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RESUMO

PERFIL QUIMICO E DINAMICAESPACIAL E TEMPORAL DE
FLAVONOIDESDE SOJA [Glycine max (L.) Merr.].

A soja (Glycine max) é uma espécie de leguminosa originaria da China, pertencente a familia
Fabaceae. A cultura da soja esta exposta durante todo o seu ciclo a diferentes fatores como
ataque de insetos-praga e as condi¢Ges ambientais, que podem afetar o desenvolvimento da
planta e, consequentemente, sua produtividade. Alguns estudos classificam os flavonoides
como constituintes relevantes na defesa da soja contra injuria de herbivoros. Apesar do
potencial papel de flavonoides contra herbivoros, pouco se sabe sobre a variabilidade e
alocacédo espacial e temporal dessas defesas nas folhas de soja e ao longo dos estagios de
desenvolvimento. Diante do exposto, este trabalho visa investigar o perfil quimico de um
cultivar comercial de soja, comparando o perfil de flavonoides de diferentes folhas ao longo
de diferentes estagios de desenvolvimento. As sementes de soja convencional BRS 284,
foram germinadas e mantidas em casa de vegetacdo. Amostras de folhas velhas, jovens e
imaturas dosestagios vegetativo emergencial (VE), vegetativo cotiledonar (VC), vegetativos
1,2, 3,4e5 (V1aV5), e reprodutivos 1 e 2 (R1 e R2) foram coletadas e extraidas em
metanol:agua 1:1 (v/v) e os extratos foram analisados por Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massas (LC-MS). Os principais flavonoides das folhas de soja foram
identificados pelos espectros de massas e quantificadosde forma relativa. Durante os estagios
de desenvolvimento, foram encontrados niveis mais elevados de mono, di e triglicosideos
isoméricos de kaempferol alocados nas folhas imaturas e jovens. Os estégios iniciais, VE e
VC, tiveram uma maior concentracdo de isoflavonas como daidzeina, genisteina e seus
glicoconjugados, sendo estes mais abundantes nas folhas velhas. O perfil quimico e a
dinamica de alocacdo dos flavonoides estudados fornecem informacgdes sobre as diferentes
estratégias empregadas pela planta para alocar seus recursos e mostram que folhas de
diferentes idades possuem diferencas em suas composicdes, possivelmente de acordo com
seu contexto fisiolégico e ecoldgico. Portanto, evidéncias do papel dos flavonoides
constitutivos no mecanismo de defesa da soja ajudardo no desenvolvimento de métodos que
podem contribuir para a produtividade agricola, adaptabilidade e resisténcia a diversos

agentes estressores de maneira mais sustentavel.

Palavras-chave: Soja, flavonoides, isoflavonas, defesas, metabolitos secundarios.



ABSTRACT

CHEMICAL PROFILE AND SPATIAL AND TEMPORAL DYNAMICS
OF SOYBEAN FLAVONOIDS [Glycine max (L.) Merr.].

The soybean (Glycine max) is a legume species originally from China, belonging to the
Fabaceae family. This crop is exposed throughout its cycle to attack by different species of
insect pests, which can affect the plant development and, consequently, its productivity.
Some studies classify flavonoids as relevant constituents in the defense of soybean against
injury to herbivores. Despite the potential role of flavonoids against herbivores, little is
known about the variability and spatial and temporal allocation of these defenses in soybean
leaves and throughout its developmental stages. Therefore, this work aims to investigate the
chemical profile of a commercial soybean cultivar, comparing the flavonoid profiles from
different leaves over different developmental stages. Conventional soybean seeds BRS 284
were germinated and grown in a greenhouse. Samples of old, young and immature leaves
from emergency stage (VC), cotyledon stage (VE), vegetative stages 1, 2, 3, 4and 5 (V1to
V5), and reproductive stages 1 and 2 (R1 and R2) were collected and extracted in 1:1 (v/v)
methanol: water, and the extracts were analyzed by LC- MS. The main flavonoidsof soybean
leaves were identified by mass spectra and relatively quantified. During the developmental
stages, higher levels of kaempferol mono, di and isomeric triglycerides found in immature
and young leaves were found. The initial stages, emergency vegetative and coethylene
vegetative, showed higher concentrations of isoflavones such as daidzein, genistein, glycitein
and their glycoconjugates, which are more abundant in old leaves. The chemical profile and
allocation dynamics of the studied flavonoids provide information on the different strategies
used by the plant to allocate its resources, demonstrating that leaves of different ages differ
in their composition, possibly according to their physiological and ecological context.
Therefore, evidence of the role of constitutive flavonoids in the defense mechanism of soy
will help in the development of methods that can contribute to agricultural productivity,

adaptability and resistance to various stressors in a more sustainable way.

Keywords: Soybean, flavonoids, isoflavones, defenses, secondary metabolites.
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1- INTRODUCAO

A soja e umdos mais antigos produtos agricolas que a humanidade
conhece e um dos alimentos mais cultivadosno Brasil e no mundo. De acordo
com a safra de 2019/2020, o Brasil consolida-se como o maior produtor e
exportador mundial desse grdo, multiplicando sua producéo para 124,8 milhdes
de toneladas, sendo o principal item da producdo agricola e uma cultura de
grande importancia econémica parao pais (ARAUJO, 2008; CONAB, 2020).

A maior parte da soja produzida é empregada na alimentacdo
humana (6leo, leite de soja, tofu) e animal (farelo de soja) devido ao seu alto
teor de proteinase lipidios e possui uma variedade de metabdlitos secundarios
que sdo responsaveis pelas suas propriedades bioldgicas como: prevencdo de
doencas cardiovasculares, atividade estrogénica, antioxidante, antifungica e
antitumoral (FENG etal., 2020; LEE et al., 2019).

1.1- Soja

A soja (Glycine max) é uma espécie de leguminosa pertencente a
familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae e tem como centro de origem o
continente asiatico, naregido da antiga Manchuria, na China. Essaleguminosa
é uma planta anual que apresenta caule herbaceo e ereto chegando a medir de
80 a 150 cm de comprimento. As suas folhas sdo unifolioladas opostas e
trifolioladas alternadas, com foliolos ovados. Quanto ao ciclo de vida, pode
variar de 80 a 200 dias e pode ser interferido por fatores abioticos (temperatura,
irradiacdo, escassez hidrica e entre outros) e do genoétipo da cultivar
(CANTELLI, 2016; FLORENCIO, 2017; SOUZA, 2014).

A classificacdo dos estagios fenologicos de desenvolvimento das
plantas de soja (Tabelas 1.1 ,1.2 e Figura 1.1) foi proposta por (FEHR e
CAVINESS, 1977)a qual sao empregadas as letras “V”’ e “R” para designar os



estagios vegetativos (fases de estabelecimento e desenvolvimento das plantas)
e reprodutivos (fases de florescimento e maturacdo das vagens),
respectivamente, seguidos dos indices numericos que diferenciam estagios
especificos nessas duas fases de desenvolvimento da planta, com excecdo dos
estagios VE (emergéncia) e VC (cotilédone) (SOUZA, 2014).



TABELA 1. 1: Descri¢do dos estagios de desenvolvimento da soja.

Simbolo Denominagéo Descrigédo

Os cotilédones estdo acima da

VE Emergéncia superficie do solo
Cotilédone L
VC desenvolvido Cotilédones totalmente abertos
V1 Primeiro no As folhas unifoliadas estdo totalmente
abertas

V2 Segundo no A primeira folha trifoliada aberta
V3 Terceiro no A segunda folha trifoliada aberta
V4 Quartond A terceira folha trifoliada aberta
V5 Quintono A quarta folha trifoliada aberta
V(n) Enésimo né Enésimo nd ao longo da haste principal

com trifélio aberto

Fonte: (FEHR e CAVINESS,1977).



TABELA 1. 2: Descri¢do dos estagios reprodutivos da soja.

Simbolo Denominagéo Descricéo

R1 Inicio do

. ma flor aberta em Iquer né da haste principal
florescimento Uma flor aberta em qualquer no da haste princip

Florescimento

R2 Uma flor aberta em um dos dois n6s superiores da

leno >
P haste principal
R3 Inicio da Vagem com 0,5 a 2 cm em um dos quatro nos
frutificacédo superiores da haste principal

Maioria das vagens no terco superior da haste
principal comcomprimento de2 a 4
cm

R4 Frutificacdo plena

Até 10% de granacdo maxima na maioria das vagens

RS Inicio dagranacdo localizadas no terco superior da haste
principal
R6 Final dagranacdo  Gréo cheio em um dos quatro nds superiores da haste
principal
R7 Inicio da maturagéo Uma vagem com coloracdo de madura na haste
principal
R8 Maturacao plena Mais de 95% das vagens com coloracdo de madura

Fonte: (RITCHIE et al.1982) adaptada por CAMARA (2006).



