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I. INTRODUCHO.

Pachvrhizus tuberosus (Lam.) Spreng., também conhecida como
feijio Macuco ou Jacatupé é uma das cinco espécies do genéro Pa—
chyrhizus da familia Leguminosae. De acordo com os estudos biog-
sistematicos feitos por SORENSEN (1988 e 1990) é caracterizada
como uma das espécies cultivada deste género. Parece ser nativa
da regifio Amazbnica e € largamente cultivada nesta regido. S0-
RENSEN (1980), discute a dificuldade na determinag3o da distri-
buig¢do natural do P. tuberosus, pois é uma espécie cultivada ha
muito tempo, e tem sido introduzida em varias areas.

As plantas de P. tuberosus sfo herbiceas atingindo aproxima—
damente 10m de comprimento, possuem folhas bem desenvolvidas e
inflorescéncias com tamanho de 7 a 29cm de comprimento, e com 7 a
23 flores roxas por eixo floral. Suas vagens chegam até 23cm de
comprimento, com sementes reniformes. Uma das vantagens desta es-—
pécie em relagdo as outras quatro, é que P. tuberosus, em geral,
tolera alto nivel de precipitacio de agua (SORENSEN, 1980). De
acordo com ALVARENGA & VALIO (1989), a floragio e tuberizacdo
nesta espécie sdo controladas provavelmente por outros fatores
ambientais, além dos regimes foto e termoperiédicos. ﬁ possivel

que a resposta, através de mecanismos intrinsecos, ocorra somente



gquando esta espécie alcanga altas latitudes, pela sua dis-—
persio natural.

Atualmente, P. tuberosus ¢ uma das principais espécies uti-
lizada na alimentagdo de habitantes da regifo Amazdnica (NODA et
al., 1984). 5eu potencial nutritivo estd nas raizes tuberosas que
contém cerca de 6.5% a 8.9% de proteinas e 20% de amido (ALVAREN-
GA, 1987). NODA et al. (1984), evidenciaram gue o Jacatupé & uma
espécie bem adaptada a4 condicdes umidas, solos pobres e &acidos,
com um bom rendimento de raizes com cerca de 15 a 20t/ha e média
de 2 a 3kg por planta. Embora as sementes produzidas por esta
planta sejam ricas em probteinas e Iipideos, estas apresentam um
alto nivel de isoflavonéides (rotenona e pachyrhizina), substan—
cias téxicas ao consumo humano (MAGALHAES et al. 1987; MAGALHAES
et al. 1988; ALVARENGA & VALIO, 1989).

Os metabbélitos secundarios foram, durante muito tempo,
considerados produbtos finais de processos metab6licos que eram
acumulados em +vacGolos ou outras partes da planta. Atualmente,
acredita-se que estas substéncias estejam de algum modo, direta-—
mente relacionadas com os processos fisioldgicos dos vegetais,
desempenhando muitas vezes, uma fungdo definida na sobrevivéncia
destes (S5CHOORHOVEN, 1972).

Os flavonéGides, uma das intmeras classes de metob6litos se—
cundarios, apresentam as mais diversas funefes no organismo vege—
tal. Constituem o grupo mais importante de corante em plantas,
sendo responsavels pela maioria das cores apresentadas pelas flo-

res e frutos. Acredita-se que a fungSo principal dos flavontides



& a de atralr insetos e passaros, com a finalidade de polinizagdo
e digspersio de sementes. Estes pigmentos compreendem as antocia-
ninas, chalconas, auronas, certos flavondis e flavonas (HARBORNE,
1867). Alguns flavondSides participam dos processos que atuam no
crescimento vegetal. Em Pisum, por exemplo, o kaempferol € um co-
fator da enzima indolacético—oxidase, inibindo o crescimento, en-
quanto que a quercitina inibe esta enzima, estimulando o cres-
cimento desta espécie (HARBORNE, 1987 e McCLURE, 1875).

Dentre os flavondides, o grupo dog isoflavondides destaca-—
se por poésuir substincias farmacologicamente ativas, como o0
equol presente no trevo Trifolium subterraneum. O egquol € o prin-
cipal produto de metabolizag¢lo da formonocneitina no organismo ani-
mal, interferindo no ciclo estral de ovelhas que se alimentam
desta espécie (WONG, 1975). Cumestrol, considerado um isoflavo—
néide muito ativo, isolado em 1957 de Medicago sativa e de Irifo-
lium repens, possui propriedades estrogénicas (McCLURE, 1975). A
rotenona, presente nas raizes de Derris, possui atividade inseti-
cida e, juntamente com outros rotendides, ictiotéxica (WONG, 1975H
e McCLURE, 19758).

Os rotendides, ao contrario dos flavondides, possuem dis—
tribuig8o restrita a algumas familias como Leguminosae, Rosaceae
e Moraceae (HARBORNE, 1971). Cerca de quinze rotenéides sdo
atualmente conhecidos, como por exemplo rotenona, pachyrhizona,
dolineona, erosona, deguilina, elliptona e outros (WONG, 1975).
Os compostos relacionados ao grupo dos rotendides tem sido bas—

tante estudados. A rotenona foi a primeira substdncia a ser iso-



lada e parece que tem maior distribuigdo nos vegetais superio—
res. ﬁ um inseticida natural encontrado em algumas espécies de
Leguminosae como Derris. Lonchocarpus, Tephrosia e Pachvrhizus
(NORTON, 1943; HANGSBERRY et al. 1947; KRISHNAMURTI et al. 1970;
HARBORNE, 1971; MENECHINI et al. 1982; BUSHWAY, 1984; BUSHWAY et
al. 1985; BIRCH et al. 1985; MAGAIHAES et al. 1987; MAGALHAES
et al. 1888).

As primeiras investiga¢fes sobre a estrutura e componentes
das substdncias conhecidas como rotendéides foram feitas a partir
de 191Z2. Nesta época Nagai isolou e identificou, a partir de Der-
ris chinensis., uma subst8ncia que dénominau de rotenona, e ao re-
dor de 18916, Ishikawa isolou, de Derris elliptica, uma substéncia
que denominou de tuboxina. Posteriormente, Kariyone e Kondo, em
1823, verificaram <9ue rotenona e tuboxina eram idénticas. Em
1829, Takel e Koide propuseram a correta estrutura molecular da
rotenona e em 1932 ficou estabelecida simultaneamente a estrutura
molecular desta substincia em guatro laboratérios independentes
(FUKAMI & NAKAJIMA, 18971).

