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RESUMO

COMPARACAO DO PERFIL DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE
CULTIVARES DE SOJA. A soja, (Glycine max), € uma das culturas mais
importantes no cenario socioecondmico mundial, em especial no Brasil. No
entanto, esta cultura é constantemente atacada por distintas pragas. A resisténcia
das plantas contra herbivoros ocorre em parte pela producdo de metabdlitos
secundarios, como os flavonoides. Tanto a soja selvagem como as variedades
cultivadas exibem diferentes niveis de resisténcia a pragas agricolas, o que pode
ser consequéncia da variabilidade nos seus perfis de metabdlitos secundarios.
Assim, identificar estas substancias entre distintos genétipos e entender o papel
que tém nos mecanismos de interacdo inseto-planta € importante para uma
caracterizacdo mais abrangente e confiavel da resisténcia da soja. Deste modo,
este trabalho propGe-se comparar o perfil de metabdlitos secundarios entre 4
variedades de soja cultivada resistentes (Pl 229358 e IAC 100) e susceptiveis
(BRS 257 e IAC PL-1) a pragas e uma variedade de soja selvagem (Pl 407270).
Foi analisado o perfil quimico em folhas jovens e velhas no estagio de
desenvolvimento V3. As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo e as
diferentes amostras foram extraidas e analisadas por LC-MS. A analise do perfil
de flavonoides nas 5 variedades permitiu a identificacdo de 18 conjugados de
isoflavonas (daidzeina, genisteina e gliciteina), alguns dos quais estavam
presentes em maior abundéncia nas folhas velhas. Também foram detectados 39
flavonais, incluindo conjugados de kaempferol e quercetina; acumulados em sua
maioria nas folhas jovens. Ademais, foi evidenciado que a soja selvagem
apresenta niveis mais altos de flavonoides nas suas folhas mais jovens, em
contraste com as variedades cultivadas. Estas informacdes nos permitirdo
entender a dindmica dos flavondides nos mecanismos de interacdo inseto-planta
e deste modo, contribuir na criacdo de variedades resistentes e novos alvos para o
manejo de pragas agricolas, contribuindo para o desenvolvimento sustentavel da

agricultura.
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ABSTRACT
COMPARISON OF THE SECONDARY METABOLITES PROFILE OF
SOYBEAN CULTIVARS. Soybean (Glycine max) is one of the most important
crops in the world socioeconomic scenario, especially in Brazil. However, this
crop is constantly attacked by different pests. Plant resistance against herbivores
occurs partially through the production of secondary metabolites such as
flavonoids. Wild soybeans and cultivated varieties exhibit different levels of
resistance to agricultural pests, which may be a consequence of the variability in
their secondary metabolite profiles. Thus, identifying these substances among
different genotypes and understanding their role in the insect-plant interaction
mechanisms is important for a more comprehensive and reliable characterization
of soybean resistance. This work proposes to compare the profile of secondary
metabolites between 4 cultivated soybean varieties resistant (Pl 229358 and IAC
100) and susceptible (BRS 257 and IAC PL-1) to pests and a wild soybean variety
(P1407270). The chemical profile of young and old leaves in the V3 development
stage was analyzed. Plants were grown in a greenhouse and different samples
were extracted and analyzed by LC-MS. The analysis of the flavonoid profile in
the 5 varieties allowed the identification of 18 isoflavone conjugates (daidzein,
genistein and glycitein), some of which were present in greater abundance in old
leaves. 39 flavonols were also detected, including kaempferol and quercetin
conjugates; accumulated mostly in young leaves. Furthermore, it was shown that
wild soybeans have higher levels of flavonoids in their younger leaves, in contrast
to cultivated varieties. This information will allow us to understand the dynamics
of flavonoids in the insect-plant interaction mechanisms and contribute to the
creation of resistant varieties and new targets for the management of agricultural

pests, contributing to the sustainable development of agriculture.
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1 - INTRODUCAO

A soja, [Glycine max (L.) Merrill], ¢ uma das culturas mais
importantes no cenario socioecondmico mundial. Devido ao seu elevado valor
nutricional, com alto teor de proteinas, lipidios e carboidratos, tem sido
considerada uma das leguminosas de maior cultivo e consumo no mundo®2. Tanto
a soja cultivada (Glycine max) como seu parente selvagem (Glycine soja)
pertencem a familia vegetal Fabaceae, do género Glycine e subgénero Sojas e séo
originarias da China®*. Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria
EMBRAPA (2021) o Brasil € o maior produtor de soja no mundo com 135,409
milhdes de toneladas produzidas em uma area de 38,502 milhGes de hectares.
Hoje em dia, o Brasil vem contando com uma crescente produgdo no seu campo
agricola, tanto em qualidade, quanto em diversidade e quantidade de produtos.
Isto é, o Brasil é 0 pais que mostra a maior capacidade de expansdo da area
cultivada, tendo potencial de multiplicar a sua atual producao e suprir em grande
medida a crescente demanda pelo grao®, pois se estima que o consumo alimentar
esteja aumentando mais rapido que a producéo e consequentemente induzira um
déficit de gréos e soja®.

Mesmo que 0 aumento na produtividade das lavouras de soja seja
evidente, sua cultura é geralmente afetada pela perda de diversidade genética
obtida durante o processo de domesticacao, o que limita o potencial de reproducéo
de variedades de soja com elevada tolerancia ao estresse ambiental e as
caracteristicas de resisténcia contra pragas’. I1sso faz com que as plantas sejam
constantemente atacadas por distintos herbivoros, que podem causar lesdes e
limitar sua producédo, ocasionando enormes perdas desde o plantio até a pos-
colheita. O surgimento deste tipo de ameaca tem chamado a atencdo de diversos
setores produtivos da soja, os quais tém buscado controlar tais pragas e diminuir
0 risco de perdas de produtividade da cultura. Dentre os diversos fatores que tém

afetado negativamente a producdo da soja nos ultimos anos, tem se destacado o



ataque de lagartas, consideradas um dos principais grupos de pragas da cultura no
Brasil®. O controle dessas pragas é geralmente baseado em produtos quimicos,
que sdo mais eficientes e faceis de adquirir. No entanto, 0 mal uso desses
pesticidas facilita o desenvolvimento de pragas mais resistentes, causando
impactos negativos na salide humana e no meio ambiente *.

As plantas possuem varios mecanismos para se defender contra o
ataque de herbivoros, dentre os quais se destaca a producdo de metabdlitos
secundarios capazes de modificar o comportamento de insetos ou inibir o seu
crescimento e desenvolvimento, como alcaloides, flavonoides, terpenoides, etc.
No entanto, alguns insetos conseguem adaptar-se € minimizar os efeitos nocivos
causados por essas defesas quimicas. Assim, em contraste com Glycine max, a
soja selvagem podese adaptar mais facilmente a condi¢cdes ambientais intensas e
geralmente apresenta maior resisténcia a insetos e patdégenos, o que possivelmente
estd associado as funcdes defensivas dos compostos acumulados em seus tecidos.
Nesse contexto, identificar essas sustancias e entender o papel que tem nos
mecanismos de interacdo inseto-planta representa um grande potencial para o
desenvolvimento de novas variedades resistentes e novos alvos para 0 manejo de
pragas agricolas, contribuindo para o desenvolvimento sustentavel da agricultura

e protecdo ambiental®*4,

1.1 — Caracteristicas da soja

Glycine max € uma cultura anual, da familia das leguminosas, género
Glycine, subgénero Soja. E uma planta herbacea e de reproducdo autégama, que
manifesta certa variacdo em alguns tracos morfologicos que sdo influenciados
pelo ambiente. A soja pode se desenvolver mais facilmente com temperaturas
acima de 13°C (preferivelmente entre 20 e 30°C), a necessidade de agua na planta
vai aumentando com o seu desenvolvimento, principalmente no periodo de

germinacdo-emergéncia e floracdo-enchimento de gréos *°.



O sistema radicular da soja € composto de uma raiz principal e de
numerosas raizes secundarias distribuidas em quatro fileiras e destas se derivam
radiculas terciarias. Uma das caracteristicas da espécie é a associacdo simbiotica
com bactérias do género Bradyrhizobium, sendo que estas promovem a fixacao
do nitrogénio do ar e o disponibiliza para a planta de forma assimilavel (nitrato)
por meio de estruturas especializadas nas raizes da soja, chamadas nédulos®®.

O caule da cultura é herbaceo, ereto, pubescente, com porte variavel
de 0,60 cm a 1,50 m e ramificado, com os ramos inferiores mais alongados e todos
os ramos formando angulos varidveis com a haste principal. O habito de
crescimento da planta pode ser determinado (que se caracteriza pelo cessamento
do crescimento apds o surgimento das primeiras flores), semideterminado ou
indeterminado (caracterizado pelo crescimento de folhas mesmo depois do inicio
da floracdo) de acordo com as caracteristicas do apice principal do caule e da
cultivar 7. A soja apresenta trés tipos de folhas sendo elas: as cotiledonares que
sdo as iniciais; as simples ou unifolioladas que aparecem também no inicio do
desenvolvimento e sdo opostas uma a outra; as compostas ou trifolioladas que
aparecem logo apds as unifolioladas e arranjam-se alternadamente sobre a haste,
de maneira distica e permanecem até a senescéncia. As flores da soja nascem em
racemos terminais ou axilares e a cor da flor pode ser branca, amarela ou pdrpura
dependendo da variedade. Os frutos sdo vagens achatadas, pubescentes, de cor
cinza, amarela ou preta e as sementes possuem forma arredondada, achatada ou
alongada, a coloracdo e o tamanho sdo variados 161819,

Com o proposito de definir e descrever os estagios fenologicos da
soja, FEHR e CAVINESS?2! desenvolveram uma metodologia que considera
duas principais fases durante todo o ciclo da planta: a fase vegetativa, que abrange
desde a germinacdo e emergéncia até o inicio do florescimento, e a fase
reprodutiva que se inicia com o florescimento e se estende até a maturacéo

fisioldgica dos grdos como mostrado na FIGURA 1.1.
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FIGURA 1.1 — Estagios fenologicos da soja e estagios de maior ocorréncia de
algumas pragas desfolhadoras na cultura. Adaptado de FEHR e CAVINESS?,

Fase vegetativa Fase reprodutiva

VE Emergéncia R1 Inicio Florescimento RS Enchimento de Grao

VC Cotilédone R2 Florescimento Pleno R6 Grao Cheio

V2 Segundo N6 R3 Inicio formagido do Legume R7 Inicio da Maturagao

V4 Quarto N6 R4 Legume Desenvolvido R8 Maturagio Plena

VN Enésimo N6
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1.2 — Domesticacao da soja

O termo domesticacdo refere-se ao processo coevolutivo que
acontece quando as plantas selvagens sdo cultivadas pelo homem, originando
novas espécies e/ou populacdes diferenciadas que sao cruciais para a
sobrevivéncia humana. Em outras palavras, € um processo de especiacdo e/ou
transformacéo de espécies que se da quando o domesticador comeca a controlar a
reproducéo e a dispersdo da raca domesticada com a intencdo de resolver suas
necessidades. Entdo, a domesticacao pode ser vista como uma resposta evolutiva
natural a herbivoria, a fim de apoiar uma relacdo mutualista, tendo em conta que
ndo s6 o ser humano é beneficiado neste processo, mas também as culturas
domesticadas que aumentaram sua aptidé@o levando a incrementos no seu tamanho

e disseminagéo fora de seus centros geograficos de origem 2223,



Estima-se que a soja cultivada foi domesticada a partir da soja
selvagem (Glycine soja Sieb. & Zucc.) ha 6000-9000 anos em regifes ao longo
do Rio Amarelo ou Vale de Huang-Huai na China Central e foi introduzida na
Coréia e no Japdo ha cerca de 2000 anos, na América do Norte em 1765 e na
América Central e do Sul ao longo da primeira metade do século XX 242, O
processo de domesticacdo provavelmente aconteceu por um longo intervalo de
tempo, possibilitando frequentes introgressdes entre as populagdes silvestres e
cultivadas no decurso desse periodo . Embora a origem da domesticacédo da soja
tem sido ambigua por causa da caréncia de dados arqueologicos e estudos
moleculares, recentemente foram obtidos avangos no sequenciamento do genoma
de Glycine max e Glycine soja e, com as descobertas arqueologicas dos ultimos
anos, foram reveladas novas informacdes sobre a histéria desta cultura®. No
trabalho de LIU et al.?® foi caracterizada a difuséo historica e evolutiva da soja
cultivada no mundo através de uma analise filogeogréafica que proporciona uma
explicagcdo para o modelo de dispersao da soja por meio de quatro vertentes:
partindo dos centros de origem Vales Huang-Huai e Vales de Changjiang (O-
HCHN e O-SCHN respetivamente) na China para i) o norte (por sua vez, nordeste
da China (A-NCHN), Russia (A1-RUFE) e sul da Suécia / Europa (A2-SSWE)),
ii) o leste (peninsula coreana (B-KORP) e Japdo (B-JPAN)), iii) sul (sudeste da
Asia (C-SEAS), sul da Asia (C1-SASI) e Africa (C2-AFRI)) e iv) do nordeste da
China para o oeste (Europa, norte dos Estados Unidos (D-NNAM), sul dos
Estados Unidos (D-SNAM) e América do Sul (D1-CSAM)). Os supostos
caminhos de dispersdo da soja da China para outras regides do mundo sdo
mostrados na FIGURA 1.2.

Por sua vez, a propagacéo da soja no Brasil se deu a partir da regido
sul, a qual foi incluida em novas zonas de cultivo devido a incorporacdo de
tecnologias modernas, como o uso de sementes de melhor condicéo fisiologica,
geneética e sanitéria, a aplicacdo do sistema de semeadura direta, a melhoria da

soja para baixas latitudes e maior resisténcia a pragas e doencgas®. Este processo



trouxe consigo mdaltiplas variedades crioulas de soja adaptadas a diferentes
regides para cultivo em sistemas agricolas?’ com cultivares melhoradas, plantas

eretas e de alto desempenho, que atendem as necessidades do ser humano?,

FIGURA 1.2 — Caminhos de dispersdo da soja do centro de origem para outras
regides do mundo. As setas indicam dire¢des da disperséo da soja. As setas verdes
(—) mostram o caminho da domesticacdo da soja desde o nordeste da China até
América do Sul. Treze populacdes regionais sdo indicadas em elipses de cores
diferentes. Adaptado de LIU et al.?®
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Contudo, a teoria prevalecente sugere que a domesticacdo das
culturas e o crescimento global sincrono da agricultura modificaram os
ecossistemas e tiveram varias repercussoes evolutivas nas plantas como a reducgéo
da diversidade genética e perda da resisténcia aos herbivoros?®3. Existem
indicios de que a domesticacdo de culturas pode alterar as interacGes entre plantas,
insetos e seus inimigos naturais, e geralmente estas plantas sofrem dramaticas
modificacbes morfolégicas e fisioldgicas (conhecidas como sindrome da
domesticacdo): atributos fisicos exagerados, morfologias mais simples®,
alteracdes do contelido nutricional 332 e defesas reduzidas 23%3% em contraste

com seu progenitor selvagem.



Nesse sentido, devido a sua diversidade genética, a soja selvagem é
uma fonte proveitosa para o estudo de atributos de defesa e pode proporcionar
informacdes valiosas para melhorar as caracteristicas agronémicas e defensivas
da soja cultivada. Um estudo recente revelou através de comparacGes
transcriptbmicas que a alteragdo da expressdo génica € extensa entre soja
selvagem e cultivada, e que Glycine soja passou por uma evolucéo acelerada em
todo seu genoma, o qual Ihe permite adaptar-se e enfrentar diferentes condicoes e
ambientes em comparacdo com Glycine max®’. Do mesmo modo, BIAN et al.*®
mostraram mediante analises moleculares e genéticas da soja selvagem que uma
proteina é a responsavel por melhorar a tolerancia ao estresse salino em Glycine
soja mediante 0 aumento da biossintese de flavonoides nas raizes da planta,
evidenciando como os flavonoides estdo envolvidos nas respostas ao estresse
abiotico na soja.