FIGURA 1. 1: Escala fenoldgica da soja. Adaptado por TEJO et al, 2019.

VE Emergéncia R1 Inicio do Florescimento 2
| VC Cotilédone R2 Florescimento Pleno {
V2  Segundo N6 R3 Inicio da Formagdo do Legume g g g g é q
V4 Quarto N6 R4 Legume Completamente Desenvolvido
VN  Enésimo No R5 Enchimento de Grao N
R6  Grio Cheio ou Completo RSO R51 R52 R53 R54 R5S

R7 Inicio da Maturagdo
R8 Maturagio Plena

Durantetodo o seu ciclo, a cultura da soja esta exposta ao ataque

de diferentes espécies de insetos-pragas que sao responsaveis por cerca de 18%
das perdas mundiais na producdo agricola. Destacam-se as lagartas da ordem
Lepidoptera, como Spodoptera frugiperda e Anticarsia gemmatalis, além de
percevejos fitéfagos (MOSCARDI et al., 2012; OERKE, 2006). As condigdes
ambientais, tais como luz, temperatura e nutrientes, também sdo fatores
determinantes paraa produtividade da soja (SOUZA, 2014). Por outro lado, a
soja é uma fonte rica em varios compostos quimicos, como as isoflavonas e 0s
compostos fendlicos, que colaboram para muitos efeitos benéficos a salde
humanae parasuaadaptabilidade aos estresses ambientais (YUN et al., 2020).



1.2 - Mecanismos de Defesa das Plantas

Por serem organismos sésseis, as plantas produzem uma ampla
gama de metabolitos secundarios altamente dindmicos que atuam como
resposta de defesa ao ataque de patdgenos e insetos herbivoros. Em grande
parte, essas defesas devem-se a um conjunto de moléculas pequenas e proteinas
toxicas e dissuasivas que podem impedir a alimentacdo de insetos nédo
adaptados. As defesas quimicas de plantas podem ser divididas entre
constitutivas e indutivas (ISAH, 2019; SOARESe MACHADO, 2007; ZHOU
etal., 2015).

As defesas constitutivas sdo metabdlitos expressos
constantemente nas plantas, podendo ser composta por substancias quimicas
naturais provenientes do metabolismo secundario (tais como, alcaloides,
terpenoides, antocianinas, quinonas e fendis), algumas biomoléculas oriundas
do metabolismo primario e estruturas morfologicas (tricomas, cabelos, espinhos
e folhas mais espessas) (AOYAMA e LABINAS, 2012; DE FREITAS et al.,
2018; SOARES e MACHADO, 2007).

As defesas decorrentes da resisténcia induzida estéo relacionadas
com a mudanca fisioldégica e morfologica resultante ao dano causado por
herbivoro as plantas. A vista disso, os sistemas de defesa induziveis permitem
que mais energia seja direcionada parao crescimento e reproducéo na auséncia
de herbivoria, sendo uma forma de conservacéao de recursos (EL-WAKEIL et
al. 2010; MACDONALDeBACH, 2005).

A resisténcia induzida vem sendo investigada em varias espécies
de vegetais importantes para agricultura, incluindo arroz, tomate, trigo e soja.
Na literatura existem muitos exemplos de compostos de diferentes classes como
fenolicos, alcaloides e glucosinolatos empregados na defesa das plantas (Bl E
FELTON, 1995; HOFFMANN-CAMPOQO et al. 2001; PIUBELLI et al. 2005).



O gossipol (diterpeno dimérico do algoddo) mostrou-se um bom
repelente contradiferentes insetos e nocivo para Heliothis virescens (lagarta do
tabaco). Tambem foi visto que os compostos fenolicos (quercetina-3-O-
glucosilgalactosideo, genisteina e rutina) encontrados em extrato etanolico de
folha de soja demonstraram-se bioativos e coibidores do crescimento do inseto
Trichoplusia ni (Hiibner) (FURSTENBERG-HAGG et al.,2013; HOFFMANN-
CAMPO et al, 2001). Vale ressaltar que os fendlicos tém diversos efeitos nas
plantas e nas suas interagdes com outros organismos e sao relevantes para
estratégia de defesa das mesmas. Ressalta-se que essa defesa variacom o tipo e
modo de agdo dos individuosenvolvidos na interagdo (APPEL,1993).

Ensaios de alimentacdo com folhas de Arabidopsis thaliana
mostraram que a variacdo de glucosinolatos dentro de uma folha afeta o padréo
de forrageamento de Helicoverpa armigera (KOHLER et al., 2015). De maneira
similar, o alcaloide nicotina dificulta a alimentacdo dos insetos e inibe
receptores neurais de mamiferos (AGRAWAL et al., 2012).

Além das estratégias de resisténcia constitutivas e induzidas,
plantas também utilizam mecanismos de defesa indiretos que sdo focados em
atrair animais de outros niveis tréficos para que esses combatam o herbivoro.
S&o baseados em sua grande maioria na liberacdo de compostos organicos
volateis (VOCSs) que irdo atrair predadores através do aroma (ALJBORY e
CHEN, 2017). A estratégia de defesa usada pela planta vai depender da idade
da planta, do inseto envolvido na interacdo e do estimulo percebido durante a
acdo. Como visto, essas defesas tém potencial de afetar a sobrevivéncia,
fecundidade e o desenvolvimento de insetos fitofagos (WARet al. 2012; ZHOU
etal., 2015).



1.3- Principais Defesas da Soja

Cada fase de desenvolvimento da planta de soja (estabelecimento
da plantula, crescimento vegetativo e producdo de sementes) esta sujeito a
estresses bioticos (animais, insetos, patogenos,) e abidticos (radiagdo
ultravioleta, temperatura, deficiéncia hidrica e outros) que podem afetar o seu
desenvolvimento e consequentemente, sua produtividade (BOEGE e
MARQUIS, 2005; PICHERSKY e LEWINSOHN, 2011). Por outro lado, a soja
utiliza compostos organicos oriundos do seu metabolismo secundario para
resistir aos estresses e aos danos causados por agentes bioticos e abioticos
(ZHOU et al., 2015).

Esses compostos organicos, denominados metabdlitos
secundarios, ndo estdo diretamente envolvidos nos processos de crescimento,
desenvolvimento e reproducdo da planta, porém desempenham um papel
importante na adaptacdo, sobrevivéncia e evolucdo da espécie (WAR et al.,
2018). Dentre os tipos de metabdlitos secundarios que estdo envolvidos na
defesa das plantas contra insetos, destaca-se 0s compostos nitrogenados
(alcaloides, aminoéacidos ndo proteicos e glicosideos cianogénicos); terpenoides
(6leos essenciais, triterpenos e saponinas) e compostos fendlicos (ligninas,
flavonoidese taninos) (WAR et al., 2012).

Dentre os metabdlitos secundarios produzidos pela soja, 0s
flavonoides séo os principais compostos. Os flavonoides englobam umagrande
familia de substancias quimicas fendlicas amplamente distribuidas nas p lantas,
que funcionam como inibidores de enzimas, pigmentos, defesa contra
perturbacbes de fitopatogenos e herbivoros e protecdo frente a radiacdo
ultravioleta. Especificamente na soja, muitos estudos na literatura apontam para
a atuacdo desses fendlicos na defesa contra insetos herbivoros, causando
mortalidade da fase imatura, menor crescimento e ganho de peso e aumento no
ciclo de vidado inseto (PIUBELLI et al., 2009). Assim, os flavonoides podem

funcionar como atraentes, deterrentes, repelentes ou téxicos aos insetos,



dependendo de suaconcentracdo naplanta (HOFFMANN-CAMPO et al., 2001;
SIMMONDS, 2001; SOUZA, 2014).

Os flavonoides sdo oriundos de uma rota biossintética mista, com
parte do seu esqueleto difenilpropano (Cs-C3-Cg) formado pela via do
chiguimato e outra parte pela via do acetato (CUYCKENS e CLAEYS, 2004;
GOMEZ, 2018: PEREIRA et al., 2016). Esses polifenois naturais podem ser
classificados em diferentes subclasses que se dividem de acordo com os padrdes
de oxidacdo e substituicao, tais como: flavonas, isoflavonas, flavanonas,
flavanondis, flavonois, antocianidinas e chalconas, como visto na (Figura 1.2)
(DE VILLIERS et al., 2015; PEREIRAEet al., 2016).

FIGURA 1. 2: Estruturas das subclasses de flavonoides.
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Sabe-se que a estrutura e a funcdo dos flavonoides variam de
acordo com sua substituicdo como a glicosilacao, esterificacdo, hidroxilacdo e
metilacdo entre outros. Essas alteracOes estruturais sdo importantes para
modificar a polaridade, toxicidade, solubilidade e direcionamento intracelular
dos flavonoides estocado nos vacuolos das células das plantas (HARBORNE,
1994; RIBANI, 2006).

