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Introducao

As ninfas e adultos de B. tabaci biétipo B sugam a seiva do floema das plantas hospedeiras,
podendo causar danos diretos e indiretos as mesmas (INBAR; GERLING, 2008). Quando esse
inseto ocorre em altas populagoes, seu ataque resulta em enfraquecimento da planta, devido

a extracao de grandes quantidades de seiva. Com isso, ocorre o aumento do teor de etileno na
folha e a consequente desfolha precoce, afetando o desenvolvimento e rendimento das plantas
(VIEIRA et al., 2011). Além disso, durante a succgao da seiva, os insetos excretam uma substancia
acucarada, conhecida como honeydew, que favorece a formacao do crescimento de fungos
deixando a folha enegrecida, sintoma conhecido como fumagina (OLIVEIRA et al., 2001), que
afeta negativamente os processos fisioldgicos da planta.

Os mecanismos de defesa da planta abrangem uma série de caracteristicas morfoldgicas e
também um complexo de substancias quimicas, que podem torna-la repelente, toxica ou,

de algum modo, inadequada para os insetos-praga (PIUBELLI, 2004). Na soja, as substancias
de defesa mais provaveis sao os flavonoides, derivados da via dos fenilpropanoides, que,

em geral, sdo mais abundantes nos genoétipos resistentes as pragas (HOFFMANN-CAMPO,
1995). Desta forma, compreender as rotas bioquimicas nas plantas, através da identificacao de
compostos quimicos que promovam a resisténcia da planta pode ajudar a acelerar a selecao e
o melhoramento de novas cultivares, com caracteristica de resisténcia. Essas cultivares podem
reduzir a incidéncia da praga, resultando em menor perda na producgao. Assim, o presente
estudo objetivou identificar e quantificar as substancias quimicas encontradas em genotipos
de soja infestados e nao infestados por B. tabaci e que possam estar relacionadas a defesa da
planta.

Material e Métodos

Os genotipos de soja ‘IAC 177, “IAC 19" e ‘IAC 24’, que apresentam algum tipo de resisténcia a
insetos; ‘Barreiras’, ‘Doko’ e ‘Vencedora’, que no campo apresentaram menor incidéncia de
fumagina (VIEIRA et al., 2011, VALLE et al, 2012); e ‘IAC Holambra Stwart’, considerada padrao
de suscetibilidade a mosca-branca (VIEIRA et al., 2011) foram cultivadas em vasos plasticos
com capacidade para 10 litros. Duas plantas foram mantidas por vaso em casa de vegetacao
em condicoes controladas (+28°C temperatura, 80% umidade relativa e 14 horas fotoperiodo).
O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, com arranjo fatorial de sete gendtipos

x seis estadios fenoldgicos x duas intensidades de infestacao da praga x cinco repeticoes. Os
estadios fenoldgicos avaliados foramV,,V,, V.,V V_,V,, segundo Fehr; Caviness (1977). As
intensidades de infestacao consistiram de plantas de soja dos gendtipos citados infestadas por
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B. tabaci biotipo B, e outro grupo de plantas nao-infestado (controle). Para infestacao, as plantas
foram levadas para a criacao da mosca-branca que é realizada em uma casa de vegetacgao de
vidro, EM condi¢des controladas de temperatura 30°+ 2°C, umidade relativa 80%, e fotoperiodo
de 14 horas. Nessas condicoes, as plantas forma mantidas por 24 horas para que ocorresse a
oviposicao, posteriormente transferidas para outra casa de vegetacao. As plantas nao-infestadas
foram colocadas em ambiente separado, para evitar a infestagao, sendo condigdes ambientais
semelhantes.

