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Abstract 
 
PILON, Anderson Martins, M.S., Universidade Federal de Viçosa (Federal University 
of Viçosa), MG, BRAZIL. February, 2008. BIOCHEMICAL, PHYSIOLOGICAL AND 
BEHAVIORAL RESPONSE OF ANTICARSIA GEMMATALIS WHEN SUBMITTED 
TO  TREATMENTS  WITH  PROTEASE  INHIBITORS.  Orienter:  Maria  Goreti  de 
Almeida Oliveira. Advisor: Raul Narciso Carvalho Guedes and Angelo Pallini . 
The insects are responsible for great losses in Agriculture. In the attempt to control 
them, new alternatives that are not based on agrochemicals have been searched. In 
the coevolution involving plants and insects, the plants developed defense mechanisms 
against the attack of insects. Amongst these mechanisms the production of protease 
inhibitors is distinguished. It is postulated that, when a plant is attacked or wound, it 
favors an increase in the levels of proteases inhibitors in the wounded region (local 
response)  and  or  all  over  the  plant  (systemic  response).  In  this  insect-plant 
interaction,  the  insects  can  develop  defense  mechanisms  against  the  protease 
inhibitors produced by the  plant. This possibility  demands a closer  study of the 
behavior of the mid intestine proteolytic enzymes  of the insects, starting from the 
chronic ingestion of protease inhibitors at the moment of the attack to the plant. Many 
investigations  have  been  demonstrating  the  potential  of  proteases  inhibitors  in 
compromising  insect development.  An important plague  in  the  soy  culture  is  the 
lepidoptera  Anticarsia  gemmatalis  (Hübner). In this  context  the  present  work  was 
based on verifying to the behavioral effects, in the post-embryonic development and 
in the A.gemmatalis digestive proteases after the ingestion of the serine-proteases 
inhibitor, benzamidine,  sprayed on soy plants of the CAC-1 variety and its triple-null 
genotype, in six different concentrations: 0.0, 0.15, 0.30, 0.45, 0.60 and 0.75%. The 
benzamidine intervened in the behavioral response of Anticarsia gemmatalis larvae 
and butterflies,  which  had  preference  for  plants that had not been sprayed  with 
benzamidina.  The  post-embryonic  development  was  also  affected  reducing  the 
weight gain and increasing the mortality. Anticarsia gemmatalis in situation of chronic 
inhibitor ingestion presented adaptative responses like a hyperproduction of sensible 
and/or insensitive to the trypsin-like proteases and the capacity to sintethise other 
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proteases as it is the case of cysteine proteases. Therefore, these data suggest that 
the employment of protease inhibitors can be a promising strategy in the control of 
Anticarsia gemmatalis in the soy culture. 
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Resumo 
 
PILON, Anderson Martins, D.S., Universidade Federal de Viçosa, Fevereiro de 2008. 
RESPOSTAS BIOQUÍMICA, FISIOLÓGICA E COMPORTAMENTAL DE 
ANTICARSIA GEMMATALIS (LAGARTA DA SOJA) AO INIBIDOR DE SERINO-
PROTEASES BENZAMIDINA. Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Co- 
orientadores: Raul Narciso Carvalho Guedes, Maurílio Alves Moreira, Joel Antônio 
de Oliveira e Márcia Rogéria de Almeida Lamêgo. 
 
Os insetos são responsáveis por grandes perdas na Agricultura. Na tentativa 
de controlá-los, têm-se buscado novas alternativas que não sejam baseadas em 
agroquímicos. Na coevolução entre plantas e insetos, as plantas desenvolveram 
mecanismos de defesa contra o ataque de insetos. Dentre estes mecanismos, 
destaca-se a produção de inibidores de protease. É postulado que, quando uma 
planta é atacada ou ferida, ela propicia um aumento nos níveis de inibidores de 
proteases na região ferida (resposta local) e ou em toda a planta  (resposta 
sistêmica). Nesta interação inseto-planta, os insetos podem desenvolver 
mecanismos de defesa contra os inibidores de proteases produzidos pela planta. 
Esta possibilidade demanda um conhecimento mais elaborado do comportamento 
das enzimas proteolíticas do intestino médio dos insetos, a partir da ingestão crônica 
de inibidores de protease no momento do ataque à planta. Muitas pesquisas vêm 
demonstrando o potencial dos inibidores de proteases em comprometer o 
desenvolvimento do inseto. Uma praga que se destaca na cultura da soja é o 
lepidóptera, Anticarsia gemmatalis (Hübner). Neste contexto, o presente trabalho 
fundamentou-se em verificar os efeitos comportamentais no desenvolvimento pós-
embrionário e nas proteases digestivas de A.gemmatalis quando ingeriram o inibidor 
de serino-proteases benzamidina aplicado em plantas de soja da variedade CAC-1 e 
seu genótipo triplo-nulo, em seis diferentes concentrações: 0,0; 0,15; 0,30; 0,45; 
0,60; e 0,75%. A benzamidina interferiu na resposta comportamental de lagartas e 
mariposas de Anticarsia gemmatalis, as quais tiveram preferência por plantas que 
não receberam pulverizações com benzamidina. O desenvolvimento pós-
embrionário também foi afetado reduzindo o ganho de peso e aumentando a 
mortalidade. Anticarsia gemmatalis em situação de ingestão de inibidores 
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apresentou respostas adaptativas como a capacidade de sintetizar cisteíno 
proteases. Portanto, estes dados sugerem que a utilização de inibidores de protease 
possa ser uma estratégia promissora no controle de Anticarsia gemmatalis na 
cultura da soja. 
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1.  Introdução geral 
Estima-se  que as  perdas  provocadas  por pragas  e  doenças  na  agricultura 
mundial atinjam 37% da produção, dos quais cerca de 10-20% sejam devidos aos 
insetos  (Silva-Filho  e  Falco,  2000;  Ferry  et  al.,  2006).  Os  insetos  não  apenas 
provocam  perdas  na  produtividade  diretamente  pelo  ao  ataque  herbívoro,  mas 
também indiretamente por atuarem como vetores de vários patógenos de plantas 
(Hilder  e  Boulter,  1999).  Essas  perdas  ocorrem  mesmo  com  o  uso extensivo  de 
pesticidas  e  fungicidas  e,  na  ausência  de  tais  medidas  de  proteção,  tais  perdas 
podem  ser  ainda  maiores.  Segundo  Lawrence  e  Koundal  (2002),  as  perdas 
estimadas em culturas  ao redor do mundo sem o uso de pesticidas ou outras 
estratégias de controle não-químico atingem 70% da produção, representando um 
prejuízo de 400 bilhões de dólares. 
Embora atualmente os métodos de controle de pragas ainda se concentrem 
basicamente na utilização de agroquímicos (Lawrence e Koundal, 2002), o alto custo 
para o desenvolvimento de novos produtos cujas formulações devam se adequar às 
pragas  cada  vez  mais  resistentes  ao  seu  uso,  as  conseqüências  ambientais 
inaceitáveis, como a contaminação da  cadeia alimentar e cursos de água, e a 
própria pressão de consumidores contra essa prática têm provocado uma revolução 
no controle de pragas na agricultura moderna. 
A  soja  Glycine  max  (L.)  Merril  é  um  dos  produtos  agrícolas  de  maior 
importância  para  o  Brasil,  ocupando  lugar  de  destaque  na  pauta  de  exportação, 
sendo plantada praticamente em todo território nacional. Ocupa extensas áreas nas 
regiões  sul  e  centro-oeste  tendo  posição  de  destaque  no país  como  fonte  de 
proteína e  de óleo  vegetal, para  consumo interno ou  como  gerador de divisas, 
através  das  exportações.  Os  países  maiores  produtores  de  soja são  também os 
maiores exportadores, sendo o principal os Estados Unidos, seguidos pelo Brasil e 
Argentina.  No  âmbito  nacional  a  soja  ocupa  o  segundo  lugar  entre  os  principais 
produtos agrícolas, ocupando essa posição há vários anos (Embrapa, 2006). Dada a 
sua importância econômica, os problemas ocasionados pelo ataque de pragas são 
consideráveis face aos prejuízos que causam à produção e à qualidade dos grãos 
ou sementes (Magrini et al., 1999). 
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O levantamento da safra 2006/2007 feito em janeiro de 2007 pela Conab 
(Companhia Nacional de Abastecimento) prevê que a área cultivada com soja nesta 
safra seja de 20,7 milhões de hectares, com uma produção de 54,87 milhões de 
toneladas  (Companhia  Nacional  de  Abastecimento, 2007).  A  cultura da  soja  está 
sujeita ao ataque de pragas durante todo o seu ciclo, e os insetos, principalmente na 
fase larval, representam um importante prejuízo, pois afetam tanto a planta quanto a 
semente,  podendo  reduzir  substancialmente  a  qualidade  de  ambas,  causando 
perdas significativas da produção da cultura (Andrade et al., 2004). 
Entre os insetos que trazem conseqüências econômicas mais significativas na 
soja,  destaca-se  Anticarsia  gemmatalis  Hübner  (Lepidoptera:  Noctuidae).  É 
conhecida como lagarta da soja, sendo um inseto  desfolhador  que começa  a  se 
alimentar da epiderme inferior e do mesófilo da folha jovem. A partir do segundo 
ínstar a lagarta já consegue se alimentar da folha inteira chegando a promover a 
completa desfolhação  da planta.  Quando a  folhagem é  removida,  ataca  outras 
partes  da  planta.  O  desfolhamento compromete o  enchimento  das  vagens,  com 
conseqüente redução da produção de grãos. O ciclo de vida da lagarta da soja se 
completa  em  cerca  de  quatro  semanas  durante  o  verão,  tendo  sua  duração 
aumentada no outono. 
 No combate à pragas agrícolas é crescente a busca por desenvolvimento de 
compostos de menor custo, que sejam mais específicos e menos poluentes, como 
os biopesticidas, além do uso cada vez mais freqüente de práticas de engenharia 
genética,  que  permitem  que  genes  de  resistência  de  qualquer  origem  (planta, 
animal, microrganismo, sintético) sejam utilizados nos programas de melhoramento 
de  plantas  (Hilder  e  Boulter,  1999;  Andrade  et  al.  2004).  Em 2003  nos  Estados 
Unidos, a cultura de seis espécies de plantas, inclusive a soja, modificadas com um 
único  gene  de resistência  a  insetos, resultou em uma  produção adicional  de  2,4 
milhões de toneladas de alimentos e uma redução do uso de 21.000 toneladas de 
pesticidas (Christou et al., 2006). Assim, a exploração de mecanismos de resistência 
endógena das plantas ao ataque dos insetos herbívoros tem sido uma alternativa de 
controle de pragas (Gatehouse, 2002; Ferry et al., 2004). 
Para  escapar  do  ataque  de  organismos  fitopatogênicos  e  herbívoros,  as 
plantas desenvolveram variados e eficientes mecanismos de resistência, explorando 
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as  diferenças  fisiológicas  e  bioquímicas  existentes  entre  elas  e  seus  herbívoros. 
Qualquer  característica  capaz de afetar  a  performance  dos insetos,  aumentando 
aptidão darwiniana da planta em ambientes com herbívoros, pode ser considerada 
uma defesa. Em geral, tais defesas são constitutivas, de ocorrência independente de 
qualquer  injúria  e  com  sua  intensidade  variando  no  decorrer  do  processo  de 
maturação  e  envelhecimento  fisiológico  dos  tecidos  vegetais.  Entre  elas  estão 
incluídas proteínas com propriedades entomotóxicas, como as α-amilases, inibidores 
de proteases, globulinas, lecitinas e quitinases (Mello e Silva-Filho, 2002; Pilon et al., 
2006),  que  normalmente estão  presentes  em sementes  e órgãos  vegetativos  de 
leguminosas (Sales et al., 2001; Franco et al., 2002). 
Em nosso grupo de pesquisa constatamos que plantas de soja respondem ao 
ataque de  insetos  através  da  Via  das  Lipoxigenases.  Por  esta  via  são  ativados 
genes que codificam para inibidores de proteases. Assim, plantas de soja atacadas 
por insetos produzem aumento de inibidores de proteases (Silva et al. 2002, Silva et 
al. 2004, Fortunato et al. 2007). A ingestão dos inibidores pelos insetos herbívoros 
interfere  no  processo  de  degradação  das  proteínas  no  intestino  médio  sendo, 
portanto, considerados agentes antimetabólicos  por  causarem deficiência protéica 
nos insetos. Os seus efeitos são atribuídos à sua interferência direta na digestão 
protéica, diminuindo a biodisponibilidade de aminoácidos, prejudicando a síntese de 
proteínas necessárias ao crescimento, desenvolvimento e reprodução dos insetos. 
Há ainda outra hipótese de que os inibidores afetem o desenvolvimento de forma 
indireta, através de um mecanismo de “feedback”, que levaria a uma hiperprodução 
de  proteases  digestivas  para  compensar  os  baixos  níveis  de  aminoácidos 
biodisponíveis,  deslocando  aminoácidos  para  a  síntese  de  mais  proteases  em 
detrimento de outras proteínas essenciais (Oliveira et al. 2005; Pilon et al. 2006 ). 
Os  inibidores  de proteases apresentam grande potencial por  reduzirem ou 
impedirem  a  atividade  das  enzimas  digestivas  dos  insetos,  causando-lhes 
desnutrição e redução do desenvolvimento, podendo chegar até à morte (Oliveira et 
al.  2005,  Pilon  et  al,  2006,  Moreira  2007).  Entretanto,  no  caso  de  genes  de 
inibidores,  para  que  isto  ocorra  é  necessário  que  estes  inibidores  sejam 
selecionados levando-se em consideração a fisiologia do inseto e a bioquímica de 
sua digestão (Franco et al., 2002, Oliveira et al. 2005, Xavier et al. 2005). 
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Neste contexto, buscamos compreender melhor  o  mecanismo de interação 
entre a lagarta da soja [A. gemmatalis (Hübner)] e a planta da soja [Glicine max (L.) 
Merrill]  realizando  um  estudo  bioquímico  fisiológico  e  comportamental  de 
A.gemmatalis que ingeriram o inibidor de serino-proteases benzamidina aplicado em 
plantas de soja  da variedade CAC-1  e seu genótipo  triplo-nulo, em  seis  diferentes 
concentrações:  0.0;  0,15;  0,30;  0,45;  0,60  e  0,75  %.  buscando  uma  melhor 
compreensão da bioquímica e fisiologia do inseto durante a interação planta-inseto. 
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2.  Revisão da literatura 
2.1.  Interação Planta-Inseto 
As  plantas  e  os  insetos  nos  ecossistemas  naturais  estão  continuamente 
interagindo  de  forma  complexa.  Os  insetos  propiciam  às  plantas  atividades 
benéficas  como  a  polinização  e  defesa,  já as  plantas  podem  prover  aos  insetos 
abrigo, local para ovoposição e  alimentação, demostrando uma estreita relação 
associativa entre esses organismos. Em contrapartida existem insetos que atacam 
as plantas e, dependendo da intensidade de herbivoria, podem ser extremamente 
prejudiciais podendo levar até mesmo à morte destas (Panda e Khush, 1995). 
Na  coevolução  das  plantas  e  dos  insetos,  as  plantas  evoluíram  com 
desenvolvimento de diferentes mecanismos de defesa contra o ataque dos insetos, 
como barreiras físicas e defesas químicas, além de complexas vias de sinalização 
(Falco et al., 2001). Existem diferentes mecanismos de defesa química destacando-
se a síntese  de  proteínas  (Haruta  et  al., 2001), a liberação  para o ambiente   de 
compostos  voláteis objetivando a atração de predadores dos insetos  herbívoros 
(Birkett  et  al.,  2000),  a  síntese  de  metabólitos  secundários  (Baldwin,  2001; 
Kliebenstein, 2001) e o aumento de tricomas na epiderme de folhas e caule (Fordyce 
e Agrawal, 2001) (Figura I). 
Em  resposta  aos  mecanismos  de  defesa  das  plantas,  os  insetos 
desenvolveram estratégias para contornar as barreiras impostas pelas plantas, em 
se incluem a metabolização e seqüestro de compostos tóxicos (Scott e Wen, 2001; 
Nishida,  2002), mecanismos de fuga  (Zangerl, 1990) e alteração nos padrões de 
expressão gênica (Silva et al, 2001) (figura I) 
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Figura I – Interações entre plantas e insetos 
Fonte: Mello & Silva-Filho, 2002. 
As proteínas de defesa demonstram ser uma excelente estratégia de controle. 
Estas podem ser produzidas constitutivamente em tecidos que são particularmente 
vulneráveis ao ataque  de  insetos, tais  como sementes  e  folhas, ou podem ser 
induzidos por danos mecânicos, como ocorre quando um inseto se alimenta de uma 
folha (Jouanin et al, 1998). Entretanto, muitas destas proteínas também são tóxicas 
aos mamíferos, o que indica que devam ser cautelosamente estudadas para o uso 
como mecanismo de proteção de plantas contra insetos (Silva-Filho & Falco, 2000). 
Entre essas proteínas estão incluídas enzimas como quitinases, lectinas e inibidores 
de protease (Ryan, 1990, Silva et al., 2002). 
Os inibidores de proteases são naturalmente produzidos pelas plantas e estão 
intimamente relacionados ao mecanismo de defesa delas à herbivoria. Seus níveis 
em folhas são extremamente baixos e podem ser rapidamente elevados quando a 
planta é mecanicamente danificada pelo inseto ou mediante a liberação de elicitores 
(Rakwal et  al., 2001). Além da resposta local  verifica-se que  sinais específicos 
originários  dos  tecidos  danificados  são  transportados  via  floema,  acarretando 
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aumento nos níveis de inibidores de proteases por toda a planta, caracterizando esta 
resposta como sistêmica (Jongsma e Bolter, 1997). Os inibidores de proteases de 
planta funcionam como substratos específicos das proteases digestivas dos insetos, 
formando um complexo estável no qual a proteólise é limitada e extremamente lenta 
(Tiffin e Gaut, 2001). 
Enfim, a ingestão crônica de inibidores de protease pelo inseto acarreta uma 
deficiência  em  aminoácidos  essenciais,  a qual  influencia no seu crescimento  e 
desenvolvimento,  podendo  eventualmente  ocasionar  sua  morte  pela  inibição  das 
proteases  digestivas  ou  por  uma  hiperprodução  destas  enzimas,  reduzindo  a 
disponibilidade  de  aminoácidos  essenciais  para  a  síntese  de  outras  proteínas 
(Jongsma e Bolter, 1997; Pompermayer et al., 2001). Assim, a ingestão de inibidores 
de proteases, prolongando o desenvolvimento dos insetos herbívoros, também o faz 
com  o período de tempo em que os inimigos naturais (predadores) podem ser 
atraídos  para  a  planta  atacada  através  de  compostos voláteis  liberados  por  ela, 
promovendo dessa maneira o controle da praga (Baldwin, 2001). 
Na evolução  das plantas e dos insetos, os insetos herbívoros parecem ter 
desenvolvido  estratégias de  contraposição às defesas de plantas, uma  vez  que 
alguns se alimentam de  uma larga variedade  de  espécies  de  plantas  (polífagos), 
podendo ser seletivos ou utilizar partes mais desejáveis, restringido deste modo os 
compostos tóxicos produzidos pelas plantas. Outros restringem sua alimentação a 
uma ou poucas espécies de plantas (insetos monófagos) e evoluíram sistemas 
enzimáticos que podem desintoxicar tecidos (Ruppert  e  Barnes,  1996). Com os 
inibidores de proteases produzidos pelas plantas não é diferente. Quando a planta 
produz  um  inibidor que  atua  sobre  uma  enzima  de  uma  determinada  classe  de 
proteases, o inseto produz proteases de classes diferentes que poderão degradar 
inclusive o inibidor protéico produzido por esta planta e desta forma impede a sua 
ação prejudicial (Silva-Filho & Falco, 2000). 
Em uma visão global verificamos que, na evolução de insetos e plantas, estes 
desenvolveram mecanismos ecológicos, bioquímicos e fisiológicos de contornar os 
efeitos  negativos  da  interação  inseto-planta.  Após  a  ingestão  de  inibidores  de 
proteases  que  poderiam  causar  impactos negativos  no  seu  desenvolvimento,  os 
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insetos contornam a situação, mediante aumento da atividade das enzimas no trato 
digestivo ou síntese de enzimas não sensíveis ao inibidor (Paulillo et al., 2000; Zhu-
Salzman 2003). Além disso, os insetos podem também resistir à ação dos inibidores 
de protease através da modificação do  espectro ou atividade  relativa de  várias 
hidrolases digestivas (Patankar  et  al., 2001), a  hidrólise de  inibidores  protéicos 
através  de  proteases  insensíveis  (Girard  et  al.,  1998)  e  da  diminuição  da 
sensibilidade das enzimas aos inibidores através da formação de oligomêros de alto 
peso molecular insensíveis aos inibidores (Brito et al., 2001). 
As  plantas desenvolveram  também estratégias  muito eficientes de defesa 
contra as proteases dos insetos  como o  aumento da síntese  de inibidores nos 
tecidos (Rakwal et al., 2001), assim como um aumento na síntese de uma gama de 
inibidores que possuem atividade contra várias proteases (Christeller et al., 1998). 
Desenvolveram  também a  produção  de  inibidores  bifuncionais  que  atuam  contra 
amilases  e proteinases  (Roy e  Gupta, 2000),  o aumento  da complexidade dos 
inibidores  com  propriedades  bioquímicas  diferentes  por  meio  da  produção  de 
isoinibidores (Tiffin e Gaut, 2001) e a expressão de inibidores específicos para as 
enzimas do trato digestivo dos insetos (Falco et al., 2001) . 
 