Por outro lado, foram investigados os perfis quimicos e a atividade
antioxidante entre soja preta selvagem e cultivada, revelando diferencas no perfil
metabdlico das plantas e uma atividade antioxidante maior em soja preta selvagem
em comparacdo com soja preta cultivada®. Similarmente, HYEON et al.*
examinaram as variaces metabolicas induzidas pela domesticacéo da soja preta.
Os resultados desse estudo mostraram diferencas notaveis no perfil metabdlico
das cultivares: a soja preta selvagem mostrou quantidades maiores de flavonoides
e fenilpropanoides, enquanto a soja preta cultivada apresentou altos niveis de
aminoacidos, polissacarideos e &cidos graxos. Além disso, a soja selvagem tem
sido empregada para encontrar tracos de resisténcia ao pulgdo da soja (Aphis
glycines Matsumura) e a lagarta Spodoptera litura Fabricius que séo consideradas
pragas da soja com resisténcia a alguns inseticidas*#2. Deste modo, tem sido
evidenciado que o uso linhagens de Glycine soja se mostra promissor no
desenvolvimento de variedades resistentes a pragas e como fonte de nova variacédo

geneética para o0 melhoramento das culturas modernas.



1.3 — Pragas que atacam as folhas da soja

A desfolha das lavouras de soja durante varios de seus estagios de
desenvolvimento é causada por diferentes espécies de herbivoros que conseguem
afetar o rendimento e a qualidade da producéo (FIGURA 1.1). Entre as principais
espécies de pragas se destacam a lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis; a lagarta
falsa-medideira, Chrysodeixis includens; a lagarta-das-macés, Heliothis virescens
e as lagartas do género Spodoptera, tais como S. frugiperda, S. cosmioides e S.
eridania. A primeira é considerada uma das principais pragas desfolhadoras da
soja no Brasil podendo causar 100% de desfolha na planta, caso ndo seja
controlada (FIGURA 1.3 (a) e (b)). O controle desse inseto geralmente é realizado
pelo uso de inseticidas sinteticos e pelo cultivo de variedades de soja que contém
proteinas inseticidas da bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis
(Bacillaceae) 144345, Por outro lado, a lagarta falsa-medideira, a lagarta-das-macés
e as lagartas do género Spodoptera podem se alimentar de folhas, flores, vagens
e dos grdos da soja, sendo consideradas pragas com alto potencial de danos na

cultura.

FIGURA 1.3 — Lagartas nas formas verde (a) e escura (b) de Anticarsia
gemmatalis, lagarta de Spodoptera frugiperda (c) e sintoma da injuria causada na
folha de soja (d). Adaptado de MOSCARDI et al.*’




1.4 — Interacdes entre planta e herbivoro

Plantas e insetos coexistem ha pelo menos 350 milhdes de anos.
Durante esse periodo, uma série de interacdes foram estabelecidas. Para a planta,
essas interacdes podem ser favoraveis, como a polinizacdo mediada por insetos e
propagacdo de sementes; ou prejudiciais, como é o caso da herbivoria®®. Os
insetos desenvolveram mecanismos sensoriais que Ihes permitem encontrar fontes
de alimento, escapar de predadores, detectar e desenvolver comportamentos que
dependem de compostos quimicos, causando atracdo ou repulsdo por parte da
planta®. Por sua vez, as plantas tém seus proprios mecanismos de reconhecimento
de pragas, através de padrdes moleculares associados a danos. Apds o
reconhecimento do dano pelo herbivoro, a planta ¢ defendida por meio de
antibiose (intoxicacdo) e antixenose (deterréncia). No entanto, alguns herbivoros
tém a capacidade de desabilitar essas respostas injetando efetores e manipulando

o metabolismo da planta®.

1.5 — Estratégias de defesas de plantas contra herbivoros

As plantas sdo atacadas por uma variedade de organismos, entre as
quais podem ser destacados patdgenos e herbivoros. O estresse causado por esses
organismos sobre o desenvolvimento das plantas levou-as a desenvolver variadas
estratégias defensivas que podem ser divididas em trés mecanismos basicos: 1)
tracos de resisténcia, que incluem caracteristicas fisicas como tricomas, espinhos
e folhas endurecidas; caracteristicas quimicas (como terpenoides; compostos
fenolicos; compostos de nitrogenados; taninos, lignina e celulose; hormdnios
vegetais; inibidores de protease; e compostos volateis) ou caracteristicas bioticas
(por exemplo, manter ou aumentar a atividade de inimigos naturais de seus
atacantes) que conseguem ferir, matar ou retardar o crescimento e reproducéo do
herbivoro, 2) tolerancia, que é considerada um mecanismo de compensacao para
diminuir os efeitos prejudiciais da herbivoria atraves de mudancas fenologicas, o

aumento da eficiéncia fotossintética, ativacdo de meristemas dormentes, fazendo
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uso de recursos reservados, mudando o modo de alocacdo de recursos, etc. e 3)
estratégias de fuga (por exemplo, quando plantas altamente susceptiveis crescem
perto de plantas bem protegidas) que reduzem a probabilidade de plantas serem
encontradas por herbivoros. Essas estratégias defensivas podem ser de natureza
constitutiva, enquanto outras séo induzidas somente apds a percepcdo de uma

agressao para permitir a alocacéo de recursos 6timos® > (veja-se a FIGURA 1.4).

FIGURA 1.4 — Categorias de defesa da planta contra herbivoros. Adaptado de
GONG e ZHANG >

Resisténcia fisica (espessura da folha, textura da folha,
mimetismo fisico, etc.)

Tracos de resisténcia Resisténcia quimica (t,an_lnos, alcaléides, mimetismo
quimico, etc.)
Resisténcia bioldgica (defesas indiretas mutualistas e ndo
mutualistas)

Mecanismos de

tolerancia Aumentos na area fotossintética, recursos armazenados, etc.

Mudangas na fenologia das folhas
(expansao inicial da folha, expansédo

sincronizada da folha e expansao
rapida da folha)

Fuga temporal

Estratégias de defesa de plantas

Estratégias de fuga

Plantas susceptiveis crescem perto de
Fuga espacial plantas bem protegidas (resisténcia
associativa dos vizinhos)

A distingdo entre defesas constitutivas e induzidas ndo é absoluta,
visto que muitas defesas fazem parte de ambas classes e os tragos relacionados a
estas podem atuar também em outros processos fisioldgicos primarios e
secundarios. As defesas constitutivas sdo aquelas carateristicas que se encontram
pré-formadas na planta, por exemplo, camadas de cera, tricomas e espinhos,
inclusive podem ser metabolitos secundarios e revestimentos protetores. Mesmo
que, estejam presentes quando a planta ndo esta sob ataque, constata-se que este

tipo de defesa e também aumentada durante a herbivoria. Pelo contrario, as
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defesas induzidas encontram-se desligadas até que o ataque do herbivoro seja
reconhecido, isto permite reduzir o custo metabdlico da defesa para as plantas. As
defesas induzidas por herbivoros podem variar qualitativa e quantitativamente nos
seguintes casos: a) segundo a espécie de herbivoro que efetua o dano na planta,
b) o habito alimentar do inseto, ¢) o estagio fisioldgico e d) a espécie da planta
hospedeira®-8,

Além disso, sdo observados dois tipos de defesas: diretas e indiretas.
Defesas diretas afetam diretamente o desenvolvimento, crescimento e digestao de
insetos herbivoros®. As defesas indiretas correspondem ao uso de compostos
volateis que servem para atrair predadores ou parasitoides dos insetos
herbivoros®®. Por exemplo, acaros micofagos ou onivoros podem utilizar
metabolitos vegetais volateis como pista para encontrar plantas que abrigam
fungos patogénicos foliares®”. Embora, as defesas diretas e indiretas séo
reiteradamente vistas de maneira independente, € conhecido que alguns
compostos relacionados as defesas indiretas podem afetar o comportamento dos
herbivoros e compostos ligados a defesa direta podem similarmente prejudicar o

desenvolvimento dos inimigos naturais do herbivoro®:.

1.5.1 — Respostas de defesa em plantas

Como foi mencionado anteriormente, as plantas podem se defender
de seus atacantes mediante a producdo de barreiras fisicas ou compostos
especializados bioativos que podem ser induziveis e parte da defesa constitutiva,
e estes atributos podem ter acdes repelentes, antinutritivas ou tdxicas sobre 0s
herbivoros®2©3,

Para se alimentar, os insetos-herbivoros devem entrar em contato
com a superficie da planta. Diante disso, a primeira linha de defesa, em resposta
ao ataque de herbivoros, € a parede celular vegetal, que através do processo de
lignificacdo torna o tecido menos mais rigido perturbando a alimentacdo dos

insetos. Do mesmo modo, outra reacdo defensiva da planta envolve a elaboracéo
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de tecido neoplasmatico que dificulta o acesso da larva na planta®. As plantas
também usam tricomas, espinhos, cabelos e folhas endurecidas como defesa
morfoldgica, capazes de promover a protecdo da planta e impossibilitar o
movimento e alimentacéo de artropodes®.

A reacdo de uma planta aos danos provocados por herbivoros
abrange a resposta a lesfes e o reconhecimento de certas moléculas provenientes
de insetos (como componentes da secrecdo oral e fluido de oviposicdo). Essas
moléculas desencadeiam vias de sinalizacdo que acionam a resposta de defesa da
planta mediante a producéo de varias sustancias como proteinas antinutricionais,
que interferem na capacidade dos insetos de digerir o material vegetal®,

Em leguminosas, as principais defesas quimicas dentro do
endosperma derivam de proteinas antinutricionais como lectinas, inibidores de
protease e amilase®’. No entanto, no trabalho de HUDAIB et al.%® encontraram-se
altas quantidades de glicosideos e flavonoides no endosperma de variedades de
feijdo resistentes (Phaseolus vulgaris), em contraste com variedades susceptiveis
(Vigna unguiculata). Estes metabdlitos contribuem com a resisténcia contra C.
maculatus, contendo a oviposicao e evitando o desenvolvimento larval, sugerindo
que a resisténcia das sementes é resultado da combinacdo dos metabdlitos
secundarios e de outros mecanismos antiherbivoria relacionados com proteinas
defensivas como inibidores de a-amilase e protease.

As plantas produzem uma diversidade de sustancias com composicédo
quimica complexa que regularmente funcionam como defesas contra insetos
herbivoros e que lhe proporcionam uma serie de adaptagdes fisiologicas, como
fornecimento de componentes estruturais (por exemplo, ligninas), pigmentacao,
protecdo UV (por exemplo, flavonoides), atracdo de polinizadores e dispersores
de sementes®® 0. Estes compostos geralmente sdo distribuidos diferencialmente
entre grupos taxondémicos limitados dentro do reino vegetal e sua producéo na
planta pode ser afetada pela variacdo genética e ambiental”™. Os metabdlitos

secundarios pertencem a trés grupos: fenolicos (como taninos, flavondides e
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ligninas), compostos nitrogenados (como sinalbin, sinigrina, dhurrina, DIMBOA
e DIBOA) e terpenoides®.

1.5.2 — Respostas de defesa da soja

Como foi relatado anteriormente, quando um herbivoro se alimenta
de uma planta, diversas respostas de defesa séo geradas, vindas de um mecanismo
de inducdo. A planta tem a capacidade de distinguir entre lesGes causadas por um
inseto ou dano mecanico, como reconhecimento de oviposicdo, vento e granizo.
Essa especialidade permite evitar o desperdicio de recursos caros de defesa, ja que
a fabricacéo e liberacdo dessas defesas quimicas favorecem as plantas quando sdo
atacadas por herbivoros®?.

Um componente da estratégia defensiva de plantas sdo os inibidores
de protease (IP). Estas substancias sdo geralmente concentradas em tecidos de
armazenamento como uma defesa contra herbivoros, no entanto, sua aplicacéo
torna-se eficaz quando é sintetizado em resposta a feridas’>. Os genes que
codificam os IP podem ser ativados pela producéo do acido jasménico na via da
lipoxigenase (LOX). Estes inibidores, quando ingeridos por insetos, diminuem a
atividade de proteases digestivas no intestino do inseto, afetando a absorgédo de
nutrientes essenciais para o desenvolvimento e reproducéo. Tal como relatado no
trabalno de PAIXAO et al.”® no qual as respostas bioquimicas das larvas
Anticarsia gemmatalis, alimentadas com uma variedade de soja resistente,
mostrou gque 0s agentes que aumentam os IP produzidos pela planta podem causar
alteracdes fisioldgicas na capacidade dos insetos para digerir proteinas. No
entanto, sabe-se que esta lagarta € capaz de se adaptar aos IP naturais de sua planta
hospedeira e ao inibidor sintético da tripsina benzamidina, como mostrado por
MOREIRA et al.™.
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Pesquisas recentes indicam que as plantas também produzem
especies reativas de oxigénio como defesa contra patdgenos e herbivoros. As
alteracGes oxidativas podem resultar em acdes aumentadas de enzimas oxidativas,
como lipoxigenase, peroxidase ou polifenoloxidase. A lipoxigenase é encontrada
em leguminosas como a soja e o feijdo vermelho, e tem sido observado que a
resisténcia do acaro na soja estd altamente correlacionada com o aumento da
peroxidacdo lipidica e perda de carotendides devido as lipoxigenases™. Acredita-
se que o acido azelaico, benzotiadiazol, &cido giberélico, arpine e &cido jasménico
podem interferir nas respostas das plantas a patégenos e herbivoros ou reproduzir
0s compostos que o fazem. O estudo realizado por GORDY et al.’®, mostrou que
0 tratamento com &cido jasmonico reduz continuamente o crescimento da
Spodoptera frugiperda alimentada com algodao tratado e soja.

Um fator que pode reduzir os danos causados por insetos, como a
Anticarsia gemmatalis e a Caliothrips phaseoli, assim como também reduzir o
ataque de percevejos contra a soja é a radiacdo ultravioleta-B (UV-B) (A 280-315
nm). DILLON et al.*3"", mostraram que a exposicdo das folhas de soja a altos
niveis de radiacdo UV-B pode modular e estimular quantidades de diferentes
substéancias defensivas contra insetos, como inibidores da tripsina, quercetina,
triglicosideos de quercetina e triglicosideos de kaempferol que diminuem o
desempenho larval e dificultam a assimilacdo de aminoécidos no intestino dos
insetos. Mais recentemente, 0 mesmo autor relatou a inducao de fitohormonios e
flavonoides em vagens ndo danificadas e danificadas por Piezodorus guildinii sob
dois niveis de radiacdo solar UV-B, mostrando que o etileno induzido pela
radiacdo solar UV-B e a herbivoria aumentaram o nivel de isoflavonoides
(daidzina, genistina, malonil daidzina, malonil genistina e daidzeina) nas vagens
da soja 8.

As defesas morfoldgicas da soja também desempenham um papel
importante contra herbivoros. Muitas plantas aumentam o nimero de tricomas em

folhas novas para evitar danos causados. Sabe-se que alguns cultivares de soja
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possuem ampla densidade de tricomas foliares, caracteristica que minimiza o
ataque de insetos. Tem sido mostrado que os tricomas desempenham um papel
importante na protecdo de plantas contra C. arcuata, de forma que alguns
cultivares apresentam resisténcia do tipo ndo preferencial para a alimentacéo deste
herbivoro™.

Assim, com o conhecimento dos mecanismos de resisténcia induzida,
é possivel prever o tipo de herbivoros que podem ser afetados por essas respostas
e desenvolver indutores que possam ser usados em plantas cultivadas e, portanto,
criar um sistema natural de defesa contra ameacas causadas por herbivoros. Neste
sentido, entender as respostas de inducéo das plantas é essencial para explicar as
interacOes ecoldgicas entre as plantas e seus inimigos e, deste modo, projetar

mecanismos de protecao para as culturas contra pragas agricolas.