Diferentes subclasses de flavonoides sdo encontradas em
leguminosas, mas a sojaapresentaapenas isoflavonas e flavonaois. As principais
isoflavonas encontradas na soja sdo genisteina e daidzeina, predominando nas
suas formas glicosiladas (genistina e daidzina) e malonilglicosiladas (6”-O-
malonil-genistina ¢ 6”-O-malonil-daidzina) as quais encontram-se em altos
niveis nas sementes e nos primeiros estagios de vida, logo ap6s a germinacédo
(ROMANI et al., 2003). Por outro lado, os flavondis do tipo quercetina e
kaempferol predominam em niveis elevados nas folhas de plantas adultas e sdo
encontrados nas formas mono, di ou triglicosiladas. Na soja, a concentracdoe o
tipo de flavonoide variam de acordo com diversos fatores, como as partes da
planta e seus estagios de desenvolvimento (CUYCKENSe CLAEYS, 2004,
KACHLICKI et al., 2016; HOFFMANN-CAMPO et al, 2006; STRACKE et
al.,2010; PEREIRA etal., 2016).

Estudos mostram a toxicidade desses compostos frente aos danos
causados por insetos, em que a presenca de rutina e genisteina foi relatada em
alguns genotiposdesojae demonstraram efeitos negativos no comportamento
alimentar e nos parametros bioldgicos (desenvolvimento larval, sobrevivéncia
e peso das pupas) de larvas da Anticarsia gemmatalis (PIUBELLI et al., 2005),
Trichoplusia ni (Hibner) (HOFFMANN-CAMPO et al., 2001) e Spodoptera
frugiperda (BENTIVENHA et al., 2018; SILVA et al., 2016). As isoflavonas
coumestrol, phaseol e afrormosina foram isoladas de fra¢fes metandlicas das
folhas de soja e causaram mortalidade de Pseudoplusia includens. Daidzeina,
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quando incorporada a dietaartificial, inibiu significativamente o crescimento de
larvas de Spodoptera litura trés dias apdsa alimentacdo (ZHOU et al., 2011).

As folhas de soja danificadas por Anticarsia gemmatalis exibem
diferencas na composicdo quimica, com aumento dos niveis de isoflavonas,
possivelmente devido a uma resposta induzida relacionada a mecanismos de
defesa (BORTOLI et al., 2012). Os danos da Spodoptera litura em folhas de
sojaresultaram em umacumulo induzido da flavona4',7 -diidroxiflavona e das
isoflavonasagliconas (daidzeina e formononetina) e daidzina (BENTIVENHA
et al., 2018; MURAKAMI et al., 2014). A identificacdo e variacio desses
compostos quimicos nas folhas de soja como defesa da planta confirmam a
importancia da busca por mais informacgdes sobre a influéncia desses nas
interacOes planta-inseto (PIUBELLI et al., 2005).
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1.4 - Aspectos Relevantes para o Sistema Proposto

As cultivares resistentes de soja costumam apresentar
concentracdo de flavonoides mais altas, os quais parecem ter um papel
importante na resisténcia das plantas contra diferentes estresses. Estudos
realizados com dieta artificial e folhas demonstraram que flavonoides reduzem
a massa dos insetos e causam a prolongacdo dos seus estagios larvais
(HOFFMANN-CAMPO et al.,2001; NEGRA,2019; PIUBELLI, et al., 2005).

Emboraseja descrita a identificacdo de varios flavonoides na soja
e seus possiveis efeitos na defesa frente a insetos herbivoros e outros estresses,
pouco se sabe sobrea variagdo, a alocacédo espacial e temporal desses compostos
distribuidos nas folhas de diferentes idades da soja ao longo dos estagios de
desenvolvimento, as suas funcbes ecoldgicas e fisioldgicas na planta. Essas
informac6es fornecerdo evidéncias das diferentes estrategias de alocacgéo dos
flavonoides constitutivos utilizados pela soja. Portanto, o estudo desses
compostos contribuira para o entendimento da sua funcao na interacdo p lanta-

inseto.
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2 -OBJETIVOS

Este trabalho visa investigar o perfil quimico de um gendtipo
comercial (BRS 284) da soja (Glycine max) ao longo de diferentes estagios de
desenvolvimento (alocacdo temporal) e em diferentes folhas (alocacdo
espacial). Nesse contexto, sdo propostos 0s seguintes objetivos especificos:

« Identificar os flavonoides presentes nas folhas de soja analisadas
com base nos espectros de massas obtidos;

« Quantificar de maneira relativa os flavonoides identificados;

« Comparar os perfis quimicos das folhas entre diferentes estagios
de desenvolvimento da planta (VE, VC,V1,V2,V3,V4,V5Rle

R2);

« Comparar os perfis quimicos entre diferentes folhas (imaturas,

jovens e velhas).
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3-PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1 - Obtencéo e Cultivo das Plantas

As sementes de soja (Glicine max) do genétipo BRS 284, cultivar
nédo transgénica, foram cedidas pela Empresa Di Solo Sementes (Sdo Carlos-
SP). As sementes foram selecionadas e germinadas em sementeiras, com uma
mistura de terra vegetal da Spagnhol Plantas Ornarmentais, composta de
(carvéo ativado, humus de minhoca, casca de pinus e terra preta), substrato da
Vida Verde (turfa, carvao vegetal, superfosfato simples e casca de pinus) e areia
grossanaproporcao (1:1:1) e mantidas na casa de vegetacao do Departamento
de Botanica da UFSCara 25 £ 5°C e 70 £ 10% de umidade relativa. Quando
emergiram os cotilédones, as plantulas destinadas as analises nos estagios VE,
VC, V1e V2 foram cuidadosamente transplantadas paravasos plasticos N° 02
(1L) e os estagios V3,V4,V5,R1eR2 paravasos N° 04 (4,9L), a fim de evitar
estresse dasraizes por faltade espaco e irrigadas sempre que necessario (Figura
3.1). Este experimento ocorreu durante o periodo de outubroa dezembro de
2019.
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FIGURA 3. 1: Esquema dagerminacdo das sementes de soja BRS 284.

Vaso n°® 02 (1L) Vaso n°® 04 (4,9L)

(VE,VC,V1eV2) (V3,V4,V5 R1eR2)
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3. 2 - Coleta das Amostras

Nas plantas amostradas no estagio VE foi coletado somente o
cotilédone em expansdo, enquanto no estagio VVC foram coletados o cotilédone
ja desenvolvido e a primeira folha unifoliolada imatura. Para os estagios V1,
V2,V3,V4,V5,R1eR2 trés folhas de diferentes idades foram coletadas: velha
(@ primeira folha proxima ao solo), jovem (tultima folha superior totalmente
desenvolvida) e imatura (ultima folha superior que ndo se encontra totalmente
estendida); as quais correspondem a diferentes folhas em cada estagio,
conformeilustrado na Figura 3.2. Paraas coletas das amostras em cada estagio
foram utilizadastrés plantas (triplicatabiolégica). Ao todo foram investigados
9 estagios, usando 27 plantas e um total de 75 amostras. As plantas foram
transferidas da casa de vegetacdo parao laboratério e devido ao estresse do
deslocamento, mantidas em repouso por 30 minutos. Em seguida, as folhas
frescas foram coletadas com auxilio de uma tesoura, rapidamente pesadas e
envolvidas em folhas de papel aluminio e imersas em nitrogénio liquido. As
amostras foram armazenadas em um ultracongelador a -80°C até a etapa de

extracéo.
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FIGURA 3. 2: Esquema de coletas das amostras dos estagios de desenvolvimento da soja
BRS 284.
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3. 4 - Extracao das Amostras

As amostras de folhas congeladas foram transferidas para tubos
Falcon de 50 mL em solvente extrator metanol (Synth) destilado:agua Milli-Q
1:1 (v/v). O volume da mistura dos solventes foi ajustado de acordo com a
massa de cada amostra para facilitar a homogeneizacéo. Parafolhas dos estagios
VE, VC,V1eV2foramadicionadosde5a 10 mL do solvente e paraos estagios
V3,V4,V5 R1eR2foramutilizadosde 10 a 15 mL.

As amostras foram processadas usando um homogeneizador Ultra
Turrax (IKA-T10B S32) e centrifugadasa 10000 g por 10 minutosa4°C e os
sobrenadantes resultantes filtrados através de filtros de seringa de nylon
(Analitica), com didmetro de 13 mm e poros de 0,22 um. Os filtrados foram
transferidos para tubos Falcon de 15 mL e mantidos a 4°C até as analises por
LC-MS (Figura 3.3).

FIGURA 3. 3: Esquema da extracdo das amostras de folhas de soja BRS 284.

