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2.1 lsolamento e identificagao de flavonéides envolvidos na
resisténcia do genétipos 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: ldentificaoéo e quantificagéo de flavonéides em
genotipos de soja resistentes a insetos

Os genotipos de soja resistentes a insetos (Pl 227687, Pl 274454, P1
229358 e ’|AC-100') e ‘BR-16' (suscetivel) foram semeados na casa-
de-vegetagéo da Embrapa Soja, Londrina. No estadio V6, retirou-se 0
4° trifolio de cada genotipo que, no laboratério, foi cortado sendo 500
mg de cada genotipo extrafdas com 5 mL de MEOH 80%. Apos banho-
maria (90°C) até fervura, as amostras permaneceram em agitaoéo cons-
tante (150 r.p.m.) por, aproximadamente, 18h. O sobrenadante foi
transferido para beckers e armazenados em geladeira, até completa
secagem (i 96h). Apés secagem, houve ressolubilizagéo em 1 mL de
MEOH 80%, armazenado-se as amostras no freezer para posterior ana-
lise.
As anélises 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 mm). Na eluioéo dos flavonoides, foi utilizado um sistema
gradiente linear. A fase movel consistiu de dois solventes 2% de écido
acético (HOAc) e (B) uma soluoao composta de MeOH, acido acético e
égua (1811 :1;MeOH:HOAc:H2O). O sistema inicial do gradiente foi com-
posto 75% de HOAc. atingindo 35%, aos 23 minutos, e voltando .-a
c0ndi(_:-§0 inicial (75% de HOAc) aos 25 min, permanecendo, assim,
até os 30 min, para a Iimpeza da coluna. O fluxo do solvente foi de 1,0
rnL/min e a absorgéo de UV foi medida a 260 nm.
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Na identificagao e quantificagéo de flavonoides em genotipos de soja
com caracterfstica de resisténcia a insetos pragas, observou-se a maior
COF1C8flIl'EIg:§0 do flavonol rutina na Pl 227687, em comparagéo com os
outros genotipos (Tabela 2.1). Enquanto 0 teor de rutina da ‘IAC-100’
foi intermediério e néo diferiu daquele dos genétipos Pl 274454 e Pl
229358 que fazem parte da sua genealogia. Daidzina néo foi observa-
da nos extratos de folhas dos genotipos analisados e a concentragéo
de genistina da PI 274454 foi duas vezes maior do que a dos demais
genotipos.

TABELA 2.1. Concentragfio (mg/g de folhas secas 1 epm] de rutina e
genistina em genotipos de soja com resisténcia a insetos.

, _ Concentragéio lmglgl
Genotlpos ... .. .. . _ ., .., _ ..

Rutma Gemstma

Pl 227687 3.682 i 0.416 a 0.122 i 0.005 b
P1274454 1.472 i 0.282 b 0.258 i 0.030 a
’|AC—100' 0.9-/'2ic0.082 b0 0.142 i0.011 b
Pl 229358 0.212 + 0.021 0 0.136 + 0.005 b
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Fvalores 37.65*** 13.28***

Médias seguidas pela mesma letra néo séo diferemes peio teste de Tukey, 5% probabilidade
“"' P-< 0.001

Experimento 2: Produoéo e isolarnento de fitoalexinas da soja

As gliceolinas, substéncias induzidas (fitoalexinas) da soja, pertencem
ao grupo dos isoflavonéides pterocarpanos e, embora, primariamente
fungitoxicas, podem também afetar negativamente nematoides e inse-
tos. A identificagéo e quantificagzéo das substancias é importante para
0 entendimento das interaooes quimicas das plantas corn suas pragas.
Assim, 0 conhecimento de suas propriedades cromatogréficas e a dis-
ponibilidade de padrées (substéncia pura) foi o objetivo do estudo rea-
lizado no Laboratorio de lnteragoes Inseto-Planta e Fitoquimica da
Embrapa Soja.
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Sementes de soja ( 'lAC-100 ') foram semeadas em areia em 30 caixas
plasticas (100 sementesl caixa). Uma semana apos a semeadura,
hipocotilos e cotilédones foram perfurados corn agulhas ou cortadas
com iaminas, respectivamente, aplicando-se sobre a leséo uma gota do
corante Rosa de Bengala para elicitar a producao de gliceolinas, confor-
me descrito por Landini e colaboradores (Phytochemistry 62: 865-874,
2003). Depois de 48h sob luz ultra-violeta (UV), hipocotilos e cotilédones
foram colhidos e, separadamente, embebidos em 80% de etanol (EtOH)
e trituradas com processador de aiimento, tipo "blender". O extrato
foi, entao, sonicado, por 20 min., e filtrado através de pano de fralda.
Apos a filtracéo, 0 volume do extrato foi reduzido em rotavapor para
200 mL e transferido para coluna aberta nao-ionica de Amberiite 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 mL de agua pH7, descartando-se 0
liquido resultante. Para coletar as gliceolinas, acrescentou-se 500 mL
de metanol 80% (MeOH), seguido de 600 mL de MeOH puro. Frac6es
de 50 mL foram coletadas, apés a cada adicao do solvente e reducéo
de volume em rotavapor, e uma aliquota (20 mg) foi injetada no HPLC
para a identificacao dos trés isomeros de gliceolinas. Para a separagéo
de gliceoiinas das isoflavonas, utilizou-se coluna C18 pré-empacotada
(Waters Sep-Pak) com 309 da fase estacionaria segundo descrito por
Berhow (Flavonoids in cell function, edited by Béla Buslig and John
Mantehey, 2002).
Os resultados indicaram que a metodoiogia utiiizada na producéo e
separagzao de gliceolinas foi adequada, observando-se que os trés
isomeros (I, ll e Ill) foram produzidos, em quantidades relativamente
altas, no material vegetal (Figura 2.1). Os temposde retencao dos
isomeros e os respectivos espectros estao na Figure 2.2, observando-
se que, embora muito semelhantes, existe a possibilidade de identifica-
cao dos mesmos e a execucéo de analises qualitativas. Em relacéo a
quantificacao, experimentos adicionais, envolvendo colunas preparativas
que permitam a injecao de volumes maiores de extrato e a posterior
coleta das substancias puras, precisam ser desenvolvidos.
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FIG. 2.1. Tracos obtidos no HPLC de extratos preparados com hipocotilos e
cotilédones de ‘IAC-100' danificados e elicitados com o corante Rosa de
Bengala
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FIG. 2.2. Espectros e absorbancia méximos de gliceolinas (III, I e II), obtidos no
fotodiodo, e respectivos tempos de retencio (TR) na coluna de HPLC

I. I'I:f:

2.2 Atividade biologica de genotipos de soja em relacao a per-
cevejos sugadores de sementes _

Décio Luiz Gazzoni; Carlos Alberto Arrabal Arias; Oriverto Tonon

Experimento 1: Taste de linhagens do programa de resisténcia a inse-
tos da Embrapa Soja _

Foram selecionadas 17 linhagens do programa de resisténcia a insetos
da Embrapa Soja, comparadas com trés cultivares comerciais, utiliza-
das como padr6es. Foi adotado o delineamento de blocos ao acaso
com quatro repeticoes. As parcelas experimentais constararn de qua-
tro Iinhas de soja de quatro metros de comprimento. Os materials ge-
néticos foram semeados em 27/11/2003, no final do periodo recomen-
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