Este inseticida, rotenona, € bastante usado em jardins, ca-
sas de vegetagdo e principalmente no controle de populagfo de
reixes (BUSWAY et al. 1985). Em Derris, as substincias toéxicas
sdo encontradas principalmente em suas raizes. Entretanto, o em—
prego dessas raizes para a extra¢ido de subsitincias toxicas utili-
zadag na agricultura esta sendo cada vez mais reduzido desde a
descoberta do DDT e outros inaseticidas sintéticos, resultando em

sérios problemas em relag¢8o aos seus residuos, sem contar que um



grande mimaero de insetos tem desenvolvido resisténeia a eles
(FUKAMI & NAKAJIMA, 1971).

Parece que os rotenéides possuem toxicidade inferior nos
mamiferos, sendo a dose letal de 50Z por 3gkg“l nos coelhos,
mas & extremamente potente para os insetos e pelxes com cerca de
1pgkg*1 (FUKAMI et al. 1967). De acordo com os resultados sugeri-
dos por esses autores parece que rotenona possul facil degradagéo
em diferentes espécies, indicando haver um processo metabdblico
seletivo a toxidez. Entretanto, s8o necessidrios estudos biogui-
micos adicionais, para um melhor esclarecimento deste processc
seletivo.

Rotenona tem um vwvalor especial como inseticida no contro-
le de ©pragas que atacam principalmente as folhas das plantas.
Promovem uma ag¢8o inibitéria no sistema de transferéncia de elé-
trons nas mitocObndrias dos animais e vegetais (LINDAHL & OBERG,
1961; OBERG, 1861;: FUEKAMI & NAKAJIMA, 1971; MARX & BRINEKNANN,
1978; JOHNSON-FLANAGAN & SPENCER, 1981; RAVANEL et al. 1884}.
Acredita-se que alguns inibidores, tais como rotenona, inibem a
oxidacdo do NADH endégeno em mitocbndrias de animais. Porém, cau-
sam somente parcial e algumas vezes uma leve inibigdo no sistems
da cadeia respiratoria dos vegetais (IKUMA & BONNER, 1567 e PAL-
MER, 1976). JOHNSON-FLANEGAN & SPENCER (1981}, demonstraram que,
em cotilédones de Pisum sativum, rotenona a ZOpmolesl“l inibiu
totalmente o consumo de oxigénio. Este efeito inibitério foi ob-
servado também em couve-flor e batata doce por WISKISH & DAY

(1982), os quais verificaram que a rotenona inibiu todos os subs-



tratos ligados ao HAD, causando uma redugdoc em cerca de 30% na
taxa de consumo de oxigénio. RAVANEL et al. (1984)., demonstraram
o efeito de varios rotendides em pliéntulas esticoladas de Phaseo—
Jus aureus e tubdrculos de JSeolanum tuberosum. De acordo com os
autores, pode haver uma inibig3o seletiva dos varios rotenbtides
como deguelina, elliptona, rotenona e 1Z-hidroxirotenona, carac-—
terizada no complexo I da cadeia transporadora de elétrons.

0 efeito da rotenona é observado na cadela transportadora
de elétrons (IKUMA & BONNER, 1867; DOUCE et al. 1872; DOUCE,
1985: DOUCE & NEUBURGER, 1889). 0 fluxoc de elétrons fol reduzido
em 29% na presenca de rotenona em mitocﬁndrias de batata (ARRON &
EDWARDS, 1880). Segundo JOHNSON-FL/NEGAN & SPENCER, (1981) e RA-
VANEL et al. (1984), esta substéncia atua em dois sitios, na
NADH-desidrogenase associada a malato—desidrogenase e ma enzima
malica. A inibig¢8o do primeiro sitio pelo actmulo de NADH reduz o
consumoe de oxigénico. Na cadeia transportadora de elétrons, o me—
canismo e o significado fisioldgico das enzimas resistentes a ro-—
tenona <que oxidam o NADH, permanecem ainda incertos { DOUCE,
1985; DOUCE & NEUBURGER, 1989).

Nada se conhece em relagdo ao efeito da pachyrhizina nas
atividades respiratérias. Este 1isoflavondide n8c pertence ao
grupe dos rotendides, mas se apresenta em grande quantidade nas
sementes de Pachvrhizus erosus e Pachyrhizus tuberosus (MEIJER,
1936; NORTON, 1943; HANSBERRY el al. 1947; SCHRCEDER, 1968;
KRISHNAMURTI et al. 1970; BORTOLATO et. al. 1985; MAGALHAES et

al. 18987 e MAGALHAES et al. 1888).



Pachvrhizus erosus € praticamente a Gnica espécle com a
qual se tem trabalhos com os compostos que possuem propriedades
inseticidas e fungicidas (SORENSEN, 1990). KRISHNAMURTI et al.
{1970), wverificaram que a toxicidade das sementes de Pachvrhigzus
erosus €& comparavel aos rotentides extraidos das raizes de Der-
rig. A partir dessas sementes, cultivadas na India, isclaram qua-
tro rotendides (rotenona, dolineona, erosona e pachyrhizona) e
duas furano-3-fenilcumarinas como a pachyrhizina e erosona.

A parte aérea de Pachyrhizus erosus contém de 0.12% a
0.43% de rotenona em relacdo a matéria seca, e as sementes ma-—
duras sdo ricas em proteinas e lipidios, com cerca de 26.2% e
27.2% respectivamente. Entretanto, estas sementes s88» impréprias
ao consumo humano (HANSBERRY et al. 1947). As sementes Iimaturas
cozidas, com aproximadamente duas semanas de idade s8o consumidas
por coelhos e humanos na América Central e Filipinas (SCHROEDER,
1968). A rotenona ndo estéd presente no tubérculo desta espécie,
que contém glicose, frutose e amido, podendo ser consumido cru
ou cozido (ZINSQU, et al. 1887a). Portanto, hda um Iinteresse
econémico em rela¢8o aos tubérculos e sementes imaturas desta
espécie. A parte verde pode ser utilizada como forrageira, melho-
rando as propriedades quimicas e fisicas nos solos tropicalis, via
formacio da matéria orginica. ZINSOU et al. (18987b), observaram
que a aplicag¢do de substancias de crescimento como o acido gibe-
rélico no decorrer do crescimento de P. erosus favoreceu o desen—
volvimento do tubérculo, aumentando o rendimento em ag¢lcares sSo0-—

1Gveis totais. Mas de acordo com estes autores, o8 resultados



mostram também que a composiedo de substéncias do tubérculo varia
em funcdo das condi¢les climaticas e praticas de cultura. Nota-
se, portanto, que P. erosus tem sido utilizada nos trabalhos pa~
ra determinacdo, nido 86 dos compostos quimicos com propriedades
inseticidas, como também na andlise de crescimento dos tubérculos
para melhor aprovelitamento econfmico desta espécie (ZINS0OU et
al. 1887 ab).

