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Tabela 2.3. Altura de planta e danos causados por Sternechus subsignatus em
diversos genétipos de soja em situagéo de livre esco1ha em caixas de
amianto'. Ensaio 2. dezembro 2001.

Genétipo
Altura

de pianta Alimenta-
- 2.3(cm)

Nfimeru de danos

gao
Triffilius
curtados

PlantasPosturas mortas Galhas Larvas
mortas

Danos
totaf

08-16
IAC 23
FT-2
BRSMG 68
P1229358
IAC 24
IAC 100
Pl 227687
Pl 171451
Valor de F

54,8 a
51,5 a
50,0 a
49,1 ab
42,35
51,1 a
41,8b
43.1 h
31,4 c
11,69

1,0
1,7
1,6
1,5
1,3
1,0
1,2
1,4
0,8
1,805

5,2 al
4,7 ah
6,0 a
4,3 ab
4,2 ab
3,1 bc
2,7 c
3,1 bc
2,7 c
7,198

9,4 a 0,4
8,9 a 0,7
5,5 a 0,4
5,4 ahc 0,8
5,9 ahc 0,3
7,2 ab 0,5
4,0 bc 0,9
3,1 c 0,2
3,5 bc 0.4
6,115 1,469

4,5 a
2,3 ab
2,4 ah
1,1 b
2,3 ah
2,8 ab
0,4 b
0,8 h
0,4 b

4,6
3,9
3,2
4,3
3,4
3,6
3,6
2,4
2,3
5,442

16,0 a
16,0 a
13,2 ab
12,0 abc
11,7 abs
10,9 bc
8,5 bc
8,0 bc
7,4 c
1,090

Prob.F. <0,001 0,09 <0,001 <0,001 0,184 <0,001 <0,001 0,381
9 plantas e 18 adultos/caixa. Os insetos foram retirados das caixas 6 dias apos a infestaoéo, realizada
40 dias apés a semeadura
’ Dano por alimentagéo: raspagens de1 a 5 cm nos ramos e/ou cau1e
° Medias seguidas pela mesma letra na coluna , néo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukeya 5% "
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2.2.1. ldentificagzfio de flavonoides nas
fontes de resisténcia 1Pl171451,
P1 227687, Pl 229358 e
Pl 2744541 e outros genétipos de
interesse.

Para identificar substéncias qufmi-
cas envolvidas na resisténcia de germa-
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plasma de soja a insetos desfolhadores,
folhas da PI 274454, Pl 229358, PI
171451, PI 227687, '1AC 100' (resis-
tentes) e ' ' (suscetivel) foram submeti-
das é extragéo em etanol (EtOH) 70%.
Apés 12h de agitagéio, 0 extrato foi
filtrado e elufdo com MeOH 80%, em
coluna cromatogréfica aberta de vidro
com Amberlite XAD-4. O extrato resul-
tante, foi concentrado em rotavapor,
sendo uma alfquota retirada, diluida na
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proporoéo 30:1 com MeOH 80% e
injetada no HPLC.

Vagens de soja das cultivares,
'lAC 100' (resistentes) 'Embrapa-4' e
'BRSl\/IG 68 ' foram colhidas e pesadas,
sendo uma aliquota (200 mg) de cada
amostra acondicionada em 'eppendorf' e
macerada com pistilo adaptado ao
recipiente, com 1 ml de MeOH 80% e
centrifugada por 10 min. O sobrenadante
foi seco, através do fluxo do nitrogénio, e
ressolubilizado em MeOH 80%, de onde
retirou—se uma amostra que foi diluida
(1:5) e injetada (20 L) no HPLC. Os
cromatogramas de folhas e vagens foram
armazenados para a identificaoéo das
substancias. Para tanto, os espectros
(UV) de cada pico foram comparados
com padroes auténticos ou com dados
obtidos na literature.

