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Introducao

O Brasil é o segundo maior produtor de soja do mundo (Glycine max (L.) Merrill) ficando atras
apenas dos EUA (CONAB, 2012). Devido a importancia da cultura no pais, diversas pesquisas
que visam maior eficiéncia no manejo para atingir melhores indices de produtividade vém
sendo realizadas. O uso excessivo de agrotoxicos pode ocasionar danos ao ambiente, levando
ao desequilibrio ambiental e a selecao de populagdes de pragas e doencas resistentes.

Em funcao destes fatores, a procura por medidas de controle vidveis vem crescendo,
respondendo assim, aos anseios da sociedade pela preservacao ambiental e por alimentos
sem contaminacao. Uma alternativa com potencial a ser aplicada é a inducao de resisténcia —
método usado para reduzir a severidade de doencas causadas por fitopatdogenos. Trata-se do
fendbmeno pelo qual as plantas, apos exposi¢cao a um agente indutor, tém seus mecanismos de
defesa latentes ativados sendo capaz de responder contra o ataque de patégenos (CONRATH,
2011). Outra forma de inducao é observada através da aplicacao dos fitormonios: jasmonatos,
etileno e acido salicilico (VAN LOON, et al., 2006). O acido jasmoénico e o seu éster metil
jasmonato (MeJA) encontram-se largamente distribuidos em tecidos vegetais, destacando-

se como compostos sinalizadores de respostas de defesa sistémica das plantas por alterar
fundamentalmente a biossintese de compostos fendlicos. No entanto, os modos de agao
geralmente envolvem rotas multivariadas, que sao especificas para cada vegetal. Pesquisas
que avaliam os possiveis mecanismos do metil jasmonato mostraram o aumento do contetdo
de fenilpropanoides pela elicitagao da atividade da fenil amodnia liase (PAL) em até seis vezes
(SIRCAR; MITRA, 2008). Os compostos fendlicos sao antifungicos, sendo acumulados no local
da infeccao, reduzindo ou restringindo o crescimento do patégeno. A eficiéncia de elicitores é
passivel de ser avaliada através da determinacao do conteudo de fenilpropanoides, da atividade
fotossintética, de enzimas chaves da rota biossintética, analises anatdmicas e de crescimento
das plantas. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi testar diferentes concentracées de MeJA
que desencadeie melhor indugao de compostos secundarios em plantas de soja.

Material e Métodos

As sementes foram obtidas no banco de germoplasma da Embrapa-Soja, sendo utilizada no
trabalho a cultivar BRS MG 772 resistente a ferrugem asiatica da soja. Foram semeadas 10
sementes em vasos plastico de 5 litros e apds a emergéncia realizou-se raleio deixando apenas
5 plantas por vaso. Estas plantas foram mantidas em casa de vegetacao com fotoperiodo de

14 horas, temperatura de 28 °C e umidade relativa de 65 % até estagio V5 (FEHR et al., 1971).
Neste estagio as plantas foram submetidas aos seguintes tratamentos via pulverizagao: Agua
(controle); Etanol (surfactante); MeJA 56,25 uM; MeJA 112,5 uM; MeJA 225 yM e MeJA 450 uM.
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As plantas tratadas com MeJA foram mantidas em outra casa de vegetacao sob as mesmas
condicoes de temperatura e umidade descritas anteriormente, para evitar a indugao nas plantas
controle (Agua e Etanol), pois o MeJA é conhecido como um fitormédnio volatil. Apds a aplicacao
dos tratamentos, as folhas foram coletadas em intervalos de 24, 48, 96, 120, 144 e 168 horas,
acondicionadas em nitrogénio liquido, e logo em seguida armazenadas em freezer (-20°C) até

a extracao e analise dos flavonoides. Para extragao e quantificacao dos compostos, as folhas
foram pesadas, moidas e extraidas com metanol 90% na proporcao de 1:10 (m:v) e levadas

ao banho de ultrassom por 20 min. As amostras foram entao centrifugadas a 6000 rpm (9880