Folhas dos diferentes gendtipos, dos tratamentos infestados e nao-infestados, foram coletadas
em cada um dos seis estadios de desenvolvimento da planta. Para a realizagao das analises,
foi coletado o ultimo trifdlio completamente expandido de cada planta. Para extracao e
quantificagao das isoflavonas, as folhas foram moidas, pesadas e maceradas com etanol 80%
HCI (0,001 mmol), na proporgao de 1:10 (m:v) e mantidas em banho de ultrassom, por 20 min.
As amostras foram centrifugadas a 9.880g a 4°C por 12 min, secas em vacuo, e ressolubilizadas
com metanol 80% (1,2 mL) e filtradas em membrana Millipore® 0,45 pm. As amostras foram
analisadas em HPLC (High Performance Liquid Chromatography,— Shimadzu — modelo
Prominence). As concentracoes de rutina, genistina, malonil genistina e da aglicona genisteina,
foram calculadas através da comparacgao de espectro obtido no UV (260 nm) e o tempo de
retencao (min.) de cada amostra, com o dos respectivos padroes de cada composto.

Resultados e Discussao

Nas analises cromatograficas dos extratos das folhas dos genétipos estudados foram
identificados o flavonol rutina e as isoflavonas genistina, malonil genistina e genisteina,
havendo interacao significativa entre todos os fatores analisados (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da ANOVA para concentragdes de flavonoides em sete gendtipos de soja (Barreiras, Doko,
Vencedora, IAC Holambra, IAC 17, IAC 19 e IAC 24), com dois tratamentos (plantas infestadas e nao-infestadas) em

seis estadios fenoldgicos (V,,V,, V,, V., V,V,).

Genétipo 6 80,91** 80,2** 52,33** 94,33**
Infestacao 1 34,15**  15,67** 7,6%* 62,9**
Estadio Fenoldgico 5 16,58" 125,45  148,93** 77,51**
Genotipo x Infestacao 6 10,17** 2,85 3,93* 12,05**
Genétipo x Estadio 30 2,77 6,85** 10,94** 34,23**
Infestacao x Estadio 5 11,45** 6,67** 10,76** 22, 47**
Geno x Infe x Esta 30 1,47* 3,63** 2,16** 7,68**
Residuo 419 - - - -

Em todos os genotipos, rutina e genistina foram os compostos observados em maior
concentracao (Tabela 2). Malonil genistina e a aglicona genisteina foram identificadas em
menores concentracoes e, no caso da malonil genistina, esse composto nao foi identificado
nos genoétipos ‘IAC 19/, ‘IAC Holambra Stwart’ e ‘Barreiras’. A maior concentracao de malonil
genistina foi observada em ‘Vencedora'.
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Tabela 2. Concentracoes das substancias (ng/mg) identificadas em folhas de plantas de sete gendtipos de soja.
(Valores médios gerais das plantas infestadas e ndo-infestadas).

IAC 17 27,79 + 3,7 a 1653 + 309 b 182 + 07 b 2 + 04 ab
Vencedora 30,63 + 3,6 a 161,3 + 13,8 b 10,7 + 2 d 1,8 + 0,4 ab
IAC 24 33569 + 4 ab 5563 + 552 a 075 + 04 ab 19 + 04 ab
IAC 19 3578 + 3 ab 3045 + 304 c 0 + 0a 16 + 04 ab
IAC Holambra 43,68 + 6,4 b 583 + 2,57 a 0 + 0a 24+ 03b
Doko 59,33 + 6 ¢ 149,17 + 128 b 354 + 1,2 ¢ 1+ 03 a
Barreiras 105,7 + 9,3 d 492,8 + 40,2 d 0 + 0 a 68 + 1,1 ¢
CV (%) 73,73 49,49 129,93 83,89

*Médias seguidas de mesma letra na coluna néao diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.

De modo geral, as plantas dos gendtipos ‘IAC 19’ e ‘Barreiras’, infestados por B. tabaci,
apresentaram as maiores concentragdes de rutina (Tabela 3). EmV, eV, ndo houve diferenca
nas concentracoes desta substancia nos diferentes genotipos, quando infestados. A partir do
estadioV,, ‘IAC 19’ e ‘Barreiras’ tiveram a maior concentragdo de rutina, sendo o aumento

dessa substancia em ‘IAC 19’ gradativo, no decorrer das avaliagoes nos diferentes estadios
fenoldgicos. Para o genodtipo ‘Barreiras’, a maior concentracao desse flavonol foi observada no
estadioV,, com reducdo emV, e V,. Na ultima avaliacado, emV,, IAC 19’ foi 0 gendtipo com maior
concentragao de rutina, sendo este 0 Unico em que a concentragao desta substancia diferiu dos
estadiosV,,V, eV, dentro e entre as cultivares.