SORENSEN (1880), enfatiza a necessidade de maiores estudos
nas oubtras espécies de Pachyrhizus. BORTOLATO et al. (19535), MA-
GALHRES et al. (1987) e MAGALHAES et al. (1988), isclaram e iden-—
tificaram, a partir das sementes de Pachyrhizus tuberosus, vérios
rotendides como rotenona, 12-hidroxidolineona, dolineona, eroso-—
na, uma iscflavonona, neotenona, e duas 3-fenil cumarinas, uma a
pachyrhizina e a outra, 6-(2,4,5—trimetoxifenil)-7TH{3.2g]{1]lben-
zopiran-7-ona, substincia inédita.

Os métodos para dosagens quantitativas dos roten6ides tem
sido baseados na determinag8o colorimétrica aproximada de MEIJER
{(1836) e por cromatbtografia ligquida de fase reversa {BUSHWAY,
1983 ab; ABIDI, 1584; BUSHWAY, 1984 e BUSHWAY et al. 1885). De-
vido &s caracteristicas préprias das moléculas do grupo rotendi-
des, como por exemplo a nfo volatilidade, BUSHWAY (1984) obser—
vou gque o melhor método para andlises quantitativas de rotenona e
seus derivados é por cromatografia liquida de fase reversa. Apds
varios ‘trabalhos em que se desenvolveu um método de andlise para
rotendides, verificou-se que o método mais preciso e mais rapido

na determinac8o quantitativa destas substéncias é o de cromato-



grafia liquida de fase reversa. Este método de andlise tem sido
usado tanto na determinacio do nivel dessas substncias em resi-
duos na agua como também, em tecidos de animals (BUSHWAY, 1985).

A extracBo e quantificag¢8o dos componentes inseticidas (ro-
tenona, pachyrhizina e erosona). podem fornecer informagGes com—
plementares para os estudos biossistemiaticos do genéro Pachyrhi-
zug (S0RENSEN, 1988 e 1890). Com o crescimento atual da demanda
para produtos naturais em todos os campos de consumo de produtos
quimicos ligados a alimentos e saltde, reaparece o mercado para
inseticidas naturais. Seria interessante aproveitar o restabele~
cimento do comércioc dos inseticidas naturais classicos, tais como
rytenona, e desenvolver estudos com plantas que apresentem novos
inseticidas (B. GILBERT, comunica¢do pessoal).

ALVARENGA (1987) e ALVARENGA & VALIO (1989), estudaram os
efeitos térmicos e fotoperiddicos no desenvolvimento do Pachyrhi-
zug tuberogus. O0s autores verificaram que o plantio durante a
primavera proporcionava melhor rendimento das vagens, sementes e
raizes tuberosas. Em rela¢do & floracdo, esta espécie fol mails
precoce em temperaturas mais baixas (20/15 e 25/200C), mas apre—
gentou maior ndmero de inflorecéncias e maior porcentagem de
rlantas floridas a 25 e 30°0C. ¥ uma planta de dias intermedia-
rios, apresentando floracio entre fotoperiodos de 10 e 18 horas,
com uma exigéncia de no minimo 8 ciclos fotoindutivos. Para ini-—
ciaglo das raizes tuberosas, esta espécie é uma planta de dia
curto, com fotoperiodo critico entre 14 e 16 horas. De acordo com

ALVARENGA (1987), as sementes de Pachyvrhizus tuberosus possuem
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maior nivel proteico gquando o plantio & feito na primavera. Acre-—
dita-se que os rotentdides estdo localizados principalmente nas
sementes do gengro Pachyrhizus. Em P. huberosus, as quantidades
malores de rotenona e pachyrhizina est8o nos cotilédones e n#o
nos eixos embrionarios, e esta guantidade diminui durante o de-~
senvolvimento da planta (SCHROEDER, 18968).

Poachvrhizus tuberosgsus, tem um potencial nutricional, em re-—
lac8o a suas raizes tuberosas. Por isso, tem—se incentivado a sua
introdugdo nos héblitos alimentares (NODA et a1. 188B4:; GRUM,
1990). De acordo com ALVARENGA (1987)., suas sementes s80 ricas em
6leo, podendo ser utilizadas no pre?arc de rag¢lo para o gado. En-—
tretanto, com exceclo das sementes, nenhum trabalho foi desenvol-
vido para determinar e verificar a presenga dos componentes inse—
ticidas nos varios org8os desta planta.

O objetivo deste trabalho fol, através de extra¢bes e dosa-
gens, determinar a quantidade de isoflavondides nos varios dSrgéos
de Pachyrhizus tuberosus, principalmente durante a sua fase de
crescimento inicial, bem como o efeito dessas substéncias na
atividade respiratdria, em mitocdndrias isoladas de P. tuberosug,
verificando o seu papel fisioldégico na germinacio das sementes

desta espécie.
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1I. MATERIAL E METODOS.

1. Material bioldgico.

A espécie utilizada para o presente trabalho foi Pachyvrhi-
sus tuberosus (Lam.) Spreng, também conhecida como feijdo Macuco
ou Jacatupé. O material hotinico utilizado para 08 experimentos
foi obtido através de sementes coletadas em junho de 1987, de
plantas cultivadas em canteiro no Departamento de Fisiologia Vg—

getal da Universidade Estadual de Campinas (Figura 2.1).

Z. Méetodos.

2_1. Germinagic de sementes.

Sementes de P. tuberosus foram selecionadas de acordo com
o seu tamanho e esterilizadas com uma solucio de hipoclorito de
s6dio 1% por 5 minutos. Posteriormente, as sementes foram lavadas
em agua destilada e colocadas para serminar em placas de Petri ade
15cm de diémetro com duas folhas de papel de filtro umedecido com
10ml de Agua destilada. Foram colocadas 20 sementes de P. tubero—
sus por placa de Petri e estas mantidas em cimarasg de crescimento

Forma Scientific mod. 24, a 259C. Os experimentos de germinagdo
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foram realizados mantendo-se as placas de Petri sob luz branca ou
escuro continuos. A contagem do nimero de sementes germinadas nas
placas mantidas no escuro, foi sempre feita sob luz verde de se-
guranga. As sementes eram consideradas germinadas logo apOs a

protrusdo da radicula.

