution of
spontaneous atherosclerosis in the arteries of swine. In: ROBERT JUNIOR.; A,,
ATRAUSS, R. (Ed.). Comparative atherosclerosis. New York: Harper & Row, 1965. p.
11-20.

Monografias, Dissertagc0es e Teses:
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CORRALES, Edith Alba Lua Segovia. Verificacdo dos efeitos genotdxicos dos
agentes antineoplasicos citrato de tamoxifen e paclitaxel. 1997. 84 f. Dissertacéo
(Mestrado em Genética e Bioquimica) — Curso de Pds-Graduacdo em Genética e
Bioquimica, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, 1997.

Trabalhos apresentados em eventos: Congressos, Seminarios, Reunides...

NOVIS, Jorge Augusto. Extensdo das acbes de saude na area rural. In:
CONFERENCIA NACIONAL DE SAUDE, 7., 1980, Brasilia. Anais... Brasilia: Centro
de Documentacdo do Ministério da Saude, 1980. p. 37-43.

Artigos de periddicos:

COHEN, B. I.; CONDOS, S.; DEUTSCH, A. S.; MUSIKANT, B. L. La fuerza de
fractura de tres tipos de materiales para el muiion en combinacion com tres espigas
endodontiacales distintas. R. Cent. C. Biomed. Univ. Fed. Uberlandia, Uberlandia, v.
13,n. 1, p. 69-76, dez. 1997.

Obs.: Quanto ao titulo de periédicos, deve-se adotar um Unico padrao. Na lista
de Referéncias todos os titulos de periédicos devem vir abreviados ou todos por
extenso e, em negrito.

Nota:

Quando se tratar de documento eletrénico, deve-se fazer a referéncia normal,
acrescentando-se ao final informacdes sobre a descricdo do meio ou suporte.

Exemplo:

Capitulo de livro com autoria préopria disponivel em CD-ROM:

FAUSTO, A. I. da F.; CERVINI, R. (Org.). O trabalho e a rua. In: BIBLIOTECA
nacional dos direitos da crianca. Porto Alegre: Associacéo dos Juizes do Rio Grande
do Sul, 1995. 1 CD-ROM.

Artigo de periédicos em meio eletrénico:

ROCHA-BARREIRA, C. A. Caracterizacdo da gbnada e ciclo reprodutivo da
Collisella subrugosa (Gastropoda: Acmaeidae) no Nordeste do Brasil. Brazilian
Journal of Biology, Sao Carlos, v. 62, n. 4b, nov. 2002. Disponivel em: Acesso em: 20
abr. 2003.

Recomendacdes: Recomenda-se que se observem as normas da ABNT

referentes a apresentacdo de artigos em publicacbes peridédicas (NBR 6023/2002),
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apresentacado de citacbes em documentos (NBR 10.520/2002), apresentacdo de
originais (NBR 12256), norma para datar (NBR 5892), numeracao progressiva das
secoes de um documento (6024/2003) e resumos (NBR 6028/2003), bem como a

norma de apresentacao tabular do IBGE.

Transferéncia de Direitos Autorais:

Todas as pessoas relacionadas como autores devem assinar a Transferéncia de
Direitos Autorais:

“Declaro que, em caso de aceitacdo do artigo, a Bioscience Journal passa a ter
os direitos autorais a ele referentes, que se tornardo propriedade exclusiva da Revista,
vedado a qualquer reproducéo, total ou parcial, em qualquer outra parte ou meio de
divulgacao, impressa ou eletrdnica, sem que a prévia e necessaria autorizacao seja
solicitada e, se obtida, farei constar o competente agradecimento a Revista.

Assinaturas do(s) autor(es) Data [

As opinides emitidas pelos autores dos artigos sdo de sua exclusiva

responsabilidade.