1.6 — Flavonoides como defesas quimicas da soja

Os flavonoides sdo uma classe de compostos polifendlicos de baixa
massa molecular, ttm uma estrutura de carbono Cs-C3-Cs que consiste em dois
anéis aromaticos, A e B, unidos por uma ponte de 3 carbonos, geralmente na
forma de um anel heterociclico, C. O anel aromatico A é derivado da via
acetato/malonato, enquanto o anel B é derivado da fenilalanina pela via do
chiquimato. Estes metabdlitos podem ser classificados em flavonadis, flavonas,
flavanonas, isoflavonas, flavanondis, flavanois (ou catequinas) e antocianidinas,
0 qual vai depender da posi¢do em que o anel B esta ligado ao anel C e no estado
de oxidacdo e no grau de saturacdo do anel heterociclico (FIGURA 1.5). Por
exemplo, as isoflavonas tem o anel B ligado na posicédo 3 do anel C, enquanto os
outros grupos, tém o anel B ligado na posicdo 2 do anel C. Assim, as alteracdes
no esqueleto de cada classe de flavonoide ddo origem a distintas estruturas basicas
conhecidas como agliconas (FIGURA 1.5(a-f)). Essas estruturas podem sofrer
modificacbes enzimaticas por meio de processos tais como glicosilacdo

(geralmente na posicdo 3 ou 7) com acucares como: D-glicose, L-ramnose, D-
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galactose, D-xilose e L-arabinose, metilacdo, prenilacdo, acetilacéo e sulfatacéo,

formando conjugados com carateristicas bioquimicas Gnicas®®%2

FIGURA 1.5 — Estruturas quimicas das principais classes de flavonoides na forma
aglicona a) flavona (apigenina), b) flavonol (quercetina), c) flavanona
(naringenina), d) flavanonol (taxifolina), e) flavanol (catequina) e f) isoflavona
(daidzeina). Adaptado de KU et al®,
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Os flavonoides estdo presentes em diferentes partes da soja em
concentragOes variadas, desempenhando fungdes como regulacdo do estresse
oxidativo, participacdo em sinalizacdes hormonais, protecédo contra a radiagcdo UV
e ions metalicos e defesa contra patdgenos e insetos. Dentro da grande diversidade
estrutural de flavonoides conhecidos, na soja predominam os flavonois
kampferol, quercetina e isorhamnetina e as isoflavonas daidzeina, genisteina e
gliciteina, juntamente com seus derivados glicosideos. Estes metabdlitos
geralmente sdo mais proeminentes nos estagios vegetativos em relacdo com o
reprodutivo da sojat283-85,

Varios estudos relatam que a resisténcia da soja contra alguns
herbivoros esta associada a concentracdo de flavonoides nas sementes e folhas.
Por exemplo, foram identificados nas sementes de duas variedades de soja
(Dowling resistente e Silvania susceptivel) seis isoflavonoides, incluindo trés
agliconas (genisteina, daizeina e gliciteina) e trés glicosideos (daidzina, genistina
e glicitina), além do flavonol glicosilado rutina. A quantidade total de flavonoides
foi maior no cultivar Silvania comparado com Dowling, indicando que estes
compostos ndo se encontram diretamente relacionados a resisténcia constitutiva
observada nas sementes da variedade Dowling contra Euschistus heros?.

PIUBELLI et al.® verificaram que extratos das folhas de alguns
gendtipos de soja contém altas concentracfes de rutina e genistina, sendo
observado que essas substancias causam efeitos prejudiciais sobre a fisiologia de
Anticarsia gemmatalis. Da mesma forma, BENTIVENHA et al ", mostraram que
a rutina e genisteina desempenham um papel na resisténcia de varios cultivares
de soja contra o percevejo Piezodorus guildinii.

A producéo de flavonoides varia dependendo do tipo de herbivoria.
O’NEILL et al.®, mostraram que o dano foliar pelo besouro-japonés P. japonica
induziu concentracfes significativamente maiores de naringenina metil hexose,
kaempferol diglicosideo, kaempferol triglicosideo e quercetina triglicosideo. Os

danos causados pela lagarta V. cardui aumentaram os niveis de um glicosideo de
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genisteina, enquanto um afideo que se alimenta do floema, A. glycines, ndo afetou
a producao de nenhum composto nas folhas da soja. Similarmente, ROMERO et
al.*4, utilizaram dois cultivares comerciais de soja com diferentes niveis de
susceptibilidade ao ataque de insetos e duas espécies de insetos com diferentes
formas de alimentagdo. Os resultados mostraram que as larvas de Spodoptera
frugiperda tiveram um desempenho parecido nos dois cultivares de soja,
entretanto, o tripes Caliothrips phaseoli teve preferéncia e se desenvolveu mais
rapido em um dos cultivares. Assim, a resisténcia diferenciada das variedades de
soja sobre os insetos podem ser esclarecidas ndo so pelas defesas induzidas (por
exemplo, malonil genisteina e genisteina foram induzidos por tripes), mas
também por diferencas nas defesas constitutivas (por exemplo, triglicosideos de
quercetina e diglicosideos de quercetina estavam presentes apenas na folhagem
da variedade DM 4210, enquanto triglicosideos de kaempferol, diglicosideos de
kaempferol e triglicosideo de isorhamnetina estavam presentes em niveis mais
elevados na variedade DM 5.8i do que no DM 4210, e daizina foi detectada em
ambas as plantas) entre os cultivares.

Adicionalmente, CHENG et al.®® realizaram um estudo
metabolémico integrado por LC-MS e RMN a fim de investigar metabdlitos
induzidos por um herbicida. Os resultados mostraram a presenca de seis
compostos prenilados descritos pela primeira vez na soja, incluindo o 7,8-
dihidroxi-4’-metoxi-3’-prenilisoflavona e 7-hidroxi-4',8-dimetoxi-3'-
prenilisoflavona ndo relatados anteriormente. Isso ressalta a versatilidade das
rotas metabolicas da soja e indica que a prenilacdo pode estar associada a
respostas de defesa. Além disso, verificou-se que o uso de flavonoides individuais
em dietas artificiais prejudica o desenvolvimento de herbivoros devido as suas
caracteristicas pro-oxidantes. HOFFMANN-CAMPO et al.’® avaliaram o efeito
de uma dieta contendo rutina (quercetina 3-O-rutinosideo) no comportamento e
nutricdo de Anticarsia gemmatalis e verificaram que esta substéncia provocou

uma diminuic@o no peso e consumo das lagartas.
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Levando em conta todas estas informacdes, levantamos a hipotese de
que as diferencas nos niveis de resisténcia entre a soja selvagem e 0s varios
cultivares convencionais existentes estdo relacionadas com a variabilidade dos
perfis de metabdlitos secundarios acumulados em seus tecidos. Também
pressupomos que a soja selvagem tem perfis de metabolitos secundarios
diferentes em relacdo as variedades de soja cultivadas. Nesse contexto, identificar
estas substancias e sua distribuicdo entre distintos gendtipos e entender o papel
que tém nos mecanismos de interacdo inseto-planta € importante para uma

caracterizacdo mais abrangente e confiavel da resisténcia da soja.
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2 -OBJETIVOS

O presente trabalho se propde a comparar o perfil quimico de
flavonoides em folhas de soja jovens e velhas no estagio de desenvolvimento V3
entre quatro variedades de soja cultivada (G. max) e para a soja selvagem (G. soja)
de forma qualitativa (presenca ou auséncia de substincias) e quantitativa
(diferencas relativas na abundancia dessas substancias). Para isso, sdo propostos

0S seguintes objetivos especificos:

> Identificar os flavonoides presentes nas folhas das variedades analisadas
com base nos espectros de massas obtidos;

> Quantificar de maneira relativa os flavonoides identificados;

»  Comparar o perfil quimico de flavonoides entre diferentes tecidos (folhas
jovens e velhas) para cada cultivar estudada;

> Comparar os perfis quimicos das folhas entre os diferentes genotipos.
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3-PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 — Sementes de soja e crescimento das plantas

As cultivares BRS 257%, IAC PL-1° (suscetiveis a algumas pragas),
P1229358%868791 | AC100%128687.92 (resistentes a alguns herbivoros) da espécie
Glycine max e P1407270 (soja selvagem) da espécie Glycine soja foram obtidos
atraves do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Soja (Londrina-PR).
As sementes de cada variedade foram selecionadas e submetidas a germinacao
utilizando areia grossa. Logo, as sementes germinadas foram cuidadosamente
transplantadas para vasos plasticos N° 02 (1 L) contendo uma mistura de areia
grossa, terra vegetal da Spagnhol Plantas Ornarmentais (composta de carvéo
ativado, hiumus de minhoca, casca de pinus e terra preta) e substrato da Vida Verde
(composto de turfa, carvdo vegetal, superfosfato simples e casca de pinus) na
proporc¢édo (1:1:1).

As plantas foram cultivadas em uma casa de vegetagdo externa (em
colaboracdo com o Departamento de Boténica da UFSCar), mantidas durante 30
dias com temperatura controlada a 25 = 5°C e 70 = 10% de umidade relativa; e
irrigadas a cada dois dias até o processo de coleta. Este experimento ocorreu
durante o periodo de janeiro a fevereiro de 2020. Com o proposito de facilitar a
interpretacdo dos dados, as variedades BRS 257, P1229358, IAC100, IACPL-1e

P1407270 foram nomeadas como P1, P2, P3, P4 e P5, respectivamente.

3.2 — Coleta e extracao de material vegetal

A fim de analisar o perfil quimico de metabdlitos secundarios entre
tecidos, foram coletadas as folhas trifolioladas mais jovens (Ultima folha
totalmente desenvolvida, T2), as folhas trifolioladas mais velhas (primeira folha
trifoliolada, T1) e as folhas unifolioladas velhas (a primeira folha proxima ao solo,
U) as quais correspondem ao estagio de desenvolvimento V3 (baseado na tltima

folha trifoliolada completamente formada, de acordo com a literatura?’), conforme
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ilustrado na FIGURA 3.1. As amostras foram coletadas em triplicata bioldgica.
Todas as plantas foram germinadas e iniciaram seu desenvolvimento ao mesmo

tempo.

FIGURA 3. 1 — Esquema de coleta das amostras no estagio de desenvolvimento
V3 para 0s genotipos estudados. U, folhas unifolioladas velhas; T1, folhas
trifolioladas intermédias e T2, folhas trifolioladas mais jovens.

Todas as amostras de folhas coletadas nesses experimentos foram
cortadas, rapidamente pesadas e envolvidas em folhas de papel aluminio e
imediatamente imersas em nitrogénio liquido. Posteriormente foram armazenadas
em congelador a —20 °C até o processo de extracdo, e finalmente analisadas de
acordo com as técnicas descritas no item 3.3. abaixo.

As amostras vegetais 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 homogeneizacgéo. Para as folhas U foram adicionados
10 mL do solvente e para as folhas T1 e T2 foram utilizados 15 mL, no caso da

soja selvagem foram usados 5 mL de solvente para homogeneizar todas suas
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folhas. Posteriormente, as amostras foram processadas usando um
homogeneizador Ultra Turrax (IKA-T10 B S32) a temperatura ambiente, e
centrifugadas (centrifuga Sorvall Legend MACH 1.6R) a 10.000 rpm, por 10 min
a4 °C. O sobrenadante foi coletado e filtrado com filtro de seringa (membrana de
nylon, diametro do filtro 13 mm e didmetro do poro 0,22 um) e transferido para
vials e analisado por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS).

3.3. — Analises cromatograficas

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 um sistema UPLC Agilent 1260 Infinity Il. As
condi¢6es 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 pulL de amostra
injetada e a separacdo dos compostos foi obtida em uma coluna Zorbax Eclipse
Plus C18 (2,1x50mm, 1,8um) mantida a 35 °C e utilizando um fluxo de 0.4
mL/min. A fase moével foi composta por agua Milli-Q (LC-PARK,Direct-Q)
(solvente A) e acetonitrila (TEDIA, High Purity Solvents) (solvente B), ambos
contendo 0,1% acido formico (Sigma- Aldrich, Fluka Analytical). O gradiente foi
programado da seguinte forma: 0 - 5 min, 10% - 20% B; 5 - 9 min, 20% - 40% B;
9-9,10 min, 40% - 100% B; de 9,10 - 12 min foi utilizado 100% B para a limpeza
e de 12,10 - 15 min 10% B para retornar as condi¢des iniciais.

As condicdes do espectrometro de massas foram definidas como
segue: temperatura do 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
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entre m/z 100 e 1000 Da. Os dados foram adquiridos com o Mass Hunter
Acquisition B.08.00 e analisados por meio do Mass Hunter Qualitative Software,
versao B.08.00 (Agilent Technologies, CA, EUA).

3.4 — Analise de Dados

As éareas integradas dos picos foram obtidas a partir dos
Cromatogramas de fons Extraidos (EIC), procurando inicialmente o ion [M+Na]+
correspondente para cada composto. Esses valores foram normalizados (Area. g
! mL™?) pela massa da amostra e o volume usado durante o processo de extracao.
Adicionalmente, foram obtidas as abundancias relativas totais para cada tipo de
flavonoide por meio da somatoria das areas normalizadas dos conjugados
correspondentes a cada aglicona detectada.

A fim de efetuar as comparacbes das médias das abundancias
relativas dos flavonoides entre diferentes genotipos e idades das folhas, foi
utilizada a Anélise de Variancia (ANOVA) de fator unico. Diante das diferencas

observadas, foi aplicado o teste de comparag6es multiplas de Tukey (P<0,05).
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4 ~RESULTADOS E DISCUSAO

4.1 — ldentificacéo de flavonoides presentes nos extratos

A fim de identificar os perfis quimicos dos extratos de folhas
correspondentes aos tecidos U, T1 e T2 no estagio de desenvolvimento V3 dos
gendtipos susceptiveis BRS 257, IAC PL-1(daqui para frente, P1 e P4); resistentes
Pl 229358, IAC 100 (daqui para frente, P2 e P3); e selvagem Pl 407270 (daqui
para frente, P5), inicialmente foi otimizado o método cromatografico e os
parametros de massas para possibilitar uma boa separacéo e caracterizacdo dos
flavonoides por meio dos sinais m/z caracteristicos correspondentes a cada
aglicona conhecida na soja segundo o descrito na literatura. Os principais
flavonoides encontrados na soja sdo as isoflavonas daidzeina (m/z 255.0652),
genisteina (m/z 271.0601) e gliciteina (m/z 285.0757) e os flavonodis kaempferol
(m/z 287.0550) e quercetina (m/z 303.0499)28385 Qs conjugados de flavonoides
geralmente apresentam um padrdo de fragmentacao que inclui o sinal referente a
aglicona respectiva, pelo que, esses sinais foram utilizados como diagnosticos
para encontrar conjugados que compartilham uma mesma por¢do de aglicona.
Neste trabalho, também foram examinadas as formas menos comuns, O-metiladas
dessa classe de composto, como formononetina (m/z 269.0808), afrormosina (m/z
299.0914), metilkaempferol (m/z 301.0707) e isoramnetina (m/z 317.0656).
Finalmente, foram procuradas as massas protonadas de outros flavonoides, no
entanto, estes ultimos ndo foram detectados nas amostras estudadas.
Posteriormente, para cada amostra foram obtidos os cromatogramas de ions
extraidos (EIC) referentes aos sinais m/z correspondente para cada aglicona antes
mencionada e, por fim, cada composto foi caracterizado individualmente por meio
da interpretacdo cuidadosa de seu espectro de massas.

Foi possivel identificar 57 flavonoides os quais foram classificados
em 18 isoflavonas, incluindo alguns conjugados de daidzeina, formononetina,

genisteina, gliciteina e afrormosina e 39 flavondis, contendo conjugados de
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kaempferol, metilkaempferol, quercetina e isoramnetina dentre as cinco plantas
(FIGURA 4.1).