g) a 2°C por 5 min, e com o auxilio de uma pipeta Pasteur o sobrenadante foi transferido para
outro tubo e depois secas a vacuo. As amostras foram ressolubilizadas com 1,5 mL de metanol
80% e filtradas em membrana Millipore® 0,45 ym e analisadas em HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) — Shimadzu — modelo Prominence. As concentracdes das agliconas
(daidzeina, gliciteina e genisteina), assim como das formas glicosidica (daidzina, glicitina,
genistina) e malonil glicosidica (malonil daidzina, malonil glicitina, malonil genistina), rutina e
acido salicilico foram identificadas por meio da comparacao de espectro e tempo de retencao
dos padroes com os valores obtidos em cada amostra analisada.

Resultados e Discussao

A aplicacao do indutor MeJA desencadeou a producao de compostos secundarios em plantas
de soja. A concentracao de daidzina se mostrou variavel em relacao aos diferentes tratamentos
(Figura 1A), porém em geral teve sua concentragao mais elevada sempre nas plantas tratadas
com MeJA, na concentracao de 450 uM nos periodos de 120 e 144 horas. A isoflavona genistina
foi identificada a partir das 144 horas (Figura 1B) nas concentragoes de 225 e 450 uM, no
entanto, em 168 horas esta substancia foi identificada em todos os tratamentos, com uma
reducao de sua concentracdo em relacio as plantas tratadas com Agua e Etanol. O MeJA é um
fitormonio conhecido por induzir a cascata do acido octadecanodide que leva a expressao de
genes relacionados a resisténcia a pragas e doencas (THOMMA et al., 2000), e na producao de
compostos secundarios de defesa (WALKER et al., 2002), porém, nesse estudo, nao se observou
diferenca em relacdo aos controles (Agua e Etanol).

A concentragao de acido salicilico apresentou um aumento gradativo principalmente em 144
horas (Figura 2A), nas concentracoes de 225 e 450 uM. J4 em 168 horas foi observada uma
menor concentracao de acido salicilico quando comparado com as plantas tratadas com

Agua e Etanol, no entanto, entre as concentracoes de MeJA, a de 450 uM mostrou a maior
inducao deste composto. A capacidade em desencadear a producao de fenois e flavonoides

foi observado em plantas de Panax ginseng ap6s a aplicacao de MeJa (ALl et al., 2007).Ja em
relacao a rutina, a mesma mostrou ser constitutiva em todos os tratamentos (Figura 2B), sendo
observado um aumento da sua concentracao em 120 horas quando aplicado 225 yM de MeJA,
seguido de 144 horas com 112,5 yM MeJA.

A concentracao de malonil genistina aumentou em 96 e 120 horas (Figura 3A), para as plantas
aonde aplicou-se 450 pM, e detectada apenas em 168 horas nesta concentracao. A aglicona
gliciteina mostrou maior concentracao em 96 horas (Figura 3B), nas plantas com 450 uM de
MeJA, este mesmo resultado se manteve em 120 e 168 horas, assim como as plantas tratadas
com 56,25 yM em 168 horas. Segundo Junlan eYue (2011), a concentragao de 450 uM foi a
concentragao apropriada para induzir a sintese de isoflavonas em soja, entretanto em nossos
testes, essas concentragcoes foram variaveis e nao seguiram o padrao esperado.

Desta forma, o experimento esta sendo repetido utilizando-se concentracoes maiores.
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Figura 1. Concentracdo de daidzina (A) e genistina (B) em plantas tratadas com diferentes concentragoes de MeJA. Média de cinco
repeticoes e erro padrao.
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Figura 2. Concentracao de acido salicilico (A) e Rutina (B) em plantas tratadas com diferentes concentracoes de MeJA. Média de
cinco repeticoes e erro padrao.
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Figura 3. Concentragoes de malonil-genistina (A) e gliciteina (B) em plantas tratadas com diferentes concentragoes de MeJA. Média
de cinco repeticoes e erro padrao.
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Conclusao

Dentre as concentragoes testadas de MeJA, a de 450 uM foi a que apresentou inducao de
metabodlitos secundarios em plantas de soja.
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