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2.1 Isolamento e identificacdo de flavondides envolvidos na
resisténcia de gendtipos de soja a lagartas e percevejos
fitéfagos

Clara Beatriz Hoffmann-Campo; S.H. Miyakubo; G.C. Piubelli'; A.M. Toledo?;
Antonio Carlos Ferreira Mendes; Sérgio Henrique da Silva

Experimento 1: ldentificacdc e quantificagdo de flavonédides em
gendtipos de soja resistentes a insetos

Os gendtipos de soja resistentes a insetos (Pl 227687, Pl 274454, P|
229358 e 'IAC-100’) e ‘BR-16' (suscetivel) foram semeados na casa-
de-vegetacdo da Embrapa Soja, Londrina. No estadio V6, retirou-se o
4° trifélio de cada gendtipo que, no laboratério, foi cortado sendo 500
mg de cada genotipo extraidas com 5 mL de MEQOH 80%. Apés banho-
maria {90°C) até fervura, as amostras permaneceram em agitacio cons-
tante {150 r.p.m.} por, aproximadamente, 18h. O sobrenadante foi
transferido para beckers e armazenados em geladeira, até completa
secagem {x 96h). Apds secagem, houve ressolubilizagao em 1 mL de
MEQOH 80%, armazenado-se as amostras no freezer para posterior ana-
lise.

As analises foram realizadas no HPLC Shimadzu, modelo SPD-M10 VP,
em coluna de fase reversa CLS-ODS-C18 (M} do grupo octadesyl (4,6
mm e 250 mmj}. Na eluicac dos flavondides, foi utilizado um sistema
gradiente linear. A fase mdvel consistiu de dois solventes 2% de acido
acético {HOAc) e (B} uma solucdo composta de MeQOH, acido acético e
agua (18:1:1;MeOH:HOAc:H,0). O sistema inicial do gradiente foi com-
posto 75% de HOAc, atingindo 35%, aos 23 minutos, e voltando a
condicdo inicial {75% de HOAc) aos 25 min, permanecendo, assim,
até os 30 min, para a limpeza da coluna. O fluxo do solvente foi de 1,0
mL/min e a absorcéo de UV foi medida a 260 nm.

" UFG-pés-graduando
2 Unesp-Jaboticabal



Resultados de Pesquisa da Embrapa Soja 2003 53

Na identificacdo e quantificacdo de flavondides em gendtipos de soja
com caracteristica de resisténcia a insetos pragas, cbservou-se a maior
concentracdo do flavono! rutina na Pl 227687, em comparacio com os
outros gendtipos {(Tabela 2.1). Enquanto o teor de rutina da ‘IAC-100’
foi intermediario e ndo diferiu daquele dos gendtipos Pl 274454 ¢ Pl
229358 que fazem parte da sua genealogia. Daidzina nao foi observa-
da nos extratos de folhas dos gendtipos analisades e a concentracdo
de genistina da Pl 274454 foi duas vezes maior do que a dos demais
genotipos.

TABELA 2.1. Concentracdo {mg/g de folhas secas + epm) de rutina e
genistina em gendtipos de soja com resisténcia a insetos.

Concgntracao (mg/gl S

Genéﬂpos P b s v

e e e e ,R““,'!‘." e, g,,x...ﬁiﬂ'ﬁt'i‘xi S
Pl 227687 3.682 £ 0.416 a 0.122 4+ 0.005 b
Pl 274454 1.472+0.282 b 0.258 £ 0.030 a
‘IAC-100" 0.972 £ 0.082 bc 0.1420.011b
Pi 229358 0.21240.021 ¢ 0.136 £ 0.005 b
F valores 37 65*** 13 28***

Médfas seguidas pela méesma letra nio sac diferentes pelo teste de Tukey, 5% probabilidade
= Pe 0.001