2.2.  Enzimas Digestivas dos Insetos 
Insetos  são  excelentes  modelos  para  o  estudo  da  função  intestinal 
principalmente porque existem espécies adaptadas a quase todos os tipos de habitat 
e de hábitos alimentares diversos. Além disso, o intestino é a maior interface entre o 
inseto e  o ambiente. Portanto,  é essencial o entendimento do processo  digestivo 
para o desenvolvimento de métodos de controle biológico, como é o caso do uso de 
plantas  transgênicas  no  controle  de  insetos  fitófagos.  A  ocorrência  de  diferentes 
enzimas  digestivas  no  canal  digestivo  de  insetos  deve-se,  principalmente,  à 
composição química da dieta  ingerida. É possível  que todos os  insetos  tenham 
enzimas  digestivas  complementares  àquelas  utilizadas  primariamente,  em 
quantidades relativas que mudam  em resposta  à  composição da dieta (Terra e 
Ferreira, 1994). 
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Para crescerem, se desenvolverem e se reproduzirem os insetos requerem os 
mesmos  aminoácidos  essenciais  aos mamíferos.  Esses  aminoácidos  essenciais 
devem  ser  obtidos  de  uma  dieta  protéica e  para  isso  os  insetos  aparentemente 
alimentam-se de todos os compostos orgânicos, de madeira a folhas, flores, raízes, 
tubérculos, néctar, sementes, animais vivos, restos de outros organismos, sangue e 
de  outros  insetos,  fungos  e bactérias (Murdock  e  Shade,  2002; Fortunato  et  al., 
2007). Essa plasticidade teria sido conferida pela diversidade de enzimas digestivas 
presentes no intestino médio dos insetos que conferem as habilidades de consumir e 
utilizar com eficiência os recursos alimentares de que dispõem justificando o “status” 
de  pragas  de  cultivos  agrícolas  e  alimentos  armazenados  que  muitos  insetos 
possuem (Terra et al., 1996). 
As proteases digestivas catalisam a produção de peptídeos e aminoácidos de 
uma dieta protéica e são encontradas na região do intestino médio do trato digestivo 
dos  insetos.  As peptidases  –  (peptídeo  hidrolases,  EC 3.4)  agem em ligações 
peptídicas. Neste grupo estão incluídas as proteases (endopeptidases, EC 3.4.21-
24)  e  exopeptidases  (EC  3.4.11-19).  As  proteases  são  divididas  em  quatro 
subclasses, de acordo com o seu mecanismo catalítico: serino proteases, cisteíno 
proteases, aspártico proteases e metalo proteases. 
A organização do processo digestivo depende da compartimentalização das 
enzimas  digestivas  e  do  fluxo  do  intestino  médio  que  são  responsáveis  pela 
translocação das enzimas e produtos da digestão. Segundo Terra et al. (1996b) a 
digestão de polímeros dos alimentos (proteínas, amido, celulose e hemicelulose) no 
intestino dos insetos acontece em três fases: 
▪  inicial  –  nesta  fase  ocorre  a  diminuição  da  massa  molecular  dos 
polímeros  através  da  ação  de  hidrolases  como  tripsina,  α-amilase,  celulase  e 
hemicelulase; 
▪  intermediária  –  os  oligômeros  resultantes  da  primeira  fase  são 
hidrolisados em dímeros ou em dipeptídeos por hidrolases tais como a α-amilase e 
aminopeptidase; 
▪  final – ocorre a digestão final dos dímeros que são transformados em 
monômeros por hidrolases tais como dipepetidases, maltase e celobiase. 




22 
 
Estes mesmos autores propõem que a digestão inicial ocorra  no espaço 
endoperitrófico, a digestão intermediária e a final ocorre no espaço ectoperitrófico e 
células do intestino médio, respectivamente. 
As  enzimas  atravessam  a  membrana  peritrófica  e  chegam  ao  espaço 
ectoperitrófico acompanhando os alimentos à medida que são fracionados. Depois, 
voltam para o interior da membrana peritrófica, na porção inicial do intestino médio. 
A  água  passa  pelo  espaço  ectoperitrófico  até  chegar  aos  cecos,  nos  quais  é 
absorvida (Terra et al, 2000). 
O intestino médio das Lepidópteras é alvo de vários estudos relacionados ao 
processo de digestão, mecanismo secretor de enzimas, caracterização de proteases 
digestivas, absorção e movimento de íons, já que várias espécies desta ordem são 
insetos de grande interesse econômico, pois atacam variedades comerciais como 
cereais,  algodão,  leguminosas  entre  outros.  Santos  e  colaboradores  em  1986 
demonstraram que não existe digestão no intestino anterior em larvas de Erinnyis 
ello (Lepidoptera: Sphingidae). 
Em  Spodoptera  frugiperda  (Lepidoptera:  Noctuidae)  foram  encontrados 
resultados  similares.  Dados  obtidos  com  larvas  Manduca  sexta  (Sphingidae) 
mostraram que a atividade da tripsina  é recuperada  no lúmen do intestino médio 
anterior, sendo  que a  maioria  do mRNA  para  tripsina é  encontrada  na porção 
mediana  do  intestino  médio. Estes  resultados  levaram à  proposição, por  estes 
autores, de que esta enzima é secretada por células da porção mediana do intestino 
médio e carreada pelo espaço ectoperitrófico para o intestino médio anterior. Esta 
organização espacial do processo digestivo é provavelmente comparável na maioria 
das larvas, parecendo também ser similar em Lepidópteras adultas (Ferreira et al, 
1994 citados por Terra et al, 1996 a e b). 
 