Nas plantas nao-infestadas, o genotipo ‘Barreiras’ apresentou as maiores concentracoes de
rutina em todos os estadios fenologicos, atingindo o valor mais alto em V.. A partir de V,,
observou-se também o aumento da concentragao de rutina em ‘IAC 19". Esse composto nao

foi detectado no gendtipo padrao de suscetibilidade, ‘IAC Holambra Stwart’, na maioria dos
estadios fenologicos, exceto emV,, nas plantas nao-infestadas; neste, a concentracao diferiu da
encontrada nos demais genotipos na mesma avaliacao.

A concentracao de genistina apresentou diferenca entre os genétipos infestados por B. tabaci
(Tabela 4) a partir do estadio V,, sendo as maiores concentragoes observadas nos estadiosV,,
V, eV,. A partir de V,, a maior concentragao de genistina foi observada na cultivar Barreiras que
apresentou aumento até estadio V.. EmV,, ‘IAC 19’ teve concentragces semelhantes com as
encontradas em ‘Barreiras’, diferindo das demais. Nas plantas nao-infestadas, foi identificada
genistina em ‘IAC Holambra Stwart’ em todos os estadios, exceto na primeira avaliagao, emV,,
no entanto, nao houve diferenca entre gendtipos.

O flavonol rutina, encontrada em alta concentracao em ‘IAC 19’, pode ser a substancia quimica
responsavel pelo efeito de antibiose desse genétipo as ninfas de B. tabaci. A substancia

ja é reconhecida por desempenhar papel importante na defesa da planta de soja contra
desfolhadores (HOFFMANN-CAMPO et al., 2001; 2006), sendo um dos compostos identificados
em extratos de folhas de Pl 227687, Pl 274454 e em outros genoétipos resistentes a insetos
(PIUBELLI et al., 2005). Embora em menor concentracao, o isoflavonoide genistina também foi
observado na maioria dos extratos foliares dos genétipos estudados por Piubelli et al. (2005) e
utilizados pelos programas de melhoramento como fator de resisténcia a insetos desfolhadores.

Deve ser destacado o fato de que as concentragoes de rutina no genétipo ‘IAC 19" aumentaram
no decorrer das avaliagdes, sendo que na ultima avaliacao em V, a concentracao foi 18 vezes
maior que na primeira avaliagdo em V,. Embora rutina tenha sido constitutivamente identificada
em genotipos com reconhecida resisténcia a desfolhadores, os dados obtidos indicam indugao
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Tabela 3. Concentracoes de rutina (ng/mg) em folhas de plantas de sete gendétipos de soja, infestadas e néao-
infestadas por Bemisia tabaci biotipo B, em seis estadios fenologicos, cultivados em casa de vegetagao. Infestacao
média de 10 ninfas/foliolo.

Infestado

Genotipo V3 \'Z} V5 V6 V7 V8
Barreiras 150,09* aA 193,4* aA 214,9* ab A 593,8 ¢cC 484,8* cBC 335,61* bc AB
Vencedora 39,12 aA 36,86 aA 131,9 ab A 251,4 ab A 103 aA 111,16 ab A
Doko 26,7 aA 17,17*% aA 113,8% ab A 178,8 ab A 177 ab A 167,15 ab A
IAC
Holambra 0 aA 0 aA 0 aA 0 aA 0 aA 0 aA
IAC 19 3254 aA 46,33 a A 280,3* b AB 389,5 bcBC 412,8 bc BC 596,68* cC
IAC 17 10,21 aA 10,71 aA 132,1 abA 555,9*% c¢B 100 aA 234,34 ab A
IAC 24 11,89 aA 12,55 aA 34,5 ab A 54,96 a A 33,97 aA 47,76 a A