2.2. Caracterizacfo do crescimento de P. tuberosus.

Para a verificagfo de como ocorre o desenvolvimento inicial
do eixo embriondrio de P. tuberosus isolado dos cotilédones, foi
determinado seu peso de matéria fresca e seca nos periocdos de 0,
24, 48, 72, 96, 120 horas apés o inicio da embebicgio a 25°C em
luz e escuro continuos.

0 crescimento de folhas primarias desta espécie foi estuda-
do em pléantulas crescidas em vasos, contendo uma mistura de areia
e terra adubada. Os vasos foram mantidos em casa de vegetagdo com
luz e temperatura ambientes. As medidas iniciais foram feitas em
microscoépio estereoscoHpice com amostras de 20 primérdios foliares
de plantulas provenientes de sementes que foram colocadas para
germinar em placas de Petri a 25°C e luz constante. Até o décimo
dia de orescimento, as folhas primarias ainda se encontravam ¢O—
bertas pelos cotilédones e as plantulas foram eliminadas apds as
medidas. A partir do décimo-segundo dia, as medidas foram feitas
sempre nas mesmas plédntulas até o trigéasimo sexto dia apdés o ini-

cio da embebigio das sementes.
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Foi analisado também o crescimento dos frutos em diferen—
tes estadios do desenvolvimento, utilizando-se plantas cultiva-

das em canteiro, com aproximadamente 08 meses de idade.

2.2.1. Peso de matéria fresca.

A andlise do peso de matéria fresca foi feita imediatamen—
te apés a coleta do material vegetal, com auxilio de uma balanga

analitica com sensibilidade de 0. 1lmg.

2.2.2. Peso de matéria seca.

ApGs a determinag@io do peso de matéria fresca, todo o mate—
rial foi mantido a —-12°9C por um periodo minimo de 24 horas e a
seguir, liofilizado durante 16 horas. Apds o tratamento no liofi-
lizador, o material foi imediatamente colocado no dessecador. O
preso de matéria seca foi entfo determinado através de uma balanca

analitica com sensibilidade de O.1lmg.

2.2.3. Medidas de Comprimento.

As medidas de comprimento foram feitas com uma régua trans—
parente graduada em milimetros. Nos eixos embrionarios de P. jA
berosus, os valores foram determinados a partir da extremidade
da radicula até o aApice da folha priméria. Nas folhas primarias,

as medidas foram feitas através do comprimento da nervura princi-
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pal do limbo foliar. Para os frutos foram feitas medidas de com-—

primento do Apice até a base das vagens.

2.3. Efeito de rotenona, pachyrhizina, e do exsudato
das sementes na germinagdo e durante o crescimento

inicial dos eixos embriondrios isolados de P. ftubero-—

8ug.

Foi wverificado o efeito da rotenona (Sigma) e pachyrhizina
(extraida das sementes de P. Luberosus), na germina¢fo de semen-
tes de P. tuberosus colocadas em luz egescuro, e também na fase
iniclal do crescimento dos eixos embrionirios isolados dessas se-
mentes. Foram utilizadas rotenona e pachyrhizina nas concenbtra—
gBes de 10_2M, 1075 e 10~4M. Ap6s 48 horas de embebig¢fio em luz
ou escuro a 259C, 08 eixos embrionarios foram excisados dos coti-
lédones e colocados em placas de Petri de 9cm com 2 folhas de pa-
rel de filtro umedecidas com Agua destilada, com solugdes de ro-
tenona e/ou pachyrhizina e com o exsudato proveniente das semen—
tes em germina¢do. Em alguns experimentos a rotenona foi dissol-
vida em diclorometano e as sementes permaneceram por 15 minutos
nessa goluedo. Foram utilizadas 20 sementes por placa de Petri
com 5 repetigfes, e 10 eixos embrionarios por placa, com 2 repe—
tigles por tratamento. As placas foram colocadas em clmaras de
crescimento Forma Scientific mod. 24, a 259C em luz e escuro

continuos.



2.4. Efeito de rotenona e pachyrhizina na atividade respi-

ratéria de mitocHbndrias isoladas de P. tuberosus.
2.4.1. Tratamento das sementes

As sementes de P. tuberosus foram esterilizadas com solugdo
de hipoclorito de sddio 1% por 15 minutos, lavadas com &gua des—
tilada por varias vezes e colocadas para germinar no escure a
259C. ApdHs 48 horas os tegumentos das sementes foram removidos. O
papel de filtro foi trocado a cada trés dias, sob luz verde de
seguranga, para evitar contaminac8o das sementes em desenvolvi-
mento. Para o isolamento de mitocOndrias foram utilizadiss epicd-

tilos de plantulas de P. tuberosus com 15 dias de idade.
2.4.2. Isolamento de mitocdndriag.

O isclamento de mitocHndrias de P. tuberosus foi feito de
acordo com MARTING & VERCESI (1885). Os tecidos vegetails foram
cortados finamente com uma tesoura e suspensos em meio de extra-
¢80 conbendo solugles de manitol 400mM, 2% de albumina bovina,
HEPES (dcido 4—-{2-hidroxietil)-l-piperazina etano—-sulfénico)
10mM, EGTA (4cido etileno glicol-bis-(3-a-aminoetiléter)-N-N-te-
tra acético) ImM e cisteina 3mM em pH 7.6 (na proporcio de 1lg de
tecido por bBml de meio de extracglo). Esse material foi submetido
a rompimento em homogeneizador Polytron (PT 10/35 numero 5), du-

rante 6 segundos e depois filtrado em 8 camadas de gaze, sendo o
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pH ajustado a 7.2 com solugdo de KOH ZN. Em seguida, a suspensdo
foi centrifugada duas vezes a 1000g durante 10 minutos. O sobre-
nadante foi centrifugado a 10000g por 10 minutos. As mitocdndrias
sedimentadas foram lavadas superficialmente com meio de isolamen-—
to (com solugfes de manitel 300mM, O0.2%¥ de albumina bovina, EGTA
0.1mM e HEPES 10mM em pH 7.2) e ressuspensas cuidadosamente com
auxilio de pincel fino. Todo o processo fol realizado entre 0 e

40C.
2.4.3. Meios de reacgdo.