2.3.  Proteases de insetos 
As proteases digestivas de insetos catalisam a produção de peptídeos e 
aminoácidos de uma dieta protéica e são encontradas na região do intestino médio 
do trato digestivo dos insetos. As serino-proteases são as enzimas mais estudadas, 
sendo seus representantes mais conhecidos a tripsina e a quimiotripsina. As serino 
proteases  participam de uma grande diversidade  de  processos fisiológicos  que 
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incluem, além da digestão, ativação de proteínas específicas como nas cascatas de 
coagulação  no sistema imune  de insetos e  plantas (Wilson  et al.,  1997)  e no 
desenvolvimento e produção de peptídeos biologicamente ativos (Gill et al., 1996). 
Dentro do grupo das serino proteases, tripsinas e quimiotripsinas são as 
enzimas  mais  encontradas.  As  tripsinas  clivam,  preferencialmente,  as  cadeias 
protéicas no lado carboxila dos aminoácidos básicos, como arginina e lisina. São 
inibidas  por  TLCK,  que  age  sobre  a  histidina  do  centro  ativo  da  enzima(Shaw  e 
Mares-Guia, 1965). O valor da massa molecular da tripsina varia entre 20 e 35 KDa 
e seu valor de pI está entre 4-5. Seu pH ótimo de atividade é alcalino, entre 8 e 9 
(Terra et al., 1994). Contudo as tripsinas isoladas de Lepidópteras possuem um pH 
ótimo maior do que os valores de pH encontrados em intestinos médios de outros 
insetos (Lemos et al., 1992).  
As atividades de enzimas tripsina-like são amplamente estudadas em várias 
espécies  de  Lepidópteras  e  diversas  ordens  como  Coleóptera, Auchenorrhyncha, 
Blattodea e Díptera (Muharsini et al., 2001; Foissac et al., 2002; Wagner et al., 2002; 
Lopes & Terra, 2003, Oliveira et al., 2005; Xavier et al., 2005). Algumas de suas 
propriedades  assemelham-se  às  das  tripsinas  de  vertebrados.  No  entanto, 
determinadas características da tripsina de insetos contrastam com as tripsinas de 
vertebrados, como pH ótimo de atividade, peso molecular, sensibilidade a íon, ponto 
isoelétrico e sensibilidade aos inibidores de proteases da planta. Foi verificado que 
as tripsinas de  insetos  não  são ativadas  ou  estabilizadas  por  íons  cálcio  e são 
instáveis em pH ácido (Sakal et al., 1988). O efeito de íons cálcio foi avaliado na 
atividade de uma protease presente no intestino médio de A. gemmatalis, onde foi 
observado um aumento de atividade na presença de 10 - 30 mM de CaCl
2  
(Oliveira 
et  al., 2005). Em vertebrados, o íon cálcio  impede a agregação de  moléculas da 
enzima protegendo-a da autólise e desnaturação por calor, induzindo uma mudança 
conformacional  em  sua  estrutura  para  uma  forma  mais  compacta,  a  qual  é 
necessária para a atividade catalítica (Sipos & Merkel, 1970). 
Estudos  realizados  em  larvas  de  Spodoptera  littoralis  (Lepidoptera: 
Noctuidae) e em Melolontha melolontha (Coleoptera: Scarabaeidae) sobre o efeito 
de íons cálcio na atividade de tripsina em presença de EGTA e/ou EDTA, quelantes 
de cálcio demonstraram que esta enzima sofreu pequena queda em sua atividade 
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(5%). Esse resultado sugere que o cálcio talvez possa ter uma função na enzima 
desses insetos, provavelmente, como co-fator (Lee et al., 1995; Wagner et al., 
2002). 
Oliveira  et  al.  (2005)  purificaram  parcialmente a  enzima  tripsina-like  de A. 
gemmatalis.  A  fração  parcialmente  purificada  mostrou  três  bandas  com atividade 
proteolítica e pesos  moleculares de 66,000, 71,000 e  91,000 em gel SDS-PAGE. 
Ensaios de especificidade enzimática, usando sete peptídeos sintéticos contendo 13 
resíduos  de  aminoácidos  diferenciando  somente  no 5º  resíduo  foram  realizados, 
tendo tripsina e quimotripsina  como controle. Somente  os peptídeos contendo os 
aminoácidos lisina e arginina (específicos para tripsina) foram clivados por ambas, 
tripsina  e  enzima  parcialmente  purificada. Esses  resultados  demonstraram  que  o 
intestino médio de larvas de A. gemmatalis possui uma serino protease tripsina-like. 
Xavier  et  al.  (2005)  identificaram  e  caracterizaram  proteases  ligadas  à 
membrana  presentes  no  intestino  médio  de  A.  gemmatalis.  Seus  resultados 
demonstraram que o extrato enzimático insolúvel foi capaz de hidrolisar a caseína, e 
o  substratos sintéticos L-BApNA  e  L-TAME.  Usando  L-BApNA como  substrato,  a 
atividade  foi  investigada na presença de vários inibidores de  proteases. Assim, 
EDTA, PMSF, TLCK, benzamidinas e  aprotinina, foram todos capazes de inibir a 
atividade, com maior inibição observada com TLCK e benzamidinas. De acordo com 
estes resultados,  concluiu-se  que o intestino médio de  larvas de A.  gemmatalis 
possui tripsina-like ligada à membrana. Com o propósito de caracterizar melhor a 
atividade tripsina-like, foi determinada a atividade ótima para o extrato insolúvel. O 
pH ótimo usando L-BApNA e L-TAME foi 8,5 e 8,0, respectivamente e a temperatura 
ótima  foi  de  50
o
C  para  ambos  substratos.  O  efeito  de  cálcio  na  atividade  foi 
investigado usando L-BApNA  como  substrato. A atividade máxima foi  obtida na 
concentração de 20 mM de cálcio. Valores de K
Mapp
 para L-BApNA e L-TAME foram 
de 0.23 mM e 95,4 mM, respectivamente. 
Múltiplas isoenzimas de tripsinas têm sido reconhecidas e o seqüenciamento 
da multifamília de genes codificadores de tripsinas de insetos tem recebido recente 
foco de atenção (Mazumdar-Leigton et al., 2000; Mazumdar-Leigton et al., 2001; DE 
Leo et al., 2001). As proteases induzidas explicam o desenvolvimento da resistência 
do inseto aos inibidores de proteases presentes em plantas nativas ou transgênicas 
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(Jogsma et al., 1995; Broadway, 1995, 1996; Brown et al., 1997; Brito et al., 2001). 
Cisteíno-proteases  são  enzimas  proteolíticas  que  agem  via  ataque 
nucleofílico do ânion sulfeto, no sítio ativo, à ligação peptídica (Kunakbaeva et al., 
2003). O sítio ativo de uma cisteíno protease é composto por um resíduo de cisteína, 
de asparagina e de histidina na tríade catalítica. O ataque nucleofílico do grupo tiol 
da  cisteína  ao  carbono  da  carbonila  do  substrato  resulta  num  intermediário 
tetraédrico.  Uma  ligação  covalente  acil-enzima  é  formada  após  a  clivagem  da 
ligação  peptídica.  A  hidrólise  da  acil-enzima  leva  à  regeneração  da  enzima  livre 
(Baird et al., 2006). 
 
2.4.   Inibidores de proteases 
A  resistência  de  planta  pode  incluir  a  síntese  de  antibióticos,  alcalóides  e 
terpenos (Franco et  al., 1999), sendo  que os  mais importantes componentes dos 
mecanismos de proteção são compostos proteináceos, os quais incluem enzimas, 
como -1,3-glucanases e quitinases, lecitinas, polifenóis oxidases (PPO’s), inibidores 
de  proteases  (IP’s)  e -amilases  (Valueva e  Mosolov,  2004).  As proteínas em 
resposta à injúria podem ter  um papel direto ou indireto (i) na limitação do  dano 
induzido pelo ataque de insetos; (ii) no extermínio de patógenos oportunistas que 
invadem os locais injuriados e (iii) no desenvolvimento da resistência induzida que 
protege a planta de subseqüentes ataques de pestes e patógenos (Walling, 2000; 
Silva et al., 2002, 2004; Monteiro et al., 2004; Ferreira et al., 2004, 2005). 
As -amilases são endoamilases responsáveis por catalisar a hidrólise das 
ligações glicosídicas -1,4 do amido, glicogênio e outros carboidratos e sua inibição 
impede o desenvolvimento e crescimento de muitos insetos (Franco et al., 1999). Os 
mecanismos de ação desses inibidores ainda não foram totalmente desvendados, 
mas  sabe-se  que  sua ação depende  tanto do  tempo  quanto  do  pH.  Coleópteros 
apresentam pH intestinal ácido, enquanto em lepidópteros, o pH é alcalino. Nesse 
sentido,  os  complexos  formados  por  uma  das  isoformas  dos  inibidores  de  -
amilases  só  são  ativos  dentro  de  uma  faixa  estreita  de  pH,  atuando  em 
determinados herbívoros (Franco et al., 1999). 
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As proteases podem ser classificadas em quatro grandes classes: serínicas, 
cisteínicas, aspárticas e metalo-proteases com base em comparações de seus sítios 
ativos, mecanismos de ação e estrutura tridimensional (Mares-Guia e Shaw, 1965; 
Franco  et  al.,  1999).  Os  inibidores  dessas  enzimas  são  classificados  como 
endopeptidases  quando  hidrolisam  ligações  internas  e  exopeptidades  quando 
hidrolisam ligações N ou C-terminais e sua variedade é muito grande (Mares-Guia e 
Shaw, 1965). 
Os Inibidores de protease foram caracterizados como proteínas defensivas e 
tiveram seu papel reconhecido na defesa de plantas quando se observou que larvas 
de certos insetos eram incapazes de se desenvolver normalmente em soja (Haq et 
al.,  2004),  embora  dispusessem  de  grande  quantidade  de  alimento.  Suas 
concentrações nos tecidos vegetais são controladas na sua síntese. Em geral, são 
encontrados  em  plantas  das  famílias  Brassicaceae,  Curcubitaceae,  Fabaceae, 
Salicicaceae, Glycinaceae, Leguminosae e Solanaceae (Karban e Baldwin, 1997). 
A  maioria desses  inibidores são moléculas pequenas,  estáveis  e  fáceis de 
purificar e são encontrados nos órgãos reprodutivos, de reserva e vegetativos das 
plantas.  A soja crua  contém  cerca  de  6 %  de inibidores que  atuam  sobre as 
proteases  ao  nível  do  trato  gastrintestinal  do  inseto,  indisponibilizando  o 
fornecimento de aminoácidos para o organismo (Whitaker, 1994). 
Os inibidores de proteases de soja são constituídos pelo Inibidor de Tripsina 
Kunitz (KTI) e pelo inibidor de tripsina e quimotripsina Bowman-Birk (BBI). Cerca de 
80% da inibição da atividade tríptica de grãos de soja é causada pela ação do KTI. 
Estes antinutrientes apresentam especificidade de inibir as enzimas proteolíticas e, 
conseqüentemente,  reduzem  a  digestão  protéica  de  alimentos,  proporcionando 
diminuição  no  ganho  de  peso  e  crescimento  dos  animais.  Desta  forma,  para 
aumentar  o  valor  nutricional  da  soja  e  seus  produtos,  há  necessidade  de 
processamentos  térmicos para inativá-los (Miura et  al, 2001). O inibidore de soja 
Bowman Birk (BBI) tem massa molecular em torno de 8 kDa e o Kunitz (KTI) tem 
massa em torno de 21 kDa (Xavier-Filho e Campos, 1989). 
Em tecidos de planta mais vulneráveis ao ataque do herbívoro, essas defesas 
são constitutivas, como, nas sementes em que também podem ser utilizados como 
proteínas de reserva. Podem também ser induzidos, por danos mecânicos, por 
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exemplo, quando o inseto se alimenta em uma folha (Silva-Filho e Falco, 2000).Os 
inibidores  de  protease  estão  presentes  nos  órgãos  reprodutivos,  de  reserva  e 
vegetativos das plantas e são regulados nesses tecidos durante o desenvolvimento 
ontogenético  da  planta  ou  por  variáveis  ambientais  (intensidade  da  luz  ou 
concentração de CO
2
) (Broadway e Missurelli, 1990). 
Os mais altos níveis de IP’s foram encontrados em folhas jovens de plantas 
efêmeras (Silva  et al., 2002; Haq et al., 2004; Ferreira et al., 2005) ou em folhas 
jovens de plantas maduras (Broadway e Missurelli, 1990), o que demonstra o maior 
investimento  da  planta  para  defender  suas  partes  mais  nutritivas  e, 
conseqüentemente, mais expostas à herbivoria. Seu  acumulo pode  ser local  ou 
distal ao local do dano, podendo atingir concentrações de 200 g/g. Cerca de 3 a 4 h 
após a injúria, os níveis de mRNA que atuam na tradução dos IP’s elevam-se e se 
mantêm ativos por até 8h, com suas concentrações apresentando uma meia vida de 
até 12 h. Após a tradução pelo mRNA, os inibidores de proteases são acumulados 
no vacúolo central das células vegetais, persistindo por até 1 semana  (Karban  e 
Baldwin, 1997). 
Localmente,  os  IP’s  são  ativos  contra  nematóides,  vírus,  bactérias  e 
patógenos fúngicos (Haq et al., 2004), podendo ter um efeito cumulativo em plantas. 
Para  nematóides,  plantas  de  Arabidopsis  thaliana  modificada  com  genes  PI 
(cistatina  Oc-I delta  D86)  de  uma variedade de arroz  promoveram a  perda da 
atividade  intestinal  da  proteinase  cisteína,  enquanto  em  outra  espécie  de 
nematóides  as  fêmeas  não  alcançaram  o  tamanho  mínimo  requerido  para  a 
produção de ovos (Haq et al., 2004). 
 
2.5.  Ação dos inibidores de proteases em insetos 
Insetos  fitófagos  apresentam  serino  e  cisteíno-proteases  como  principais 
enzimas  digestivas  (Haq  et  al.,  2004)  sendo  que,  em  afídeos,  as  proteases 
presentes no trato digestivo são cisteínicas. Nesses insetos, a atividade dos IP’s não 
é significativa porque sua dieta é à base de nitrogênio e com baixa quantidade de 
proteína.  Em  coleópteros,  há  uma  ampla  faixa  de  proteases  intestinais  e  em 
lepidópteras  as  proteases  serínicas  são  as  mais  comuns.  Entre  as  proteases 
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serínicas,  as  tripsinas  e  quimiotripsinas  são  as  enzimas  mais  comumente 
encontradas (Oliveira et al., 2005). 
O modo de ação dos IP’s consiste em formar os complexos proteína-proteína 
com essas enzimas, resultando na sua inativação (Mosolov et al., 2001). A inibição 
de  uma  enzima  proteolítica  é competitiva e  ocorre  pela  ligação  do sítio  ativo  da 
enzima (substrato) à região reativa do inibidor (sítio reativo) no intestino médio do 
inseto (Silva-Filho e Falco, 2000). Esses IP’s são altamente específicos, limitando a 
proteólise do substrato às suas enzimas cognatas (Karban e Baldwin, 1997).  
A  formação  do  complexo  enzima-inibidor  ocorre  rapidamente,  mas  sua 
dissociação é lenta e resulta na enzima livre e em um inibidor clivado, que sofre 
desnaturação (Franco et al., 1999). As interações entre enzima e inibidor ocorrem 
por interações do tipo forças  de  van  der  Waals,  ligações de hidrogênio e pontes 
dissulfeto, envolvendo ainda a formação de uma ligação peptídica (Oliveira et al., 
1993; Franco et al., 1999). 
Os  inibidores  de  proteases  são  considerados  agentes  antimetabólicos 
levando a uma deficiência protéica nos insetos. Sua atividade antibiótica é atribuída 
à interferência na digestão protéica que diminui a  disponibilidade de aminoácidos 
prejudicando a síntese de proteínas necessárias ao crescimento, desenvolvimento e 
reprodução (Oliveira et  al., 1993; Silva-Filho  e  Falco,  2000; Xavier  et al., 2005; 
Oliveira  et al.,  2005). No  entanto, esse  processo  pode  ser  mais  elaborado.  Um 
mecanismo  de  feedback  leva  o  inseto  à  hiperprodução  de  proteases  para 
compensar a perda de atividade de suas enzimas digestivas (Silva-Filho e Falco, 
2000; Oliveira et al., 2005).  Esse processo  promove depleção dos aminoácidos 
essenciais ao  metabolismo  do  inseto,  resultando  no  retardo  do  seu  crescimento 
(Oliveira et  al.,  2005). Nos  casos em  que  a  enzima  também está  envolvida  em 
processos  como  o  de  muda  e  na  síntese  de  neuropeptídeos,  os  inibidores 
perturbariam essa atividade, retardando o crescimento e o desenvolvimento da larva 
(Karban e Baldwin, 1997). 
 
2.6.  Inibidores de proteases benzamidinas 
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A  benzamidina  é  uma  amida  aromática,  inibidor  sintético  competitivo  da 
tripsina, apresentando  Ki  de 1,0 mM (Mares-Guia et al., 1981). A benzamidina, 
quando presente no meio reacional em baixas concentrações, posiciona-se no sítio 
de  especificidade,  sítio  S1,  da  tripsina  onde  é  estabilizada  por  interações 
hidrofóbicas  no  bolso  hidrofóbico  e  por  interações  eletrostáticas  entre  seu 
grupamento  amidina  e um  resíduo  carboxílico  pertencente  a um ácido  aspártico 
localizado no fundo do bolso do sítio S1 (Mares-Guia e Shaw, 1965; Mares-Guia et 
al.,  1981,  Oliveira  et  al., 1993).  A bis-benzamidina apresenta  uma  ligação diazo-
amino entre dois anéis benzamidínicos e comporta-se como um inibidor competitivo 
parabólico da tripsina (Junqueira et al., 1992; Oliveira et al., 1993). 
 