FIGURA 4.1 — Estruturas sugeridas para as a) isoflavonas e b) flavonois
identificados nas variedades P1, P2, P3, P4 e P5. As posi¢cdes mais comuns para
ocorrerem as substituicdes glicosidicas nos flavondis se mostram de cor azul.

a) b)
Hexose
M o Aglicona
OH
HO (o}
o]
Malonil
Isoflavonas R R, R Flavondis R4 R,
Daidzeina e seus conjugados OH H H
Formononetina e seus conjugados OCHsz ~ H H Kaempferol H OH
Genisteina e seus conjugados OH OH H Metilkaempferol H  OCHs;
Gliciteina e seus conjugados OH H  OCHs Quercetina OH OH
Afrormosina e seus conjugados ~ OCHz ~ H  OCHs Isoramnetina OCH; OH

Em geral os flavonoides detectados neste trabalho foram encontrados
em suas formas maloniladas e glicosiladas, estes ultimos distinguiram-se entre
glicosideos do tipo hexose e ramnose. Cada composto caracterizado foi
representado por letras diferentes, de acordo com a classe de flavonoide e o tipo
de conjugado, como descrito na TABELA 4.1. Além disso, 0s compostos que
apresentaram isomeros foram numerados em ordem crescente de acordo com 0
tempo de retencdo. Por meio da alta resolucdo do Q-TOF foi possivel a
determinacdo das férmulas moleculares para cada composto e, de forma
complementar, estes resultados foram comparados com bancos de dados e dados

da literatura para a identificacdo provisoria dos mesmos.
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TABELA 4.1 — Abreviag6es dos flavonoides e conjugados identificados nas
distintas variedades de soja

Classe _de Abreviatura Conjugados Abreviatura
flavonoide
Daidzeina D
Formononetina F Hexose hex
Genisteina G
Gliciteina Gl Ramnose cam
Afrormosina A
Kaempferol K .
Metilkaempferol Mk Malonil mal
Quercetina Q .
Feruloil

Isoramnetina |

4.1.1 — Identificacao de isoflavonas

Em relacdo as isoflavonas caracterizadas para os distintos genotipos,
a partir dos EIC correspondentes aos sinais m/z das agliconas, foi possivel
caracterizar 18 compostos desta classe. Na FIGURA 4.2 sdo mostrados 0s
espectros de massas para algumas isoflavonas glicosiladas junto com a respectiva
estrutura.

A anélise dos EIC para o sinal m/z 255.0652 correspondente ao
fragmento daidzeina dos genotipos P1, P2, P3, P4 e P5 mostraram dois picos nos
tempos de retencao (t,) 4,3 e 6,8 min designados como daidzina (D-hex) e malonil
daidzina (D-mal-hex), respectivamente. Além disso, o P2 apresentou
adicionalmente o pico com tempo de retencéo (t;) 8,7 min que foi atribuido como
daidzeina (D) (FIGURA A.1 (a-e) do apéndice). Os espectros de massas de D-
hex, D-mal-hex e D exibiram os ions de aduto de sddio [M+Na]* m/z 439.1004
(FIGURA 4.2 (a)), m/z 525.1003 (FIGURA A.2 (a)) e m/z 277.0477 (FIGURA
A.2 (b)) respectivamente, com as perdas de uma hexose [M+H-hex]",
malonilhexose [M+H-mal-hex]* e [M+H]", os quais resultaram fragmentos
caracteristicos da daidzeina (m/z 255.0652) de modo respectivo.
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FIGURA 4.2 — Espectros de massas para as isoflavonas glicosiladas a) Daidzeina-
hex, b) Genisteina-hex e c) Gliciteina-hex, detectadas nos gendtipos P1, P2, P3,
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Além disso, foram observados no EIC para o0s sinais de

formononetina (m/z 269.0808), que é uma isoflavona O-metilada de daidzeina,

alguns conjugados desta, sendo possivel a identificacdo dos compostos malonil

ononina (F-mal-hex, t; 9.16 min) e um isdmero de ononina (F-hex-1, t,8.16 min)

em todos os genotipos. Por sua vez, P2 e P4 mostraram um isdmero adicional de

ononina no tempo de retencdo 8.54 min denotado como F-hex-2 como mostrado

na FIGURA A.3 (a-e). A interpretacdo dos espectros de massas para estes

compostos mostrou que os isdbmeros F-hex-1 e F-hex-2 possuem o ion aduto de
sodio [M+Na]* (m/z 453.1160) e (m/z 453.1151) que exibem perdas de uma
hexose (184.0350) gerando ions [M+H-hex]* (m/z 269.0810) correspondente a

aglicona da formononetina. Por outro lado, F-mal-hex apresentou o0s ions
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[M+Na]* (m/z 539.1157) e [M+H-malonil-hex]" (m/z 269.0808) o que permite a
sua confirmacdo como malonil ononina. No apéndice deste documento sdo
mostrados o0s espectros de massas para esses compostos (FIGURA A.4 (a-b)).

Para derivados de genisteina (m/z 271.0601), os EIC revelaram a
presenca de genistina (G-hex, t; 6.22 min) e malonil genistina (G-mal-hex-2, t,
8.00 min). De forma adicional P1, P3 e P5 apresentaram um isémero de G-mal-
hex no tempo de reten¢do 7.69 min denotado como G-mal-hex-1, enquanto que
P1 foi a Unica cultivar em que se detectou genistina ligada com o grupo feruloil
(G-feruloil-hex, t 7.44 min) e um segundo isémero de malonil genistina (G-mal-
hex-3, t. 8.44 min), (FIGURA A.5 (a-e)). Os dados dos espectros de massas para
0s conjugados de genisteina mostraram os valores de massas do ion aduto de sodio
para G-hex m/z 455.0949 (FIGURA 4.2 (b)), para os isbmeros G-mal-hex-1 m/z
541.0949, G-mal-hex-2 m/z 541.0955 (FIGURA A.6 (b)) e G-mal-hex-3 m/z
541.0960, também foram observados os ions fragmentos da correspondente
aglicona, mostrando as respectivas perdas de uma hexose e malonilhexose para
cada caso. Por outro lado para G-feruloil-hex so foi detectado o ion protonado
[M+H]" (m/z 609.1971) e os ions fragmentos m/z 433.1130 e m/z 271.06 que
representam as perdas do grupo feruloil [M+H-feruloil]" e feruloilhexose [M+H-
feruloil-hex]" respectivamente (FIGURA A.6 (a)).

Em relacdo aos sinais correspondentes a gliciteina (m/z 285.0757), 0s
EIC expuseram varios conjugados desta isoflavona, dos quais s foi possivel a
identificacdo de trés compostos dentre as cinco plantas. O conjugado no tempo de
retencdo 4.72 min foi detectado em todas as cultivares, sendo definido como
glicitina (Gl-hex). No entanto, P2 e P3 apresentaram um pico aproximadamente
ao t, 7.00 que foi designado como malonil glicitina (Gl-mal-hex) como mostrado
na FIGURA A.7 (a-e). Os espectros de massas para Gl-hex e Gl-mal-hex
mostraram os ions aduto de sédio [M+Na]* m/z 469.1106 (FIGURA 4.2 (c)) e m/z
555.1108 (FIGURA A.8 (a)) com perdas de uma hexose [M+H-hex]" e

malonilhexose [M+H-malonil-hex]* respectivamente, e por fim, resultaram nos
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fragmentos caracteristicos da aglicona gliciteina (m/z 285.0759). Também, foram
identificadas algumas isoflavonas O-metiladas de gliciteina (afrormosina, m/z
299.0914). As plantas P2 e P5 exibiram no EIC cinco picos que posteriormente
foram identificados como dois isbmeros de afrormosina hexose (A-hex-1 (t;
8.27)e A-hex-2 (t; 8.67)) e trés isobmeros de malonil afrormosina hexose (A-mal-
hex-1 (t; 9.04), A-mal-hex-2 (t, 9.16)e A-mal-hex-3 (t; 9.57)). Por outro lado, A-
hex-1, A-hex-2 e A-mal-hex-2 foram encontrados do mesmo modo em P1 e P3,
enquanto que P4 s6 apresentou o isdmero A-hex-2 (FIGURA A.9 (a-e)). Os dados
dos espectros de massas para 0s conjugados destas isoflavonas mostraram os ions
aduto de sodio dos isbmeros A-hex-1 (m/z 483.1264) e A-hex-2 (m/z 483.1269)
(FIGURA A.8 (b)) e para os isomeros do tipo malonilado A-mal-hex-1 [M+Na]*
(m/z 569.1270), A-mal-hex-2 (m/z 569.1265) (FIGURA A.8 (c)) e A-mal-hex-3
(m/z 569.1253). Também foram observados os ions fragmentos [M+H-hex]" e
[M-+H-malonil-hex]* para cada caso particular da correspondente aglicona com
m/z 299.0914.

Assim, nos extratos das folhas das variedades estudadas foram
encontradas as principais isoflavonas da soja (daidzeina, genisteina e gliciteina) e
alguns de seus conjugados, sendo identificados um total de 18 compostos por
meio da massa precisa e 0s ions fragmentos caracteristicos. Estes resultados estéo
de acordo com vérios trabalhos na literatura, onde foi analisado o contetdo de
flavonoides em raizes, folhas e sementes de cultivares de soja e identificados

alguns destes compostos®*°,

4.1.2 - ldentificacéo de flavonois

Em relacdo aos compostos do tipo flavonol, para todas as cultivares
e para a soja selvagem foram detectados conjugados contendo 0s respectivos
sinais das agliconas do kaempferol e quercetina, assim como também alguns

conjugados de suas respectivas formas O-metiladas (metilkaempferol e
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isoramnetina respectivamente). Estes compostos mostraram-se presentes nas
formas mono, di e triglicosideos.

Na FIGURA A.10 sdo mostrados os EIC para os conjugados de
kaempferol nos extratos de folhas das variedades estudadas. Os EIC para os
derivados de kaempferol (m/z 287.0550) mostraram um total de 17 flavonoides
dentre as cinco variedades, classificados em seis triglicosideos denotados como
K-hex-hex-hex (t; 3.90 min), K-hex-hex-ram-1 (t; 4.51 min), K-hex-hex-ram-2 (t;
4.75 min), K-hex-hex-ram-3 (t; 4.90 min), K-hex-ram-ram-1 (t. 5.34 min) e K-
hex-ram-ram-2 (t; 5.48 min); seis diglicosideos denotados como K-hex-hex-1 (t
5.34 min), K-hex-hex-2 (t; 5.46 min), K-hex-ram-1 (t, 6.00 min), K-hex-ram-2 (t
6.20 min), K-hex-ram-3 (t; 6.60 min) e K-hex-ram-4 (t, 7.03 min); dois glicosideos
denotados como K-hex-1(t; 7.00 min) e K-hex-2 (t; 7.33 min). Percebeu-se em
algumas variedades que os compostos K-hex-hex-1, K-hex-hex-2 e K-hex-1
foram detectados no mesmo tempo de retencéo de K-hex-ram-ram-1, K-hex-ram-
ram-2 e K-hex-ram-4 segundo cada caso, indicando uma co-eluicdo como
mostrado na FIGURA A.10 (a-e).

Os espectros de massas para os triglicosideos do tipo K-hex-hex-hex,
K-hex-hex-ram, K-hex-ram-ram, os diglicosideos da classe K-hex-hex, K-hex-
ram e os glicosideos K-hex mostraram os ions adutos de sodio [M+Na]* (m/z
795.1955, m/z 779.2007, m/z 763.2057, m/z 633.1429, m/z 617.1482 e m/z
471.0900 na devida ordem), os adutos de potassio [M+K]" e o fragmento da
respectiva aglicona (kaempferol m/z 287.0550). Por outro lado, K-hex-hex-ram-1
foi 0 Unico composto deste tipo que mostrou o ion [M+H]* com m/z 757.2174. Na
FIGURA 4.3 sdo apresentados 0s espectros de massas para alguns exemplos
representativos de cada tipo de flavonoide identificado nas cinco plantas
estudadas junto com sua possivel estrutura (de carater ilustrativo). Desta maneira,
foram observados 0s ions que mostraram a correspondente perda de agucares, por
exemplo para os triglicosideos e diglicosideos foram identificados os ions

fragmentos [M+H-ram]*, o qual representam uma porcdo de uma ramnose,
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enquanto gque para K-hex-hex-1 foi observado o fragmento [M+H-hex]* devido a
perda de uma hexose, adicionalmente K-hex-hex-ram-1, e os isdbmeros K-hex-
ram-ram-1 e K-hex-ram-ram-2 mostraram as perdas de [M+H-hex—ram]* e
[M+H-ram-ram]* respectivamente. Em referéncia ao kaempferol hexose (K-hex-
2), observou-se o respectivo ion com m/z 287.0551 que representa a aglicona
kaempferol e a perda de 184.03 que corresponde a [M+H-hex]" (FIGURA 4.3 (a-
c) e FIGURA A.11 (a-h)).

FIGURA 4.3 — Espectros de massas para 0s conjugados de kaempferol a)
Kaempferol-hex-hex-ram-2, b) Kaempferol-hex-ram-3 e ¢) Kaempferol-hex-2
detectados nos gendtipos P1, P2, P3, P4 e P5.
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Além disso, foram identificados alguns flavonois O-metilados de
kaempferol (metilkaempferol hexose (Mk-hex) e dois isbmeros de
metilkaempferol hexose malonilado (Mk-mal-hex-1 e Mk-mal-hex-2) nos tempos
de retencdo 7.60, 8.17 e 8.52 min, respectivamente), com exce¢do do gendtipo P1,
como mostrado na FIGURA A.12 (a-e)). Assim, os dados dos espectros de massa
de estes flavondis mostraram os ions aduto de sddio para Mk-hex (m/z 485.1045)
(FIGURA A.13 (a)) e os isdmeros Mk-mal-hex-1 e Mk-mal-hex-2 (m/z 571.1059)
(FIGURA A.13 (b)), como também foram observados os ions fragmentos [M+H-
hex]* e [M+H-malonil-hex]® para cada caso particular mostrando a
correspondente aglicona com m/z 301.0707, adicionalmente Mk-mal-hex-1 exibiu
0 ion [M+H]* (m/z 301.0707).

Para os conjugados da quercetina (m/z 303.0499), os EIC mostraram
um total de 22 flavonoides dentre todas as variedades (a excecdo da cultivar
susceptivel P1) classificados em trés triglicosideos Q-hex-hex-ram-1(t; 3.93 min),
Q-hex-hex-ram-2 (t; 4.03 min) e Q-hex-ram-ram (t; 4.50 min); seis diglicosideos
denotados como Q-hex-hex-1, Q-hex-hex-2, Q-hex-ram-1, Q-hex-ram-2, Q-hex-
ram-3 e Q-hex-ram-4 (tempos de retencdo 4.43, 4.54, 5.16, 5.30, 5.80 e 5.94 min
na devida ordem); e dois glicosideos denotados como Q-hex-1 (t; 6.13 min) e Q-
hex-2 (t; 6.30 min) (FIGURA A.14 (a-e)).

Os espectros de massas para os triglicosideos do tipo Q-hex-hex-ram,
Q-hex-ram-ram, os diglicosideos da classe Q-hex-hex, Q-hex-ram e o0s
glicosideos Q-hex mostraram os ions adutos de sodio [M+Na]* (m/z 795.1958, m/z
779.2007, m/z 649.1374, m/z 633.1429 e m/z 487.0849 respectivamente), em
alguns casos os adutos de potassio [M+K]* e o fragmento caracteristico da
aglicona quercetina (m/z 303.0500). Diante disso, foram observados os ions que
mostraram a correspondente perda de agucares, como os fragmentos [M+H-
ram]*, [M+H-hex]*, [M+H-hex—ram]*, [M+H-ram-ram]* ¢ [M+H-hex—hex]"
(FIGURA 4.4 (a-c) e FIGURA A.15 (a-b)).
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FIGURA 4.4 - Espectros de massas para os conjugados de quercetina a)
Quercetina-hex-hex-ram-2, b) Quercetina-hex-ram-3 e c¢) Quercetina-hex-2,

detectados nos gendtipos P1, P2, P3, P4 e P5.
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Finalmente, a anélise dos EIC dos genotipos P1, P2, P3, P4 e P5

permitiu a identificacdo de alguns flavonois O-metilados da quercetina

(isoramnetina m/z 317.0656): quatro triglicosideos denotados como I-hex-hex-

ram (tr 4.95 min), I-hex-ram-ram-1 (tr 5.54 min), I-hex-ram-ram-2 (tr 5.68 min)

e I-hex-ram-ram-3 (tr 5.97 min); cinco diglicosideos nomeados como I-hex-hex

(tr 5.54 min, indicando co-eluigdo com I-hex-ram-ram-1 em algumas plantas), I-
hex-ram-1 (tr 6.32 min), I-hex-ram-2 (tr 6.60 min), I-hex-ram-3 (tr 7.02 min) e |-

hex-ram-4 (tr 7.18 min) e os glicosideos I-hex-1 e I-hex-2 nos tempos de retencao
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7.31 e 7.47 min respectivamente, como pode ser visto na FIGURA A.16 (a-e). Os
dados dos espectros de massa correspondentes a estes flavonois mostraram os ions
aduto de sddio para os isdmeros do tipo I-hex-hex-ram (m/z 809.2117), I-hex-ram-
ram (m/z 793.2167), I-hex-ram (m/z 647.1583) e I-hex (m/z 501.1005) (veja a
FIGURA 4.5 (a-c) e FIGURA A.15 (c)). Por outro lado, foram também
observados os ions fragmentos [M+H-ram]+, [M+H-hex]", [M+H-hex—ram]",
[M+H-ram—ram]" ¢ [M+H-hex—ram]*, como mostrado na FIGURA 4.5 (a-c) e
FIGURA A.15 (c).