Os meios de reagdo continham basicamente solugbes de: saca-.-
rose 0.3M, EC1 20mM, HEPES Z2mM, 0.1% de BSA (albumina soro bovi-
no) e fosfato inorginico 1mM em pH 7.2. 0Os experimentos foram
realizados a 25~-28°9C. Todas as adi¢les feitas aos meics de rea-
c80 est8o especificadas nas legendas de cada figura. Essas adi-
¢Oes foram aliquotas de: ADP (adenosina difosfato) 100pM, succi-
nato Z2mM, malato 1M Jjunto com glutamato 20mM, FCCP (ciano carbo-—
nil p-trifluormetoxi—fenilhidrazona) 1pM, rotenona 5pM e pachyr-
hizina 5pM. As dosagens do consumo de oxigénio foram feitas atra-

vés de um eletrodo tipo Clark.
2.4.4. Determinacgdoc de proteina.

As determinagtes de proteina foram feitas pelo método de

ERADFORD (1978). A dosagem fol feita com ZPI das fragedes, adiclio-
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nadas a 2Z.5ml da solugdo de Coomassie brilliant blue. Esta foi
preparada com 100mg de p6 de Coomassie G-250, dissolvidos em 50ml
de etancl 890%, acrescidos de 100ml de dcido ortofosférico 85% e
completada para um litro em &Agua destilada. As leituras foram
feitas em espectrofotémetro, a 595nm, e os resultados foram obti-
dos pela curva padr8o feita com concentra¢fes conhecidas de BSA.
A suspensio mitocondrial utilizada continha 69mg de proteina.

mi—1-

2.5. Extrac8o e dosagem de rétenona e pachyrhizina.

Para a extracdo da rotenona e pachyrhizina em P. tuberosus,
foi utilizado o fracionamento de acordo com a Figura 2.2. Apés a
secagem do material no liofilizador, este foi macerado ou moido
em um moinho de bola. Para a extragfo, normalmente foram utiliza-
dos 50mg ou 200mg de material em 15ml de éter de petrdleo, com
agitac8o continua por 24 horas no escuro a temperatura ambiente.
0 extrato etéreo foi centrifugado duas vezes e o precipitado res-
suspendido em 10ml de clorofdérmio, com agitac¢8o continua por 24
horas no escuro. HEste extrato foi filtrado duas vezes e evaporado
& temperatura ambiente, obtendo-se uma fragfo gque contém rotendi-
des e pachyrhizina. Esta frac3o era utilizada imediatamente para
a dosagem ou armazenada em frasco escuro num periodo maximo de 4

dias a4 4°9C.
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FRACKO DE ROTENOIDES

Figura 2.2. Esquema do processo de fracionamento para obtencio de

substincias do tipo rotendides em P. tuberosus.



20

2.5.1_ Preparaglio de extratos a partir dos eixos em—
brionarios e cotilédones isolados de P. tubero-—

2Ug.

Para a verificagfo da presenga e qguantificag8Bo de rote-
nona e pachyrhizina em P. tuberosus, foram feitas extragfes dos
eixos embrionarios isclados dos cotilédoneé, ap6s 0, 24, 48,
72, 86 e 120 horas do Inicio da embebigd30 em luz e escuro a
250C_ A extracio fol feita também nos eixos embrionirios lsolados
dos cotilédones mantidos em meio de cultura contendo solugdo de
Hoagland diluida cinco vezmes (HOAGLAND e ARNON, 1938} mais 2% de
sacarose ¢ 0.5% de agar, por 0, 24, 48, e T2 horas. Todo material
utilizado para este experimento foi aubtoclavado (1259C, durante
60 minutos aprbximadamente). As sementes foram esterilizadas em
dlcool etilico por 10 minutos e depois colocadas em agua destila-—
da por trinta minutos sendo manuseadas em uma Cdmara de Fluxo
Laminar, em condigbes assépticas. Foram utilizadas duas repeti-
¢Oes com 10 embrides ou 10 cotilédones.

Foi feita também, a extracio de sementes cozidas em panela
de pressfo (ao redor de 97°C por 3 horas) para verificar se a ro-
tenona e pachyrhizina, perdiam sua atividade qQuando submetidas a
altas temperaturas. Tanto as sementes cozidas guanto a agua de

fervura foram analisadas.
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2.5.2. Preparagio de extratos a partir das folhas pri-

mirlias de P. fuberosus.

Foi analisado o contetido de rotenona e pachyrhizina, em
folhas primidrias com 10, 20 e 30 dias de idade. Reallizou-se a ex—

trac8o de acordo com 0 esquema da Figura 2.2.

2.5_3. Preparagio de extratos a partir do exsudato da

seiva do caule e do pedinculo da inflorescéncia

de P. tuberosus.

Realizou-se a coleta do exsudato da seiva do caule e do pe-
dinculo da inflorescéncia de plantas com 180 dias apds a semea—
dura. Os caules das plantas de cada tratamento foram seccionados
com uma laémina logo abaixo do ponto de inser¢8o dos cotilédones,
ou lcm acima da inser¢do do pedianculo. O local cortado foi lava-
do com &gua destilada e seco com papel de filtro. A seguir, 0 ex-
sudato do xilema foi coletado através de tubos capilares com ca-
pacidade de lepl, de acordo com SAWAZAKI (1986), no periodo entre
11:00 e 13:00 horas. O material coletado do caule e do pedinculo
foi transferido para frascos de vidro escuroc e colocados & -12°C
por 24 horas para serem a seguir liofilizados, realizando-se a
extracfo de acordo com a Figura 2.2. Foil feita, também, a extra-
¢80 do ramo da inflorescéncia que foi seccionada para a coleta do

exsudato.
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2.5.4. Preparagdo de extratos a partir dos frutos das

plantas de P. tuberosus.

Efetuou-se a extragio e quantificag¢8o da rotenona e pachyr-
hizina, nos frutos de P. tuberosus com e sem sementes. A extracio

foi feita utilizando-se vagens em 08 estadios de desenvolvimento.

2.5.5. Preparagio de extratos a partir das raizes das

plantas de P. tuberosus.

Verificou-se a quantidade de rotenona e pachyrhizina na
raiz de plantulas com 28 dias de idade crescidas em bandejas no
escuro continuo. Para andlise nas raizes tuberosas foram utiliza-
das plantas crescidas em canteiro, com aproximadamente 10 meses
de idade. Foi feita a extrac8o de diferentes partes da raiz: re-
gifio do colo sem casca, regifo superficial do cértex com e sem

casca, regifo interna do cértex e raiz inteira.