MeOH:H:0
1:1 (vIv)

Vials Filtro de nylon (13 mmx 0,22 um) 10000 g/10 min, 4°C
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3.5 - Condicéo de Anélise por LC-MS

Os extratos obtidos apos a filtragdo foram diluidos 1:1 com
metanol grau MS (Sharlau) e analisados por LC-MS em um instrumento Agilent
6545 Q-ToF. O analisador ¢ acoplado a umsistema UPLC Agilent 1260 Infinity
Il. As condicGes cromatograficas e espectrométricas foram otimizadas
baseando-se nos parametros ja utilizados em trabalhos desenvolvidos no grupo
de pesquisa com flavonoides.

Utilizou-se um sistema binario de bombas com 1 pL de amostra
injetada, e a separacdo dos compostos organicos foi obtida em uma coluna
Zorbax Eclipse Plus C18 (2,1x50mm, 1,8um) mantidaa 35 °C e utilizando um
fluxo de 0,4 mL/min. A fase movel foi composta por agua Milli-Q (LC-
PARK,Direct-Q) como o solvente A acetonitrila (TEDIA, High Purity
Solvents) o solvente B, ambos contendo 0,1% acido formico (Sigma- Aldrich,
Fluka Analytical) grau massas aproximadamente 98% de pureza. O gradiente
de eluicdo utilizado encontra-se na (Tabela 3.2).

TABELA 3. 1: Gradiente de fase mdvel para eluicdo dos analitos por LC-MS.

Time(min) A% B%
0,01 90 10
5,00 80 20
9,00 60 40
9,10 0 100
12,00 0 100
12,10 90 10

15,00 90 10
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As condicbes do espectrometro de massas foram definidas como
segue: temperaturado gas de secagem 325 °C; taxa de fluxo de gas de secagem
12 (L/min); pressdo do gas do nebulizador 25 psi; temperatura do gas de
revestimento 350 °C; taxa de fluxo do gas de bainha 11 (L/min); voltagem do
capilar 3500 V; voltagem do nozzle 1000 V em modo de ions positivos e
varredura entre m/z 100 e 1000 Da. Os dados foram adquiridos com 0 Mass
Hunter Acquisition B.08.00e analisados por meio do Mass Hunter Qualitative
Software, versdo B.08.00 (Agilent Technologies, CA, EUA).
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3.6 - Analise de Dados

As areas integradas dos picos foramregistradas de acordo com 0s
Cromatogramas de fons Extraidos (EIC) dos jons [M+Na]* caracteristicos para
cada glicosideo. Esses valores foram normalizados pela massa da amostra e 0
volume de extracdo (area. gt. mL1). A fim de efetuar as comparacgdes das
médias das concentragdes relativas dos flavonoides entre diferentes estagios de
desenvolvimento e idades das folhas, foi utilizada a Analise de Variancia
(ANOVA). Diante das diferencas observadas, foi aplicado o teste ANOVA de
fator inico com posteste de Tukey (P<0,05). Todas as analises foramrealizadas

utilizando o software RStudio.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Identificacdo dos Compostos Presentes nos Extratos da Soja
BRS 284.

4.1.1 - Identificacao das Isoflavonas

Para identificacdo dos perfis quimicos dos extratos de folhas
frescas de diferentes estagios de desenvolvimento da soja convencional, BRS
284, 0 método cromatografico e os parametros ESI (+)-MS foram otimizados a
fim de possibilitar uma separagédo adequada dos analitos e a identificacdo dos
flavonoides através das razdes m/z dos ions [M+H]* e [M+Na]*, onde M
representa a massamolecular do analito em questdo. Essa triagem de compostos
foi realizada tendo como base os flavonoides presentes na soja e derivados
descritos na literatura. Diante disso, foi possivel identificar nos extratos de
folhas de idades e estagios diferentes, vinte e um flavonoides pertencentes as
classes de isoflavonas e flavondis. Na (Figura 4.1) sdo apresentados 0s

Cromatogramas de Pico de Base (BPC) desses compostos encontrados.
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FIGURA 4. 1: Cromatograma de Pico de Base (BPC) dos flavonoides encontrados na soja
BRS 284.
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A partir dos Cromatogramas de fons Extraidos (EIC) relativos aos
sinais m/z das agliconas, dostempos de retencéo e dos espectros de massas, foi
possivel sugerir treze isoflavonas. As sugestdes de identificacdo para os picos
encontram-se na (Tabela 4.1), representadas por cddigos de letras para cada
classe de substancias que possuem a mesma porcao aglicona e em ordem
crescente de tempo deretencdo. As massastedricas ou exatas utilizadas parao
calculo do erro de massa em (ppm) foram obtidas no software de tratamentos
de dados do equipamento, Mass Hunter Qualitative® (Agilent). Nos extratos
foliares estdo presentes as principais isoflavonas de soja, daidzeinae genisteina,
bem como suas formas glicoconjugadas. Outras isoflavonas menos recorrentes
em soja como formononetina, afrormosina e 4-prenilcoumestrol (phaseol)
também foramidentificadas.

E importante mencionar que, devido a indisponibilidade de
padrbes comerciais, ndo foi possivel a confirmacdo da identificacdo dos
compostos. Embora ndo tenhamos informacdo sobre as posicOes dos
substituintes e 0s espectros de massas ndo permitam a diferenciacdo dos
iIsOmeros, as sugestdes das estruturas levaram em conta padrdes estruturais
comuns e compostos especificos ja relatados na soja na literatura.

A maioria dos flavonoides identificados apresentaram ions
moleculares protonados [M+H]* e adutos de sddio [M+Na]*. Glicoconjugados
de isoflavonas apresentaramsinais para ions [M+Na]* muito mais intensos do
que [M+H]* nos espectros de massas. Os conjugados de glicose e malonil-
glicose foram representandos como: Glc e Mal-Glc, respectivamente. As
sugestdes das estruturas das isoflavonas encontradas na soja BRS 284 estdo
demonstradas nas (Figuras4.2 e 4.3)



TABELA 4. 1: Isoflavonas identificadas nos extratos de soja e analisadas por cromatografia
liquida no modo de ion positivo-ESI (+) Q-Tof.

Classe |€mMpo de Composto Espécie ~ Tebrica Experimental ~Erro  Massa Monoisotopica
retencéo I0nica (m/z) (m/z) (ppm) (m/z)
Al 4,31 Daidzina [M+Na]*  439,1000 439,1005 -1,14 255,0651; 439,1005
B 4,70 Glicitina [M+Na]*  469,1105 469,1115  -2,13 285,0755; 469,1099
C1l 6,21 Genistina [M+Na]*  455,0949 455,0940 1,98 271,0604; 455,0940
A2 6,80 Malonil-daidzina [M+Na]*  525,1003 525,1003 0,00 255,0654; 525,1003
C2 8,02 Malonil-genistina [M+Na]*  541,0953 541,0940 2,40 271,0601; 541,0940
El 8,14 Ononina [M+Na]*  453,1164 453,1156 1,77 269,0805; 453,1156
F1 8,20 Glc-Afrormosina [M+Na]*  483,1267 483,1265 0,41 299,0920; 483,1265
A3 8,68 Daidzeina [M+H]* 255,065 255,0650 0,78 255,0645
2

F2 915 MalGleafrormosina  r\jNajr 569,1266 569,1261 0,88 299,0992; 569,1261
D 9,39 4-prenilcoumestrol [M+H]*  337,1071 337,1074  -0,89 337,1074
C3 10,11 Genisteina [M+H]*  271,0601 271,0600 0,37 271,0600
E2 10,58 Formononetina [M+H]* 269,0808 269,0812 -1,49 269,0812
F3 10,61 Afrormosina [M+H]*  299,0919 299,0920  -0,33 299,0920

25
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FIGURA 4. 2: Sugestdes das estruturas das isoflavonas encontradas nos extratos da soja.

Aglicona

Daidzeina e seus conjugados OH H H
Formononetina e ononina OCH:; H H
Genisteina e seus conjugados OH OH H
Gliciteina e seus conjugados OH H OCHs
Afromosina e seus conjugados OCHs H OCHs

FIGURA 4. 3: Sugestdo da estrutura do coumestano (4-prenilcoumestrol) encontrado na
soja.
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A (Figura4.4) mostraos Cromatogramas de ions Extraidos (EIC)
param/z 255,0600, 285,0700 e 271,0600, sinais [M+H]* correspondentes a
daidzeina, gliciteina e genisteina, respectivamente. Como esses sinais tambem
estdo presentes como fragmentos nos conjugados desses compostos, 0s EIC
foram usados paraidentifica-los deacordo com a natureza da porcdo aglicona.

