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RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos do aumento da radiagéo ultravioleta B (UV-B)
na composicédo de substancias constitutivas e induzidas de cultivares de soja, BRS 262 e IAC 100, sob
trés tratamentos: UV-B aumentado, UV-B solar e UV-B diminuido. As avaliagdes foram realizadas
nas fases V1 e V2 de desenvolvimento da planta. Em geral, as diferencas foram mais marcantes entre
as cultivares do que as diferencas entre as radiacdes em si. O efeito da radiacdo aumentada (em torno
de 4,46 kJ.m'z.dia'l) foi observado nos teores de rutina em ambas as cultivares, e nos teores de
daidzina, M-daidzina e daidzeina apenas no BRS 262. Nas condi¢des de aumento de UV-B foram
observadas diminui¢cdes nos teores de genisteina na fase V2, em ambas as cultivares. A genistina foi
detectada apenas na cultivar BRS 262, estando ausente na soja IAC 100. O aumento da radiacdo UV-B
induziu a diminui¢do das concentracBes de genistina e M-genistina. As diferencas nas respostas
mostraram alta especificidade de resposta molecular ao aumento de UV B.
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INTRODUCAO

O aumento na incidéncia da radiacdo UV-B (280 — 320 nm) muda o perfil da composicao
quimica das substancias intrinsecas, em particular os compostos capazes de absorver essa radiacao.
Sdo em geral compostos fendlicos, sendo mais de 8000 deles conhecidos na literatura, e sdo
caracterizados em diferentes grupos, tais como flavonoides, taninos, acidos fendélicos e cumarinas. Séo
mais comuns em dois principais grupos: flavonoides e &cidos hidroxicinamicos (HCA), ambos sdo
produzidos pela via dos fenilpropandéides (LUTHRIA et al., 2006).

Os flavondides sdo substancias quimicas fendlicas que ocorrem amplamente no reino vegetal,
desempenhando func¢des as mais diversas, dentre as quais a protecdo contra radiacdo ultravioleta,
ataque de insetos e doencas, estimulantes de producdo de nédulos por rizébios, dentre outras. Tém sua
estrutura baseada em 2-fenil-benzopirano (C6-C3-C6), sendo representados por varias classes, de
acordo com o grau de oxidacdo do anel central. Podem ocorrer na forma de agliconas, glicosideos ou
como parte de outras estruturas que contenham flavondides, como as flavolignanas, porém ocorrem
mais comumente na forma glicosidica. Eles podem ser subdivididos em 13 classes, com mais de 5000
compostos descritos até 1990. As subclasses dos flavonoides sdo: chalconas, dihidrochalconas,
auronas, flavonas (apegenina, luteolina, diosmetina), flavondis (quercetina, miracetina, kaempferol),
dihidroflavonol, flavanonas (naringina, hesperidina), flavanol, flavandiol, antocianidina,
isoflavondides (genisteina, daidzeina), bioflavonoides (rutina) e proantocianinas (HARBORNE,
1977).

As diferentes espécies de plantas estdo adaptadas a uma enorme variagdo na intensidade e
quantidade de incidéncia luminosa. Nessas condicdes, os flavondides sdo acumulados principalmente
nos tecidos superficiais, como a epiderme, cuticula e material epicuticular (CALDWELL et al., 2005).

O objetivo do estudo foi avaliar os teores de flavonoides em duas cultivares de soja, BRS 262
e IAC 100, cultivadas sob trés tratamentos: UV-B aumentado, UV-B solar e UV-B diminuido.



MATERIAIS E METODO
Delineamento experimental

As plantas de soja, cultivares BRS 262 e IAC 100, foram cultivadas sob trés diferentes
tratamentos. No tratamento UV-B aumentado (UV-B®), a radiacdo foi acrescida 4h por dia, por 8
unidades de lampadas fluorescentes (EL UVB-313, Q-Lab, EUA), envolvidas com uma pelicula de
acetato de celulose (Crystal) para filtrar parte do espectro de UV-C (280-290 nm), posicionado a
aproximadamente 40 cm acima do topo da copa das plantas. O filme de acetato de celulose foi trocado
a cada 5 dias. Para o tratamento UV-B diminuido (UV-B"), as parcelas foram cobertas com um filme
de poliéster (Du Pont) de 0,152 mm, que absorve a radiacdo UV-B. As radiacBes incidentes nas
parcelas foram monitoradas e as leituras foram integradas ao longo de 4 horas por dia, a média durante
todo o experimento foi de 11,28 kJ m? dia®. Portanto, no tratamento UV-B aumentado houve um
acréscimo médio de 4,46 kJ m? dia™ comparado ao tratamento UV solar (KADIVAR; STAPLETON,
2003; GUNASEKERA; PAUL; AYRES, 1997).

A irradiancia foi medida por um espectroradidometro (USB2000 + RAD, Ocean Optics, EUA).
Ao longo do desenvolvimento da soja, a altura da lampada e do filtro foi ajustada para
aproximadamente 40 cm de distancia com a copa das plantas. Os valores lidos foram normalizados
segundo o espectro de acdo de resposta da planta, estabelecido por Caldwell (1971).

No final do experimento as plantas foram secas e pesadas, parte aérea e a raiz separadamente,
e 0s nodulos contados e pesados.

Extragdo e quantificacdo dos metabdlitos

As folhas nas fases V1 e V2 foram coletadas e levadas em sacos plasticos para o laboratério,
lavadas em agua corrente, enxugadas com papel de filtro e processadas imediatamente em nitrogénio
liquido.