2.7  A cultura da soja 
A soja Glycine max  (L.) Merril é originária de  clima  temperado,  tendo-se 
adaptado bem aos climas subtropicais e tropicais. No Brasil, ocupa extensas áreas 
nas regiões sul e centro-oeste tendo posição de destaque no país como fonte de 
proteína e de óleo vegetal para consumo interno ou como gerador de divisas, 
através  das  exportações.  Os  países  maiores  produtores  de  soja são  também os 
maiores exportadores, sendo o principal os Estados Unidos, seguidos pelo Brasil e 
Argentina.  No  âmbito  nacional  a  soja  ocupa  o  segundo  lugar  entre  os  principais 
produtos agrícolas, ocupando essa posição há vários anos (Embrapa, 2006). Dada a 
sua importância econômica, os problemas ocasionados pelo ataque de pragas são 
consideráveis face aos prejuízos que causam à produção e à qualidade dos grãos 
ou sementes (Magrini et al., 1999). 
A  cultura da soja  praticamente  encontra-se  sujeita ao  ataque  de  insetos 
durante todo o seu ciclo. Logo após a emergência, insetos como a  lagarta rosca 
Agrotis  ipsilon  (Hüfnagel)  (Lepidoptera:  Noctuidae),  os  percevejos  castanhos 
Scaptocoris  castanea  (Perty)  (Hemiptera:  Cydnidae)  e  Atarsocoris  brachiariae 
(Becker)  (Hemiptera:  Cydnidae),  os  córos  e  a  broca-do-colo  Elasmopalpus 
lignosellus  (Zeller)  (Lepidoptera:  Pyralidae)  podem  atacar  as  plântulas. 
Posteriormente,  a  lagarta-da-soja  Anticarsia  gemmatalis  (Hübner)  (Lepidoptera: 
Noctuidae),  a  lagarta  falsa-medideira  Chrysodeixis  (Pseudoplusia)  includens 
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(Walker)  (Lepidoptera:  Noctuidae)  e  a  broca-das-axilas  Epinotia  aporema 
(Walsinhgan) (Lepidoptera: Tortricidae) atacam as plantas durante a fase vegetativa 
e, em alguns casos, até durante a floração. No início da fase reprodutiva, é comum o 
ataque  de  percevejos  Nezara  viridula  (Linnaeus)  (Hemiptera:  Pentatomidae), 
Piezodorus guildinii  (Westwood) (Lepidoptera: Pentatomidae)  e Euschistus heros 
(Fabricius) (Hemíptera: Pentatomidae), que causam  danos desde a formação das 
vagens até  o  desenvolvimento final  das sementes. Além destas, a soja  pode ser 
atacada  por outras  espécies  de  insetos,  em geral  menos  importantes  do  que as 
referidas  anteriormente  (Embrapa,  2006).  Nesse  sentido,  o  uso  de  cultivares 
resistentes às pragas  é  uma  das  soluções mais viáveis  para tentar  diminuir  o 
impacto de herbívoros. 
 
2.8.  Anticarsia gemmatalis (Hübner 1818) (Lepidoptera: Noctuidae) 
A  lagarta  A.  gemmatalis Hübner (Lepidoptera:  Noctuidae) é uma  das  maiores 
pragas da soja (Glycine max).  Ela consome a  folha  iniciando seu  ataque  pela 
epiderme inferior e mesófilo e, após o segundo ínstar, a lagarta da soja consome a 
folha inteira. A  lagarta alimenta-se inicialmente da metade superior  ou do terço 
superior de plantas de soja, podendo passar às folhas inferiores e, a seguir, para 
tecidos terminais dos caules. Sob altas infestações, ela pode também se alimentar 
das  ramas  e  vagens  pequenas  (Roberts  e  Guillebeau,  1999).  É  considerada 
primariamente uma praga das leguminosas, embora tenham sido registrados surtos 
em algodoeiro (Hinds e Osterberge, 1931), arroz (Tarragó et al., 1977) e pastagens 
(Wille, 1943). 
A lagarta da soja é uma praga desfolhadora bastante problemática em culturas 
brasileiras. Mesmo em baixas densidades populacionais, este inseto causa grandes 
danos à lavoura de soja, que vão desde o desfolhamento até a destruição completa 
da planta. É  um inseto mastigador que  se  alimenta de folhas jovens. Quando a 
folhagem é removida, ela ataca outras partes da planta. O desfolhamento compromete 
o  enchimento  das  vagens,  com  conseqüente  redução  da  produção  de  grãos 
(Embrapa, 2001). 
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Apesar de a soja ser um dos principais hospedeiros primários da A. gemmatalis, 
sua larva é capaz de se alimentar de muitas outras espécies incluindo amendoim, 
kudzu (Pueraria thunbergiana), feijão  de cavalo (Cannavalia sp), algodão,  ervilha, 
erva  daninha do café e, folhas  de trevo entre outras (Waters e Barfield 1989). A 
lagarta da soja é nativa das áreas tropicais e subtropicais do hemisfério ocidental 
sendo uma habitante permanente da América tropical.  
O  ciclo de vida da lagarta da soja se completa  em cerca de quatro semanas 
durante  o  verão,  sendo  de  maior  duração  no  outono.  O  número  de  gerações 
depende da dispersão e a chegada dos adultos. Os ovos são brancos, ligeiramente 
ovais e com tamanho entre 1 mm a 2 mm de diâmetro e aplainado em sua superfície 
de baixo.  O  ovo possui suportes proeminentes,  sendo branco só até antes de 
chocar, quando se torna rosa. Os ovos são postos separadamente do lado abaxial 
da folha, entretanto quando se tem alta infestação podemos encontrar ovos também 
na  superfície adaxial das  folhas,  nos pecíolos  e até mesmo no  caule (WATSON, 
1916). 
Larvas recém chocadas se  alimentam da casca  do  ovo do qual  irão, emergir 
deixando somente a porção presa à folha. Existem normalmente seis ínstares no 
estágio larval da lagarta da soja. As larvas variam extremamente em coloração e 
marcas  durante  os  ínstares.  A  maioria  das  lagartas  possui  uma  linha  negra 
longitudinal e linhas brancas estreitas, amarelas ou rosas. A larva gasta cerca de 
dois dias no primeiro instar e cresce de 2,5 mm a 6 ou 7 mm antes da muda. A 
cabeça  é  marrom clara,  arredondada e  bilobada.  O  corpo  da lagarta  no  primeiro 
instar é uniformemente verde-claro sem nenhuma faixa longitudinal. As pseudopatas 
do segmento abdominal 3 e 4 são menores do que as dos segmentos 5 e 6. No 
segundo  instar,  a  borda  negra  da  linha  lateral  aparece  e  o  primeiro  par  de 
pseudopatas abdominais está cerca de um quarto maior do que o terceiro par. O 
Segundo par de pseudopatas está 50% maior do que o terceiro. O segundo instar 
termina em 3 ou 4 dias, tendo a larva cerca de 9 mm de comprimento. O terceiro 
ínstar também  termina em 3  ou  4 dias  e  a lagarta pode alcançar 16  mm em 
comprimento. O quarto  e o quinto  instares  terminam  em 3 ou  4 dias  e  podem 
alcançar 25 mm de comprimento. Durante o sexto ínstar a lagarta da soja torna-se 
gradualmente maior e pode chegar a medir 48 mm. O sexto instar termina no quinto 
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dia, sendo que até este ponto se passaram 25 dias. No estágio pré-pupal a larva 
reduz em tamanho para 25 mm de  comprimento e torna-se marrom com  poucas 
linhas longitudinais (Watson, 1916). 
A pupa da A. gemmatalis é verde clara por volta de um dia de idade, quando 
então se torna marrom. É de textura lisa e mede de 18 a 20 mm de comprimento e 
de 4 a 6 mm de largura. Ela vive diretamente embaixo da superfície do solo em uma 
profundidade  de  cerca  de  2  cm.  Suas células  são  frágeis. A  mariposa  adulta é 
variável em formas e coloração com uma envergadura de 30 a 38 mm. A asa da 
mariposa  de  A.  gemmatalis  varia de  cinza,  marrom  amarelado  claro,  ou  marrom 
avermelhado escuro. A ponta das asas é marrom claro com uma linha de pontos 
claros  próxima  à  margem.  Uma  linha  diagonal  escura  estende  através  das  duas 
asas quando estas estão completamente estendidas (Barbara, 2001). 
Vários parasitóides atacam  a lagarta da soja. O  parasitóide predominante é 
Winthemia rufopicta (Bigot) (Diptera: Tachinidae). Os parasitóides podem variar de 
ano a ano e de local para local. Os predadores desta lagarta são generalistas os 
quais  se  alimentam  de  outras  lagartas.  Dentre  estes  predadores  observamos  os 
besouros, Calosoma  sayi Dejean,  Calleida decora  (Fabricius) e Poecilus  chalcites 
(Say) (todos Coleoptera: Carabidae) e vários outros. Predadores vertebrados como 
os pássaros, sapos, e roedores também agem como inimigos naturais da lagarta da 
soja. Este tipo de predação tem-se mostrado insignificante no controle desta lagarta 
(Barbara, 2001).  
Na  tentativa  de  controlar  o  ataque  destas  pragas,  tem-se  buscado  novos 
métodos  que  não  sejam  baseados  em  agroquímicos,  os  quais,  apesar  de 
aumentarem a produtividade, causam sérios danos ambientais, contaminação dos 
operadores rurais e  proporcionam a seleção  de  indivíduos  resistentes entre as 
espécies  que  se  estão combatendo.  A  engenharia  genética  de plantas oferece  a 
possibilidade de se introduzirem genes de resistência às pragas, que codificam para 
inibidores de proteases (Jouanin et al, 1998). 
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3.  Objetivos 
 
3.1.  Objetivo geral 
Este  trabalho  teve  por  objetivo  geral  realizar  estudos  bioquímicos  e 
fisiológicos sobre o mecanismo de interação planta-inseto utilizando A. gemmatalis e 
plantas de soja em presença de inibidor de proteases benzamidinas. Neste contexto, 
objetivou-se avaliar o efeito de inibidores de proteases aplicados em folhas de soja 
sobre  os  parâmetros biológicos,  bioquímicos, fisiológicos  e comportamentais de 
Anticarsia gemmatalis. 
 
3.2.   Objetivos específicos 
  Determinar o efeito na atividade proteolítica de proteases do intestino da lagarta 
da  soja  quando  alimentadas  com  plantas  de soja  da  variedade  CAC-1  e  seu 
genótipo CAC-1 TN, submetidas à pulverização com diferentes concentrações de 
inibidores de proteases benzamidinas; 
  Determinar o efeito na atividade amidásica de proteases tripsina-like do intestino 
da  lagarta  da  soja  quando  alimentadas  com plantas  de soja, submetidas  à 
pulverização  com  diferentes  concentrações  de  inibidores  de  proteases 
benzamidinas; 
  Determinar o efeito na atividade esterásica de proteases tripsina-like do intestino 
da  lagarta  da  soja  quando  alimentadas  com plantas  de soja, submetidas  à 
pulverização  com  diferentes  concentrações  de  inibidores  de  proteases 
benzamidinas; 
  Avaliar a produção de inibidores de proteases pelas plantas quando atacadas 
pela  lagarta  da  soja,  assim  como  quando  submetidas  à  pulverização  com 
diferentes concentrações de inibidores de proteases benzamidinas; 
  Estudar a biologia e comportamento de A. gemmatalis quando alimentadas com 
plantas de soja  submetidas à pulverização com  diferentes  concentrações de 
inibidores de proteases benzamidinas. 
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4.  Materiais e Métodos 
 
4.1.  Criação da Lagarta da Soja (Anticarsia gemmatalis Hübner) 
Ovos  de A. gemmatalis foram obtidos  do  Centro  Nacional  de Pesquisa da 
Soja (CNPSo), Londrina, Paraná, e mantidos no laboratório de Criação de insetos do 
Departamento  de  Bioquímica  e  Biologia  Molecular  da  Universidade  Federal  de 
Viçosa, a 26  2C de temperatura, 70  10% de umidade relativa. A lagarta da soja 
apresenta ciclo biológico com duração entre três e quatro semanas e seus adultos 
foram obtidos de pupas colocadas em placas de Petri no interior de gaiola telada de 
50 x 50 cm revestida internamente com folhas de papel sulfite, A4. 
Após quatro dias as mariposas emergiram, e foram alimentadas com solução 
nutritiva composta de mel (10,5g), cerveja (350mL), sacarose (60g), ácido ascórbico 
(1,05g), nipagin (1,05g) e água (1050mL), embebida em um chumaço de algodão 
colocado no fundo da gaiola, sobre uma placa de Petri. 
A postura de A. gemmatalis ocorreu após três dias, na superfície do papel 
que reveste internamente a gaiola. Estas folhas de papel foram retiradas e cortadas 
em  tiras  de  2,5  cm  de  largura  x  10  cm  de  comprimento  e  colocadas  em  copos 
plásticos de 500 mL com um orifício circular na tampa de, aproximadamente, 2 cm 
onde está acoplada uma tela de filó. Estes copos foram então transferidos para uma 
câmara climatizada a 25C, umidade relativa de 60  10% e fotoperíodo de 14 horas 
mantido por “timers” acoplados a lâmpadas tipo luz-do-dia. 
Após dois ou  três  dias  ocorreu  a  eclosão dos  ovos,  quando se  iniciou  a 
alimentação das  larvas de A.  gemmatalis  baseada na metodologia de  Hoffman-
Campo et al. (1985), com um cubo de dieta artificial em cada copo plástico. Nos 
experimentos  para  os  estudos  dos  parâmetros  biológicos,  as  lagartas  foram 
alimentadas com folhas de soja pulverizadas com as soluções contendo triton X-100 
e benzamidina nas concentrações 0; 0,15; 0,30; 0,45; 0,60;e 0,75% (p/v). 
 
4.2.  Preparo da Dieta Artificial 
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A dieta artificial possui a seguinte composição (Quadro 1). 
Quadro  1-  Composição  da  dieta  artificial  utilizada  no  experimento  com 
lagartas (g/100g de mistura) 
Ingredientes 
Controle 
Feijão mulatinho (cozido)
1
 

4,80 
Levedo de cerveja
1
  2,4 
Germe de trigo
1
  3,8 
Proteína de soja
1
  3,8 
Caseína
2
  1,9 
Agar-agar
3
  1,34 
Ácido ascórbico
2
  0,23 
Ácido sórbico
4
  0,11 
Solução vitamínica
1
  0,38 
Nipagin
4
  0,19 
Formol 40%
1
  0,23 
1
 Obtido no comércio de Viçosa, MG 
2 
Obtido da Sigma 
3
 Obtido da Isofar- Indústria comércio de produtos químicos Ltda. 
4
 Obtido da Synth- LabSynth produtos para laboratório Ltda 
 
Estes ingredientes foram processados e  misturados,  nesta ordem,  com o 
auxílio de um liqüidificador industrial. A mistura foi autoclavada por 1 hora à pressão 
de 1,5 kgf/cm
2
, em seguida foi transferida novamente para o liqüidificador, misturada 
e adicionada de ácido ascórbico (6 g), ácido sórbico (3 g), nipagin (metilparabeno) (5 
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g), formol 40% (6 mL) e 10 mL de solução vitamínica composta por niacinamida (1 
mg), pantoenato de cálcio (1 mg), tiamina (0,25 mg), riboflavina (0,50 mg), piridoxina 
(0,25 mg), ácido fólico (0,25 mg), biotina (0,02 mg), inositol (20 mg), água (1L); até 
formar uma pasta homogênea que foi então transferida ainda quente para recipientes 
plásticos  com  tampa.  A  pasta  obtida  era  resfriada  em  câmara  germicida 
acondicionada com luz ultravioleta e conservada a 4 
0
C. 
 