Experimento 2: Produgdo e isolamento de fitoalexinas da soja

As gliceolinas, substéncias induzidas {fitoalexinas) da soja, pertencem
ao grupo dos isoflavondides pterocarpanos e, embora, primariamente
fungitdoxicas, podem também afetar negativamente nematodides e inse-
tos. A identificagdo e quantificacdo das substancias é importante para
o entendimento das interacdes quimicas das plantas com suas pragas.
Assim, o conhecimento de suas propriedades cromatogréficas e a dis-
penibilidade de padrdes (substancia pura) foi o objetivo do estudo rea-
lizado no Laboratorio de Interacdes Inseto-Planta e Fitoquimica da
Embrapa Soja.
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Sementes de soja ( "|AC-100 ") foram semeadas em areia em 30 caixas
plasticas {100 sementes/ caixa}. Uma semana apds a semeadura,
hipocétilos e cotilédones foram perfurados com agulhas ou cortadas
com |aminas, respectivamente, aplicando-se sobre a lesdo uma gota do
corante Rosa de Bengala para elicitar a producéao de gliceolinas, confor-
me descrito por Landini e colaboradores (Phytochemistry 62: 865-874,
2003). Depois de 48h sob luz ultra-violeta {UV), hipocdtilos e cotilédones
foram colhidos e, separadamente, embebidos em 80% de etanol (EtOH)
e trituradas com processador de alimento, tipo “blender”. O extrato
foi, entdo, sonicado, por 20 min., e filtrado através de pano de fralda.
Apds a filtracdo, o volume do extrato foi reduzido em rotavapor para
200 mL e transferido para coluna aberta ndo-iénica de Amberlite para
eliminar contaminantes. Quando a amostra estava completamente de-
senvolvida na fase estacionaria da coluna {Amberlite), adicionaram-se
250 mL de agua pH2, mais 250 mlL de dgua pH7, descartando-se o
liquido resultante. Para coletar as gliceolinas, acrescentou-se 500 mL
de metanol 80% (MeOQOH), seguide de 600 mL de MeOH puro. Fracdes
de 50 mL foram coletadas, ap6s a cada adicdo do solvente e reducéo
de volume em rotavapor, e uma aliquota {20 mg} foi injetada no HPLC
para a identificagdo dos trés isémeros de gliceolinas. Para a separagéo
de gliceolinas das isoflavonas, utilizou-se coluna C18 pré-empacotada
{Waters Sep-Pak) com 30g da fase estacionaria segundo descrito por
Berhow {(Flavonoids in cell function, edited by Béla Buslig and John
Mantehey, 2002).

Os resultados indicaram que a metodologia utilizada na producio e
separacdo de gliceolinas foi adequada, observando-se que os trés
isdmeros {I, Il e Il} foram produzidos, em guantidades relativamente
altas, no material vegetal (Figura 2.1). Os tempos de retencio dos
isbmeros e os respectivos espectros estdo na Figura 2.2, observando-
se que, embora muito semelhantes, existe a possibilidade de identifica-
cao dos mesmos e a execucdo de andlises qualitativas. Em relacdo a
quantificacdo, experimentos adicionais, envolvendo colunas preparativas
gue permitam a injecdo de volumes maiores de extrato e a posterior
coleta das substancias puras, precisam ser desenvolvidos.
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FIG. 2.1. Tragcos obtides no HPLC de extratos preparados com hipocétilos e
cotilédones de 'lAC-100’ danificados e elicitados com o corante Rosa de
Bengala
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FIG. 2.2. Espectros e absorbancia maximos de gliceolinas (lll, 1 e [}, obtidas no
fotodiodo, e respectivos tempos de retengdo {TR) na coluna de HPLC
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2.2 Atividade bioldgica de gendtipos de soja em relacao a per-
cevejos sugadores de sementes

Décia Luiz Gazzoni; Carlos Alberto Arrabal Arias; Oriverto Tonon

Experimento 1: Teste de linhagens do programa de resisténcia a inse-
tos da Embrapa Scja

Foram selecionadas 17 linhagens do programa de resisténcia a insetos
da Embrapa Soja, comparadas com trés cultivares comerciais, utiliza-
das como padrbes. Foi adotado o delineamentc de blocos ao acaso
com quatro repeticBes. As parcelas experimentais constaram de qua-
tro linhas de soja de quatro metros de comprimento. Os materiais ge-
néticos foram semeados em 27/11/2003, no final de periode recomen-



	ID 25011 p 52-56 Resultados-de-pesquisa-da-Embrapa-Soja-2003-entomologia

