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Tabela 2.3. Altura de planta e danos causados por Sternechus subsignatus em
diversos gendétipos de soja em situacdo de livre escolha em caixas de
amianto'. Ensaio 2. dezembro 2001.

Numero de danos

Altura
Genotipo  deplanta  Alimenta- Trifélios p Plantas ., Larvas Danos
{cm) cdo™  cortados OSWIaS  ortas 22 mortas total’
BR-16 548a 1,0 522’ 9,42 04  45a 4,6 16,0a
lAC 23 B1,5a 17 4,7 ah 89a 0,7 23 ab 39 16,0 a
FT-2 B00a 1,6 60a boa 04 24 ab 3,2 13.2ab
BRSMG 68 49,1 ab 15 43 ah 5,4 ahc 0,8 1,1 b 4,3 12,0 abe
Pl 229358 42,3b 1,3 4,2 ab 5,9 abc 0,3 2,3 ab 3.4 11,7 abe
IAC 24 b1,1a 1,0 3,1 be 7.2ab 0,5 2,8ab 3.6 10,9 be
[AC 100 418b 1,2 27 ¢ 40 be 0,9 04 b 3,6 8,5 be
Pl 227687 431b 14 31 be 31 & 0,2 98 b 24 8,0 be
P1 171451 3NAec 0,8 27 ¢© 3,5 be 0,4 04 b 2,3 14 ¢
Valor de F 11,69 1,805 7,198 6,115 1,469 442 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 apés a infestacgéo, realizada
40 dias ap$s a semeadura
*Dano por alimentacio: raspagens de 1 a 5 cm nos ramos e/ou caule
¥ Médias sequidas pela mesma letra na coluna , ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
o, &
Tukeyab% S

2.2. Isolamento e identificacdo de
substancias quimicas relacio-
nadas & resisténcia da soja a
insetos (04.2000.336-02)
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2.2.1. ldentificacdo de flavondides nas
fontes de resisténcia {P1171451,
Pl 227687, Pl 229358 e
Pl 274454} e outros genétipos de
interesse.

Para identificar substéncias quimi-
cas envolvidas na resisténcia de germo-
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plasma de soja a insetos desfolhadores,
folhas da Pl 274454, Pl 229358, Pl
171451, P1 227687, "1AC 100" (resis-
tentes) e °° (suscetivel} foram submeti-
das 3 extracdo em etanol (EtOH) 70%.
Apés 12h de agitagdo, o extrato foi
filtrado e eluido com MeOH 80%, em
coluna cromatografica aberta de vidro
com Amberlite XAD-4. O extrato resul-
tante, foi concentrado em rotavapor,
sendo uma aliguota retirada, diluida na
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proporcao 30:1 com MeOH 80% e

injetada no HPLC.

Vagens de soja das cultivares,
"IAC 100" {resistentes) "Embrapa-4” e
‘BRSMG 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
foiseco, através do fluxo de 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 identificacido das
substéncias. Para tanto, os espectros
{UV) de cada pico foram comparados
com padroes auténticos ou com dados
obtidos naliteratura.

Nas folhas, observou-se a predomi-
nancia dos flavondis glicosidicos basea-
dos em quercitina (3,5,7,37,4°-0CH},
canferél (3,5,7,4 -OH) e isoramnetina
{3° Me quercetina); as isoflavonas
daidzeina (7,4°- OH) e genisteina
(5,7,4°-0H} e seus glicosideos faoram
observadas em vagens. De modo geral,
0s gendtipos com caracteristica de
resisténcia a desfolhadores apresenta-
ram rutina (quercitina 3-0- rutinosideo)
em sua composicao quimica foliar. Esse
flavonodide e outras quercitinas glicosidi-
cas, embera muito freqlientes nas
plantas em geral, tem sido citadas como
biologicamente ativas, afetando, ndo sé
o comportamento como 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 o maior

traco observado foi © correspondente ao
espectro de um canferdl glicosidico.
Como essa caracteristica foi também foi
observado em 'Davis', provavelmente a
medida que os gendtipos vao sendo
meilhorados para outras caracterfsticas,
vao perdendo as substancias que lhe
conferem resisténcia a insetos e aumen-
tando a de outros flavondis.

Os picos correspondentes as isofla-
vonas (genistina e daidzina} faram
observadas apenas em folhas nos
cromatogramas de “1AC 100" e da PI
227687, gendtipos gue sao reconheci-
damente resistente a insetos, especial-
mente lagartas. Por outro lado, esses
isoflavondides foram identificados em
extratos de vagens de todos os gendti-
pos testados.

Os dados, entretanto, nao sao
conclusivos e mais estudos precisam ser
realizados, principalmente, no que diz
respeito & andlise quantitativa dos
flavonéides em folhas e vagens de
gendtipos de soja com caracteristica de
resisténcia.

2.2.2 Avaliacdo de métodos de eluicdo
no HPLC para separacdo de
flavondides extraidos de folhas de
soja

A eficiencia de dois métodos de
separacdo de flavondides através de

HPLC (Shimadzu, modelo SPD-M10A

VP} foram testados, sendo um uma

modificacdo do método desenvolvido por

Hoffmann-Campo (University of

Reading, PhD Thesis, 1995) e outro o

método padrdo utilizado no

Phytochemistry Lab. (School of Plant
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Science, The Reading University, UK).
Os dois métodos seguiram o sistema de
gradiente linear e a fase mdvel de ambos
foi composta de duas fase: cido acético
2% (fase A) e uma solucdo de
MEOH:AA:H,0, na proporcdo de 18:1:1
(fase B).

No primeiro, a condicdo inicial foi
70% de A e 30% de B, atingindo aos 15
min o valor de 62% de A e 38% de B,
permanecendo assim até os 38 min. Aos
40 min, voltou-se a condicdo inicial de
70% de A e 30% de B quando entao, os
flavondides ja haviam sido eluidos e
detectados. No segundo método, a
- condicao inicial foi de 75% de A e 26%
de B passando para 35% de A em 65%
de B em 23 min, voltando para a
condicdo inicial aos 25 min e assim
mantido até 30 min para limpeza da
coluna. Amostras de 20L dos extratos de
cada genétipo foram injetadas e eluidas
num fluxo de soivente de 1,0 ml/min; a
absorcdo 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 retencdo de cada picos
comparados com padrdes auténticos ou
com dados obtidos naliteratura.

O resultados obtidos sugerem que o
método 2 possibilitou uma diminuigdo no
tempo para o desenvolvimento total do
cromatograma de mais ou menos 10 min
e, consequentemente, economia de
solvente. O tempo de retengcédo dos
flavondides de interesse para a
resisténcia a insetos ndo variaram muito
sendo o de rutina 19:49 ¢ 16:44 mine o
de genistina 16:52 e 14:52 min,
respectivamente, na média. Além disso,
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os picos dos flavondides nos genétipos
com caracteristica de resisténcia a
insetos ficaram mais separados,
permitindo a identificacdo dos
flavonoides de interesse. Porém, para a
sua quantificacdo esses método precisa
ser aprimorado.

No extrato da cultivar testemunha
“* nio foram detectados nenhum dos
flavondides de interesse para a
resisténcia a insetos desfolhadores
(Tabela 1). Apesar de nao apresentarem
precisio absoluta, os dados de area dos
picos indicam a concentracado relativa
das substancias. Assim, a maior
concentracdo, tanto de genistina como
de rutina foi observada no extrato de
folhas da Pl 274454. A isoflavona
daidzina n&o foi observada nos
cromatogramas de extratos de folhas;
esta substdncia parece ser mais
especifica de vagens de soja.
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