Declaragéo de Responsabilidade:

Todas as pessoas relacionadas como autores devem assinar a declaracdo de
responsabilidade nos termos abaixo:

- Certifico que participei da concepc¢éo do trabalho para tornar publica minha
responsabilidade pelo seu contetdo, ndo omitindo quaisquer ligacdes ou acordos de
financiamento entre os autores e companhias que possam ter interesse na publicacéo
deste artigo;

- Certifico que o manuscrito é original e que o trabalho, em parte ou na integra,
ou qualquer outro trabalho com contetdo substancialmente similar, de minha autoria,
nao foi enviado a outra Revista e ndo o serd, enquanto sua publicacéo estiver sendo

considerada pela Bioscience Journal, quer seja no formato impresso ou no eletrénico.

Endereco para envio de trabalhos:
http://lwww.seer.ufu.br/index.php/biosciencejournal/about/submissions#onlineSu

bmissions
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Condi¢cdes Para Submisséo

Como parte do processo de submissao, os autores sao obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As
submissdes que nao estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos
autores.

1. Seréo aceitos somente trabalhos redigidos em inglés.

A contribuicdo é original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para
publicacdo por outra revista; ndo sendo o caso, justificar em "Comentarios ao
Editor".

2. Os arquivos para submissao estdo em formato Microsoft Word (2010), RTF ou
WordPerfect.

3. O texto estd em espaco simples; usa uma fonte de 11-pontos; emprega italico

ao invés de sublinhar (exceto em enderecos URL); com figuras e tabelas
inseridas no texto, e ndo em seu final.

4. A identificacdo de autoria deste trabalho foi removida do arquivo (word) e da
opcao Propriedades no Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da
revista. O texto cumpre com as normas de formatacdo da revista citados em
“Diretrizes para os autores” na secao “Sobre”.

5. No momento da submissao on line, o autor principal devera enviar um oficio
assinado por todos os autores, solicitando a submissdo do artigo e a sua
possivel publicacdo, exclusivamente nesta revista. O oficio deverad ser
digitalizado e transferido em "documentos suplementares”.

6. Todos os enderecos "URL" no texto (ex.:http://pkp.ubc.ca) estao ativos.

7. O artigo esta sendo submetido corretamente na secdo correspondente, de
acordo com a sua éarea.

8. Os manuscritos mesmo apresentando relevancia cientifica e estando
metodologicamente corretos poderao ser recusados se apresentados de forma
desorganizada e fora das normas da Bioscience Journal. Manuscritos bem
escritos e apresentados de acordo com as normas sao revisados com maior
rapidez e, também, exigindo menor esfor¢co dos revisores.

9. Sera cobrada taxa de publicacdo, no valor de R$ 40,00 (quarenta reais) por

pagina publicada, dos trabalhos aprovados, para autores nacionais e $ 30
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(trinta délares ou 30 euros) para autores estrangeiros(A forma de pagamento
seré informada posteriormente).

10.Todos os itens acima séo requisitos basicos para a submisséo de um artigo e,
caso nao estejam de acordo com as normas da revista, ou os metadados nao
estejam preenchidos corretamente, o referido artigo NAO SERA considerado

para avaliagao.

Declaracéo de Direito Autoral

Os direitos autorais para artigos publicados nesta revista sdo do autor, com
direitos de primeira publicagéo para a revista. Em virtude de aparecerem nesta revista
de acesso publico, os artigos sdo de uso gratuito, com atribuicdes préprias, em

aplicacdes educacionais e ndo-comerciais.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderegos de email neste site serdo usados exclusivamente para

0s propositos da revista, ndo estando disponiveis para outros fins.

Taxas para Autores

Este periddico cobra as seguintes taxas aos autores.

Taxa para publicacdo: 40,00 (BRL),Sera cobrada taxa de publicacdo, no valor de
R$ 40,00 (quarenta reais) por pagina publicada, dos trabalhos aprovados, para
autores nacionais e $ 40 (40 délares ou 40 euros) para autores estrangeiros. (A forma
de pagamento sera informada posteriormente).
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