2.5.6. Dosagem de rotenona e pachyrhizina das plantas

de P. tuberosus.

A dosagem de rotenona e pachyrhizina foi feita por Cromato-
grafia Liquida de Fase Reversa (HPLC). A metodelogia utilizada
foi a de BUSGHWAY et al. (1985), com algumas modifica¢fes. Os pa-
drdes e os extratos foram analisados por HPLC, LKB-modelo 2150,

utilizando uma Coluna Cromatografica ODS-Hypersil (250x4.6mm), um
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detector LEKB.VWM 2141 e um Registrador/Integrador LEB-modelo 222.
Ass condigebes de operacdo foram: a) volume injetado 5wl ou 10ul:;
b) fluxo de 1ml.minuto™l; ¢) absorbancia 240mm; d) velocidade do
papel do registrador 0.5cm.minuto~ 1. O solvente para a fase mbvel
foi isocratico utilizando-se metanol 70% e &cido acético 0.5%. A
quantidade de rotenona e pachyrhizina presente nos extratos foi
calculada em comparagio com solugdes padrSes e os dados apresen-—
tados em ng por miligrama de matéria seca. Anteriormente & andli-
se por HPLC, as amostras foram dissolvidas em 0.5ml de metanol
100% com agitagfo por um periodo minimo de 1 hora. Para cada
amostra foram feitas trés injecgles neéte aparelho de Cromatogra-
fia Liquida. »

Tanto a frag8o contendo principalmente rotenéides quanto as
substincias isoladas e purificadas, foram gentilmente cedidas pe-—
la Profa. Dra. Eva Magalh@es do Instituto de Quimica da UNICAMP.
Com excegdio da rotenona (Sigma), todos os padrdes utilizados nes~

te trabalho foram provenientes das sementes do P. tuberosus.

2.6. AnAlise estatistica.

As anallises estatisticas foram realizadas usando-se coefi-
ciente de variaclio e andlise de vari8ncia (SNEDECOR & COCHRAN,
1867 . 02 dados de germinagdo foram transformados em arco seno
da railz gquadrada da proporgiio, anteriormente a andlise de varidn-
cia {arc sen\fﬁﬂ onde p & dado em porcentagem). NHos casos em gque

o teste "F" foi significativo ao nivel de 5%, determinou-se a Di-

YHICAMP
BIRLIDTECA CENTRAL
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ferenca Minima Significativa (IHMS) pelo teste de Tukey. 0Os dados
acompanhados de letras diferentes indicam diferengas sipgnificati-
vas. 0Os resultados onde s8o indicados com letras "ns” o teste "F"

ndo foi significativo ao nivel de HAE.
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ITT. RESULTADOS E DISCUSSAO.

3.1. Estabelecimento do método de dosagem para rotenona

e pachyrhizina em Pachvrhizus tuberosus.

Rotenona e outras substéncias do tipo rotendéides podem ser
identificadas e dosadas, c¢om preaisﬁé, em cromatografia liquida
de fase reversa (BUSHWAY, 1983 ab; ABIDI, 1884; BUSHWAY, 188B4;
BUSHWAY et al. 1985 e ABIDI, 1987). Apds varias tentativas e al-
gumas adaptaqﬁes ao método utilizado neste trabalho, estabeleceu-
se a caracterizacido cromatogrifica de uma amostra de rotenona co-
mercial. A Figura 3.1. mostra o cromatograma da rotenona obtida
por cromatografia liquida de fase reversa que a partir de Spg in-
Jjetados numa velocidade de 1lml por minuto, eluiu em aproximada-
mente 13 minutos. A fase mbvel isocratica fol de 4&cido acético
0.5%2 e metanol 70%. e a leitura dessa substincia fol feita a
Z240nm, com uma sensibilidade de 0.5 e com integrador em mma ate-
nuagio de H512.

BUSWAY (1883 ab), demonstrou que utilizando outro sistema
de solventes (acetonitrila, metanol e tetrahidrofuranoc), a rote~
nona eluiu em apenas 7 minutos. Em 1985, BUSWAY et al. usando

acetonitrila e dgua na fase moOvel, determinaram a rotenona tam—



Figura 3.1.

Figura 3.2.

Cromatografia liquida de 5pg de rotenona comercial,
utilizando um detector de UV a 240nm e sensibilidade
0.5, um iﬁtegrador com velocidade do papel de O.5cm.
minuto~l e atenua¢8o de 512, com Area minima de

1000000.

{R)—roctenona

Cromatografia liquidégde 3uz de rotendides extralidos
das sementes de Pachyvrhizus tuberosus. Detector de UV
a 240nm e sensibilidade de 0.5, um integrador com ve-
locidade do papel de 0.5cm.minuto~1l e atenuagdio de

512, com area minima de 1000000.

(PY-pachyrhizina (R)-rotenona
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Figura 3.3. Cromatografia liguida de extratos purificados dag se—

mentes de Pachyrhizus tuberosus. Dectetor de UV a 240

nm e com sensibilidade 0.5, um integrador com veloci-
dade do papel de O.Scm-minuto’l e atenuacao de

1024 e 2048, com area minima de 1000000.

~ Bug de dolineona
dpg de 12-hidroxidolineona

— bupg de A-fenil-cumarina inédita
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bém no tempo de retenc¢io de sete minutos. No rresente trabalho,
com Pachvrhizus tuberosus, foi demostrado que a rotenona eluiu em
aproximadamente 13 minutos, utilizando como sistema de solventes
metanol, dgua e &cido acético. O coeficiente de variac8o foi de
4% na média de 5 amostras de Dpg de rotenona injetadas num in-
tervalo de 2 minubos durante ﬁma andlise cromatografica.