FIGURA 4.5 - Espectros de massas para os conjugados de isoramnetina a)
Isoramnetina-hex-ram-ram-2, b) Isoramnetina-hex-ram-3 e c¢) Isoramnetina-hex-
2, detectados nos gendtipos P1, P2, P3, P4 e P5.
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Deste modo, foi verificado que a maioria dos flavonoides
caracterizados apresentaram maior intensidade do ion aduto de sédio [M+Na]*em
relacdoao ions [M+H]*. Também foi observada uma excelente concordancia entre
os dados teoricos e experimentais, uma vez que foram obtidos erros abaixo de 5
ppm, mostrando a alta precisdo de massa para as identificagdes dos compostos.

Embora, ndo seja possivel afirmar as posi¢oes dos substituintes e a
diferenciacdo dos isdbmeros atraves dos espectros de massas, as sugestdes das
estruturas foram feitas por meio da analise dos padrbes de fragmentacdo obtidos
(onde so foi possivel diferenciar o numero de glicoconjugados e distinguir entre

ramnose e hexose) e considerando 0s compostos ja reportados na

4.1.3 — Composicao de flavonoides nos gendtipos estudados e

diferencas gerais

Na TABELA 4.2 e TABELA 4.3 s&o resumidos os flavonoides
detectados nas folhas das quatro cultivares estudadas (susceptiveis ressaltadas de
laranja e resistentes de cor azul) e da soja selvagem (cor verde). Os dados
mostrados incluem: i) os compostos identificados, representados com cédigos de
letras para cada classe de substancia que possuem a mesma aglicona seguido do
tipo de conjugado, ii) os tempos de retencao, iii) a formula molecular e os valores
m/z de [M+Na]" iv) tedricos e v) experimentais, vi) o erro em ppm, vii) lista de
possiveis compostos e referéncias sobre estes. Os flavonoides estdo classificados
segundo o tipo de aglicona e apresentados em ordem crescente de tempo de
retencdo. As massas tedricas ou exatas usadas para calcular o erro de massa (em
ppm) foram obtidas fazendo uso do software de tratamento de dados Mass Hunter
Qualitative® (Agilent). De maneira similar, no apéndice deste documento sédo
mostrados os flavonoides identificados para cada cultivar e soja selvagem de
forma independente (TABELAS A.1 - A.9).
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Nos perfis quimicos de isoflavonas (TABELA 4.2), destacam-se 0s
conjugados glicosilados como D-hex, G-hex, Gl-hex e malonil glicosilados como
D-mal-hex, F-mal-hex e A-mal-hex. Estes resultados estdo de acordo com o0s
observados em varios trabalhos nos quais foram estudados os perfis quimicos das

sementes, brotos e folhas de soja® 97101,



TABELA 4.2 — Isoflavonas detectadas por LC-MS nas cultivares P1, P2, P3, P4 e soja selvagem P5.
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Gendtipos
Abreviacio tr Formula  [M+Na]* [M+Na]" Erro Susceptiveis Resistentes Selvagem Possiveis compostos
(min) Molecular Teobrico Experimental  (ppm)
P1 P4 P2 P3 P5
BRS257 IACPL-1 PI1229358 IAC100 PI1407270
D-hex 4.34 C21H2009 439.1000 439.1004 -0.911 X X X X X Daidzina®3-97:101
D-mal-hex 6.84  CuH201, 525.1003 525.1004 -0.190 X X X X X Malonil daidzina®®:9496.97.101
D 8.70 C15H1004 277.0471 277.0461 3.610 X Daidzeina®%
F-hex-1 816  CxpHzOs  453.1156 453.1156 0.000 X X X X X _
Ononina®989°
F-hex-2 8.54 C22H2209 453.1156 453.1158 -0.441 X X X X
F-mal-hex 9.16  CaxH2012  539.1160 539.1158 0.371 X X X X X Malonil ononina®%°
G-hex 6.22  C1H20010 455.0949 455.0952 -0.659 X X X X X Genistina® 97101
G-Feruloil-hex 744  CsppH01,  609.1967* 609.1971% -0.657 X Feruloil genistina

G-mal-hex-1 7.69  CaH2013 541.0953 541.0949 0.739 X X X
G-mal-hex-2 8.00 CxuH20:3  541.0953 541.0955 -0.370 X X X X X Malonil genistina®949.97
G-mal-hex-3 8.44  CxH2013 541.0953 541.0960 -1.294 X

Gl-hex 472  CypH»On  469.1105 469.1102 0.640 X X X X X Glicitina®-%
Gl-mal-hex-1 7.00 CxsH24013  555.1109 555.1108 0.180 X Malonil glicitina%94.%

A-hex-1 8.27  Ca3H2019 483.1262 483.1261 0.207 X X X X ]

Afrormosina-hexose®%

A-hex-2 8.67 CxpHauO1n  483.1262 483.1260 0.414 X X X X X
A-mal-hex-1 9.04  CyH2013 569.1266 569.1270 -0.703 X X
A-mal-hex-2 9.16  CxH2013  569.1266 569.1268 -0.351 X X X X Malonil afrormosina-hexose®
A-mal-hex-3 9.57  Co6H26013 569.1266 569.1253 2.284 X X

1 valor correspondente ao ion [M+H]*
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TABELA 4.3 — Flavonois detectados por LC-MS nas variedades P1, P2, P3, P4 e soja selvagem P5. Continua
Genotipos
Abreviago tr Formula  [M+Na] [M+Na] Erro Susceptiveis Resistentes Selvagem Possiveis compostos
(min)  Molecular  Teérico  Experimental (ppm)
P1 P4 P2 P3 P5
BRS257 IACPL-1 PI1229358 IAC100 P1407270
K-hex-hex-hex 3.90  CssHs021  795.1954 795.1955 -0.126 X Kaempferol-hexose-hexose-hexose®
K-hex-hex-ram-1 451  CasHi02  779.2005 779.2010 -0.642 X
K-hex-hex-ram-2 475  CaxHiOz 779.2005  779.2012  -0.898 X < X X r';mgﬁgﬂ;‘;eXOSE'hexose'
K-hex-hex-ram-3 ~ 4.90  CasHi02  779.2005 779.2011 -0.770 X X
K-hex-ram-ram-1 5.34 C33H40019 763.2056 763.2055 0.131 X X X Kaempfer0|_hexose_ramnose_
K-hex-ram-ram-2 548  CaHwOio 763.2056  763.2064  -1.048 = X X ramnose!°41%2
K-hex-hex-1 534 CyHpO1s 633.1426  633.1423  0.474 X X X X
Kaempferol-hexose-hexose02103
K-hex-hex-2 5.46 C27H30015 633.1426 633.1425 0.158 X X
K-hex-ram-1 6.00 Co7rH30015  617.1477 617.1477 0.000 X
K-hex-ram-2 6.20 Co7rH30015  617.1477 617.1478 -0.162 X
Kaempferol-hexose-ramnosg?410%:103
K-hex-ram-3 6.60  CyH30015  617.1477 617.1477 0.000 X X X X
K-hex-ram-4 7.03  CyH3015  617.1477 617.1479 -0.324 X X X X
K-hex-1 700 CuHnOu 471.0898  471.0900  -0.425 X X X X
Kaempferol-hexose®
K-hex-2 7.33 CoH20011  471.0898 471.0895 0.637 X X X X X
Mk-hex 7.60  CHz011  485.1054 485.1053 0.206 X X X X Metilkaempferol-hexose
Mk-mal-hex-1 817  CosH24014  571.1058 571.1058 0.000 X X X . .
Malonil metilkaempferol-hexose
Mk-mal-hex-2 852  CxH»4014 571.1058 571.1046 2.101 X
Q-hex-hex-ram-2  4.03  CaHaOx 7951954 7951960  -0.755 X X ramnose**-1%%

Quercetina-hexose-ramnose-

Q-hex-ram-ram 450  CsHaOzn 779.2005  779.2002  0.385 x X X ramrogeloLios
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TABELA 4.3 — Flavonois detectados por LC-MS nas cultivares P1, P2, P3, P4 e soja selvagem P5. Concluséo
Gendtipos
Abreviagéo tr FormUIa [MTNa] [M+Na] Erro Susceptfveis Resistentes Selvagem Possiveis Compostos
(min) Molecular  Tebrico Experimental (ppm)
P1 P4 P2 P3 P5
BRS257 IACPL-1 PI229358 IAC100 PI1407270
Q-hex-hex-1 443  CyH30017  649.1375 649.1377 -0.308 X X X X ]
Quercetina-hexose-hexose!®
Q-hex-hex-2 454  CyH3z017  649.1375 649.1375 0.000 X X X
Q-hex-ram-1 5.16 Co7H30016  633.1426 633.1422 0.632 X
Q—hex—ram-2 5.30 C,7H30015 633.1426 633.1425 0.158 X Quercetina-hexose-
Q-hex-ram-3 580 CyHsxO1 633.1426  633.1421  0.790 X X x  famnoseStSoionios
Q-hex-ram-4 5.94 C27H30016 633.1426 633.1420 0.948 X X X
-hex-1 6.13 C21H200 487.0847 487.0848 -0.205
? A A X X Quercetina-hexosg® 9101
Q-hex-2 6.30  CauHx0:2 487.0847 487.0848 -0.205 X X X X
Isorhamnetina-hexose-hexose-
I-hex-hex-ram 495  CaxH4021  809.2111 809.2114 -0.371 X X ramnosel®3
I-hex-ram-ram-1 5.54 C3aH42020  793.2162 793.2154 1.009 X
Isorhamnetina-hexose-
I-hex-ram-ram-2 5.68 C3aH42020  793.2162 793.2164 -0.252 X X FaMNoSe-ramnoselo®
I-hex-ram-ram-3 597  CaHa0x  793.2162 793.2162 0.000 X X
Isorhamnetina-hexose-
I-hex-hex 5.54 CosH32017 663.1532 663.1535 -0.452 X X hexosel®
I-hex-ram-1 6.32 CasH32016  647.1583 647.1585 -0.309 X X
|-hex-ram-3 702 CuHyOis 647.1583  647.1584  -0.155 X X % ramnose'®
I-hex-ram-4 7.18 CosH32016  647.1583 647.1578 0.773 X X X
I-hex-1 731 CpH»01 5011003  501.1001  0.399 X X X
Isorhamnetina-hexose'%?
I-hex-2 7.47 Cx»H»01,  501.1003 501.1003 0.000 X X X
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Desta maneira, pode-se dizer que os perfis qualitativos de isoflavonas
dentre as cinco plantas sdo semelhantes. No entanto, é interessante mencionar
algumas diferencas, por exemplo, 0s conjugados de genisteina G-feruloil-hex e
G-mal-hex-3 foram encontrados somente em P1, da mesma forma para D e GlI-
mal-hex-1, os quais sdo metabolitos restritos a P2. As diferengas também foram
percebidas para os isébmeros A-mal-hex-1 e A-mal-hex-3 sendo observados
apenas na planta resistente P2 e na selvagem P5.

Mesmo com as diferengas entre os perfis de isoflavonas, ndo foi
possivel observar algum padrao aparente em relacdo as cultivares susceptiveis (P1
e P4) elou resistentes (P2 e P3) e soja selvagem (P5). Contudo, algumas das
isoflavonas identificadas neste trabalho tém sido descritas como defesas da soja
contra alguns herbivoros, como foi reportado no trabalho de PIUBELLI et al.®,
no qual foi observado que extratos dos gendtipos Pl 274454, Pl 227687 e 1AC-
100 causaram maior mortalidade nas larvas de Anticarsia gemmatalis devido as
altas concentragOes de genistina (G-hex). Similarmente, DE BORTOLI et al.1*
observaram que genotipos de soja ‘Embrapa 4’ tiveram aumento nos niveis de
algumas isoflavonas, do tipo genisteina e afrormosina, nos extratos de folhas com
injaria deste mesmo inseto.

Em relacdo aos flavondis encontrados nas folhas dos diversos
gendtipos estudados (TABELA 4.3), foi observada uma maior diversidade nos
triglicosideos de kaempferol, diglicosideos de kaempferol, quercetina e
isoramnetina. Em contrapartida, uma menor variabilidade foi notada para os
triglicosideos de quercetina, glicosideos de kaempferol, quercetina e isoramnetina
e nos compostos do tipo metil kaempferol.

Em relacdo aos compostos do tipo kaempferol, os perfis quimicos se
mostraram diferentes dentre as plantas. No entanto, as variedades P3 e P5
apresentaram semelhancas, diferindo apenas pela presencga dos compostos K-hex-
hex-ram-3 e K-hex-ram-ram-1 em cada caso. Por outro lado, as cultivares

susceptiveis P1 e P4 mostraram perfis muito diferentes devido os isdbmeros K-
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hex-hex-hex e K-hex-hex-ram-1, K-hex-ram-1 e K-hex-ram-2 estarem presentes
apenas na cultivar P4, além disso, a cultivar P1 parece ter uma menor quantidade
de flavondis no seu perfil quimico, onde foi identificado um total de 6 compostos
do tipo kaempferol. Cabe destacar que nesta planta ndo foram detectados
flavonoides de quercetina nem isoramnetina. Por sua vez, a cultivar P2 apresentou
maior nimero de triglicosideos de kaempferol em contraste com P3, P4 e P5. Por
fim, as cultivares resistentes P2 e P3 foram as Unicas que apresentaram o isdbmero
K-hex-hex-ram-3 no seu perfil.

No que se refere aos compostos do tipo quercetina, os perfis quimicos
mostraram diferencas significativas entre as plantas estudadas. A soja selvagem
(P5) e os genotipos resistentes (P2 e P3) mostraram os isdmeros Q-hex-hex-ram-
1, Q-hex-ram-3, Q-hex-ram-4, I-hex-ram-3 e I-hex-ram-4 a diferenca das
cultivares susceptiveis P1 e P4 que ndo apresentaram esses COMpPOStos.
Simultaneamente, as cultivares P2 e P3 exibiram também os compostos Q-hex-
hex-ram-2 e I-hex-hex-ram nos seus perfis.

E interessante destacar que estes resultados concordam em parte com
alguns trabalhos reportados na literatura. ROMANI et al.®® investigaram o
contetdo de flavondis em distintas partes da soja e encontraram alto teor de
derivados de kaempferol e quercetina nas folhas, e menor quantidade em sementes
e caule. Da mesma forma, outros autores observaram que 0s niveis constitutivos
de alguns conjugados das classes quercetina, kaempferol e isoramnetina sao 0s
mais abundantes nas folhas de alguns genotipos de soja e podem proporcionar
resisténcia a herbivorial*'%t, como foi observado no trabalho de O’NEILL et al .,
0s quais mostraram que os diglicosideos de kaempferol e triglicosideos de
kaempferol e quercetina estdo relacionados com a defesa da soja contra o ataque
do besouro Popillia japonica. Similarmente, DILLON et al.1%, estudaram o efeito
da radiacdo solar UV-B sobre a inducdo de compostos fendlicos em folhas de soja
danificadas por Anticarsia gemmatalis e observaram que a resisténcia das plantas

mediada pela radiacédo solar UV-B contra este inseto foi devido a alteragfes no
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conteudo de dois isémeros triglicosideos de quercetina (Q-hex-hex-ram) e um
triglicosideo de kaempferol (K-hex-hex-ram). Desta maneira, podemos sugerir
que muitos dos flavonoides detectados nas distintas variedades de soja estudadas
neste trabalho podem ser importantes fatores que conferem resisténcia a diversos
tipos de estresses.