Nao-infestado
Genotipo V3 \'Z] V5 V6 V7 V8
Barreiras 488,86 Ab 617,8 b ABC 822,2 c¢cBC 568,1 b AB 8249 dC 619,05 c ABC
Vencedora 77,024 a A 239,3 aA 266,6 b A 191,2 aA 280 bc A 208,23 ab A
Doko 70 a A 204,6 aAB 3595 bB 147,4 a AB 191,1 abc AB 136,43 ab AB
IAC
Holambra 70 aA 0 aA 0 aA 0 aA 0 aA 0 aA
IAC 19 1384 aA 203,6 a A 644 cB 254,7 a A 381,8 cA 273,79 b A
IAC 17 57,37 aA 105,7 aA 3034 bA 2211 aA 148,8 abc A 103,87 ab A
IAC 24 31,94 aA 63,83 a A 141,1 ab A 51,6 aA 86,55 ab A 96,93 ab A
CV (%) 73,73

Médias seguidas por letras iguais (minUsculas na coluna e maiusculas na linha) nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
* Diferenca significativa entre o genoétipo infestado e nao-infestado em cada estadio fenologico.

Tabela 4. Concentracbes de genistina (ng/mg) em folhas de plantas de sete genétipos de soja, infestadas e nao-
infestadas por Bemisia tabaci biotipo B, em seis estadios fenologicos. Infestacao média de 10 ninfas/foliolo.

Infestado
Genotipo V3 V4 V5 V6 V7
Barreiras 10,68 a A* 18,42 aA 90,04 bB* 107,97 cB* 113,69 bcB 202,01 dC*
a

Vencedora 11,83 AB 3,36 aA 58,72 abC 79 aA 31,06 aABC* 53,08 abc BC
Doko 10,71 aA 0 aA 55,13 abB 63,02 bB 124,78 cC 89,24 cBC
IAC a
Holambra 0 aA 8,14 AB 46,4 ab BC 16,86 aAB* 110,71 bcD 81 bc CD
IAC 19 7,16 aA 6,89 aA 50,31 abB 42,12 ab AB 52,63 aB 48,55 abc AB

a
IAC 17 0 aA 1,38 AB 26,49 a AB 35,37 ab AB 43,19 aB* 37,33 ab AB
IAC 24 0 aA 1,28 aA 37,02 aAB* 13,51 aA* 74,07 abB 33,74 aAB

Nao-infestado

Genotipo V3 V4 V5 V6 V7

Barreiras 4451 aA 46,58 aA 15521 cB 215,52 dC 142,29 cB 121,1 cB
a

Vencedora 0 aA 9,48 AB 43,34 ab BC 28,07 ab AB 75,17 abC 4559 aBC

Doko 0 aA 10,77 aA 80,84 bB 75,73 ¢cB 105,94 bcB 95,84 bcB

IAC

Holambra 0 aA 16,06 a A 18,27 aA 69,83 bc B 82,03 abB 74,88 abB

IAC 19 9,93 aA 9,58 aA 64,74 bB 48,8 abc AB 50,57 aAB 38,08 a AB

IAC 17 2,39 aA 496 aA 48,92 ab BC 13,01 aAB 78,83 abC 41,61 aABC

IAC 24 2,04 aA 58 aA 67,7 bB 58,72 bcB 68,52 abB 40,64 a AB

CV (%) 49,49

Médias seguidas por letras iguais (minusculas na coluna e maiusculas na linha) nao diferem entre si pelo teste de Tukeya a 5%.
* Diferenca significativa entre o gendtipo infestado e ndo-infestado em cada estadio fenoldgico.
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pelo ataque do inseto (elicitor), possivelmente em funcao da succao continua de seiva pelas
ninfas de B.tabaci. A rutina é responsavel pelo prolongamento do ciclo de A. gemmatalis
(GAZZONI et al., 1997; HOFFMANN-CAMPO et al., 2006) e alta mortalidade em populacoes da
lagarta suscetiveis e resistentes ao baculovirus (PIUBELLI et al., 2006). O efeito negativo de
rutina e genistina sobre A. gemmatalis foi demonstrado por Salvador (2008); lagartas dessa
espécie alimentadas com dieta ou gendtipos contendo esses compostos mostraram uma
desorganizagao dos componentes celulares do intestino médio.

Conclusao

Com base nos resultados obtidos, sugere-se que rutina e genistina podem ser as substancias
gue em conjunto com outros fatores podem estar relacionados a resisténcia do tipo antibiose
em ‘IAC 19"
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