A Figura 3.2 mostra o cromatograma dos isoflavondides ex—
traidos e purificados das sementes de P. tuberosus. Observam-se,
nesta figura, seis substéncias com picos de retencdo diferentes.
Sendo assim, passou-se a analisar as substéncias do tipo rotendi-
des que nos foram cedidas, injetando—as‘isoladamente na HPLC para
obtenc8c dos cromatogramas individuais. ¥

Das seis subsﬁéncias isoladas das sementes de P. tuberosus,
a Figura 3.3 mostra o cromatograma de quatro, que sfo dolineona,
1Z2-hidroxidolineona, wuma 3-fenil cumarina inédita (6-{2,4,5-tri-
metoxifenil}M?H—furo{B,Eg][l]benzopiran—?—ona), e a erosona. 0O
mesmo sistema de solventes foi utilizado para todas essas subs-—
tédncias. A velocidade de fluxo foi de 1ml ror minuto e foram
lidas =a 240nm numa sensibilidade de 0.5 e atenuagdes de 1024 ou
de 2048. A Figura 3.3A mostra o cromatograma da dolineona dque a
partir de 6pg de substéncia injetada, eluiu em aproximadamente 13
minutos. O cromatograma da 12-hidroxidolineona é observado na Fi-
gura 3.3B., gque a partir de 5pe de substincia injetada, eluiu em
9:30 minutos. A Figura 3.3C mostra o ceromatograma da 3 fenil-cu-
marina inédita que eluiu em 8:54 minutos. Finalmente, na Figura

3.3D, verifica-se ¢ resultado do cromatograma da erosona gque com
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a injecdo de 3pg obteve-se 3 picos de retengdo diferentes, sendo
o maior em B:19 minutos. Neste caso parece que a fragdo contendo
erosona ndo estd totalmente purificada. Os cromatogramas mostra—
dos na Figura 3.3 apresentam picos com tempos de retengfio dife—
rentes para cada substéncia. Entretanto, nfo foil possivel identi-
ficar estas 4 substéncias no cromatograma do extrato de semen-
tes apresentados na Figura 3.2, pelo menos nas condigdes de ope-—
ragcido utilizadas neste trabalho.

Na Figura 3.4 observa-se o cromatograma da pachyrhizina,
substéncia extraida das sementes de P. tuberosug. Verifica-se que
a partir da injeg8o de 3pg, a pachyrhizina eluiu em aproximada—
mente 11:65 minutos, no mesmo sistema de solverites da fase mével
da rotenona. O coeficiente de variag3o da média de b inje¢des de
3pg de pachyrhizina a cada dois minutos foi de 3.9%. Verificou-se
pela recromatografia com a fragdo de rotendides (Figura 3.2.)
que o malior pico daquele cromatograma € o da pachyrhizina. Nota-
se gque este isoflavondide  encontra-se em maior quantlidade nas
sementes de P. tuberogus. Portanto, podemos concluir que é pos-—
sivel ldentificar a pachyrhizina no extrato da fragio de rotendi-
des por cromatografia liquida de fase reversa.

O cromatograma da rotenona (3pg) e pachyrhizina (3pg) &
apresentado na Figura 3.5.. Pode-se observar que a pachyrhizina
eluiu em 11:56 minutos e a rotenona 13:48 minutos, repetindo as
andlises anteriores. Verifica-se ent8o que, nessas condig¢Bes de
operacdo por HPLC e nesse sistema de solventes, €& possivel

identificar e comparar os dois isoflavondides, rotenona e pachyr-



Figura 3.4.

Figura 3.5.

Cromatografia liquida de bBug de pachyrhizina extraida
das sementes de Pachyrhizus tuberosus. Detector de UV
a 240nm e com sensibilidade 0.5, um intepgrador com ve
locidade do papel de 0.5cm.minuto~1 e atenuacfo de

512, com area minima de 1000000,

(P)Y-pachyrhizina

Cromatografia liguida de 3pg de rotenona comercial e
3pg de pachyrhizina exuraida de Pachyrhizus ituberosus
Detector de UV a 240nm e com sensibilidade de 0.5, um
integrador com velocidade do papel de 0.Hcm.minu—

to~1l e atenuacdc de 1024, com &rea minima de 200000.

(P}—pachyrhizina (R)—rotenona
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hizina.

Com esses resultados e apbs varias andlises feitas por
HPLC, decidiu-se estabelecer este método para determinar e iden-—
tificar a rotenona e a pachyrhizina. Dentre os isoflavoides ex—
traidos das sementes de P. tuberosus, optou-se pela rotenona, por
ser um inseticida natural encontrado na planta, e pela pachyrhi-
zina .por se apresentar em mailor quantidade {cerca de 20,?pg por

miligrama de peso seco da semente).

3.2. Extragdo e dosagem de rotenona e pachyrhrizina em P.

tubsrosus.

Com o método de domagem estabelecido para rotenona e pa-
chyrhizina, a quantidade dessas substidncias foli determinada e
comparada, em diferentes fases do desenvolvimento da planta.

Apb6s a extrag¢8o, as fracles contende os rotendides e pa—
chyrhizina foram solubilizadas em 0.5ml de metanol, e colocados
em agitacflo continua por uma hora para imediata andlise croma-
tografica.

Na Tabela 3.1 observam—se resultados de um experimento pre-—
liminar utilizando—-se duas amostragens aleatdrias, I e II, para
estimar com andlise estatistica, as diferengas gue podem ocorrer
na extracfo e na injeg8o das amostras por HPLC. Come pode ser ve-
rificado, para cada aﬁostragem foram feitas trés extracBes e,
para cada extragdo, trés injec¢des na coluna cromatografica. A

andlise de varilncia revelou que n#io ocorreram diferencas signi-
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TABELA 3.1. Teste para determinar variagles na extrag¢lo, € na
injecfo das smostras, da anfdlise cromatografica em

duas amostragens diferentes.

amostragem IX amostragem 1%k
{(pg/mg peso seco) {(pg/mg peso seco)
repeti-
cdes A B C A B C
inje—
cdes
1 0.362 ©.315 00.352 0.943 1.234 1.176
2 0.3168 0.288 0.255 0.841 0.882 1.029
3 0_350 0.2585 0.238 1.176 0.828 0¢.75b
* poeficilente de variae8o — 9.5%

¥x¥ poeficiente de variagfio - 13.1%
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ficativas entre as trés extra¢les e as trés injegSes feitas para
cada amostragem. A partir desses dados, decidiu-se empregar uma

extracio com trés inje¢des para cada amostra.

3.2.1. Eixo embrionadrio e cotilédone isolado.

. A Figura 3.6 mostra o crescimento dos eixos embrionarios e
cotilédones. Sdo observados o crescimento inicial dado em peso
de matéria seca e fresca (mg) dos eixos embrionarios (Figura
3.6A) e cotilédones (Figura 3.6.B) de P. tuberosus, mantidos em
luz continua. Verifica—se que o peﬁb de matéria seca e, princi-
palmente o de matéria fresca dos eixos embriondrios aumenta cons—
tantemente duraﬁte 120 horas de embebig¢3o, ao passo que nestke
mesmo Pperiodo analisado, o peso de matéris seca e fresca dos co-
tilédones permanece praticamente inalterado.