4.3.  Ataque de lagarta da soja  
Plantas de soja no estádio V3 de desenvolvimento foram submetidas a uma 
lagarta em cada trifolíolo. Após 6, 12, 24 e 48 horas, os três folíolos da primeira folha 
trifoliolar foram coletados para posterior obtenção de extratos foliares, e as lagartas 
removidas nesses períodos. 
 
4.4.  Obtenção das mudas 
Foram  utilizadas  plantas  de  soja  (Glycine  max  (L.)  Merrill)  variedade 
comercial  CAC-1  e  o  seu  genótipo  CAC-1  TN  “Triplo  –Nulo”,  com  sementes 
alteradas  por  manipulação  genética,  com  e  sem  os  genes  que  codificam  as 
lipoxigenases, obtidas pelo Programa de Melhoramento da Qualidade da  Soja do 
BIOAGRO/UFV. 
As mudas foram cultivadas até o estádio V2 sem histórico de aplicação de 
qualquer produto foliar. Foram obtidas três plantas de cada genótipo de soja, em 
vaso com capacidade para 4,0 kg de solo, em condições de casa de vegetação. As 
mudas foram pulverizadas com as devidas soluções de inibidores de proteases, de 
acordo com o tratamento utilizado. Imediatamente decorridos os tempos de ataque 
das lagartas, de cada tratamento, os três folíolos da primeira folha foram coletados, 
congelados em nitrogênio líquido e armazenados a –80 
0
C, para a determinação de 
inibidores de proteases. 
 
4.5.  Aplicação do inibidor nas plantas 
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Foram preparadas seis gaiolas com dimensões de 1m x 1m x 1m, recobertas 
com organza,  cada  gaiola  contendo  24  vasos,  cada  vaso  3  plantas,  portanto  72 
mudas de soja, sendo cada gaiola correspondente a um tratamento. No tratamento 
controle as plantas foram pulverizadas com uma solução aquosa de Triton X-100 
0,01%  (v/v) e  as  plantas dos  tratamentos testes  pulverizadas  com uma  solução 
aquosa  contendo  Triton  X-100  0,01%  (v/v)  e  acrescentada  de  inibidores  de 
proteases do tipo benzamidinas, de acordo com o tratamento nas concentrações de 
0,15, 0,30, 0,45, 0,60 e 0,75% (p/v). 
Em cada vaso, com 3 plantas de soja no estádio V3 de desenvolvimento, foi 
colocada uma lagarta de 4º ou 5º instar (instares em que a lagarta se alimenta mais 
vorazmente) no primeiro trifólio de cada planta. 
A pulverização das mudas de acordo com os tratamentos foi realizada com as 
lagartas nas folhas, como ocorre em uma aplicação no campo. De cada gaiola foram 
retirados 6 vasos (totalizando 18 lagartas) em cada um dos seguintes períodos: 6, 
12, 24  e  48  horas  depois  de  realizada  a  pulverização.  As  mudas  retiradas  não 
retornaram  às  gaiolas.  As  lagartas  retiradas  tiveram os  intestinos  extraídos  para 
obtenção do extrato enzimático para posteriores análises. 
 
4.6.   Obtenção do extrato enzimático do intestino médio das lagartas 
Os  intestinos  médios  foram  extraídos  após  dissecação  das  lagartas  em 
presença de HCl  10
-3
 M a 4ºC e acondicionados em tubos  plásticos de 2 mL 
contendo  1  mL  de  HCl  10
-3
  M.  Os  extratos  enzimáticos  foram  obtidos  pelo 
rompimento celular resultante de nove ciclos de congelamento em nitrogênio líquido 
e descongelamento em banho-maria a 37°C (Oliveira et al., 2005). Após os ciclos, 
frações de 1 mL do extrato foram centrifugadas em tubos plásticos de 2 mL com 
tampas a 100.000 g por 30 min a 4°C. O sobrenadante contendo o material solúvel 
foi  retirado e  mantido a -18°C para determinação  da concentração de proteína e 
atividade enzimática. 
 
 
4.7.  Determinação da Concentração de Proteína 
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As  determinações  das  concentrações de  proteínas  do intestino  de  lagarta 
foram realizadas de acordo com método do ácido bicinconínico (Smith et al.,1985), 
utilizando como padrão uma solução 2,0 mg/mL de Albumina Sérica Bovina, sendo 
que as absorbâncias foram monitoradas espectofotometricamente a 562nm. 
 
4.8.  Obtenção do extrato foliar 
O preparo  do  extrato  bruto  foi realizado  a 4
º
C,  de  acordo  com  o método 
descrito por Ohta et al. (1986). As folhas pesadas e imediatamente congeladas em 
nitrogênio  líquido  foram  trituradas  em almofariz. O  pó  obtido  foi  macerado  em 
tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 6,5, na proporção de 1:3 (p/v) e em seguida 
centrifugado a 17.200 g por 60 minutos a 4
º
C, segundo metodologia modificada por 
Batista et al. (2002). O sobrenadante, denominado extrato bruto, foi utilizado para as 
determinações da concentração de proteína total e da concentração de inibidor de 
proteases. 
 
4.9.  Determinação  da  Atividade  Proteásica  do  Intestino  Médio  de  A. 
gemmatalis. 
 
As atividades proteásicas foram determinadas segundo o método descrito por 
Tomarelli et al. (1949) utilizando-se azocaseína 2% (p/v) como substrato em tampão 
Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0, 37°C.  A mistura reacional consistiu em 50 L de substrato e 
60 L de extrato enzimático, sendo incubada por 30 minutos a 37°C. A reação foi 
interrompida pela adição de 240 L de ácido tricloroacético (TCA) 10% (p/v). Após a 
parada de reação as  amostras  foram homogeneizadas  em vortex  e mantidas em 
repouso  no  gelo por  15  minutos.  Em  seguida,  os  tubos  plásticos  de  2  mL  com 
tampas contendo as amostras foram centrifugados a 8.000 g por 5 minutos a 25°C 
para remoção da proteína precipitada. Uma alíquota de 240 L do sobrenadante foi 
transferida para tubos contendo 280 L de NaOH 1M. A atividade foi determinada no 
sobrenadante com leituras de absorbâncias a 440 nm. O experimento foi realizado 
em uma série de três repetições e em triplicatas. 
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4.10.  Determinação da Atividade Amidásica Tripsina-like do Intestino Médio de 
A. gemmatalis. 
A atividade amidásica foi realizada pelo método descrito por Erlanger et al. 
(1961), utilizando-se o substrato cromogênico L-BApNA, a 25C em tampão Tris-HCl 
0,1 M, pH 8,2 contendo 20 mM de CaCl
2
 e 1% (v/v) de dimetilformamida (DMF). 
As velocidades  iniciais  foram  determinadas  pela  formação  do  produto  p-
nitroanilida, pela medida da absorvância a 410 nm em função do tempo, utilizando-
se para os cálculos  o coeficiente de extinção  molar de 8800 (M
-1
 x cm
-1
) para  o 
produto. Os experimentos foram realizados em uma série de três repetições e em 
triplicatas. 
 
4.11.  Determinação da Atividade Esterásica de Tripsina-like do Intestino Médio 
de A. gemmatalis. 
 
A atividade esterásica foi realizada pelo método descrito por Hummel (1959), 
utilizando-se o substrato N-α-p-tosil-L-arginina metil éster (L-TAME) na concentração 
final de 0,1 mM a 25
o
C em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,2 contendo 20 mM CaCl
2
. 
As velocidades foram determinadas através da medida da absorvância a 247 
nm em função do tempo (2,5 minutos), utilizando-se para os cálculos o coeficiente 
de extinção molar de 540 M
-1
.cm
-1
 para o produto. O experimento foi realizado em 
uma série de três repetições e em triplicatas.  
 
4.12.  Determinação da Atividade Cisteíno Protease do Intestino Médio de A. 
gemmatalis. 
 
A determinação da atividade de cisteino-proteases foi realizada adaptando-se 
o método de Erlanger et al. (1961). Foram pipetados 0,59 mL de tampão Tris-HCl 
0,1 M contendo Dietiltiotriol 1mM, pH 8,0, 10 µL do extrato enzimático do intestino e 
0,1 mL do inibidor benzamidina 10 mM.. Essa mistura foi incubada por 15 minutos à 
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temperatura  ambiente. A seguir, foi adicionado 0,5 mL do substrato L-BApNA 1,2 
mM. 
As  velocidades foram determinadas  através da medida da absorvância a 
410nm  em  função  do  tempo  (2,5  minutos),  utilizando-se  para  os  cálculos  o 
coeficiente de extinção molar de 8800 M
-1
.cm
-1
 para o produto.  O experimento foi 
realizado em uma série de três repetições e em triplicatas. 
 
4.13.  Determinação de Inibidores de Proteases. 
 
A  presença  de  inibidores  de  proteases  no  extrato  foliar  foi  determinada 
utilizando-se tripsina bovina. A atividade tríptica, na presença de inibidores, consiste 
no seguinte procedimento analítico: a) para a análise do teste: 50 L do extrato; 500
 
L de Tris-HCl 0,1 M, pH 8,2, contendo 20 mM de cloreto de cálcio, e 50 L da 
solução de tripsina 4,7 x 10
-5
 M foram adicionados em um tubo de ensaio; b)Para o 
controle da enzima foram adicionados, em outro tubo de ensaio, 550 L de Tris-HCl 
0,1 M, pH 8,2, contendo 20 mM de cloreto de cálcio e 50 L da solução de tripsina 
4,7 x 10
-5
 M. c) Para o Branco: 600
 
L de Tris-HCl 0,1 M, pH 8,2, contendo 20 mM 
de cloreto de cálcio 
Essa  mistura  contida  em  ambos  os  tubos  (teste  e  controle  da  enzima, 
respectivamente) foi incubada por cinco minutos, à temperatura ambiente. Após o 
tempo  de  incubação,  500 L  da  mistura  de  incubação,  do  teste  e  do  respectivo 
controle, foram retirados e adicionados a outro tubo com 500 L de Tris-HCl 0,1 M, 
pH 8,2, contendo 20 mM de cloreto de cálcio e 500 L da solução de L-BApNA 1,2 
mM. A absorvância da solução foi determinada a 410 nm durante 2,5 minutos de 
reação.  As  análises  foram feitas  numa  série  de  três  repetições.  Os  resultados 
obtidos foram convertidos em mg  de tripsina inibida por grama de proteína,  de 
acordo com a seguinte equação: 
mg de tripsina inibida/grama de proteína = 
Px1.000xC
BxA
 
em que 
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 A = absorvância a 410 nm do controle – absorvância a 410 nm da amostra; 
 B = diluição da amostra; 
 P = concentração, em g/mL, de proteína dos extratos; e 
 C  = fator de tripsina, ou seja, o produto da atuação de 1 g de tripsina 
ativa sobre o substrato L-BApNA dá uma leitura de absorvância em 410 nm de 0,019 
(Kakade et al., 1974). 
 
 
4.14.  Estudo da biologia de Anticarsia gemmatalis 
Larvas de primeiro ínstar de A. gemmatalis, provenientes da criação-estoque, 
foram colocadas em potes plásticos de 200 mL, cada um contendo 5 lagartas. Cada 
tratamento correspondeu a um total de 12 potes, logo 60 lagartas. 
Os potes foram cobertos com uma tampa plástica com orifício central de 1 cm 
de diâmetro, recoberto por tecido de organza, e mantidos em câmara climatizada 
sob condições controladas de temperatura em torno de 25ºC 
As lagartas de A. gemmatalis, foram criadas com folhas de soja pulverizadas 
com os inibidores de proteases do tipo benzamidinas e com folhas de soja sem os 
inibidores de proteases. As folhas  foram fornecidas de  acordo com o tratamento, 
com os pecíolos envoltos em algodão umedecido em água para mantê-la túrgida, 
conforme a metodologia de Holtz (2001). Diariamente, por ocasião da substituição 
das folhas,  os potes  foram  limpos,  retirando-se  fezes e resíduos  alimentares.  As 
lagartas foram alimentadas até o início do período de pré-pupa. Foram observados 
os  pesos  das  lagartas em  dias  alternados  para  avaliar o  ganho  de  peso  e  a 
mortalidade. 
 
4.15.  Teste de preferência de lagartas a folhas com ou sem os inibidores de 
proteases benzamidinas 
Para este teste foram utilizadas lagartas de 4º ínstar obtidas da criação de 
rotina do laboratório. 
A solução contendo os inibidores benzamidinas foi preparada nas seguintes 
concentrações: 0,00; 0,15; 0,30; 0,45; 0,60 e 0,75% (p/v), solubilizada em água e 
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adicionada de 1% de Triton X-100. A aplicação das soluções contendo o inibidor de 
proteases  foi  feita  através da  pulverização  em plantas  de  soja  de  estádio  V3, 
plantadas em tubetes de 8 cm de diâmetro e 20 cm de profundidade. 
Em  cada  gaiola  descrita  anteriormente  foram  colocadas  10  plantas 
eqüidistantes de forma circular, sendo cada planta correspondente a um tratamento. 
O suporte dos tubetes foi uma superfície de isopor perfurada (que serviu de arena). 
Os  tratamentos foram  distribuídos para que dois  tratamentos iguais não ficassem 
próximos (Figura i). Foram liberadas 30 lagartas no centro da arena e retiradas após 
vinte  minutos.  A  seguir  tornaram  a  ser  liberadas  no  centro  da  arena.e  as 
observações foram feitas nos períodos de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10 e 12 horas onde 
as lagartas foram retiradas e contadas as presentes em cada tratamento. Para cada 
período de tempo o processo se repetiu com a substituição das lagartas. 
 
Figura i) Plantas de soja dispostas na arena. 
 