As isoflavonas glicosiladas, daidzina, glicitina e genistina, foram
identificadas a partir das informacdes dos espectros de massas dos compostos
Al,Be C1 (Figuras4.5,4.6 e 4.7),que mostram ions [M+Na]*m/z 439,1003;
469,1099; 455,0951 com perdas de uma glicose e sodio (184,03), gerando ions
m/z 255,0655; 285,0755 e 271,0606 correspondentes das agliconas de cada
composto. Os conjugados de malonil-daidzina e malonil-genistina foram
identificados com base nos tempos de retencéo e nos espectrosde massas A2 e
C2 (Figuras 4.5e4.7), os quais exibem ions [M+Na]* m/z525,1009e541,0963
que geram fragmentos de m/z 255,0657 e 271,0606 resultantes as perdas de
(248,05) equivalentes as porc¢des de malonil-glicose.

Para daidzeina e genisteina, os espectros de massas A3 e C3
(Figuras 4.5 e 4.7) mostram ions [M+H]*m/z 255,0657 e 271,0606 bastante
intensos sem perdas caracteristicas de moléculas neutras. Essas informacoes,
juntamente o tempo deretencéo alto em relacdo aos glicoconjugados, sugerem
a presencadessas isoflavonas nos extratos de folhas frescas da soja.

As isoflavonas daidzeina, genisteina e gliciteina sdo
particularmente abundantes na familia Fabaceae, especialmente na soja.
Estudos sobre o padrdo de fragmentacao, identificacdo e quantificacao desses
compostos sdo bastantes difundidos na literatura. Os erros de massa menores
que 5 ppm também reforcam as sugestdes dos compostos supracitados
(CAVALIERE, 2007; HUTABARAT, 2000; VUKICS et al., 2008;
KACHLICKI et al., 2008; REN, 2017; GOMEZ, 2018; HO et al, 2002; ZHAO
etal., 2015).
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FIGURA 4. 4: Cromatograma de ions extraidos (EIC) para as principais agliconas das
isoflavonas encontradas nos extratos da soja. A daidzeina m/z 255,0600; B gliciteina m/z
285,0700; C genisteina m/z 271,0600.
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FIGURA 4. 5: Espectros de massas no modo positivo para daidzeina e conjugados. Al
daidzina; A2 malonil-daidzina; A3 daidzeina.
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FIGURA 4. 6: Espectro de massas no modo positivo para B glicitina.
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FIGURA 4. 7: Espectros de massas no modo positivo para genisteina e conjugados. C1
genistina; C2 malonil-genistina; C3 genisteina.
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Na figura 4.8 mostra-se os cromatogramas de ions extraidos em
relagdo as agliconas de m/z 337,100; 269,0800 e 299,0900 e seus respectivos
tempos de retencdo. Esses ions [M+H]*foram atribuidos ao coumestano (4-
prenilcoumestrol) protonado e as isoflavonas formononetina e afrormosina,
respectivamente. As identificacdes desses compostos e conjugados deram-se a
partir das analises dos espectros de massas e dos tempos de retencdo e
comparagdo com estudos que detectaram essas moléculas em folhas de soja por
LC-MS no modo positivo (YUK et al., 2011a; YUK et al., 2011b). Para os
glicosideos de formononetina (ononina) e afrormosina, observa-se nos
espectros de massas E1 e F1 (Figuras 4.9 e 4.10) perdas de glicose e sodio
(184,03) a partir dos ions [M+Na]*de m/z 453,1169 e 483,1270, restando
somente os fragmentos m/z 269,0817; 299,0918 das agliconas.

No espectro F2 da Mal-Glc-afrormosina, (Figura 4.10) observa-se
uma transicdo partindo do ion [M+Na]* de m/z 569,1278, originando o
fragmento de maior intensidade m/z 299,0920 condizente a perda de malonil-
glicose (248,05). Vale mencionar que os compostos 4-prenilcoumestrol,
formononetina e afrormosina sdo metabdlitos restritos a cultivares especificas
de soja, sendo menos comuns que as outras isoflavonas identificadas. Diante
disso, uma analise mais robusta do padréo de fragmentacdo possibilitara uma

maior certeza dos compostos sugeridos acima.
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FIGURA 4. 8: Cromatograma de ions extraidos (EIC) para as agliconas das isoflavonas
encontradas nos extratos da soja. D 4-prenilcoumestrol m/z 337,1000; E formononetina m/z
269,0812; F Afrormosina m/z 299,0900.
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FIGURA 4. 9: Espectros de massas no modo positivo para D 4-prenilcoumestrol; E1
ononina; E2 formononetina.

105 | *ESI Scan (rt: 9,404 min) Frag=150,0V CID@15,0 JCO3-VE-A.d b
12
1 337.1072
0,8- [M+H]+
0,6
04
291.1932 319.0963 455.2614
280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
x10 5 |+ESI Scan (rt: 8,168 min) Frag=150,0V CID@15,0 JCO3-V5-U1-A.d E1l
2,54 184,0353
N 269.0812 GloNar ‘
453.1165
1,5
[M+Na]+
1,
05 291.0632 357.1886 ‘

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 5 |*ESI Scan (rt: 10,589 min) Frag=150,0V CID@15,0 JCO3-V5-U1-A.d

1,64 E2
1,41 269.0819
1,21 [M+H]+

0,8+
0,6

0,4
24
0,21 | | || 3952405

381.2261

240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)



35

FIGURA 4. 10: Espectros de massas no modo positivo para F1 Glc-afrormosina; F2 Mal-
Glc- afrormosina; F3 afrormosina.
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4. 1. 2 - Identificacdo dos Flavondis

Dentre os flavonoides identificados, detectou-se oito flavonois
contendo a porcédo aglicona do kaempferol. Esses compostos mostraram-se
presentes nas formas mono, di e triglicosideos e apresentaram sinais para ions
[M+Na]* mais intensos do que [M+H]* nos espectros de massas. Na (Tabela
4.2)tem-sea caracterizagéo dessas substancias com cddigo da classe, tempo de

retencdo e as massas monoisotdpicas.



TABELA 4. 2: Flavonois identificados nos extratos de soja e analisados por cromatografia

liquida em modo de ion positivo-ESI (+) Q-Tof.

Classe TempoNde Composto IE_§p_e§cie Teorica Experimental Erro I\/!assg_
retencdo ibnica (m/z) (m/z) (ppm) monoisotopica

(m/z)

Gl 4,74  Kaempferol-Glc-Glc-Rha  [M+Na]* 779,2005 779,2008 -0,39 287,0558;

(1) 449,1087;

779,2008

G2 4,90  Kaempferol-Glc-Glc-Rha  [M+Na]* 779,2005 779,2006 -0,13 287,0558;

2) 449,1088,;

779,2006

G3 5,31 Kaempferol-Glc-Glc (1)  [M+Na]* 633,1426 633,1431 -0,79 287,0557;

449,1083;

633,1431

G4 5,43 Kaempferol-Glc-Glc (2)  [M+Na]* 633,1426 633,1433 -1,11 287,0557,

449,1083;

633,1433
G5 597  Kaempferol-Glc-Rha (1)  [M+Na]* 617,1477 617,1485 -1,30  287,0556; 617,1475
G6 6,57  Kaempferol-Glc-Rha (2) [M+Na]* 617,1477 617,1489 -1,94  287,0560; 617,1489
G7 7,02  Kaempferol-Glc-Rha (3)  [M+Na]* 617,1477 617,1479 -0,32  287,0553;617,1479
G8 7,34  Kaempferol-Glc (1) [M+Na]* 471,0898 471,0897 0,21 287,0555; 471,0897
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Os picos dos compostos G1-G8 (Figura 4.11) com tempos de
retencéo (4,79;4,94;5,34;5,50;6,02; 6,63; 7,03; 7,35 min) foram identificados
como glicosideos de kaempferol por causa do fragmento principal comum, ion
m/z 287,0554, correspondente a aglicona do kaempferol no modo positivo,
resultantes das clivagens das unidades glicosidicas.

Os metabolitos dos flavondis encontrados nos extratos de soja,
(componentes G1-G8, Figura 4.11) possuiam ions idénticos [M+Na]* em m/z
779,2008 (picos G1 e G2, triglicosideos de kaempferol); 633,1426, (picos,G3-
G7 diglicosideos de kaempferol) e 417,0898 (pico G8, monoglicosideo de
kaempferol). As identificacGes para esses glicosideos de kaempferol foram
sugeridas de acordo com as diferentes perdas das unidades de hexose e
desoxiexose e com a polaridade dos compostos inferida pelos tempos de

retencao.

FIGURA 4. 11: Cromatograma de ions extraidos (EIC) para aglicona m/z 287,0500 dos
flavondis glicosilados de kaempferol encontradosnos extratosdesoja. G1 e G2triglicosideos
de kaempferol; G3, G4, G5, G6 e G7 diglicosideos de kaempferol; G8 monoglicosideo de
kaempferol.
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Os espectros de massas de ions positivos dos compostos G1 e G2
(Figura 4.13), foram caracterizados como triglicosideos isoméricos de
kaempferol, os quais mostram ions [M+Na]*de m/z 779,2008 com perdas de
duas unidades de glicose (162,05) e unidade ramnose (146,0421), originando
sinais intensos de m/z 287,0500 referentes as agliconas.

