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Introdugao

A maioria das plantas selvagens e cultivadas produz metabdlitos secun-
darios constitutivos ou induzidos por estresses externos que atuam na
sua defesa contra pragas. As substancias constitutivas fazem parte da
estrutura da planta, enquanto as induzidas, denominadas fitoalexinas, sao
produzidas apés ser elicitadas por agentes estressantes externos. Essas
substancias s&o primariamente fungitdxicas, podendo afetar negativa-
mente outros organismos como 0s nematdides e os insetos. Em soja, as
fitolexinas mais comuns sdo compostos fendlicos pertencentes ao grupo
dos isoflavondides.

Os isoflavondides s@o comuns em leguminosas sendo as isoflavonas ge-
nisteina, daidzeina e gliciteina e seus glicosideos 0s mais freqlientemente
em soja. As concentra¢bes de genisteina e daidzeina foram marcadamente
diferentes quando se comparam cultivares de soja (Carrdo-Panizzi et al,
1999). Esses compesios sao primariamente constitutivos, mas depois de
serem danificadas por percevejos, observou aumento significativo de sua
produg@o em vagens imaturas (Piubelli et al., 2003). Isoflavondides com
caracteristica de fitdalexinas sdo relativamente comuns em soja, sendo as
gliceolinas (pterocarpanos) e o coumestrol (coumestrans) os mais citados,
principalmente em relagéo a protegdo da planta. Apos o atague de nema-
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téides de cisto (Heterodera glycines) et raizes (Huang e Baker, 1991) e
da falsa-medideira (Pseudoplusia includens) em folhas de soja (Liu et al.,
1992), observou-se a produgio de gliceolinas, que foi maior nas cultivares
resistentes do que nas susceptiveis. O composto fendlico denominado acido
salicilico tem sido citado como fater impertante na indugio de resisténcia
a viroses e bacterioses (Nawrath et al., 2006). O objetive deste trabalho
foi identificar compostos quimicos induziveis por estresses causados pela
ferrugem asiatica em seu estadio infeccioso, comparando gendtipos resis-
tentes, tolerantes e suscetiveis submetidos ou nae a doenga.

Materiais e Métodos

Nos testes, utilizaram dois gendtipos de soja, Pl 230970 e Pl 459025, que
possuem genes de resisténcia a ferrugem asiatica; uma cultivar considerada
tolerante, BRS 231, e uma suscetivel a doenga, BRS184. As plantas foram
cultivadas em camara de crescimento (24°C, fotofase=12h) e 21 dias apds
a semeadura, quande se encontravam no estadio V3-V4 de crescimento,
foram inoculadas com esporos de ferrugem, contendo 24.000 esporos/ml
em solugdo de agua + espalhante adesivo tween, foi pulverizada sobre
as plantas. Nas testemunhas, foi aplicado apenas agua + fween. A tltima
folha completamente expandida de cada genétipo foi retirada a um e cinco
dias apés a aplicagdo de fungo ou agua. Foram resfriadas em nitrogénio
liguido e armazenadas a -80°C, para posterior andlise. A confirmagao da
infecgao por ferrugem foi realizada trés semanas apos a inoculagio. Aca-
racterizagdo dos gendtipos, os tratamentos e ¢ estadio de desenvolvimento
da soja quando se realizou a infecgdo € no momento da coleta das folhas
para analise sdo apresentados na Tabela 1.

Para a realizagdo das andlises cromatograficas, os foliolos foram descon-
gelados, moidos e pesados, sendo uma aliquota de 500 mg submetida a
extragao com 90% de metanol (MeQH) em &gua, o extrato obtido mantido
em ultra-som por 20 minutos, filtrado e seco sob fluxo de nitrogénio gasoso.
Cada amostra seca foi re-solubilizada em 1mL de MeOH 80% e filtrado, uti-
lizando filtro de seringa “Acrodisc”; 20uL dessa solugdo foram injetados em
um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia - HPLC {Shimazu, Model SPD-
M10A VP) equipado uma coluna especifica para andalises de flavondides
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Tabela 1. Caracterizagdo dos genttipos, tratamentos e o estadio de
desenvolvimento da soja no momento da infecgdo e da coleta
das folhas para analise.

Estagio de

- Reagéo & . Estagio de
Gendtipo Tratamento desenvolvimento - .
ferrugem na inoculago desenvolvimento
PI230970 Resistente Rop2  C/ esporos V3-V4 V3(1dai)-V3(5dai)
S/ esporos V3-V4 V3(1dai)-V4(5dai)
P14590256 Resistente Rpp4  C/ esporos V3 V3(1dai)-V3{5dai)
S/ esporos V3 V3(1dai)-V3(5dai)
BRS231  Tolerante C/ esporos V3-V4 V3(1dai)-V4(5dai}
S/ esporos V3-v4 V2{1dai)-V4(5dai)
BRS184  Suscetivel C/ esporos V4 V3(1dai)-V4(5dai)
S/ esporos V4 V3(1dai)-v4(5dai)

* Estagio das amostras coletadas (ultimas folhas adultas abertas). dai: dia apds inoculagao

(fase reversa do grupo octadesil: CLS-ODS-C18-M). O fluxo do solvente
foi de 1 mL/min e a absorbancia do espectro foi medida a 260nm e 280nm.
Os compostos foram eluidos em um sistema de gradiente linear composto
por 2% de acido acético (HOAg, solvente A), e da mistura de MeOH: HOAC:
agua (18:1:1, solvente B). Padrées das isoflavonas conjugadas genisteina,
daidzeina e gliciteina (glucosil, malonil e acetil) e as respectivas agliconas
foram também injetadas, assim como o padrao de &cido salicilico e a mis-
tura dos trés isdmeros mais comuns das gliceolinas.