 
4.16.  Teste de preferência de pouso e oviposição em plantas com ou sem os 
inibidores de proteases benzamidinas 
Para  realizar  este  teste  foram  utilizadas fêmeas  adultas  de  A.  gemmatalis, 
obtidas da criação base do laboratório. 
A  solução  contendo  os  inibidores  benzamidinas  foram  preparadas  nas 
seguintes concentrações: 0,00; 0,15; 0,30; 0,45; 0,60 e 0,75% (p/v), solubilizada em 
água e adicionada de 1% de Triton X-100. A aplicação  das soluções contendo o 
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inibidor de proteases foi feita através da pulverização em plantas de soja de estádio 
V3, plantadas em tubetes de 8 cm de diâmetro e 20 cm de profundidade. Em cada 
gaiola  descrita  anteriormente  foram  colocadas  10  plantas  eqüidistantes  de  forma 
circular, sendo cada planta  correspondente a um tratamento.  Os tubetes foram 
encaixados  em  uma  superfície  de  isopor  perfurada.  Os  tratamentos  foram 
distribuídos para  que dois  tratamentos  iguais não  ficassem próximos, conforme 
(Figura i).  
Na realização deste teste foram liberadas dez fêmeas e foram observadas em 
quais plantas elas estavam após 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120 minutos, foram 
feitas 5 repetições. Como este lepidóptero é de hábito noturno estes testes foram 
realizados à noite (21:00h) e para visualizá-los foi utilizada uma lanterna com luz 
ultravioleta, não afetando assim o comportamento destes insetos uma vez que este 
comprimento de onda não é percebido por este lepidóptero. 
Após  24  horas  da  soltura das  mariposas as  plantas  foram retiradas  e  as 
posturas foram contadas. 
 
4.17. Análises estatísticas 
Os  dados  foram  submetidos  à  análise  de  regressão  utilizando  o  programa 
TableCurve  3D Windows versão  2.0 e os  modelos  escolhidos  foram plotados no 
programa SigmaPlot, versão 7.0 (SPSS, 2001). 
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5.  Resultados e discussão. 
 
5.1.  Efeito  de  pulverizações  com  benzamidina  na  preferência  alimentar  de 
lagartas Anticarsia gemmatalis em plantas de soja 
Observando-se  as  figuras  1  e  2  podemos  verificar  que  houve  efeito 
significativo  entre  a  proporção  de  lagartas  versus  a  concentração  de  inibidor. 
Podemos  verificar  que  a  proporção  de  lagartas  em  plantas  controle  que  não 
receberam  pulverizações  com  benzamidina,  é  superior  do  que  em  plantas 
pulverizadas com o inibidor. Isto demonstra que lagartas de Anticarsia gemmatalis 
apresentam uma não preferência por plantas de soja que receberam aplicações de 
inibidores.  Esse  efeito  foi  mais  acentuado  na  concentração  de  0,45%  de 
benzamidina. 
 
Concentração de Benzamidina %(p/v)
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Proporção de Lagartas
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Figura 1- Preferência  da  lagarta  por plantas de  soja  CAC  -1 pulverizadas com  o 
inibidor de protease benzamidina em diferentes concentrações. Esses dados foram 
submetidos à análise estatística de regressão múltipla não linear com duas variáveis 
independentes (concentração de benzamidina e o tempo) obtendo-se a equação z = 
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0.24 - 1.01x + 1.09x
2
 + 0.002y (não houve efeito expressivo do tempo de exposição) 
e os parâmetros :R
2
 = 0.59; F
3,326 
= 157.48; p < 0.0001. 
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Figura 2- Preferência da lagarta por plantas de soja CAC -1 TN pulverizadas com o 
inibidor de protease benzamidina em diferentes concentrações. Esses dados foram 
submetidos à análise estatística de regressão múltipla não linear com duas variáveis 
independentes (concentração de benzamidina e o tempo) obtendo-se a equação z = 
0.24 - 1.00x + 1.07x2 + 0.002y (não houve efeito expressivo do tempo de exposição) 
e os parâmetros : R
2
 = 0.50; F
3,326
 = 106.95; p < 0.0001. 
 
Já  Oliveira  (2006)  ao  trabalhar  com  lagartas  do  lepidóptero  Thyrinteina 
leucoceraea submetidas ao teste de preferência em plantas de eucalipto e goiaba 
pulverizadas  com  inibidor  de  protease  benzamidina  não  observou  diferença 
significativa para nenhuma das concentrações estudadas do inibidor. 
Em soja, Lin e Fischer (1990) avaliaram o efeito sobre a preferência alimentar 
do coleóptero Epilachna varivestis por plantas sadias e após o ataque do lepidóptero 
Pseudoplusia includens, estes autores verificaram que as plantas injuriadas por P. 
includens foram rejeitadas pelo coleóptero. Possivelmente esse efeito poderia ser 
decorrente  do  acúmulo  de  metabólicos  secundários  em  plantas  atacadas.  Os 
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mecanismos  de  resistência  em  soja  compreendem  fatores  químicos  e  físicos, 
podendo  ser  constitutivos  ou  indutivos  (KOGAN,  1976).  Injúrias  causadas  por 
insetos  em folhas  provocam  o aumento  do nível  de  resistência  em  folhas  não 
atacadas da mesma planta (REYNOLDS and SMITH, 1985). Esse fenômeno foi bem 
estudado em tomate e batata, nos quais se verificou que qualquer tipo de ferimento 
ou  injúria  nos  tecidos  vegetativos  da  planta  leva  à  liberação  de  uma  substância 
chamada PIIF (fator indutivo de inibidor de protease) no sistema vascular da planta, 
sendo rapidamente transportada para outros tecidos, onde é iniciado o processo de 
acúmulo de inibidores de protease (RYAN, 1978). 
 
5.2.  Efeito  de pulverizações  com benzamidina  na preferência  de  pouso de 
mariposas de Anticarsia gemmatalis.  
Observando-se as figuras 3 e 4) verificamos que houve um efeito significativo 
entre  a  visitação  de  mariposas  versus a  concentração  de  inibidor  e  o tempo  de 
exposição.  Podemos verificar  ainda que  a proporção  de  mariposas  em  plantas 
controle as quais não receberam pulverizações com benzamidina é bem maior do 
que  em  plantas  pulverizadas  com o  inibidor.  Estes  dados demonstram que  as 
mariposas de A. gemmatalis têm preferência por visitar plantas que não tenham sido 
pulverizadas com benzamidina, o que sugere a possibilidade de haver uma maior 
postura de ovos nessas plantas. 
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Figura  3-  Preferência  de  pouso  de  mariposas  por  plantas  de  soja  CAC-1 
pulverizadas com o inibidor de protease benzamidina em diferentes concentrações. 
Esses dados foram submetidos à análise estatística de regressão múltipla não linear 
com  duas  variáveis  independentes  (concentração  de  benzamidina  e  o  tempo) 
obtendo-se a equação z = 0.82 + 2.76e
-x
 - 91.07/y
2
 e os parâmetros : R
2 
= 0.58; 
F
2
,
189
 = 130.11; p < 0.0001. 
 
Concentração de benzamidina
0 20 40 60 80
Número de pousos
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
4.0
 




48 
 
 
Figura  -4  Preferência  de  pouso  de  mariposas  por  plantas  de  soja  CAC-1 
pulverizadas com o inibidor de protease benzamidina em diferentes concentrações. 
Esses dados foram submetidos à análise estatística de regressão múltipla não linear 
com  duas  variáveis  independentes  (concentração  de  benzamidina  e  o  tempo) 
obtendo-se a equação z = 01.29 - 0.08x
0.5 
+ 2.36e
-x
 e os parâmetros : R
2
 = 0.63; 
F
2,237
 = 201.55; p < 0.0001. 
 
A  seleção  de  um  hospedeiro  seja  pela qualidade  ou  ausência de  inimigos 
naturais  é normalmente realizada  pela  fêmea  (Mayhew,  1997).  O  sucesso  dos 
descendentes está ligado ao comportamento de escolha de lepidópteros por sítios 
de oviposição, já que lagartas apresentam baixa mobilidade (Singer, 1986; Renwick, 
1989).  Isto é importante, pois compostos produzidos por plantas após o ataque dos 
herbívoros podem afetar o desenvolvimento deles (Doughty et al., 1995) e ter maior 
importância em lagartas de primeiro estádio de desenvolvimento. 
O  padrão  de escolha de fêmeas de A.  gemmatalis sugere a  idéia de  este 
herbívoro  estar  adaptado  a  reconhecer  compostos  que  podem  interferir 
negativamente no desempenho de seus descendentes. Apesar de pouco tempo de 
contato  com  esse  hospedeiro,  a  produção  de  compostos  seja,  possivelmente, 
semelhante. Uma das rotas conhecidas de produção de compostos voláteis e IP em 
plantas é a via das lipoxigenases que leva a produção do ácido jasmônico e esse 
composto  pode  agir  na  ativação  e  expressão  de  genes  que  codificam  para  a 
produção de inibidores de proteases (Farmer e Ryan 1972). 
Silva et al. (2002 e 2004) e Fortunato et al. (2004 e 2007) demonstraram que 
plantas  de  soja atacadas  por  A.  gemmatalis  respondem através da produção  de 
inibidores de proteases tripsinas-like. 
 
5.3.  Efeito de pulverizações com benzamidina na preferência de oviposição 
de mariposas de Anticarsia gemmatalis 
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Observando-se a Figura 5 na qual foi realizada uma regressão simples não 
linear podemos verificar que houve um efeito significativo entre o número de ovos 
depositados na planta e a concentração de inibidor. Trata-se  de uma correlação 
negativa, ou seja, quanto maior a concentração de benzamidina menor a quantidade 
de  ovos depositados nas plantas de soja.  Portanto,  menor  oviposição em  folhas 
tratadas com inibidores de proteases. 
 
 
Concentração de benzamidina %(p/v)
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
Número de ovos depositados
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2
 = 0.39; F
1,48
 = 30.78; p < 0.0001]
CAC-1 TN
y = 39.49 - 32.79x
0.5
[R
2
 = 0.37; F
1,48
 = 28.62; p < 0.0001]
 
Figura 5 - Avaliação da preferência de mariposas por oviposição em plantas 
de soja CAC-1 e CAC-1 TN pulverizadas com o inibidor de protease benzamidina 
em diferentes concentrações. 
Resultados semelhantes foram encontrados em T. leucoceraea por Oliveira 
(2006) onde a maioria das fêmeas desse lepidóptero ovipositaram em plantas de 
eucalipto e goiaba sem o inibidor benzamidina, mostrando preferência por plantas 
nas quais seus descendentes possam ter maior sucesso reprodutivo. 
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A  literatura  relata que  fêmeas de  herbívoros  lepidópteros  podem  escolher 
hospedeiros  através  de  substâncias  voláteis,  nutrientes,  fagoinibidores  e 
fagoestimulantes (Eisemann e Rice, 1985; Mc Innis, 1989; Oi e Mau, 1989; Messina, 
1990).  Estudando  a  oviposição  de  Anthonomus  grandis  em  16  cultivares  de 
algodoeiro,  contendo  teores  de  gossipol,  um  composto  fenólico,  formado  por 
aldeídos  e  terpenos, biossintetizado por plantas  do  gênero  Gossypium  da  família 
Malvaceae,  Hedin  (1995)  observou  que  100%  das  fêmeas  ovipositaram  em 
cultivares com baixo teor de gossipol. 
O mesmo  parece  ter  ocorrido  com fêmeas  de  A.  gemmatalis,  onde  estas 
podem  ter  percebido  a  presença  do  inibidor  benzamidina  sobre  as  folhas  das 
plantas,  evitando realização  de  posturas, uma  vez que  inibidores de  proteases 
podem  reduzir  o  desenvolvimento  e  performance  de  seus  descendentes 
(Pompermayer et al. 2001; Pilon et al. (2006). 
Os  IPs  podem,  então,  inibir  a  oviposição de  A.  gemmatalis.  Isto  mostra  a 
possibilidade de utilização destes inibidores de proteases como parte de programas 
de  Manejo  Integrado  de  Pragas  (MIP)  em  plantios  de  soja,  pois,  como  já 
demonstrado para outros herbívoros, a presença desses compostos pode reduzir o 
desempenho desses organismos, reduzindo os danos e a pressão desse herbívoro 
sobre esse hospedeiro. 
5.4.  Efeito  de  diferentes  concentrações  de  benzamidina  pulverizada  em 
plantas de soja no ganho de peso de Anticarsia gemmatalis. 
Podemos  observar  nas  Figuras  6  e  7  que  houve  um  decréscimo  no 
crescimento, uma vez que o ganho de peso final de lagartas alimentadas com folhas 
de soja pulverizadas com o inibidor de protease benzamidina foi significativamente 
menor  do  que  em  lagartas  alimentadas  com  folhas  de  soja  sem  o  inibidor 
benzamidina. Uma explicação para este fato seria que a presença da benzamidina 
esteja inibindo serino proteases tripsina-like do intestino do  inseto diminuindo a 
biodisponibilidade de aminoácidos essenciais à biossíntese de proteínas importantes 
para o seu crescimento, desenvolvimento e manutenção do inseto, comprometendo 
assim o seu desenvolvimento. 
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Figura 6 - Avaliação do ganho de peso de lagartas A. gemmatalis alimentadas com 
folhas da variedade de soja CAC-1, pulverizadas com diferentes concentrações do 
inibidor  de  protease  benzamidina.  Esses  dados  foram  submetidos  à  análise 
estatística  de  regressão  múltipla  não  linear  com  duas  variáveis  independentes 
(concentração de benzamidina e o tempo) obtendo-se a equação z = 11.26 + 53.16x 
+ 0.50y
2.5x
 e os parâmetros : R
2
 = 0.95; F
2,33
 = 306.57; p < 0.001. 
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Figura 7 - Avaliação do ganho de peso de lagartas A. gemmatalis alimentadas com 
folhas da variedade de soja CAC-1, pulverizadas com diferentes concentrações do 
inibidor  de  protease  benzamidina.  Esses  dados  foram  submetidos  à  análise 
estatística  de  regressão  múltipla  não  linear  com  duas  variáveis  independentes 
(concentração  de  benzamidina  e  o  tempo)  obtendo-se  a  equação  z  =  29.59  - 
17.37x
1.5
 + 7.30y
2
 e os parâmetros : R2 = 0.97; F2,27 = 412.00; p < 0.001. 
 
Estes resultados são condizentes com os de Broadway e Duffey (1986a), nos 
quais a incorporação do inibidor de tripsina de soja (SBTI) e o inibidor de protease  
de  batata  em  dieta  resultou  em  um  decréscimo  na  taxa  de  crescimento  dos 
Lepidópteros  Heliothis  zea  e  Spodoptera  exigua.  Outros  inibidores  têm  dado 
resultados  semelhantes  como  oryzacistatina  ,  que  retarda  o  crescimento  de 
Tribolium  castaneum  (Michaud  et  al.,  1995);  da  mesma  forma,  o  inibidor 
Multicistatina de batata reduz o crescimento de Diabrotica virgifera virgifera (Orr et 
al., 1994). Esta, quando alimentada com soyacistatina N, tem sua atividade digestiva 
comprometida conturbando também o seu crescimento e desenvolvimento (Zhao et 
al., 1996; Koiwa et al., 1998 e 2000). 