O kaempferol na sua forma aglicona possui varias posicdes que
podem ser substituidas e os trés substituintes glicosidicos podem estar
teoricamente ligados a aglicona em quaisquer das trés posi¢des ou ainda ligados
em outra unidade de acUcar. As diferencas em seus tempos de retencio
poderiam ser explicadas pela polaridade diferente de suas agliconas (VUKICS
et al., 2008). Na Figura4.12tem-sea estruturada aglicona do kaempferol com

as possiveis posicdes que podem ocorrer as glicosilacoes.
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FIGURA 4. 12: Estrutura da aglicona do kaempferol e as posi¢des: 3-OH e 7-OH s&o mais
comuns para substituicdes glicosidicas em flavonais.
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Os picos G3 e G4 (Figura 4.11) foram identificados como
diglicosideos de kaempferol por causa da clivagem de uma porcéo de glicose
(162,05) eoutrade glicose+sddio (184,03) (Figura4.14). Os picos G5, G6 e G7
(Figura 4.11) também foram caracterizados como diglicosideos, porém, com
perdas de glicose (162,05) e ramnose+sodio (168,04) (Figura4.15), resultando,
assim, nos ions fragmentos de m/z 287,0500 de maior intensidade
correspondentes a aglicona kaempferol. Por fim, o pico G8 (Figura 4.11) de
menor polaridade em relagdo aos outros compostos, foi sugerido como
monoglicosideo de kaempferol, sendo observado no seu espectro somente uma
perdade glicose+sodio (184,03) (Figura 4.16).

Estudos relatam que os glicoconjugados de kaempferol e
quercetina sdo os flavonoides mais abundantes nas folhas de soja e amplamente
encontrados em varios gendtipos dessa leguminosa. Porém, neste trabalho ndo
foram detectados conjugados de quercetina. Possivelmente, essa diferenca de
metabdlitos secundarios entre cultivares de soja pode estar relacionado com
fatores genéticos (GOMEZet al., 2018; Hoetal., 2002; VICKS et al., 2008).
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FIGURA 4. 13: Espectros de massas no modo positivo para os triglicosideos de kaempferol.
G1 kaempferol-Glc-Glc-Rha (1); G2 kaempferol-Glc-Glc-Rha (2). Glc= glicose, Rha=
rhamnose.
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FIGURA 4. 14: Espectro de massas dos diglicosideos de kaempferol. G3 kaempferol-Glc-
Glc (1); G4 kaempferol-Glc-Glc (2). Glc = glicose.
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FIGURA 4. 15: Espectro de massas dos diglicosideos de kaempferol. G5 kaempferol-Glc-
Rha (1); G6 kaempferol-Glc-Rha (2); G7 kaempferol-Glc-Rha (3). Glc= glicose, Rha=

rhamnose.
x10 5 |+ESI Scan (rt: 6,015 min) Frag=150,0V CID@15,0 JCO3-V4-T4-A.d G5
7 162,0511 168,0425 E—
1,25 -Glc -Rha-Na+ 617.1488
1] M+Na]+
0,751
0,5
287.0553
0,251 | 449.1063 587.1378
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
«10 5 |*+ESI Scan (it: 6,624 min) Frag=150,0V CID@15,0 JCO3-V4-T4-A.d G6
i 162,0526 168,0412
) Gl RhaNa+ 617.1497
: [M+Na]+
1,
287.0559
0,51
261.1311| 449.1085 o ‘
250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
+10 5 |*ESI Scan (rt: 7,046 min) Frag=150,0V CID@15,0 JCO3-V4-T4-A.d
] 184,0351 T 146,0578 G7
3] Gle-Na+ 471.0905 ‘Rha
25
2,
151
1 [M+Na]+
287.0553 ,
0.5 617.1482
|
275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)




45

FIGURA 4. 16: Espectro de massas do monoglicosideo de kaempferol. G8 kaempferol-Glc.

Glc= glicose.
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4. 2 - Quantificacéo Relativa dos Flavonoides

4. 2.1 - Quantificacdo Relativa, Alocacdo Espacial e Temporal
das Isoflavonas.

A partir das areas integradas normalizadas dos EIC dos ions
[M+Na]* foi possivel realizar uma quantificacdo relativa para os compostos
identificados. Os testes estatisticos foram realizados com as médias das
abundancias relativas dos glicosideos das isoflavonas identificadas, pois esses
metabdlitos sdo armazenados em maior quantidade e apresentaram menor
variacdo na concentracdo em relacdo as outras formas (aglicona e malonil-
glicose).

Como apresentado na figura 4.17, os niveis maiores de daidzina
sdo alocados espacialmente nas folhas velhas, os quais diferem estatisticamente
das folhas jovens e imaturas para osestagiosV1,V2,V3,V4,V5, R1eR2. Por
outro lado, no estagio VC, as folhas imatura e velha ndo apresentam diferenca
significativa entre si. Diante disso, para avaliar a dindmica temporal da
daidzina, comparou-se as folhas velhas entre os estagios como mostrado na
figura4.18.

Em relacdo a quantidade de daidzina nas folhas velhas, pode-se
constatar que somente as folhas velhas dos estagios V3 e R1 apresentam
diferenca significativa em relagdo aos demais estagios de desenvolvimento,
sendo menos acumulada nessas fases. 1sso pode estar relacionado ao fato de
que, ao longo do seu desenvolvimento, a planta perde a folha velha (maior
idade) durante algumas transi¢ées de um estagio parao outro (V2 paraV3e V4
para R1). Também observa-se uma tendéncia de aumento da abundéancia

relativa da daidzinana folha velha no decorrer do desenvolvimento da soja.
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FIGURA 4. 17: Abundéncia relativa da daidzeina e seus conjugados na soja ao longo dos
estagios de desenvolvimento e em folhas de diferentes idades. (V = folha velha; J = folha

jovem; e | = folha imatura). (x erro padrdo da média).
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FIGURA 4. 18: Abundancia relativa da daidzina em diferentes estagios de desenvolvimento
dasoja e em folhas de diferentes idades para comparar a alocacdo espacial. (V = vegetativo;
R = reprodutivo). Barras identificadas com as mesmas letras dentro de cada grupo, nao

apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey com 95% de confiabilidade (P<0,05).

(£ erro padrdo da média).

FIGURA 4.19: Abundancia relativa da daidzina em folhas velhas dos estdgios de
desenvolvimento da soja para comparar a alocacdo temporal. (V = vegetativo; R =
reprodutivo). Barras identificadas com as mesmas letras dentro de cada grupo, nao

apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey com 95% de confiabilidade (P<0,05).
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A ononina é uma isoflavona O-metilada na posi¢do 4’ do anel B
derivada da daidzina e restritaa alguns gendtipos de soja. Neste estudo, essa
isoflavona encontra-se em niveis mais baixos em comparacao com daidzina e
genistina. Nesta cultivar, a ononina esta presente desde a emergéncia do
cotilédone VE até a fase de reproducdo R2 da planta, alocada exclusivamente
nas folhas velhas, as quais diferiram estatisticamente das jovens e imaturas
(P<0,05) (Figuras 4.21 e 4.22). Além disso, nota-se que sua concentracao nas
folhas velhas é crescente durante o periodo vegetativo e somente nos estagios
V4 e V5 apresentam diferenca significativa entre si, os quais acumulam niveis
maiores dessaisoflavona.

Ao correlacionara ononinacom daidzina, percebe-se similaridade
de alocacdo espacial e temporal desses flavonoides durante o crescimento da
soja. Devido a similaridade estrutural e biossintética dessas duas isoflavonas, é
possivel que a planta diversifique seu perfil quimico a medida que se
desenvolve, metilando a posicao 4° do anel B na estrutura da daidzina ja
presente nos tecidos e assim originando a ononina, com possibilidade de
atuacdo diferente dentro do perfil quimico da soja. Varios estudos relatam que
as folhas de soja acumulam formononetina, isoformonetina e conjugados
(INGHAM et al., 1981; MURAKAMI et al., 2014; OSMAN e FETT, 1983;
WEGULO et al., 2005).
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FIGURA 4. 20: Abundéncia relativa da formononetina e seus conjugado na soja ao longo
dos estagios de desenvolvimento e em folhas de diferentes idades. (V = folha velha; J = folha
jovem; e | = folha imatura). (+ erro padrdo da media).