Uma aliguota pesando entre 0,250-0,500 g de cada amostra foi retirada e extraida em
aproximadamente 1,50 mL de metanol em agua (90% MeOH) e sonicada por 20 min. em banho de
ultrasson. O extrato foi filtrado e colocado sob um fluxo de N2 até a secura completa. As amostras
processadas foram enviadas para Embrapa Soja para analises cromatograficas. Para as analises
cromatograficas, o extrato foi re-solubilizado em 1,50 mL de MeOH (80%) sendo 20 pL injetado no
HPLC para identificacdo e quantificacdo dos compostos constitutivos e induzidos.

A separacdo dos componentes e sua quantificagdo foram realizadas por HPLC, em coluna
C18, fase reversa, diametro de 4.6 mm, particula de 5um, comp. 250 mm; com detetor PDA em
comprimentos de onda 260 nm e 280 nm. O eluente utilizado foi o gradiente de solvente (Tabela 1)
composto por: Solvente A — Metanol:H,O:HOAc (18:1:1) (v:v:v); Solvente C — Acido Acético 2%
aquoso.

TABELA 1- Gradiente de solvente para eluigdo no HPLC

Gradiente

Tempo Solvente A Solvente C
(%) (%)

0.001 25 75

40.00 75 25

45.00 25 75

50.00 END

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na condugéo dos experimentos em campo para avaliacdo do efeito da radiacdo UV-B sobre
plantas e microbiota associada, é importante observar a distancia do posicionamento das lampadas e
do filtro até a copa das plantas, sendo esse um dos fatores essenciais a ser observado, conforme
discutido por Flint et al., (2009).

Efeitos sobre os teores de flavondides e isoflavonoides — No total de 10 substancias foram
monitoradas nos extratos das duas cultivares, extraidos nos periodos de desenvolvimento V1 e V2.



As maiores diferencas na composicdo de rutina (flavondides) foram observadas na
composicao entre as duas cultivares, independente da intensidade da radiacdo UV. Plantas cultivadas
sob diminuicdo de UV-B com filtro de poliéster mostraram menores concentracfes de rutina (Figura
1), e 0 aumento da UV-B ndo alterou a concentragdo em comparacdo a luz natural. A presencga de
rutina na cultivar BRS 262 foi detectada apenas a partir da fase V2, em quantidade muito menor que
na cultivar IAC 100. E interessante notar a especificidade molecular entre as cultivares.

Rutina em cultivares IAC 100 e BRS 262, fase V2,
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FIGURA 1: Teor de Rutina em folhas de soja cultivares IAC 100 e BRS 262, fase V2 de
desenvolvimento, cultivadas sob diferentes espectros de radiagédo UV
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FIGURA 2: Genisteina em folhas de soja expostas a radiacdo UV-Bsolar, UV-B*, e UV-B".
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FIGURA 3: Genistina e M-Genistina em folhas de soja cultivar BRS 262 expostas a radiacdo
UV-Bsolar, UV-B*, e UV-B" (com filtro)

O efeito sobre o teor de genisteina (aglicona) ¢ marcante quando UV-B foi aumentada (UV-
B"), observando-se decréscimo na concentracdo quando comparado ao controle (radiagdo solar),



principalmente na fase V2, em ambas as cultivares (Figura 2). A concentracdo de genisteina foi maior
na cultivar IAC 100.

Os constituintes genistina e M-genistina (glicosidios constitutivos da soja) apresentaram o
mesmo padrdo de resposta anterior, na fase V1 da cultivar BRS 262, onde a concentracdo de M-
genistina é muito maior (Figura 3). Na mesma cultivar, porém na fase V2, essas substancias estavam
ausentes ou ndo foram detectadas por serem menores que limites de deteccdo. Apenas pequenas
concentragBes de genistina foram detectadas na fase V2 da IAC 100. E interessante observar,
novamente, a especificidade diferencial no teor desses constituintes, onde a M-genistina esté presente
apenas na fase V1 da cultivar BRS 262.

Observou-se inducdo da formacdo de gliceolinas tanto nas condicBes de reducdo de UV-B
guanto do aumento de UV-B, principalmente, na fase inicial de desenvolvimento em ambas as
cultivares. Esse mesmo padrdo de ambiguidade na resposta, isto é, formacdo de gliceolinas tanto no
aumento quanto na reducdo da UV-B, foi observado em outros estudos (MUSIL et al., 2002).

Segundo RASMUSSEN et al., (1991), o acido salicilico e oxigénio reativo (ROS) sdo
produzidos por plantas expostas a doengas e outros tipos de estresse bidtico e abidtico. No presente
estudo, o 4cido salicilico foi detectado na cultivar IAC 100, crescidas sob UV-Bsolar e UV-B".

CONCLUSAO

As diferencas sugerem respostas relevantes quando se compara as cultivares e entre as fases de
desenvolvimento. Também, indicam que 0 aumento da radia¢do induz, no geral, decréscimo nos teores
de substancias constitutivas e/ou induzidas, com excecdo de isoflavonas daidzeina, daidzina e M-
daidzina presentes apenas na cultivar BRS 262. Os resultados mostram alta especificidade de resposta
molecular ao aumento de UV B. Esses resultados sdo importantes indicativos para serem observados
no estudo das interagcBes com doencas e pragas associadas, em condi¢fes de campo.
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