53 
 
 Moreira  (2007)  quando  alimentando  lagartas de  A.  gemmatalis  com  dieta 
acrescida  de  bis-benzamidina  verificou  uma  redução  inicial  nas  taxas  de 
crescimento,  resultando  em  menor  ganho  de  peso  pelas  lagartas  quando 
comparadas  àquelas  que consumiram  dieta  sem a  adição  de  bis-benzamidina, 
sugerindo que o mesmo efeito possa ter ocorrido em A. gemmatalis alimentada com 
benzamidina, uma vez que o inibidor desde os primeiros  dias  afetou o ganho de 
peso das lagartas (figuras 6 e 7). Isto pode ter propiciado menores ganhos de peso 
no final da fase larval. Consequentemente, uma fase larval prejudicada pode afetar o 
peso da pupa e prejudicar a performance dos adultos formados. 
Mcmanus  e  Burgess (1995),  também verificaram  esse  efeito  em  larvas  de 
Spodoptera litura que após ingestão crônica de inibidores tiveram uma redução do 
crescimento apenas no 1º instar o que acarretou menores ganhos de peso até 12 
dias, e as lagartas, no final do ciclo, tiveram seus pesos pouco discrepantes. 
Por outro lado, Koiwa et al. (1998) verificaram que o inibidor de soyacystatina-
N causa impactos negativos no crescimento e desenvolvimento de Callosobruchus 
maculatus apenas nos três primeiros instares. A partir do quarto instar até a fase 
pré-pupa, o inseto demonstrou ter uma taxa de recuperação dos efeitos negativos 
dos 3 primeiros instares. 
 
5.5.  Efeito  de  diferentes  concentrações  de  benzamidina  pulverizada  em 
plantas de soja na mortalidade de Anticarsia gemmatalis. 
Podemos observar na figura 8, em que  foi realizada  uma regressão linear, 
efeito significativo de aumento  da mortalidade em decorrência do acréscimo  de 
inibidor benzamidina. 
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Figura 8 - Avaliação da mortalidade de lagartas A. gemmatalis  alimentadas 
com  folhas  da  variedade  de  soja  CAC-1  e  TN,  pulverizadas  com  diferentes 
concentrações do inibidor de protease benzamidina. 
Resultados  semelhantes  foram  encontrados  quando  se  alimentou 
Leptinotarsa  decemlineata  com  E64,  inibidor  sintético  de  císteino  protease.  O 
resultado foi um atraso no crescimento, aumento na  mortalidade e diminuição da 
taxa de fecundidade de adultos (Wolfson e Murdock, 1987; Bolter e Latoszek-Green, 
1997). 
Pilon et  al. (2006)  basearam se na determinação da digestibilidade e seus 
efeitos  no  crescimento  e  desenvolvimento  de  larvas  de  A.  gemmatalis  quando 
alimentadas com o inibidor de tripsina benzamidina em dieta artificial. Foi verificado 
que a adição de benzamidina alterou significativamente a digestibilidade do alimento 
proteico. Tal alteração está correlacionada com impactos negativos ocasionados na 
fase larval desse inseto, tais como aumento do ciclo larval, diminuição de ganho de 
peso e aumento da mortalidade. 
Visôtto  (2007),  buscando  verificar  o  papel  das  bactérias  intestinais  no 
processo digestivo e no desenvolvimento de A. gemmatalis após a ingestão de dieta 
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artificial  contendo  tetraciclina,  demonstrou  que  a  redução  da  microbiota  afetou 
significativamente a atividade proteolítica no intestino de A. gemmatalis, sugerindo 
que  o  aumento  da  mortalidade  em  larvas,  pode  estar  correlacionado  com  a 
microbiota reduzida. Neste sentido, os inibidores de proteases apresentam grande 
potencial por reduzirem ou impedirem a atividade das enzimas digestivas produzidas 
pela A.  gemmatalis  e  a  sua  microbiota,  causando-lhes  desnutrição  e  redução do 
desenvolvimento, aumentando, assim, a mortalidade das lagartas. 
Moreira (2007) verificou que a ingestão do inibidor bis-benzamidina  em dieta 
por A. gemmatlis provocou uma redução inicial nas taxas de crescimento afetando 
significativamente  a  biomassa  incorporada pelas  lagartas durante a fase  larval,  o 
que resultou em menor ganho de peso pelas lagartas quando comparadas àquelas 
que consumiram dieta sem a adição de bis-benzamidina. 
 
5.6.  Determinação  dos  níveis  de  inibidores  de  proteases  presentes  nos 
extratos foliares 
Podemos observar nas figuras 9 e 10 mostram que mesmo em presença da 
benzamidina, as plantas de soja pulverizadas com benzamidina após o ataque de A. 
gemmatalis, tiveram aumentos na inibição tríptica, . Estes resultados mostram que 
conforme verificado por Silva et al.(2002 e 2004) e Fortunato et al. (2004 e 2007) as 
plantas de soja responderam ao ataque do inseto através da produção endógena de 
inibidores  de  proteases  uma  vez  que  ocorre  aumento  da  inibição  tríptica  com o 
tempo. Além da benzamidina pulverizada na planta ocorre também a produção de 
inibidor endógeno pelas plantas de soja de ambos genótipos CAC-1 E CAC-TN. 
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Figura 9  – Determinação  dos níveis  de  inibidores  em folhas  de soja da 
variedade  CAC  1,  pulverizadas  com  inibidor  de  protease  benzamidina  nas 
concentrações de benzamidina 0; 0,15; 0,30; 0,45; 0,60; e 0,75 % (p/v) e coletadas 
nos tempos 6, 12, 24 e 48 horas de ataque de lagartas A. gemmatalis. Esses dados 
foram submetidos à análise estatística de regressão múltipla não linear com duas 
variáveis  independentes  (concentração de  benzamidina  e  o  tempo)  obtendo-se  a 
equação z = 5,07 +301,6x + 1,03y – 2,65,5X
2
 – 0,02y
2
 e os parâmetros : R
2
= 0,65; 
F
5,67
=30,60; p<0,0001. 
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Figura 10 -  Determinação  dos níveis de inibidores em  folhas de soja da 
variedade  CAC-1  TN,  pulverizadas  com  inibidor  de  protease  benzamidina  nas 
concentrações de benzamidina 0; 0,15; 0,30; 0,45; 0,60; e 0,75 % (p/v) e coletadas 
nos tempos 6, 12, 24 e 48 horas de ataque de lagartas A. gemmatalis. Esses dados 
foram submetidos à análise estatística de regressão múltipla não linear com duas 
variáveis  independentes  (concentração de  benzamidina e o  tempo) obtendo-se  a 
equação z = 6,36+448,54x+1,05y -467,6x
2
 -0,02y
2
 e os parâmetros : R
2
= 0,48; F
5,66
= 
14,99; P<0,0001 
 
Marinho (2006) observou aumento na produção de inibidores pelas plantas de 
eucalipto e goiaba após a aplicação de benzamidina e com ataque de Thyrinteina 
leucoceraea  nos  tempos  de  12  e  24  horas  de  ataque  ao  eucalipto  e  goiaba 
respectivamente.  No  entanto  ocorreu  um  declínio  na  produção  de  inibidores    48 
horas após aplicação do Inibidor de protease. Plantas de amieiro (Alnus glutinosa) 
também responderam ao ataque de Agelastica alni com aumento da produção de 
inibidores de proteases (Tscharntke et al., 2001). 
Em nosso estudo pudemos verificar que, independentemente da aplicação de 
benzamidina, ocorreu a produção de inibidores endógenos, os quais são relatados 
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na literatura, serem componentes de defesa das plantas. Estes dados indicam que a 
pulverização de plantas com inibidor benzamidina não foi eficiente no processo de 
defesa  da  planta  uma  vez  que  ocorreu  aumento  de  inibidor  endógeno. 
Provavelmente, o caminho mais promissor de controle utilizando essa via bioquímica 
fosse a produção de cultivares  que expressem  maiores níveis de  inibidores ou 
expressem inibidores mais potentes, mas que sejam produzidos pela planta. 
No entanto, a pulverização com benzamidina foi importante nos parâmetros 
biológicos  dos  insetos,  uma  vez  que  acarretou  impactos  negativos  no 
desenvolvimento  das  lagartas  e  no  aumento  da  mortalidade.  Com isso  podemos 
sugerir que o inibidor benzamidina possa ser uma estratégia no controle da lagarta 
da soja, uma vez que, além de proporcionar aumento da defesa endógena da soja, 
ele  proporciona  impactos  negativos  no  desenvolvimento  pós-embrionário  das 
lagartas, além de influenciar no comportamento do inseto como a não preferência 
alimentar e a baixa oviposição em plantas de soja pulverizadas com benzamidina. 
Neste estudo verificamos também que plantas de soja do genótipo CAC-1-TN, 
utilizadas  no  programa  de  melhoramento  da  soja  da  UFV  se  comportam 
semelhantemente  à  variedade  CAC-1  na  produção  de  inibidores,  estando  em 
conformidade  com  proposto  por  Carvalho  et  al.  (1997),  que  trabalharam  com 
sementes de vários genótipos de soja contrastando para ausência e presença de 
genes que  codificam lipoxigenases  e  KTI.  Eles  demostraram  que  a eliminação 
genética  de lipoxigenases nas  sementes  diminuía  os  níveis  de  KTI.  Verificaram, 
ainda, que a produção de KTI em sementes estava relacionada com os níveis de 
lipoxigenases.  Portanto,  a  Via  das  Lipoxigenases  estaria  envolvida  com  o 
mecanismo  bioquímico  de  produção  de  KTI  em  sementes.  Assim,  os resultados 
obtidos mostraram também, que a manipulação genética feita na semente, com a 
retirada das lipoxigenases para diminuir o beany flavor e a retirada do inibidor de 
proteases Kunitz, fator antinutricioanal , com o objetivo de obter um grão de soja de 
melhor  qualidade  para  a  agroindústria,  não  afetou  a  expressão  dos  genes  de 
inibidores de proteases e de lipoxigenases em folhas os quais têm sido relatados 
como componentes importantes  no mecanismo  de  defesa de  plantas  a  insetos e 
patógenos. 
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5.7.  Atividade proteásica do intestino médio de A. gemmatalis 
Podemos  observar na figura  11  que a  atividade  proteásica  do  intestino da 
lagarta  é  decrescente  até a  concentração  0,45%  de  benzamidina  em  relação  ao 
controle onde começa a ser crescente nas concentrações 0,60 e 0,75%. Isso mostra 
que  concentrações  até  0,45%  de  benzamidina  juntamente  com  os  inibidores 
produzidos pela soja, reduzem significativamente a atividade proteolítica. Por outro 
lado, em concentrações maiores como 0,60 e 0,75% de  benzamidina, o inseto 
provavelmente esteja utilizando os aminoácidos obtidos das folhas consumidas para 
a síntese de proteases digestivas, buscando  contornar  o  efeito  da presença de 
inibidores. Tal fato explica um menor ganho de peso e um aumento da mortalidade 
para  tais  concentrações.  Como observado em A.  gemmatalis  quando  alimentada 
com altos teores de inibidor tripsina, outros Lepdopteras como Spodoptera littoralis 
se adaptam  a inibidores de proteases com uma grande produção  de  proteases 
digestivas (De Leo et al.,1998). 
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Figura  11  –  Atividade  Proteásica  do  extrato  do  intestino  de  lagartas  A. 
gemmatalis  alimentadas de plantas  de  soja  CAC-1  pulverizadas  com  inibidor  de 
protease benzamidina nas concentrações de benzamidina 0; 0,15; 0,30; 0,45; 0,60 e 
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0,75 %(p/v), nos tempos 6, 12, 24 e 48 horas de ataque da soja. Esses dados foram 
submetidos à análise estatística de regressão múltipla não linear com duas variáveis 
independentes  (concentração  de  benzamidina  e  o  tempo)  obtendo-se  a equação 
z=0,2155 – 0,73x + 0,007y + 0,88x
2
 – 0,0001y
2
 e os parâmetros : R
2
 = 0,39; F 
5,67
; 
P=0,0001. 
 
Com a  ingestão  crônica  de  inibidores,  a  biodisponibilidade  de  aminoácidos 
estaria sendo utilizada para a síntese de mais proteases ao invés da biossíntese de 
outras proteínas necessárias ao  crescimento e desenvolvimento do inseto, isso 
poderia levá-lo à morte. 
Na  figura  12, assim  como ocorrido  na Figura  11,  a  atividade  proteásica  é 
decrescente até a concentração 0,45% onde começa a ser crescente no tratamento 
0,60%. Isto demonstra que  plantas CAC-1  TN respondem  igualmente a plantas 
CAC-1 na síntese de inibidores de protease. 
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Figura 12 – Atividade Proteásica do extrato do intestino de lagartas A. gemmatalis 
alimentadas de  plantas  de soja CAC-1 TN pulverizadas com inibidor de  protease 
benzamidina  nas  concentrações  de  benzamidina  0,  0.15,  0.30, 0.45, 0.60  e 0.75 
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%(p/v), nos tempos  6, 12,  24 e  48 horas de ataque da soja.  Esses dados  foram 
submetidos à análise estatística de regressão múltipla não linear com duas variáveis 
independentes (concentração de benzamidina e o tempo) obtendo-se a equação z= 
0,22 -0,82x + 0,008y + 0,97x
2
 - 0,0001y
2
 e os parâmetros : R
2
 = 0,51; F
5,67
=17,41; p 
< 0,0001. 
Os insetos podem superar os efeitos dos inibidores de proteases de diversas 
formas, tais como: pela hiperprodução de proteases (Broadway, 1995), pela indução 
da  atividade  de  novas  proteases  insensíveis  ao  inibidor  (Jogsma  et  al.,  1995; 
Broadway, 1995; Bolter e Jogsma, 1995; Zhu–Salzman et al. 2003; Pilon et al. 2006; 
Marinho 2006; Moreira 2007)), pela ligação dos inibidores de proteases a proteases 
não  alvo  (Michaud,  et  al.,  1995)  ou  pela  ativação  enzimática  das  tripsina-like 
(Oliveira et al., 1993). 
Lagartas  de  lepidópteros  polífagos  têm  a  capacidade  de  responder  a 
mudanças na qualidade nutricional da dieta e/ou agentes antimetabólicos, como os 
inibidores de proteases, alterando suas proteases digestivas. As mudanças podem 
ser qualitativas, caracterizando-se pelo aumento nos níveis de proteases intestinais 
para manter a digestão nos níveis ideais, ou quantitativas, que incluem a síntese de 
isoformas insensíveis às quais o inibidor seria incapaz de se ligar e, portanto, inibir 
(Srinivasan  et  al.,  2006).  Trichoplusia  ni  (Lepidoptera:  Noctuidae)  é  um  inseto 
herbívoro  generalista,  mas  tem  o  repolho  como  sua  planta  hospedeira  preferida. 
Quando alimentadas em dieta protéica contendo inibidor de proteases extraído de 
folhas  de  repolho,  as  lagartas  de  T.  ni  tiveram  sua  digestibilidade  protéica 
aumentada devido à síntese de outras proteases (Broadway, 1995). 
 