Formononetina e conjugado

25.000.000
'_El 20.000.000
= 15.000.000 -
<
® 10.000.000 -
R
5.000.000 -+
A= = [ L | i
I v I v J | v J | v J | Vv J 1 Vv J I Vv J 1 Vv J I
VE VC Vi V2 V3 V4 V5 R1 R2
Estagios

BE1Ononina ®E2 Formononetina



51

FIGURA 4. 21: Abundanciarelativa da ononina em diferentes estagios de desenvolvimento
dasoja e em folhas de diferentes idades para comparar a alocacdo espacial. (V = vegetativo;
R = reprodutivo). Barras identificadas com as mesmas letras dentro de cada grupo, nao

apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey com 95% de confiabilidade (P<0,05).
(£ erro padrdo da média).
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FIGURA 4. 22: Abundancia relativa da ononina em folhas velhas dos estagios de
desenvolvimento da soja para comparar a alocacdo temporal. (V = vegetativo; R =
reprodutivo). Barras identificadas com as mesmas letras dentro de cada grupo, nao

apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey com 95% de confiabilidade (P<0,05).
(£ erro padrdo da média).
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Nos extratos analisados, foi identificado somente um conjugado de
gliciteina, a glicitina e, esta foi encontrada em baixa concentracdo em relacdo a
daidzina e genistina. Na Figura 4.23, a glicitina foi acumulada nos estagios
iniciais VE e VC e depois nos estagios finais V4, V5, R1 e R2 sendo alocada
apenas nas folhas velhas (P<0,05), semelhante a alocacdo espacial para
daidzina. Apesar de ndo apresentar diferenca significativa entre si, as fases de
crescimento V4, V5 e R2 apresentam maior abundancia relativa dessa
isoflavonanasoja (Figura4.24).
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FIGURA 4. 23: Abundénciarelativa da glicitina em diferentes estagios de desenvolvimento
dasoja e em folhas de diferentes idades para comparar a alocacdo espacial. (V = vegetativo;
R = reprodutivo). Barras identificadas com as mesmas letras dentro de cada grupo, nao

apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey com 95% de confiabilidade (P<0,05).
(£ erro padrdo da média).
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FIGURA 4. 24: Abundancia relativa da glicitina em folhas velhas dos estagios de
desenvolvimento da soja para comparar a alocacdo temporal. (V = vegetativo; R =
reprodutivo). Barras identificadas com as mesmas letras dentro de cada grupo, ndo

apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey com com 95% de confiabilidade
(P<0,05). (x erro padrdo da média).
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O glicosideo de afrormosina é uma isoflavona derivada da
glicitina, pouco comum em genotipos de soja, porém, varios estudos
identificaram em plantas da familia da Fabaceae, principalmente na soja
(HERATHetat., 1998; YUKetal., 2011). Nacultivar BRS 284, essaisoflavona
foi encontrada apenas nos estagios finais da fase vegetativa sendo mais
acumuladanos V4 e V5 e alocada exclusivamente nas folhas velhas (Figura
4.26). A vista disso, é possivel, pelo mesmo motivo dos derivados da daidzina,
que a plantaconverta um certo nivel de glicitina paraafrormosinaem estagios
finais da fase vegetativa, assim, obtendo um novo composto com propriedades
diferentes.

Em estudo semelhante, no qual comparou-se a composicio
metabdlica das folhas de soja em diferentes estagios reprodutivos, foi observado
altos niveis de derivados de isoflavonas tais como daidzeina, genisteina e

pterocarpanos durante o crescimento da semente na vagem (SONGet al, 2014).



55

FIGURA 4. 25: Abundancia relativa da afrormosina e seus conjugados na soja ao longo dos
estagios de desenvolvimento e em folhas de diferentes idades. (V = folha velha; J = folha
jovem; e | = folha imatura). (+ erro padrdo da media).
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FIGURA 4.26: Abundancia relativa daafrormosina glicosilada em folhas velhas dosestagios
de desenvolvimento da soja para comparar a alocacdo temporal. (V = vegetativo; R =
reprodutivo). (+ erro padrdo da média)
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Dentreas isoflavonas encontradas, a genistina € a Gnica isoflavona
que se mostrou alocada em todos os estagios e folhas. A partir da analise das
médias das abundancias relativas, e possivel afirmar que as folhas velhas,
jovens e imaturas dos estagios VE a V5 ndo apresentam diferencas
significativas entre si. No entanto, no estagio R1, a folha velha diferiu da
imaturae em R2, a folha velha é diferente significativamente das folhas jovem
e imatura (P<0,05) (Figura4.28)

Devido a maior tendéncia de alocacdo de genistina em folhas
velhas, comparou-se sua abundancia entre os estagios de desenvolvimento. Os
resultados mostram que somente o0 V5 apresentou diferenca significativa em
relacdo aos V3, V4, V5, R1 e R2, contudo, V5 néo diferiu entre os estagios
iniciais VC, V1eV2 (Figura4.29). Apesar do padrdo de alocacdo para genistina
ndo ser claro, ou talvez ndo depender da idade da planta e da folha, € possivel
perceber quea soja tende a aloca-la em tecidos mais velhos.

Estudos anteriores sugerem que a genistina € a isoflavona mais
ativa biologicamente, apresentando atividade antimicrobiana, antifingica e
respostas contra-ataques de diferentes insetos herbivoros (PIUBELLI et al.,
2005; ROMANI et al., 2003).
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FIGURA 4. 27: Abundéncia relativa da genisteina e seus conjugados na soja ao longo dos
estagios de desenvolvimento e em folhas de diferentes idades. (V = folha velha; J = folha
jovem; e | = folha imatura). (+ erro padrdo da media).
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FIGURA 4. 28: Abundancia relativa de genistina em diferentes estagios de desenvolvimento
dasoja e em folhas de diferentes idades para comparar a alocacdo espacial. (V = vegetativo;
R = reprodutivo). Barras identificadas com as mesmas letras dentro de cada grupo, nao

apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey com com 95% de confiabilidade
(P<0,05). (z erro padrao da média).
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FIGURA 4. 29: Abundancia relativa da genistina em folhas velhas dos estagios de
desenvolvimento da soja para comparar a alocacdo temporal. (V = vegetativo; R =
reprodutivo). Barras identificadas com as mesmas letras dentro de cada grupo, nao

apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey com 95% de confiabilidade (P<0,05).
(£ erro padrdo da média).
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O composto 4-prenilcoumestrol (phaseol) € um coumestano
derivado do precursor daidzeina sendo encontrado quase exclusivamente nas
plantas da familia Fabaceae devido a formacéo de um anel por uma ciclizacio
incomum nas isoflavona (SIMONS et al., 2010). O phaseol também é um
derivado de isoflavona restrito a alguns genotipos especificos de soja e neste
trabalho foi identificado apenas no estagio VE (Figura4.30). Apesar de ndo ser
recorrente em diversas cultivares, alguns estudos relatam a presenca dessa
substancia em altos niveis na fase de maturacdo dos graosde soja (YUK et al.,,
2011a; YUKetal., 2011b).

FIGURA 4. 30: Abundancia relativa do 4-prenilcoumestrol em soja ao longo dos estagios de
desenvolvimento. (V = vegetativo; R = reprodutivo) (x erro padrdo da média).
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4. 2. 2 - Quantificacdo relativa, alocagao espacial e temporal dos
flavonois

A partir das areas normalizadas dos picos dos (EIC) dos ions
[M+Na]* foi realizada a quantificacdo relativa para todos os glicosideos de
kaempferol. Os tratamentos estatisticos foram realizados considerando apenas
um dos isbmeros de cada classe de glicosideo (mono, di e triglicosideos).

Os triglicosideos isoméricos de kaempferol sdo mais abundantes
nas folhas imaturas e jovens da soja. A concentracao relativa desses flavonois
nas folhas imaturas dos estagios V3 e R2 diferiram significativamente das
folhas jovens e velhas. Nos estagios VC, V5e R1 apenasas folhas imaturase
velhas apresentam diferencas nas abundancias (Figura 4.32). Embora nos outros
estagios a abundancia nas folhas velhas, jovens e imaturas ndo mostrem
diferencas significativas, percebe-se que esses flavonoides sdo encontrados em
altos niveis nas folhas imaturas em quase todos os estagios de desenvolvimento,
excetuando-se o estagio de emergéncia VE (Figura 4.33).