Em sintese, as principais diferencas qualitativas entre as cultivares
resistentes e soja selvagem com respeito as cultivares susceptiveis foram devido
a presenca das isoflavonas A-mal-hex-1 e A-mal-hex-3; e dos flavondis K-hex-
hex-ram-3, Q-hex-hex-ram-1, Q-hex-hex-ram-2, Q-hex-ram-3, Q-hex-ram-4, I-
hex-hex-ram, I-hex-ram-ram-2, I-hex-ram-ram-3, 1-hex-ram-3 e I-hex-ram-4 no
seus perfis. Embora, varios autores relacionem alguns destes compostos com a
resisténcia da soja a herbivoros, é importante estudar a toxicidade destes
metabolitos secundarios contra algumas pragas. Também poderia se avaliar a
variacdo na producado e nos niveis de flavonoides dependendo do tipo de inducao
(seja dano mecanico ou diferentes herbivoros), ja que se pressupde que a
herbivoria seja uma forca seletiva primaria para producdo de metabdlitos
secundarios®; e estes estresses podem provocar respostas diferentes na soja,
como alteracbes na composicdo e concentracdo de flavonoides nos seus

tecidos® 88,

4.2 — Quantificacao relativa de flavonoides

Com base no observado a partir da analise do perfil quimico
qualitativo dos genotipos estudados, os sinais [M+Na]" foram selecionados como
fons quantitativos para a determinagdo das abundéncias relativas dos diferentes
flavonoides identificados nos trés tecidos de cada planta. Deste modo, as areas
utilizadas para obter as abundancias relativas dos flavonoides em cada amostra
foram obtidas a partir do EIC, procurando inicialmente o ion [M+Na]*
correspondente para cada composto e posteriormente normalizando-as pela massa

(g) de folhas e volume de solvente (mL) usados durante o processo de extragéo.
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Adicionalmente, foram obtidas as abundéncias relativas totais para cada tipo de
flavonoide por meio da somatoria das areas normalizadas dos conjugados
correspondentes a cada aglicona detectada anteriormente. Por exemplo, no caso
da daidzeina foram identificados dois tipos de conjugados (D-hex e D-mal-hex),
portanto sdo mostradas as somatorias das areas destes compostos para esta classe
de isoflavona. Isto foi feito primeiramente para comparar as abundancias de cada
tipo de composto nos trés tecidos de cada variedade individualmente (dados
mostrados nas FIGURAS A.17 — A.25) e posteriormente foi feita a mesma

comparacao dentre todos 0s genotipos.

4.2.1 — Abundancia relativa de flavonoides

Em relacdo aos resultados das abundéncias relativas totais de
isoflavonas para as cultivares estudadas, observou-se na maioria das plantas que
tanto os conjugados de daidzeina, formononetina, gliciteina e afrormosina
apresentaram maior proporcao nas folhas U (folhas velhas) em contraste com os
folhas T1 e T2 (folhas intermedidrias e jovens, respectivamente). Por sua vez, 0s
conjugados de genisteina e quercetina ndo mostraram diferencas significativas
dentre as folhas. Entretanto, as cultivares P2 e P4 apresentaram maiores
abundancias relativas dos conjugados dos flavondis kaempferol e isoramnetina
em T2 em relagdo com U e T1 (FIGURAS A.17 — A.25).

Por ultimo, a soja selvagem ndo mostrou diferenca significativa entre
as folhas para as isoflavonas, com excecdo dos conjugados de afrormosina, onde
foi observado que estes compostos possuiam maior propor¢do em U em contraste
com T2 (FIGURA A.24). Para o caso dos conjugados dos flavondis kaempferol,
quercetina e isoramnetina foi observado que T2 possuia maior abundancia relativa

destes compostos quando comparado com U (FIGURA A.25).
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Em resumo, estes resultados sugerem de maneira geral que 0s
conjugados de isoflavonas podem ser encontrados em maior abundéancia relativa
nas folhas velhas (U), enquanto que os conjugados de flavonois podem estar
presentes em maior proporc¢do nas folhas mais jovens (T1 e preferivelmente T2).

Alguns trabalhos tém reportado que os flavondis podem ter
diferentes papeis funcionais relacionadas com a fotoprotecao. Entre as principais
funcbes que tém sido conferidas encontram-se a alta eficacia na inibigéo e reducao
da geracdo de espécies reativas de oxigénio, sdo considerados moduladores do
transporte de auxinas (por meio do bloqueio do horménio) e, portanto, tém um
grande potencial para regular o desenvolvimento de 6rgaos individuais e da planta
inteira, sendo considerados como moléculas de sinalizacdo. Os flavonoides
podem se acumular nas folhas da planta como resposta ao estresse luminoso,
atuando como filtros e evitando assim a morte celular programada, como € o0 caso
dos compostos do tipo kaempferol e derivados de quercetina, sendo este altimo
mais eficaz como antioxidante em contraste com flavondis mono-hidroxilados!®-
108 " A partir destas informagGes poderia se considerar a possibilidade de que os
flavonois identificados nos tecidos das variedades de soja aqui estudadas nao séo
somente produzidos como defesas constitutivas relacionadas a herbivoria, mas
também com o intuito de proteger a planta do estresse abidtico ocasionado pela

radiacdo UV ou simplesmente como reguladores do desenvolvimento da planta.

4.3 — Estudo comparativo das abundéancias relativas de flavonoides
Nas FIGURAS 4.6 — 4.9 sdo mostradas as abundancias relativas

(somatoria das areas para os conjugados de cada classe de flavonoide) dos
flavonoides detectados nas folhas U (velha, ), T1 (intermédias, l) e T2 (jovens,
) para 0s genotipos estudados. As comparagdes sdo feitas dentre 0s mesmos
tecidos e entre as distintas variedades. As letras no eixo x se referem aos distintos

tecidos estudados: U, T1 e T2. As diferencas significativas entre cada tecido se
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indicam com letras, caracteres e nimeros diferentes dependendo do tecido e séo
derivadas do teste de Tukey com 95% de confiabilidade (P < 0.05).

Em referéncia aos resultados das abundancias relativas dos
conjugados de daidzeina, observa-se que quando analisada a folha mais velha (U)
a cultivar susceptivel P1 se mostra diferente das plantas P2 (resistente) e P5
(selvagem). Por outro lado, a soja selvagem apresentou maior abundancia relativa
de daidzeina na folha jovem (T2) em contraste com as outras cultivares estudadas
(FIGURA 4.6).

FIGURA 4.6 — Abundancias relativas (Area.gt.mL?) das somatorias dos
conjugados de daidzeina e formononetina nas folhas dos genotipos P1, P2, P3, P4
e P5 no estagio de desenvolvimento V3.
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Por sua vez, a cultivares P2, P4 e soja selvagem (P5) apresentaram
maior propor¢ao dos conjugados do tipo formononetina comparados com P1 e P3
no tecido U; para a folha T1, P1 mostrou menor abundéncia com respeito a P2 e

P5 e no caso das folhas mais jovens (T2) tambem se evidenciou menor proporgéo
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deste tipo de isoflavonas, sendo que a soja selvagem teve o0s niveis mais altos
(FIGURA 4.6).

Adicionalmente, a soja selvagem também evidenciou maior
abundancia relativa de conjugados de genisteina nos trés tecidos estudados, em
contraste com as cultivares P1, P2, P3 e P4. Para os conjugados de gliciteina, ndo
foram observadas diferencas significativas dentre as cinco plantas e a folha velha.
A planta susceptivel P1 foi a Gnica que ndo apresentou este tipo de conjugados no
tecido Tle T2, enquanto que a soja selvagem mostrou maior abundéncia destes

compostos na folha jovem (T2) em contraste com as outras plantas (FIGURA 4.7).

FIGURA 4.7 — Abundancias relativas (Area.gt.mL?) das somatorias dos
conjugados de genisteina e gliciteina nas folhas dos genétipos P1, P2, P3, P4 e P5
no estagio de desenvolvimento V3.
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No caso dos conjugados de afrormosina, foi observado que a soja
selvagem apresentou maior abundéncia destes compostos nas folhas velhas com
respeito as cultivares P1, P3 e P4, enquanto a variedade resistente P2 mostrou

niveis similares neste tecido em relacdo a P5. Para o tecido T1 a soja selvagem
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novamente mostrou maiores propor¢des em relacdo as cultivares suscetiveis P1 e
P4 e nas folhas jovens (T2) também apresentou abundancias relativas maiores em
contraste com as cultivares (FIGURA 4.8).

FIGURA 4.8 — Abundancias relativas (Area.gt.mL?) das somatorias dos
conjugados de afrormosina e kaempferol nas folhas das cultivares P1, P2, P3, P4
e soja selvagem P5 no estagio de desenvolvimento V3.
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No que se refere aos flavonois, foi observado que a soja selvagem
(P5) apresentou maior abundancia de conjugados de kaempferol nas suas folhas
velhas em contraste com as cultivares resistentes P2 e P3. Conforme pode ser
observado na FIGURA 4.8, as variedades susceptiveis P1 e P4, tiveram maiores
niveis destes compostos em contraste com P2. No caso das folhas jovens, a soja
selvagem mostrou abundéancias relativas maiores em contraste com todas as outras

cultivares estudadas.
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Para os conjugados de quercetina também foi observado que a soja
selvagem possuia maiores proporgdes destes compostos nas suas folhas U e T2
em contraste com as variedades susceptiveis P1, P4 e a planta resistente P2, sendo
que a cultivar P1 ndo apresentou niveis destes compostos em seus tecidos. Além
disso, para os conjugados do tipo isoramnetina foi observado que a cultivar
resistente P3 apresentou maior abundéncia destes compostos nas suas folhas
velhas em contraste com 0s outros gendtipos. Ainda mais, a soja selvagem
mostrou maior proporc¢do destes conjugados com respeito a P2. No caso da folha
jovem (T2), foi observado que novamente a soja selvagem apresentou maior
abundancia relativa destes compostos comparada com as variedades estudadas
(FIGURA 4.9).

FIGURA 4.9 — Abundancias relativas (Area.gt.mL?) das somatérias dos
conjugados de quercetina e isoramnetina nas folhas dos gendétipos P1, P2, P3, P4
e P5 no estagio de desenvolvimento V3.
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As informacg0es obtidas neste trabalho mostram que embora os perfis
das plantas (domesticadas e selvagem) sejam similares, elas apresentaram
algumas diferencas tanto na composicao (majoritariamente no perfil de flavondis)
quanto nos niveis de flavonoides constitutivos que poderiam distinguir as
variedades resistentes (P2 e P3) e a soja selvagem (P5) das susceptiveis (P1 e P4).
Isto também foi relatado no trabalho de PERLATTI et al.34, onde foi encontrada
diversidade em termos de composicdo e discrepancias nas concentracdes de
alguns flavonoides entre diferentes variedades de soja. E importante mencionar
que a composicdo de flavonoides, além de depender de fatores ambientais,
também esta relacionada com fatores genéticos 878, e portanto as variagdes na
composicao e nos niveis de estes compostos nas plantas estudadas pode estar
associada com o genotipo.

O fato de que a soja selvagem evidenciou em sua maioria propor¢oes
maiores de isoflavonas e flavonois nas suas folhas em contraste com as cultivares
domesticadas esta de acordo com alguns trabalhos reportados na literatura, onde
tem sido evidenciado que a soja selvagem geralmente mostra quantidades maiores
de flavonoides e fenilpropanoides, os quais Ihe conferem tolerancia ao estresse
biodtico e abidtico e apresenta niveis menores de aminoacidos, polissacarideos e
4cidos graxos comparados com as variedades cultivadas®*“°. E possivel que os
altos niveis de flavonoides na soja selvagem tenham sido desenvolvidos como um
mecanismo de adaptacdo ao estresse bidtico e abiotico ocasionado pelas
condicdes adversas durante seu crescimento para reduzir os danos associados!®,
em contraste com as variedades domesticadas que geralmente apresentam
condicdes otimizadas de cultivo. Além disso, existe a hipdtese de que a producao
de metabdlitos secundarios tem custos para a planta, ja que esta precisaria utilizar
precursores do metabolismo primario para conduzir sua biossintese (alem da
disponibilidade de nutrientes adequadas no solo, o que poderia ser dificil para a

soja selvagem) e logo definir se concentra esses recursos valiosos no seu
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crescimento e desenvolvimento ou na sua defesal®11% O anterior poderia ser uns
dos fatores que expliguem os niveis menores de flavonoides, o alto teor de
proteinas, lipidios, carboidratos e maior tamanho nas folhas e sementes
observados nas plantas cultivadas em contraste com seu progenitor selvagem.
Outras caracteristicas que distinguem a soja selvagem das variedades cultivadas
e que poderia explicar sua tolerancia ao estrese biotico podem estar relacionadas
com alguns tracos morfoldgicos, por exemplo, a soja selvagem apresenta mais
ramificacdes, e esta caracteristica possivelmente seja uma estratégia importante
para tolerar a herbivoria, dando-lhe maiores oportunidades de compensar os danos

causados por esses tipos de estresses.
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5 - CONCLUSOES

A partir dos extratos de diferentes folhas de quatro cultivares de soja
domesticada e uma variedade de soja selvagem foram identificados 57
flavonoides, os quais foram classificados em 18 isoflavonas, incluindo alguns
conjugados de daidzeina, formononetina, genisteina, gliciteina e afrormosina e 39
flavonois, dentre os conjugados de kaempferol, metilkaempferol, quercetina e
isoramnetina. Os perfis quimicos qualitativos de cada genétipo mostraram
variabilidade na composicéo de flavonoides, as principais diferencas qualitativas
entre as cultivares resistentes e soja selvagem com respeito as cultivares
susceptiveis foram devido a presenca das isoflavonas A-mal-hex-1 e A-mal-hex-
3; e dos flavonois K-hex-hex-ram-3, Q-hex-hex-ram-1, Q-hex-hex-ram-2, Q-hex-
ram-3, Q-hex-ram-4, I-hex-hex-ram, I-hex-ram-ram-2, I-hex-ram-ram-3, I-hex-
ram-3 e I-hex-ram-4 nos seus perfis; ndo foi observado quercetina e seus
conjugados na cultivar P1. Por outro lado, foi observado que os conjugados de
isoflavonas podem ser encontrados em maior abundéncia relativa nas folhas
velhas (U), enquanto os conjugados de flavonois podem estar presentes em maior
propor¢do nas folhas mais jovens (T1 e preferivelmente T2). A soja selvagem
evidenciou em grande parte maiores abundancias relativas das isoflavonas e
flavonois nas suas folhas jovens em comparagéo com as cultivares domesticadas.

Em sintese, este trabalho mostrou que a maioria das isoflavonas sdo
alocadas nas folhas velhas, enquanto que os flavonois se acumulam
principalmente nas folhas jovens. Além disso, foi evidenciado que a soja
selvagem apresenta niveis mais altos de flavonoides em contraste com as
variedades cultivadas. Isto sugere que folhas de diferentes idades possuem
diferencas em sua composicao e que as abundancias desses compostos diferem de
acordo com o gendtipo, sendo que o0s niveis mais baixos nas variedades cultivadas

podem ser uma consequéncia de sua domesticacdo, uma vez que estas plantas



53

podem estar concentrando Seus recursos energéticos em seu crescimento,
desenvolvimento e em menor medida na sua defesa.

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram determinar algumas
diferencas no perfil quimico enrte as distintas cultivares de soja (susceptiveis e
resistentes a herbivoros), assim como também na soja selvagem. Estas distin¢des
estdo relacionadas tanto a composicdo quimica quanto a proporcdo dos
flavonoides. Isto aponta que a resistencia que apresentam algumas variedades de
soja pode ser devido aos maiores niveis de flavonoides presentes nos seus tecidos,
e sugere também que o processo de domesticacdo provocou uma reducdo dos
teores destes compostos nas folhas, o que pode ser um fator que provoca maior
susceptibilidade a herviboria nas plantas cultivadas. Por conseguinte, fica
evidenciada a importéncia do uso da soja selvagem como uma fonte proveitosa
no estudo de atributos de defesa e, desta maneira, melhorar as caracteristicas
agrondmicas e defensivas da soja cultivada.