5.8.  Atividade amidásica do intestino médio de A. gemmatalis. 
Podemos  observar  na  figura  13  que  atividade  versus  concentração  de 
benzamidina  mostra  uma  atividade  amidásica  crescente  somente  até  a 
concentração 0,45% e, deste ponto em diante foi decrescente, demonstrando que 
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benzamidina pode ser uma excelente estratégia no controle de A. gemmatalis em 
plantas de soja da variedade CAC-1. 
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Figura 13 – Atividade  Amidásica nos tempos 6, 12,  24 e  48 horas do extrato do 
intestino  de  lagartas  A.  gemmatalis  alimentadas  de  plantas  de  soja  CAC-1 
pulverizadas  com  inibidor  de  protease  benzamidina  nas  concentrações  de 
benzamidina  0;  0,15;  0,30;  0,45;  0,60  e  0,75    %  (p/v).  Esses  dados  foram 
submetidos à análise estatística de regressão múltipla não linear com duas variáveis 
independentes (concentração de benzamidina e o tempo) obtendo-se a equação z= 
2,20  +2,44x  -0,06y  -5,03x
2
+0,0011y
2
  e  os  parâmetros  :  R
2
=0,67,  F
5,67
=25,82; 
P<0,0001. 
 
Efeito parecido foi observado por Moreira (2007), que alimentou lagartas A. 
gemmatalis  com  dieta  artificial  acrescida do  inibidor  de  serino  protease berenil  e 
verificou  uma  queda  na  atividade  tríptica na  medida  em  que  se  aumentava  a 
concentração do inibidor. 
Brodway (1995), estudando as espécies de lepdopteras Pieris rapae, Pieris 
napi,  Plutella  xylostella,  Trichoplusia  ni,    Lymantria  dispar  e  Helicoverpa  zea, 
observou  que estes  insetos  apresentaram  atividades  de  tripsina  e quimotripsina, 
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sendo  que  índices  muito  maiores  de  atividade  eram  atribuídos  a  tripsinas.  Do 
mesmo  modo,  inibidores  de  tripsina  mostraram-se  muito  mais  eficientes.  Estes 
resultados sugerem que inibidores de tripsina na defesa de plantas ao ataque de 
Lepdopteras são muito eficientes, uma vez que a digestão desses insetos é mais 
dependente de tripsinas-like. 
Resultado semelhante observou na figura 14, que mostra o perfil de atividade 
amidásica de lagartas alimentadas com plantas de soja do genótipo TN pulverizadas 
com o inibidor benzamidina. 
Verificamos  que  esse  aumento  significativo  na  biossíntese  de  tripsinas, 
sugere que esteja ocorrendo uma hiperprodução de tripsinas like. É provável que 
essas  tripsinas  sejam  sensíveis  ao  inibidor  benzamidina  e,  para  responder  à 
demanda  da  dieta,  a  lagarta  tenha  produzido  mais  enzimas,  o  que  pode  ser 
observado com aumento da atividade. 
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Figura 14 – Atividade  Amidásica nos tempos 6, 12,  24 e  48 horas do extrato de 
intestino de lagartas  A. gemmatalis  alimentadas  de plantas de soja CAC-1 TN 
pulverizadas  com  inibidor  de  protease  benzamidina  nas  concentrações  de 
benzamidina  0;  0,15;  0,30;  0,45;  0,60  e  0,75    %  (p/v).  Esses  dados  foram 
submetidos à análise estatística de regressão múltipla não linear com duas variáveis 
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independentes (concentração de benzamidina e o tempo) obtendo-se a equação z = 
0,78  +  3,60x  0,01y -  3,85x
2 
-0,0003y
2
 e  os  parâmetros  : R
2
= 0,29; F
5,67
=6,95; 
P<0,0001. 
 
Zhu–Salzman  et  al.  (2003)  estudando  C.  maculatus,  utilizando  cisteíno 
protease  como principal  enzima na digestão de  proteínas,  verificaram  que altas 
concentrações de Soyacistatina N (ScN) na dieta deste inseto, induziam a síntese de 
cisteíno  protease  diferenciada  e  resistente  ao  inibidor.  A  síntese  de  tripsinas 
insensíveis à ação de inibidores proteolíticos está descrita na literatura como sendo 
uma estratégia de defesa empregada também por  lepidópteros como Spodoptera 
frugiperda,  que  não  teve  o  seu  crescimento  e  desenvolvimento  afetados  pela 
ingestão de inibidor SBTI extraído de sementes de soja (Paulillo et al. 2000). Isto foi 
verificado pelo fato de que expressaram endopeptidases com baixa susceptibilidade 
ao inibidor, enquanto H. virescens produziu isoformas de tripsina ao alimentarem-se 
em  folhas  de  tabaco  (Brito  et  al.  2001),  uma  de  suas  plantas  hospedeiras 
caracterizada por conter altos níveis de defesas químicas. A adaptação à ingestão 
de IP’s pela síntese de proteases insensíveis também já foi identificada em outras 
espécies  da  família Noctuidae  como  Helicoverpa  zea,  T. ni,  Agrotis  ipsilon  e  H. 
armigera (Mazundar-Leighton e Broadway, 2001;  Chougule et al., 2005, Volpicella 
et al., 2006). 
5.9.  Atividade esterásica do intestino médio de A. gemmatalis. 
Nas figuras 15 e 16, Observa-se que houve uma redução da atividade em 
todas as concentrações de benzamidina, em relação ao controle, com ausência de 
benzamidina. 




[image: alt]65 
 
 
Concentração de Benzamidina
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Atividade Micromolar s
-1
 mg de proteína
-1
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
6 horas
12 horas
24 horas
48 horas
 
Figura 15 – Atividade esterásica  nos tempos 6, 12,  24 e 48 horas  do  extrato de 
intestino  de  lagartas  A.  gemmatalis  alimentadas  de  plantas  de  soja  CAC-1 
pulverizadas  com  inibidor  de  protease  benzamidina  nas  concentrações  de 
benzamidina  0;  0,15;  0,30;  0,45;  0,60  e  0,75    %  (p/v).  Esses  dados  foram 
submetidos à análise estatística de regressão múltipla não linear com duas variáveis 
independentes (concentração de benzamidina e o tempo) obtendo-se a equação z = 
0,85 -3,18x+0,008y+3,42x
2
 -0,0002y
2
 e os parâmetros : R
2 
= 0,59; F
5,67
= 24,46; P< 
0,0001. 
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Figura 16 – Atividade esterásica  nos tempos 6, 12,  24 e 48 horas  do  extrato do 
intestino de lagartas  A. gemmatalis  alimentadas  de plantas de soja CAC-1 TN 
pulverizadas  com  inibidor  de  protease  benzamidina  nas  concentrações  de 
benzamidina  0;  0,15;  0,30;  0,45;  0,60  e  0,75    %  (p/v).  Esses  dados  foram 
submetidos à análise estatística de regressão múltipla não linear com duas variáveis 
independentes (concentração de benzamidina e o tempo) obtendo-se a equação z = 
0,92 -2,15x -0,01y +2,08x
2
+0,0002y
2
 e os parâmetros : R
2 
= = 0,43; F
5,67= 
13,85; P< 
0,0001. 
 
Diante dos resultados apresentados, verificamos que houve um decréscimo 
da atividade tríptica e pouca atividade esterásica, o que nos leva a sugerir que A. 
gemmatalis  possa  estar  produzindo  outras  proteases  como  forma  de  defesa  à 
ingestão  crônica  de  benzamidina,  como  observado  em  coleópteros  os  quais 
apresentam uma reconfiguração da expressão das enzimas digestivas, quando as 
larvas  foram  alimentadas  em  dietas  com  inibidores  de  proteases.  Tribolium 
castaneum  (Coleoptera:  Tenebrionidae)  e  Callosobruchus  maculatus  (Coleoptera: 
Bruchidae), duas pragas de grãos armazenados, seriam capazes de alterar o perfil 
de suas enzimas proteolíticas entre  aspartil, cisteíno e  serino-proteases quando 
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alimentadas em dietas acrescidas de inibidores de cisteíno e serino-proteases, E-64, 
KTI e  Soyacistatin  (Oppert  et al.,  2005;  Zhu-Salzman  et  al.,  2003),  ou mesmo 
reconfigurar a expressão da principal enzima digestiva (Ahn et al., 2007). 
 
5.10.  Atividade de cisteíno proteases no intestino médio de A. gemmatalis. 
Na  figura  17  verificamos  que  houve  incremento  de atividade  de  cisteíno 
protease em todas as concentrações, principalmente nos tempos 6,12 e 48 horas. 
Embora  na  figura  18  o  teste  não  tenha  sido  significativo  a  5%  de  probabilidade 
verificamos que  nos tempos  6 e 12 horas tende a apresentar um aumento na 
atividade  de  cisteíno  proteases  em  decorrência  da  aplicação  de  benzamidina  na 
concentração de 0,75%. 
 
Concentração de Benzamidina % (p/v)
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Micromolar S
-1 
mg(proteína)
-1
0.1
0.2
0.3
0.4
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0.6
0.7
6 horas
12 horas
24 horas
48 horas
 
Figura  17  –  Atividade  de cisteíno protease  nos  tempos  6,  12,  24  e  48 horas do 
extrato do intestino de lagartas A. gemmatalis alimentadas de plantas de soja CAC-1 
pulverizadas  com  inibidor  de  protease  benzamidina  nas  concentrações  de 
benzamidina  0;  0,15;  0,30;  0,45;  0,60  e  0,75    %  (p/v).  Esses  dados  foram 
submetidos à análise estatística de regressão múltipla não linear com duas variáveis 
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independentes (concentração de benzamidina e o tempo) obtendo-se a equação z = 
0,73  -0,28x  -0,03y+1,03x
2
+0,0006y
2
  e  os  parâmetros  :  R
2 
=  0,31;  F
5,67
=  7,60; 
P<0,0001. 
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Figura  18  –  Atividade  de cisteíno protease  nos  tempos  6,  12,  24  e  48 horas do 
extrato do intestino de lagartas A. gemmatalis alimentadas de plantas de soja CAC-1 
TN  pulverizadas  com  inibidor  de  protease  benzamidina  nas  concentrações  de 
benzamidina  0;  0,15;  0,30;  0,45;  0,60  e  0,75    %  (p/v).  Esses  dados  foram 
submetidos à análise estatística de regressão múltipla não linear com duas variáveis 
independentes (concentração de benzamidina e o tempo) obtendo-se a equação .z= 
0,34 -0,14x+0,01y+0,18x
2
 -0,0002y
2
 e os parâmetros : R
2 
=  0,12; F5,67=2,36; P= 
0,618. 
 
Resultados  semelhantes  foram  observados  por  Marinho  (2006)  com 
acréscimo  de  atividade  de  cisteíno  proteases,  quando  alimentou  lagartas  de 
Thyrinteina leucoceraea com  plantas de eucalipto e  goiaba pulverizadas com  o 
inibidor  benzamidina.  Provavelmente a lagarta  da soja  esteja  produzindo cisteíno 
proteases  em  presença  de  inibidor  de  serino  proteases  como  adaptação.  Sendo 
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inibidas  as serino proteases  do  intestino,  o  inseto  poderia  estar  produzindo mais 
serino proteases como também cisteíno proteases para digerir a sua dieta. 
Estudos  têm  indicado  que  insetos  da  ordem  Coleoptera  sintetizam 
naturalmente mais de uma classe de proteases.  Girard e colaboradores  (1998) 
verificaram  que  Phaedon  cochleariae  na  sua  digestão  proteíca  utiliza  mutiplas 
enzimas proteolíticas que envolvem endo e exopeptidases. Em gel de atividade, são 
detectadas duas formas de cisteíno proteases, quatro formas de serino proteases 
principalmente  elastase, e  um  pequeno  residual  de  atividade  atribuída  a aspartil 
proteases.  Aspartil  e  cisteíno  proteases  foram  encontradas  em  Leptinotarsa 
decemlineata (Thie e Houseman,1990; Michaud et al.,  1995 a) e em larvas de 
Phyllotreta cruciferae (Rymerson e Bodnaryk, 1995). Outros resultados mostram que 
Coleópteras, na sua digestão protéica, requerem a presença conjunta de aspartil, 
cisteíno e serino proteases Callosobruchus maculatus (Gatehouse e Boulter, 1983; 
Silva e Xavier-Filho, 1991; Zhu-Salzman et al., 2003) e Tribolium castaneum  (Liang 
et  al.,  1991;  Chen  et  al.,  1992;  Blanco-Labra  et  al.,  1996).  Isso  explicaria  a 
adaptalidade destes insetos a uma diversidade de plantas. 
Oliveira et al. (2005) descreveram as tripsinas like como as principais enzimas 
digestivas de A. gemmatalis, responsáveis pela digestão de proteínas. No entanto, 
em  nossos estudos, verificamos a ocorrência de  cisteíno proteases, quando as 
lagartas  são  alimentadas  com  plantas  de  soja  CAC-1  pulverizadas  com 
benzamidina. Verificamos que o  aumento de atividade proteásica nas maiores 
concentrações (0,60 e 0,75%) provavelmente seja devido a atividade esterásica e 
atividade de cisteíno proteases. Por outro lado, verificamos que, quando lagartas A. 
gemmatalis  foram alimentadas com  plantas  de  soja  CAC-1  TN pulverizadas com 
benzamidina nas concentrações (0,60 e 0,75%), não houve variação na atividade de 
cisteíno  proteases,  mas  ocorreram  aumentos  nas  à  atividade  amidásica  e 
esterásica, podendo estar havendo um aumento na biossíntese de serino proteases.
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6.  Conclusões 
Plantas CAC-1 e CAC-1 TN responderam de em os todos testes de forma 
similar, demonstrando que alteração genética no genótipo TN,  que promoveu a 
eliminação dos genes lox1, lox2 e lox3, não afetou a biossíntese foliar de inibidores 
proteolíticos. 
Este trabalho permitiu concluir que benzamidina compromete os parâmetros 
biológicos  do  inseto,  alterando  o  comportamento  de  lagartas  e  mariposas  de 
Anticarsia gemmatalis, as quais tiveram preferência alimentar no caso das lagartas e 
de  pouso  e  oviposição  no  caso  das mariposas,  por plantas  que  não  receberam 
pulverizações  com  benzamidina.  Benzamidina também  afetou o  desenvolvimento 
pós-embrionário  de  A. gemmatalis  reduzindo  o  ganho  de  peso  e  aumentando a 
mortalidade. 
Plantas pulverizadas com benzamidina respondem com aumento nos níveis 
inibidores endógenos de plantas de soja CAC-1 e CAC-1 TN. Uma estratégia para o 
controle de A. gemmatalis seria a utilização de plantas geneticamente modificadas 
expressando maiores concentrações de inibidor  ou expressando inibidores mais 
potentes. 
 Os experimentos demonstraram que lagartas A.  gemmatalis apresentaram, 
como  mecanismo  de  defesa  ao  inibidor  benzamidina,  a  capacidade  de  sintetizar 
cisteíno  proteases.  Um  sistema  de  controle  da  lagarta  da  soja  deverá, 
provavelmente, ser realizado com uma associação de inibidores de serino proteases 
e de cisteíno proteases. 
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