Resultados e Discussao

Nos cromatrogramas, néo foram detectadas grandes diferengas entre os
tratamentos. O acido salicilico que esta relacionado a resisténcia sistémi-
ca adquirida (SAR) néo foi detectado em nenhum dos extratos. Porem, o
flavono! canferol e seus glicosideos foram detectados em todos cultivares
e todos os tratamentos. Glicosideos baseados em quercitina também fo-
ram detectados em todas as cultivares e tratamentos, incluindo BRS 184.
Entretanto, essa substancia nio foi observada nos quatro tratamentos de
BRS 231. Os flavonaides, incluindo as gliceolinas, ndo apresentaram ne-
nhuma relagéo nem com a resisténcia das Pls 230970 e 459025 ou com a
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tolerancia a ferrugem da cultivar BRS 231, por si mesmos, nem tampouco
pelos estadios antecipados de desenvolvimento da ferrugem da soja.

Uma substéncia desconhecida, com espectro tipico de flavona e com tem-
po de retengdo entre 36 a 37min, foi detectada nos extratos de BRS 231
e da Pl 459025 (um dia-agua, um dia-ferrugem e cinco dias-agua). Essa
substancia, entretanto, nao foi observada nos extratos dos outros genétipos
(BRS 184 e Pl 230970), parecendo nao estar relacionada com a ferrugem
da soja. Por outro lado, malonil genisteina, considerado um dos metabdlitos .
intermediario das gliceolinas, foi observado nos quatro tratamentos em um
pico bem resolvido na Pl 458025, ou co-eluindo com o flavono! canferol na
cultivar BR 184. Os demais tratamentos nao apresentaram esse composto.
A produgdo dessa substancia parece nao ter sido induzida e nem estar
relacionada a resisténcia a ferrugem. Ainda, nao foi possivel observar ne-
nhuma relagéo da ocorréncia de malonil genisteina com gliceolinas. Esta
possui trés isoformas (gliceolina |, lll e 1V), todas analisadas neste estudo.
Adgliceclina IV ndo foi detectada, mas as isoformas | e |ll foram detectadas
em pequena quantidade, na maioria das amostras. A gliceolina | foi detec-
tada na linhagem Pl 230970 (com gene Rpp2) no tratamento um dia apés
a inoculagéo, na Pl 459025 (com gene Rpp4), também no tratamento um
dia apés a inoculagdo, e na BRS 184 (suscetivel), no tratamento cinco dias
apés a inoculagdo. Nao se observou gliceolina 1 em nenhum tratamento
sem inoculagdo (agua) e na BRS 231 (tolerante). Observou-se que esse
flavonéide foi preduzido de maneira diferente pelos gendtipos resistenies
a ferrugem asiatica (Pl 230970 e Pl 459025) que possuem genes mais
eficazes contra a ferrugem da soja no Brasil. A produg&o de gliceolina I,
logo apés a inoculagao desses gendtipos, indica que a sua produgdo pode
ter sido induzida pela infec¢édo pelo fungo. Com base nesses resuitados,
é possivel que: (i) a reagdo mediada pela gliceolina |, nas duas cultivares
resistentes, ocorre mais rapidamente do que na suscetivel; (i) a infecgdo
na cultivar tolerante ocorre mais tardiamente, comparada com cultivares
resistentes ou suscetiveis, sendo possivelmente essa a razdo da BRS 231
n&o produzir gliceolina I.

Aprodugao de gliocelina Il foi também em quantidade muito pequena, sendo
detectada nos quatro tratamentos ¢ em todas as cultivares . Entretanto,
observou-se que as diferengas na producgdc entre os gendtipos € nos
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estadios de desenvolvimento foram menos relacionadas a resisténcia a
ferrugem, uma vez que essa também foi observada nos tratamentos nao
inoculados.

Devido & agressividade da ferrugem asiética, esperava-se que os flavo-
néide fitoalexinas pudessem ser induzidos pela doenga em seus estadios
de desenvolvimento mais precoces e que fossem produzidos unicamente
em gendtipos resistentes. Entretanto, isto ndo ocorreu e, para elucidar
completamente o sistema de resisténcia contra a ferrugem da soja, estu-
dos adicionais precisam ser realizados, principalmente no que se refere
ao tempo de resposta das plantas a inoculagéo com o fungo causador da
ferrugem asiatica.
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