Por fim, conhecer o perfil de flavonoides entre os distintos genotipos
permitira entender o papel que tém estes compostos nos mecanismos de interacéo
inseto-planta. Isto facilitara uma caracterizagdo mais abrangente e confiavel da
resisténcia da soja contra varios estresses e, deste modo, contribuir na criacdo de
variedades resistentes e novos alvos para 0 manejo de pragas agricolas,
contribuindo para o desenvolvimento sustentdvel da agricultura e protecdo

ambiental.
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7 -APENDICE

FIGURA A.1 - Cromatogramas de EIC para conjugados de daidzeina nos extratos
de folhas dos genotipos a) P1, b) P2, ¢) P3, d) P4 e e) P5.
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FIGURA A.2 — Espectros de massas para 0s conjugados de daidzeina a)
Daidzeina-mal-hex e b) Daidzeina detectados nos genotipos P1, P2, P3, P4 e P5.
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FIGURA A.3 — Cromatogramas de EIC para conjugados de formononetina nos
extratos de folhas dos genétipos a) P1, b) P2, ¢) P3, d) P4 e e) P5.
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FIGURA A.4 — Espectros de massas para 0os conjugados de formononetina a)
Formononetina-hex- 1 e b) Formononetina-mal-hex detectados nos genotipos P1,
P2, P3, P4 e P5.
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FIGURA A5 — Cromatogramas de EIC para conjugados de genisteina nos
extratos de folhas dos genétipos a) P1, b) P2, ¢) P3, d) P4 e e) P5.
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FIGURA A.6 — Espectros de massas para 0s conjugados de genisteina a)
Genisteina-feruloil-hex e b) Genisteina-mal-hex-2 detectados nos genétipos P1,
P2, P3, P4 e P5.
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FIGURA A-7 — Cromatogramas de EIC para conjugados de gliciteina nos
extratos de folhas dos genétipos a) P1, b) P2, ¢) P3, d) P4 e e) P5.
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FIGURA A.8 — Espectros de massas para a) Gliciteina-mal-hex, b) Afrormosina-
hex-2 e ¢) Afrormosina-mal-hex-2 detectados nos gendtipos P1, P2, P3, P4 e P5.
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FIGURA A.9 — Cromatogramas de EIC para conjugados de afrormosina nos
extratos de folhas dos genétipos a) P1, b) P2, ¢) P3, d) P4 e e) P5.
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FIGURA A.10 — Cromatogramas de EIC para conjugados de kaempferol nos
extratos de folhas dos gendtipos a) P1, b) P2, ¢) P3, d) P4 e e) P5.
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FIGURA A.11 — Espectros de massas para os conjugados de kaempferol a)
Kaempferol-hex-ram-ram-1 e b) Kaempferol-hex-hex-1 detectados nos genotipos
P1, P2, P3, P4 e P5.
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FIGURA A.12 — Cromatogramas de EIC para conjugados de metilkaempferol nos
extratos de folhas dos gendtipos a) P1, b) P2, c) P3, d) P4 e e) P5.
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FIGURA A.13 — Espectros de massas para 0os conjugados de metilkaempferol a)
Metilkaempferol-hex e b) Metilkaempferol-mal-hex-1 detectados nos genotipos
P1, P2, P3, P4 e P5.
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FIGURA A.14 — Cromatogramas de EIC para conjugados de quercetina nos
extratos de folhas dos gendtipos a) P1, b) P2, c) P3, d) P4 e e) P5.
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FIGURA A.15 — Espectros de massas para 0os conjugados de quercetina e
isoramnetina a) Quercetina-hex-ram-ram b) Quercetina-hex-hex-1 e ¢)
Isoramnetina-hex-hex-ram detectados nos genotipos P1, P2, P3, P4 e P5.
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FIGURA A.16 — Cromatogramas de EIC para conjugados de isoramnetina nos
extratos de folhas dos genétipos a) P1, b) P2, ¢) P3, d) P4 e e) P5.
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TABELA A.1 - Flavonoides detectados por LC-MS na cultivar BRS 257 (P1).

Abreviacéo

D-hex
D-mal-hex
F-hex-1
F-hex-2
F-mal-hex
G-hex
G-feruloil- hex
G-mal-hex-1
G-mal-hex-2
G-mal-hex-3
Gl-hex
A-hex-1
A-hex-2
A-mal-hex-2
K-hex-hex-ram-2
K-hex-ram-ram-1
K-hex-ram-ram-2
K-hex-ram-3
K-hex-ram-4

K-hex-2

tr (min)

4.34
6.84
8.16
8.54
9.16
6.22
7.44
7.69
8.00
8.4
4.72
8.27
8.67
9.15
475
5.34
5.48
6.60
7.03
7.33

Férmula
Molecular

C21H2009
C24H22012
C22H2209
C22H2209
C25H24012
C21H20010
Ca2H32012
C24H22013
C24H22013
C24H2:013
C22H2:010
C23H24010
C23H24010
C26H26013
Cs3H10020
C33H10019
C33H40019
Ca7H30015
Ca7H30015
C21H20011

[M+Na]*
Tedrico

439.1000
525.1003
453.1156
453.1156
539.1160
455.0949
609.1967
541.0953
541.0953
541.0953
469.1105
483.1262
483.1262
569.1266
779.2005
763.2056
763.2056
617.1477
617.1477
471.0898

[M+Na]*
Experimental

439.1000
525.1002
453.1143
453.1152
539.1163
455.0953
609.1971
541.0949
541.0954
541.0960
469.1099
483.1264
483.1273
569.1265
779.2008
763.2071
763.2064
617.1487
617.1487
471.0903

Erro
(ppm)

0.000
0.190
2.869
0.883
-0.556
-0.879
-0.657
0.739
-0.185
-1.294
1.279
-0.414
-2.277
0.176
-0.385
-1.965
-1.048
-1.620
-1.620
-1.061

Fragmentos (m/z)

255.0652
255.0653
269.0807
269.0806
269.0808
271.0605
271.0604 ; 433.1130
271.0600
271.0604 ; 433.1166
271.0607
285.0753
299.0918
299.0917
299.0915
287.0550 ; 449.1079
287.0556 ; 449.1084 ; 595.1666
287.0555 ; 449.1072
287.0555 ; 449.1086 ; 566.4277
287.0557 ; 449.1084
287.0549
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Possiveis compostos

Daidzina

Malonil daidzina
Ononina

Malonil ononina
Genistina

Feruloil genistina

Malonil genistina

Glicitina
Afrormosina-hexose

Malonil afrormosina-hexose

Kaempferol-hexose-hexose-ramnose

Kaempferol-hexose-ramnose-ramnose

Kaempferol-hexose-ramnose

Kaempferol-hexose



TABELA A.2 — Isoflavonas detectadas por LC-MS na cultivar Pl 229358 (P2).
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Abreviacéo tr (min) I\;glren;::ll:r ['|I\'1 g,r\:?(]; Ex[pl\:;rl:lg]n:al (EF::T?) Fragmentos (m/z) Possiveis compostos
D-hex 4.34 Ca1H2009 439.1000 439.1004 -0.911 255.0657 Daidzina
D-mal-hex 6.84 C24H2012 525.1003 525.1004 -0.190 255.0651 Malonil daidzina
D 8.70 C15H1004 277.0471 277.0461 3.610 255.0655 Daidzeina
F-hex-1 8.16 Ca2H2209 453.1156 453.1156 0.000 269.0811 )
F-hex-2 8.54 C22H209 453.1156 453.1151 1.103 269.0807 ononina
F-mal-hex 9.16 C2sH24012 539.1160 539.1158 0.371 269.0810 Malonil ononina
G-hex 6.22 C21H20010 455.0949 455.0952 -0.659 271.0605 Genistina
G-mal-hex-2 8.00 C24H2013 541.0953 541.0955 -0.370 271.0601 Malonil genistina
Gl-hex 472 C22H2010 469.1105 469.1102 0.640 285.0761 Glicitina
Gl-mal-hex 7.00 Ca5H24013 555.1109 555.1108 0.180 285.0759 Malonil glicitina
A-hex-1 8.27 C23H24010 483.1262 483.1261 0.207 299.0913
Afrormosina-hexose
A-hex-2 8.67 C23H24010 483.1262 483.1260 0.414 299.0915
A-mal-hex-1 9.04 Ca6H26013 569.1266 569.1270 -0.703 299.0919
A-mal-hex-2 9.16 Ca6H26013 569.1266 569.1268 -0.351 299.0919 Malonil afrormosina-hexose
A-mal-hex-3 9.57 C26H26013 569.1266 569.1250 2.811 299.0924




TABELA A.3 - Flavonois detectados por LC-MS na cultivar Pl 229358 (P2).
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I : Formula [M+Na]+ [M+Na]+ Erro oo
Abreviagéo tr (min) Molecular Tedrico Experimental (bpm) Fragmentos (m/z) Possiveis compostos
K-hex-hex-ram-2 4.75 Ca3H40020 779.2005 779.2012 -0.898 287.0554 ; 449.1083 ; 611.1602 Kaempferol-hexose-hexose-ramnose
K-hex-hex-ram-3 4.90 C33H40020 779.2005 779.2011 -0.770 287.0552 ; 449.1080 ; 595.1656 P
K-hex-ram-ram-1 5.34 C33H40019 763.2056 763.2055 0.131 287.0549 ; 449.1075 ; 595.1659
Kaempferol-hexose-ramnose-ramnose
K-hex-ram-ram-2 5.48 Ca3H40019 763.2056 763.2044 1.572 287.0547 ; 449.1071
K-hex-hex-1 5.34 C27H30016 633.1426 633.1423 0.474 287.0549 ; 449.1075
Kaempferol-hexose-hexose
K-hex-hex-2 5.46 C27H30016 633.1426 633.1425 0.158 287.0549 ; 449.1071
K-hex-ram-3 6.60 C27H30015 617.1477 617.1477 0.000 287.0550 ; 449.1063
Kaempferol-hexose-ramnose
K-hex-ram-4 7.03 C27H30015 617.1477 617.1479 -0.324 287.0551 ; 449.1072
K-hex-1 7.00 C21H20011 471.0898 471.0900 -0.425 287.0547
Kaempferol-hexose
K-hex-2 7.33 C21H20011 471.0898 471.0895 0.637 287.0547
Mk-hex 7.60 Ca2H2,011 485.1054 485.1048 1.237 301.0707 Metilkaempferol-hexose
Q-hex-hex-ram-1 3.93 Ca3H40021 795.1954 795.1955 -0.126 303.0499 ; 465.1009 ; 627.1532 )
Quercetina-hexose-hexose-ramnose
Q-hex-hex-ram-2 4.03 C33H40021 795.1954 795.1960 -0.755 303.0502 ; 465.1029 ; 611.1620
Q-hex-ram-ram 4.60 Cs3H40020 779.2005 779.2015 -1.283 303.0500 ; 465.1047; 611,1598 Quercetina hexose-ramnose-ramnose
Q-hex-hex-1 4.43 C27H30017 649.1375 649.1377 -0.308 303.0490 Quercetina-hexose-hexose
Q-hex-hex-2 4.54 C27H30017 649.1375 649.1375 0.000 303.0490
Q-hex-ram-3 5.80 C27H30016 633.1426 633.1421 0.790 303.0499 Quercetina-hexose-ramnose
Q-hex-ram-4 5.94 C27H30016 633.1426 633.1420 0.948 303.0498 ; 465.1007
Q-hex-2 6.30 C21H20012 487.0847 487.0857 -2.053 303.0493 Quercetina-hexose
I-hex-hex-ram 4.95 Ca4H12021 809.2111 809.2114 -0.371 317.0658 ; 479.1187 ; 641.1688 Isorhamnetina-hexose-hexose-ramnose
I-hex-ram-ram-1 5.54 C34H42020 793.2162 793.2154 1.009 317.0657 ; 479.1179 ; 663.1530
I-hex-ram-ram-2 5.68 C34H42020 793.2162 793.2164 -0.252 317.0656 ; 479.1184 ; 625.1765 Isorhamnetina-hexose-ramnose-ramnose
I-hex-ram-ram-3 5.97 C34H42020 793.2162 793.2162 0.000 317.0650
I-hex-hex 5.52 CasH32,017 663.1532 663.1523 1.357 317.0651 ; 479.1174 Isorhamnetina-hexose-hexose
I-hex-ram-3 7.02 Ca2sH32016 647.1583 647.1584 -0.155 317.0656 ; 479.1179 .
Isorhamnetina-hexose-ramnose
I-hex-ram-4 7.18 C2sH32016 647.1583 647.1578 0.773 317.0653 ; 479.1165




TABELA A.4 — Isoflavonas detectadas por LC-MS na cultivar IAC 100 (P3).
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— . Formula [M+Na]+ [M+Na]+ .
Abreviagéo tr (min) Molecular Tedrico Experimental Erro (ppm) Fragmentos (m/z) Possiveis compostos
D-hex 4.34 C21H2009 439.1000 439.1003 -0.683 255.065 Daidzina
D-mal-hex 6.84 C24H22012 525.1003 525.0994 1.714 255.0647 Malonil daidzina
F-hex-1 8.16 C22H2200 453.1156 453.1145 2.428 269.0807
Ononina
F-hex-2 8.54 C22H2200 453.1156 453.1163 -1.545 269.0806
F-mal-hex 9.16 Co5H24012 539.1160 539.1144 2.968 269.0811 Malonil ononina
G-hex 6.22 Ca21H20010 455.0949 455.0952 -0.659 271.0605 Genistina
G-mal-hex-1 7.69 C24H22013 541.0953 541.0959 -1.109 271.0595
Malonil genistina
G-mal-hex-2 8.00 C24H22013 541.0953 541.0958 -0.924 271.0605 ; 433.1123
Gl-hex 4.72 C22H22010 469.1105 469.1096 1.919 285.0755 Glicitina
GI-mal-hex 7.00 Co5H24013 555.1109 555.1093 2.882 285.0754 Malonil glicitina
A-hex-1 8.27 Ca23H24010 483.1262 483.1264 -0.414 299.0915
Afrormosina-hexose
A-hex-2 8.67 Ca23H24010 483.1262 483.1259 0.621 299.0915
A-mal-hex-2 9.16 Co6H26013 569.1266 569.1263 0.527 299.0913 Malonil afrormosina-hexose




TABELA A.5 - Flavondis detectados por LC-MS na cultivar IAC 100 (P3).
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- . Formula [M+Na]+ [M+Na]+ Erro -
Abreviacéo tr (min) Molecular Tedrico Experimental (ppm) Fragmentos (m/z) Possiveis compostos
K-hex-hex-ram-2 4.76 Ca3H40020 779.2005 779.1990 1.925 287.0547
Kaempferol-hexose-hexose-ramnose
K-hex-hex-ram-3 4.90 C33H40020 779.2005 779.2006 -0.128 287.0545 ; 449.1085
K-hex-hex-1 5.34 Ca7H30016 633.1426 633.1416 1.579 287.0552 Kaempferol-hexose-hexose
K-hex-ram-3 6.59 C27H30015 617.1477 617.1480 -0.486 287.0552 ; 449.1069
Kaempferol-hexose-ramnose
K-hex-ram-4 7.03 C27H30015 617.1477 617.1474 0.486 287.0550 ; 449.1070
K-hex-1 7.00 C21H20011 471.0898 471.0904 -1.274 287.0554
Kaempferol-hexose
K-hex-2 7.33 C21H20011 471.0898 471.0899 -0.212 287.0550
Mk-hex 7.60 C22H22011 485.1054 485.1053 0.206 301.0708 Metilkaempferol-hexose
Q-hex-hex-ram-1 3.93 Ca3H40021 795.1954 795.1945 1.132 303.0501 ; 465.1009 .
Quercetina-hexose-hexose-ramnose
Q-hex-hex-ram-2 4.03 Cs3H10021 795.1954 795.1935 2.389 303.0501
Q-hex-hex-1 4.44 C27H30017 649.1375 649.1374 0.154 303.0500 )
Quercetina-hexose-hexose
Q-hex-hex-2 4,54 C27H30017 649.1375 649.1381 -0.924 303.0498
Q-hex-ram-3 5.80 C27H30016 633.1426 633.1429 -0.474 303.0502 ; 465.1025 .
Quercetina-hexose-ramnose
Q-hex-ram-4 5.94 C27H30016 633.1426 633.1431 -0.790 303.0499 ; 465.1020
Q-hex-1 6.13 C21H20012 487.0847 487.0847 0.000 303.0501 .
Quercetina-hexose
Q-hex-2 6.30 C21H20012 487.0847 487.0854 -1.437 303.0499
I-hex-hex-ram 4.95 CasH12021 809.2111 809.2103 0.989 317.0651 ; 663.1896 Isorhamnetina-hexose-hexose-ramnose
I-hex-ram-3 7.02 C2sH32016 647.1583 647.1579 0.618 317.0655 ; 479.1189 )
Isorhamnetina-hexose-ramnose
I-hex-ram-4 7.18 C28H32016 647.1583 647.1589 -0.927 317.0659 ; 479.1174
I-hex-1 7.30 C22H22012 501.1003 501.0999 0.798 317.0654 )
Isorhamnetina-hexose
I-hex-2 7.46 C22H22012 501.1003 501.1003 0.000 317.0654
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TABELA A.6 — Isoflavonas detectadas por LC-MS na cultivar IACPL - 1 (P4).