Nas folhas, observou-se a predomi-
néncia dos flavonois glicosidicos basea-
dos em quercitina (3,5,7,3',-4'-OH),
canferél (3,5,7,4'-OH) e isoramnetina
l3’ Me queroetina); as isofiavonas
daidzeina (7,4'- OH) e genisteina
(5,7,4'-OH) e seus glicosideos foram
observadas em vagens. De modo geral,
os genotipos com caracteristica de
resisténcia a desfolhadores apresenta-
ram rutina (quercitina 3-O- rutinosideo)
em sua composioéo quimioa foliar. Esse
flavonoide e outras quercitinas glioosi'di-
cas, embora muito freqijrentes nas
plantas em geral, tem sido citadas como
biolégicamente ativas, afetando, néo so
0 comportamento COl'T1O a fisiologia de
pragas da soja (Hoffmann-Campo et al.
2001, Entomol. Exp. et Appl. 98: 181-
194), inclusive da lagarta da soja. Na
cultivar testemunha susceptivel 0 maior

traoo observado foi 0 correspondente ao
espectro de um canferél glicosidico.
Como essa caracteristica fol também fol
observado em 'Davis', provavelmente a
medida que os genotipos vao sendo
melhorados para outras caracteristicas,
vao perdendo as substancias que Ihe
conferem resisténcia a insetos e aurnen-
tandoade outros flavonois.

Os picos correspondentes as is0fla-
vonas (genistina e daidzina) foram
observadas apenas em folhas nos
cromatogramas de 'lAC 100' e da Pl
227687, genétipos que séo reconheci-
damente resistente a insetos, especial-
mente lagartas. Por outro lado, esses
isoflavonoides foram identificados em
extratos de vagens de todos os genoti-
postestados.

Os dados, entretanto, nao séo
conclusivos e mais estudos precisam ser
realizados, principalmente, no que diz
respeito a analise quantitative dos
flavonéides em folhas e vagens de
genotipos de soja com caracteristica de
resisténcia.

2.2.2 Avaliagao de métodos de eluigéio
no HPLC para separagao de
flavonoides extraidos de folhas de
soja

A eficiéncia de dois métodos de
separaoéo de flavonéides através de
HPLC (Shimadzu, modelo SPD-M10/l\
VP) foram testados, sendo um uma
modificaoao do metodo desenvolvido por
Hoffmann-Campo (University of
Reading, PhD Thesis, 1995) e outro 0
método padréo utilizado no
Phytochemistry Lab. (School of Plant

(Embrapa Sofa. Documentos, 1.93)



Science, The Reading University, UK).
Os dois métodos seguiram o sisterna de
gradiente linear e a fase mével de ambos
foi composta de duas fase: écido acético
2% (fase A) e uma solucao de
MEOH:AA:H,O, na proporcaio de 18:1:1
(fase B).

No primeiro, a condicéo inicial fol
70% de A e 30% de B, atingindo aos 15
min o valor de 62% de A e 38% de B,
permanecendo assim ate os 38 min. Aos
40 min, voltou-se a condicao inicial de
70% de A e 30% de B quando entéo, os
flavonoides jé haviam sido eluidos e
detectados. No segundo método, a
condicao inicial foi de 75% de A e 25%
de B passando para 35% de A em 65%
de B em 23 min, voltando para a
condicao inicial aos 25 min e assim
mantido até 30 min para limpeza da
coluna. Amostras de 20L dos extratos de
cada genotipo foram injetadas e eluidas
num fluxo de solvente de 1,0 ml/min; a
absorcao UV foi medida a 260 nm. A
temperatura da coluna foi mantida em
26°C. Os cromatogramas foram
armazenados, sendo os espectros (UV) e
o tempo de retencéo de cada picos
comparados com padrfies auténticos ou
com dados obtidos na literatura.

0 resultados obtidos sugerem que o
método 2 possibilitou uma diminuicao no
tempo para o desenvolvimento total do
cromatograma de mais ou menos 10 min
e, consequentemente, economia de
solvente. O tempo de retencao dos
flavonéides de interesse para a
resisténcia a insetos néo variaram muito
sendo 0 de rutina 19:49 e 16:44 min e 0
de genistina 16:52 e 14:52 min,
respectivamente, na médla. Além disso,
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os picos dos flavonoides nos genotipos
com caracteristica de resisténcia a
insetos ficaram mais separados,
permitindo a identificacao dos
flavonoides de interesse. Porém, para a
sua quantificacao esses método precisa
seraprlmorado.

No extrato da cultivar testemunha
' ‘ néio foram detectados nenhum dos
flavonoides de interesse para a
resisténcia a insetos desfolhadores
(Tabela 1). Apesar de nao apresentarem
precisao absoluta, os dados de area dos
picos indicam a concentracao relativa
das substancias. Assim, a maior
concentracéio, tanto de genistina como
de rutina foi observada no extrato de
folhas da PI 274454. A isoflavona
daidzina néo fol observada nos
cromatogramas de extratos de folhas;
esta substéncia parece ser mais
especifica de vagens de soja.

0¢o<}0
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