Esses dados estdo de acordo com estudo de Graham (1991), no qual
relatou-se que os tecidos foliares primarios da soja passam por uma mudanca
programada do metabolismo de isoflavonas para flavondis trés dias apos a
germinacdo e em cinco dias tornam-se amplamente predominados por

glicosideos de kaempferol, quercetinae isoramnetina.
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FIGURA 4. 31: Abundéncia relativa dos triglicosideos de kaempferol em soja ao longo dos
estagios de desenvolvimento e em folhas de diferentes idades. (V = folha velha; J = folha
jovem; e | = folha imatura). (+ erro padrdo da media).
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FIGURA 4. 32: Abundancia relativa do triglicosideo de kaempferol em diferentes estagios
de desenvolvimento da soja e em folhas de diferentes idades para comparar a alocagédo
espacial. (V =vegetativo; R = reprodutivo). Barras identificadascom as mesmas letras dentro
de cada grupo, ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey com 95% de
confiabilidade (P<0,05). (+ erro padrdo da média).
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FIGURA 4. 33: Abundancia relativa do triglicosideo de kaempferol em folhas imaturas dos
estagios de desenvolvimento dasoja para comparar a alocacdo temporal. (V = vegetativo; R
reprodutivo). Barras identificadas com as mesmas letras dentro de cada grupo, nédo
apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey com 95% de confiabilidade (P<0,05).
(£ erro padrdo da média).
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O monoglicosideo de kaempferol acumulou-se em todas as folhas
a partir do estagio V1 a R2. Na maior parte dos estagios é observada uma
tendéncia de alocacdo similar entre as folhas jovens e imaturas, mas esse
composto é encontrado em baixos niveis nas folhas velhas (Figura4.34).

Ao comparar a abundancia desse flavonol entre folhas imaturas ao
longo do desenvolvimento da soja, os estagios V2 e V4 sdo as fases que
apresentam maior tendéncia de alocacdo desse composto e, somente V4 difere
significativamente de todos os estagios em estudo (P<0,05) (Figura 4.35).

Os niveis dos diglicosideos isoméricos de kaempferol glicose-
glicose e glicose-ramnose apresentaram diferenca de alocacdo durante o
desenvolvimento da planta. Os isdmeros de kaempferol-Glc-Glc foram
encontrados em abundanciana folha imatura do estagio VC e em niveis baixos
nas folhas velhas, jovens e imaturasdosestagios V1,V2,V3,V4,V5 R1eR2.
Em contrapartida, os isomeros de kaempferol-Glc-Rhasao os diglicosideos que
mais se acumularam nas folhas imaturas e jovens durante o crescimento da
planta e alocados em maior quantidade na folha imaturado estagio V4 (Figuras
4.36,4.37,4.38).
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FIGURA 4.34: Abundéancia relativa do monoglicosideo de kaempferol em diferentesestagios
de desenvolvimento da soja e em folhas de diferentes idades para comparar a alocagédo
espacial. (V = vegetativo; R =reprodutivo). Barras identificadascom as mesmas letras dentro

de cada grupo, ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey com 95% de
confiabilidade (P<0,05). (+ erro padrdo da média).
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FIGURA 4. 35: Abundancia relativa do monoglicosideo de kaempferol em folhas imaturas
dosestagios de desenvolvimento dasoja para comparar a alocacao temporal. (V = vegetativo;
R = reprodutivo). Barras identificadas com as mesmas letras dentro de cada grupo, ndo
apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey com 95% de confiabilidade (P<0,05).
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FIGURA 4. 36: Abundancia relativa do diglicosideo de kaempferol em diferentes estagios
de desenvolvimento da soja e em folhas de diferentes idades para comparar a alocagédo
espacial. (V =vegetativo; R = reprodutivo). Barras identificadascom as mesmas letras dentro

de cada grupo, ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey com 95% de
confiabilidade (P<0,05). (+ erro padrdo da média).

8e+07

Ge+07 1

g—i L

Area

2e+07

? 4e+07

Tr (5,33) Kaempferol-Glc-Gle(1)

0e+00+

I

b

8pp o LPc gaapbabab bbb

a
Zaa

FIGURA 4. 37: Abundancia relativa do diglicosideo de kaempferol em folhas imaturas dos
estagios de desenvolvimento da soja para comparar a alocacéo temporal. (V = vegetativo; R

reprodutivo). Barras identificadas com as mesmas letras dentro de cada grupo, ndo
apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey com 95% de confiabilidade (P<0,05).
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FIGURA 4. 38: Abundancia relativa do diglicosideo de kaempferol em diferentes estagios
de desenvolvimento da soja e em folhas de diferentes idades para comparar a alocagédo
espacial. (V =vegetativo; R = reprodutivo). Barras identificadascom as mesmas letras dentro

de cada grupo, ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey com 95% de
confiabilidade (P<0,05). (+ erro padrdo da média).
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4.3 - Andlise da dinamica de alocacéo dos flavonoides

Diante da analise do perfil de alocacdo espacial e temporal das
isoflavonas, foi visto que a plantadiversifica seus metabdlitos nas principais
fases do seu desenvolvimento, tais como na fase inicial, (o estabelecimento da
planta) e na fase final do periodo vegetativo (a transicdo para a fase reprodutiva,
naqual aplantainicia o processo de sucessao de sua linhagem). Dessaforma, a
daidzina, ononina, glicitina, afrormosinaparecem depender da idade da folha e
da planta. Ao contrario dessas isoflavonas, a dinamica de alocacdo para
genistina parece ser menos dependente desses fatores. Vale ressaltar que essa
diversidade quimica e variacdo da concentracdo dos flavonoides nas folhas de
soja, dependem de vérios aspectos, tais como genotipo da cultivar, estresse
ambiental, insetos, patdgeno e condicdes de crescimento (YUN etal., 2018)

Os glicoconjugados de quercetina e kaempferol sdo os flavonoides
mais encontrados nas folhas de diferentes genotipos de soja e suas abundancias
diferem de acordo com a espécie (YUN et al., 2020). Ao analisar o perfil de
alocacéo para os flavonais, a cultivar BRS 284, apresentou somente glicosideos
de kaempferol que foram encontrados em niveis altos nas folhas imaturas e
jovens nos estagios vegetativos e reprodutivos, que sao tecidos mais expostos a
radiagdo ultravioleta. De fato, varios estudos mostraram que os flavonoides
desempenham um papel importante na adaptacdo e resisténcia das plantas a
diversos estresses ambientais como: luz ultravioleta, seca, baixa temperatura,
solos &sperosricos em metais toxicos, patdgenos e insetos. Especificamente na
soja, foi visto que os flavonoides constitutivos tém grandes importancias na
defesa contra insetos (MIERZIAK et al., 2014; TREUTTER, 2006; YUN et al.,
2020; YUNetal., 2018; ZHOU et al., 2011).
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Diversos trabalhos estudaram experimentalmente o efeito da luz
azul e UV em folhas de soja e demonstraram que os glicosideos de kaempferol
e quercetina aumentam em resposta a radiacdo UV na planta. De forma
semelhante, esses flavonois também se acumularam em folhas jovens de Vicia
faba (feijdo-fava) e observou-se um aumento dos glicosideos de kaempferol por
UV-A apenas em 0rgdos aéreos (DILLON et al., 2018; LIM et al., 2021;
NEUGARTetal., 2012; YANetal., 2019).

No presente trabalho, foi observado que a maioria das isoflavonas
sdo alocadas nas folhas velhas, enquanto os flavondis se acumulam
preferencialmente nas folhas jovens e imaturas. Diante do perfil quimico e da
dindmica de alocacdo dos flavonoides estudados, sugere-se que a plantautiliza
estratégias diferentes paraalocar esses compostos e que folhas de diferentes
idades possuem diferencas em suas composicdes, possivelmente refletindo a
fisiologia dos diferentes tecidos.

Este € o primeiro estudo que fornece uma abordagem
metabolomica comparativa para revelar a preferéncia de alocacdo de
flavonoides em folhas de diferentes idades e durante os estagios de crescimento
dasoja. Dessa forma, evidéncias do papel dos flavonoides constitutivos da soja
ajudardoa entender as suas possiveis agdes nas interacoes da plantacom varios
agentes estressores e colaborar para o desenvolvimento de métodos que podem
contribuir paraa produtividade agricola de maneira mais sustentavel.
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5-CONCLUSOES

Nos perfis quimicos dos extratos de folhas frescas de soja do
gendtipo BRS 284 foram identificados vinte e um flavonoides pertencentes as
classes de isoflavonas e flavondis. A maioria das isoflavonas sdo mais
abundantes nos estagios iniciais VE e VC e alocadas preferencialmente nas
folhas velhas, exceto para genistina que nao apresentou um padrao claro de
alocacdo. A variedade estrutural dos derivados de isoflavonas parece depender
da idade da planta e da folha. Os flavondis sdo alocados em maior abundéncia
relativa nas folhas imaturas e jovens, amplamente encontrados nos estagios
vegetativos, exceto em VE. Os flavondis encontrados foram mono, di e
triglicosideos isoméricos de kaempferol, ndo sendo observado quercetinae seus
glicoconjugados nesse genotipo.

Evidéncias do papel constitutivo dos flavonoides da soja ajudaréo
a entender as suas possiveisacoes nas interagdes da plantacom varios agentes
estressores e colaborar para o desenvolvimento de métodos que podem
contribuir para a produtividade agricola, adaptabilidade e resisténcia aos

estresses bidticos e abidticos de maneira mais sustentavel.
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