Abreviacéo tr (min) I\I;glreTLtjjllzr [1'\'1 glr\:it]; Ex[p'\::iri:ﬁ]n:al (E;:g) Fragmentos (m/z) Possiveis compostos
D-hex 4.34 C21H2009 439.1000 439.1000 0.000 255.0653 Daidzina
D-mal-hex 6.84 C24H2012 525.1003 525.1006 -0.571 255.0645 Malonil daidzina
F-hex-1 8.16 C22H2209 453.1156 453.1159 -0.662 269.0809 )
F-hex-2 8.54 C22H2209 453.1156 453.1158 -0.441 269.0814 ononina
F-mal-hex 9.16 CasH24012 539.1160 539.1172 -2.226 269.0804 Malonil ononina
G-hex 6.22 C21H20010 455.0949 455.0946 0.659 271.0602 Genistina
G-mal-hex-2 8.00 C24H22013 541.0953 541.0937 2.957 271.0599 Malonil genistina
Gl-hex 4,72 C22H22010 469.1105 469.1104 0.213 285.0752 Glicitina

A-hex-2 8.67 Ca23H24010 483.1262 483.1265 -0.621 299.0908 Afrormosina-hexose



TABELA A.7 — Flavonois detectados por LC-MS na cultivar IACPL - 1 (P4).

Abreviacéo

K-hex-hex-hex
K-hex-hex-ram-1
K-hex-hex-1
K-hex-hex-2
K-hex-ram-1
K-hex-ram-2
K-hex-1
K-hex-2
Mk-hex
Mk-mal-hex-1
Q-hex-ram-ram
Q-hex-hex-1
Q-hex-hex-2
Q-hex-ram-1
Q-hex-ram-2
Q-hex-1
Q-hex-2
I-hex-hex
I-hex-ram-1
I-hex-ram-2
I-hex-1
I-hex-2

tr (min)

3.90
451
5.36
5.48
6.00
6.20
7.02
7.35
7.61
8.17
450
4.44
4.55
5.16
5.30
6.13
6.30
5.54
6.30
6.60
7.31
7.47

Férmula
Molecular

Cs3Ha002
Cs3H40020
C27H30016
C27H30016
C27H30015
C27H30015
C21H20011
C21H20011
C22H22011
C25H24014
Cs3H10020
C27H30017
C27H30017
C27H30016
C27H30016
C21H20012
C21H20012
C2sH32017
Ca2sH32016
Ca2sH32016
C22H22012
C22H2:012

[M+Na]+
Tedrico
795.1954
779.2005
633.1426
633.1426
617.1477
617.1477
471.0898
471.0898
485.1054
571.1058
779.2005
649.1375
649.1375
633.1426
633.1426
487.0847
487.0847
663.1532
647.1583
647.1583
501.1003
501.1003

[M+Na]+
Experimental

795.1955
779.2010
633.1429
633.1426
617.1477
617.1478
471.0899
471.0901
485.1049
571.1058
779.2002
649.1373
649.1374
633.1422
633.1425
487.0848
487.0848
663.1535
647.1591
647.1593
501.1001
501.1003

Erro
(ppm)
-0.126

-0.642
-0.474
0.000
0.000
-0.162
-0.212
-0.637
1.031
0.000
0.385
0.308
0.154
0.632
0.158
-0.205
-0.205
-0.452
-1.236
-1.545
0.399
0.000

Fragmentos (m/z)

287,0551 ; 449,1067 ; 611,1606

287.0549
287.0552 ; 449.1073
287.0551 ; 449.1070
287.0549 ; 449.1987
287.0550 ; 455.0946

287.0551

287.0551

301.0706

301.0708
303,0500 ; 465,1050
303.0499 ; 465.1027
303.0501 ; 465.1021
303.0496 ; 465.1039

303.0497

303.0501

303.05
317.0657 ; 479.1182
317.0660 ; 479.1189
317.0648 ; 463.1220

317.0652

317.0652
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Possiveis compostos

Kaempferol-hexose-hexose-hexose
Kaempferol-hexose-hexose-ramnose

Kaempferol-hexose-hexose

Kaempferol-hexose-ramnose

Kaempferol-hexose

Metilkaempferol-hexose
Malonil metilkaempferol-hexose

Quercetina-hexose-ramnose-ramnose

Quercetina-hexose-hexose

Quercetina-hexose-ramnose

Quercetina-hexose
Isorhamnetina-hexose-hexose

Isorhamnetina-hexose-ramnose

Isorhamnetina-hexose



82

TABELA A.8 — Isoflavonas detectadas por LC-MS na soja selvagem P1 407270 (P5).

— . Formula [M+Na]+ [M+Na]+ oo
Abreviagéo tr (min) Molecular Tedrico Experimental Erro (ppm) Fragmentos (m/z) Possiveis compostos
D-hex 4.34 C21H2000 439.1000 439.1004 -0.911 255.0653 Daidzina
D-mal-hex 6.84 C24H2:012 525.1003 525.1002 0.190 255.0652 Malonil daidzina
F-hex-1 8.16 C22H2204 453.1156 453.1156 0.000 269.0809 Ononina
F-mal-hex 9.16 Co5H24012 539.1160 539.1168 -1.484 269.0811 Malonil ononina
G-hex 6.22 C21H20010 455.0949 455.0949 0.000 271.0603 Genistina
G-mal-hex-1 7.71 C24H22013 541.0953 541.0941 2.218 271.0605
Malonil genistina
G-mal-hex-2 8.00 C24H22013 541.0953 541.0951 0.370 271.0604
Gl-hex 472 C22H22010 469.1105 469.1106 -0.213 285.0754 Glicitina
A-hex-1 8.27 Ca23H24010 483.1262 483.1263 -0.207 299.092
Afrormosina-hexose
A-hex-2 8.67 Ca23H24010 483.1262 483.1256 1.242 299.0915
A-mal-hex-1 9.04 Ca6H26013 569.1266 569.1270 -0.703 299.092
A-mal-hex-2 9.16 Ca6H26013 569.1266 569.1266 0.000 299.0916 Malonil afrormosina-hexose

A-mal-hex-3 9.57 C26H26013 569.1266 569.1253 2.284 299.092




TABELA A.9 — Flavonois detectados por LC-MS na soja selvagem P1 407270 (P5).

83

— . Férmula [M+Na]+ [M+Na]+ Erro oo
Abreviagéo tr (min) Molecular Tedrico Experimental  (ppm) Fragmentos (m/z) Possiveis compostos
K-hex-hex-ram-2 4.79 Ca3Ha0020 779.2005 779.2001 0.513 287.0547 Kaempferol-hexose-hexose-ramnose
K-hex-ram-ram-1 5.37 Ca3Ha0O019 763.2056 763.2056 0.000 287.0550 ; 449.1076 Kaempferol-hexose-ramnose-ramnose
K-hex-hex-1 5.40 C27H30016 633.1426 633.1431 -0.790 287,0556 ; 449,1084 Kaempferol-hexose-hexose
K-hex-ram-3 6.60 C27H30015 617.1477 617.1483 -0.972 287.0554 ; 449.1085
Kaempferol-hexose-ramnose
K-hex-ram-4 7.03 C27H30015 617.1477 617.1473 0.648 287.0546 ; 449.1079
K-hex-1 7.04 C21H20011 471.0898 471.0900 -0.425 287.055
Kaempferol-hexose
K-hex-2 7.36 C21H20011 471.0898 471.0900 -0.425 287.0554
Mk-hex 6.60 C22H22011 485.1054 485.1058 -0.825 301.0703 Metilkaempferol-hexose
Mk-mal-hex-1 8.17 C25H24014 571.1058 571.1057 0.175 301.0708 ; 463.1224 Malonil metilkasmoferol-hexose
Mk-mal-hex-2 8.52 C25H24014 571.1058 571.1046 2.101 301.0709 P
Q-hex-hex-ram-1 3.96 Cs3H40021 795.1954 795.1958 -0.503 303.0497 Quercetina-hexose-hexose-ramnose
Q-hex-ram-ram 4.63 Cs3H40020 779.2005 779.2012 -0.898 303.0502 ; 465.1030 ; 611.2512 Quercetina-hexose-ramnose-ramnose
Q-hex-hex-1 4.44 C27H30017 649.1375 649.1352 3.543 303.0494 Quercetina-hexose-hexose
Q-hex-ram-3 5.84 C27H30016 633.1426 633.1425 0.158 303.0500 ; 465.1007 Quercetina-hexose-ramnose
Q-hex-ram-4 5.96 C27H30016 633.1426 633.1430 -0.632 303.0500 ; 465.1022
Q-hex-1 6.13 C21H20012 487.0847 487.0842 1.027 303.0494 .
Quercetina-hexose
Q-hex-2 6.30 C21H20012 487.0847 487.0835 2.464 303.0499
I-hex-ram-ram-2 5.70 C34H42020 793.2162 793.2167 -0.630 317.0658 ; 479.1191 ; 625.1767 sorhamnetina-hexose-ramnose-ramnose
I-hex-ram-ram-3 5.97 C34H42020 793.2162 793.2152 1.261 317,0651 ; 479.1189
I-hex-ram-1 6.32 C2sH32016 647.1583 647.1585 -0.309 3,170,655
I-hex-ram-3 7.04 CasH32016 647.1583 647.1583 0.000 317.0657 ; 479.1173 Isorhamnetina-hexose-ramnose
I-hex-ram-4 7.20 Ca2sH32016 647.1583 647.1578 0.773 317.0657 ; 479.1177
I-hex-1 7.32 C22H2:012 501.1003 501.1003 0.000 317.0661 .
Isorhamnetina-hexose
I-hex-2 7.48 C22H2:012 501.1003 501.0998 0.998 317.065
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FIGURA A.17 — Abundancias relativas de flavonoides (Area. g™*. mL™) nas folhas
da cultivar BRS 257 (P1) no estagio de desenvolvimento V3. As abundancias
relativas foram calculadas como a somatdria dos conjugados identificados para
cada tipo de flavonoide. As letras no eixo x se referem &s distintos tecidos
estudados: U, folha velha; T1, folha intermedia; T2, folha jovem. As diferencias
significativas entre cada tecido se indicam com letras diferentes e s&o derivadas
do teste de Tukey com 95% de confiabilidade (P < 0.05).
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FIGURA A.18 — Abundancias relativas de isoflavonas (Area. g*. mL™) nas folhas
da cultivar P1229358 (P2) no estagio de desenvolvimento V3. As abundancias
relativas foram calculadas como a somatdria dos conjugados identificados para
cada tipo de flavonoide. As letras no eixo x se referem &s distintos tecidos
estudados: U, folha velha; T1, folha intermedia; T2, folha jovem. As diferencias
significativas entre cada tecido se indicam com letras diferentes e s&o derivadas
do teste de Tukey com 95% de confiabilidade (P < 0.05).
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FIGURA A.19 — Abundancias relativas de flavonois (Area. g*. mL?) nas folhas
da cultivar P1229358 (P2) no estagio de desenvolvimento V3. As abundancias
relativas foram calculadas como a somatdria dos conjugados identificados para
cada tipo de flavonoide. As letras no eixo x se referem as distintos tecidos
estudados: U, folha velha; T1, folha intermedia; T2, folha jovem. As diferencias
significativas entre cada tecido se indicam com letras diferentes e s&o derivadas
do teste de Tukey com 95% de confiabilidade (P < 0.05).
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FIGURA A.20 — Abundancias relativas de isoflavonas (Area. g*. mL™) nas folhas
da cultivar IAC100 (P3) no estagio de desenvolvimento V3. As abundancias
relativas foram calculadas como a somatdria dos conjugados identificados para
cada tipo de flavonoide. As letras no eixo x se referem as distintos tecidos
estudados: U, folha velha; T1, folha intermedia; T2, folha jovem. As diferencias
significativas entre cada tecido se indicam com letras diferentes e s&o derivadas
do teste de Tukey com 95% de confiabilidade (P < 0.05).
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FIGURA A.21 — Abundancias relativas de flavonois (Area. g*. mL™) nas folhas
da cultivar IAC100 (P3) no estagio de desenvolvimento V3. As abundancias
relativas foram calculadas como a somatdria dos conjugados identificados para
cada tipo de flavonoide. As letras no eixo x se referem &s distintos tecidos
estudados: U, folha velha; T1, folha intermedia; T2, folha jovem. As diferencias
significativas entre cada tecido se indicam com letras diferentes e s&o derivadas
do teste de Tukey com 95% de confiabilidade (P < 0.05).
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FIGURA A.22 — Abundancias relativas de isoflavonas (Area. g™*. mL™) nas folhas
da cultivar IACPL-1 (P4) no estagio de desenvolvimento V3. As abundancias
relativas foram calculadas como a somatdria dos conjugados identificados para
cada tipo de flavonoide. As letras no eixo x se referem &s distintos tecidos
estudados: U, folha velha; T1, folha intermedia; T2, folha jovem. As diferencias
significativas entre cada tecido se indicam com letras diferentes e s&o derivadas
do teste de Tukey com 95% de confiabilidade (P < 0.05).
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FIGURA A.23 — Abundancias relativas de flavonois (Area. g*. mL?) nas folhas
da cultivar IACPL-1 (P4) no estagio de desenvolvimento V3. As abundancias
relativas foram calculadas como a somatéria dos conjugados identificados para
cada tipo de flavonoide. As letras no eixo x se referem &s distintos tecidos
estudados: U, folha velha; T1, folha intermedia; T2, folha jovem. As diferencias
significativas entre cada tecido se indicam com letras diferentes e sdo derivadas
do teste de Tukey com 95% de confiabilidade (P < 0.05).
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FIGURA A.24 — Abundancias relativas de isoflavonas (Area. g*. mL™) nas folhas
de soja selvagem P1407270 (P5) no estagio de desenvolvimento V3. As
abundancias relativas foram calculadas como a somatdria dos conjugados
identificados para cada tipo de flavonoide. As letras no eixo x se referem &s
distintos tecidos estudados: U, folha velha; T1, folha intermedia; T2, folha jovem.
As diferencias significativas entre cada tecido se indicam com letras diferentes e

séo derivadas do teste de Tukey com 95% de confiabilidade (P < 0.05).
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FIGURA A.25 — Abundancias relativas de flavonois (Area. g*. mL?) nas folhas
de soja selvagem P1407270 (P5) no estagio de desenvolvimento V3. As
abundancias relativas foram calculadas como a somatéria dos conjugados
identificados para cada tipo de flavonoide. As letras no eixo x se referem &s
distintos tecidos estudados: U, folha velha; T1, folha intermedia; T2, folha jovem.
As diferencias significativas entre cada tecido se indicam com letras diferentes e
séo derivadas do teste de Tukey com 95% de confiabilidade (P < 0.05).

Conjugados de kaempferol
12000000

10000000 b = KHHR-2
- # KHRR-1
7, 8000000
E = KHH-1
> 6000000 . KHR.3
S 4000000 a # KHR-4
£ )
2000000 - mKH-1
B KH-2
0 |
U T T2
Conjugados de quercetina
5000000 b
4500000 R
4000000 " QHHR-
-+ 3500000 = QHRR
E 3000000 ab = QHH-1
£, 2500000 - OHR:3
§ 2000000 a
< 1500000 = QHR-4
1000000 - =QH-1
500000 5OQH-2
o L I . Q
U T T

Conjugados de isoramnetina

4500000
4000000

b
3500000 ® IHRR-2
™| 3000000 = IHRR-3
=
~ 2500000 ® IHR-3
> 2000000 ab
T2

gl

ea

g = IHR-4
& 1500000
1000000 a

500000 —
0 e
T1

U

IH-1
mIH-2




	CAPA-DISERTACION 1
	CAPA-DISERTACION 2
	DISSERTAÇÃO-Victoria-2021 V5