A Figura 3.7 apresenta resultados de um outro experimento
mostrande o peso de matéria seca dos eixos embrionarios (Figura
3.7A) e cotilédones (Figura 3.7B) isclados apds diferentes perio-
dos de embebi¢d3o na luz e escuro continuos. Verifica-se, que
ocorre um anmento em matéria seca dos eixos embriondrios de se-
mentes mantidas em luz e escuro. Observa-se também aque em 24, 48
e 120 horas de embebigdo, o peso seco dos eixos embriocnéarios de
sementes mantidas no escuro, si8o significativamente maiores do
que o daqueles mantidos em luz. Durante o periodo deste experi-
mento, o8 cotilédones n8o apresentaram alterag¢fes no seu peso se-

oo,
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A Figura 3.8. mostra os mesmos dados, transformados em
porcentagem, do peso de matéria seca em relagSo ao peso inicial.
Estes resultados evideciam a diferenga entre, o peso seco dos
eixos embriondrios de sementes mantidas em luz, e escuro constan-
te. Além disso, confirmam os dados anteriores (Figura 3.6 e Figu-
ra 3.7), 1indicando principalmente o crescimento do embrido em
termos de peso seco a partir de 24 horas de embebigfo da semen-—
te.

STMON & MEANY (1865) e PAULILO (1980), observaram que em
Phaseolug, o aumento do peso de matéria seca do embrifc ocorreu
a partir das 20 horas de embebigdo da semente. Apds este periodo
o peso seco do embrifio, aumentou exponencialmente. BROWN {(1972)
observou o© mpesmo comportamento de crescimento do eixo embriond-
rio em pléntulas de ervilha. Entretanto, em cereais como cevada,
este fato 86 ocorreu apds 48 horas de embebi¢io do grdo (BROWN,
1972). Sendo assim, parece gue ha um intervalo entre a hidratacéo
do eixo embrionidrio e o inicio de seu crescimento em relagdo ao
aumento de matéria seca. Existem evidéncias de gue neste periodo
ooorre sintese de hormdnios, ou a libera¢do destes, no eixo em-
brionario, de uma forma inativa para a ativa (SIMON & MEANY, 1965
e VAN STADEN, 1973). Outra hipétese é a ativa¢do de sistemas res-
piratérios pré existentes, indicande o inicio de muitos processos
metabdlicos antes do crescimento visivel do eixe embrionério
(CHING, 1972 e INNGLE et al. 1864).

NELSON & GORHAM (1957), utilizando sacarose radiocativa em

plantas de soja, observaram que a translocag8Bo deste agicar das
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folhas para as raizes fol maior em plantas mantidas no escuro. De
acordo com estes auvtores, a mobilizac8o de a¢lGear nas folhas se-
ria prejudicada pela luz. No caso de P. tuberosus, a diferenga
na gquantidade de matéria seca encontrada no eixo embrionério en—
tre sementes mantidas no escuro e na luz, poderia ser explicada
por uma maior transloca¢l8o de agucar dos cotilédones para 0 em—
brific, quando estes permaneceram NG es8CUro.

Os cotilédones das sementes de Phaseolus vulgaris apresen~-
taram uma ligelira diminulcedo de peso seco, indicando que a hidré-
lise das reservas estava ainda no inicio (PAULILO, 1880). Em P.
tuberosus  observou-se aque o peso de matéria seca dos cotilédones
ndo & alterado até 120 horas de embebi¢8o das sementes.

A Fipgura 3,9 mostra os resultados do contetdo de rotenona e
pachyrhizina, nos eixos embriondrios e cotilédones mantidos em
luz continua. Pode-se cobservar na Figura 3.8A que a quantidade
de rotenona encontrada nas sementes secas fol malor nos cotilédo-
nes do que nos eixos embrionarios. Com o inicio da embebic8o, as
quantidades de rotenona nesses dois orgfos ndo sfo muito diferen—
tes entre si. Entretanto, o nivel desta substéncia sempre foil
maior nos cotilédones. Na Figura 3.98B é mostrado o contetGdo de
pachyrhizina no inicioc do desenvolvimento do eixo embrionéric e
cotilédone. Verifica-se que nas sementes secas, a pachyrhizina
estd em maior quantidade no cotilédone do que no eixo embriona-
rio. HNo cotilédone, o conte(do de pachyrhizina, praticamente ndo
é alterado nos periodos em embebi¢do examinados. No eixo embrio-

nario, a quantidade de pachyrhizina provavelmente nfoc varlia nos
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periodos de 24, 48 e 896 horas de embebi¢do em luz, porém o con-
tetido desta subst8ncia parece ser menor nos periocdos de 72 e 120
horas.

Na Figura 3.10 verifica-se o contetido de roitenona e pachyr-
hizina nos eixos embriondrios isolados dos cotilédones com 0,
24, 48, 96, 120 horas de embebig¢do no escuro constante. Observa—
se que a quantidade de rotenona nos eixos e cotilédones (Figura
3.1CA) mantidos no escurco, foi muito varidvel durante todo o pe~
riodo analisado. Os niveis da pachyrhizina (Figura 3.10B) parecem
nidc variar tanto guanto a rotenona.

Em relagc8o 4 Figura 3.11, réalizeuﬂse um experimento em
que o085 eixos embrionarios foram separados assépticamente dos co-
tilédones e mantidos em meio de cultura em luz continua. O obje-
tivo deste experimento foi verificar o possivel local de sintese
da rotenona e pachyrhizina e o transporte das substéncias de um
orgdo ao outro durante a embebi¢ﬁé. Verifica—se, de acordo com 08
resultados, que a quantidade de rotenona {(Figura 3.11A) e pa-
chyrhizina (Figura 3.11B) no eixo embrionario e cotilédone nas
sementes secas é semelhante aos valores encontrados no experimen—
to da Figura 3.9 e 3.10. Observa-se um ligeiro aumento em 24 ho-
ras de embebigdo nos niveis de rotenona e pachyrhizina no eixo
embrionirio e cotilédones analisados. Apdés este periodo, nfdc hou-
ve praticamente mudancas na guantidade dessas substéncias, tanto
no eixo embriondrio quanto nos cotilédones, até 72 horas de em—
bebicBo em luz. Portanto, & possivel que ndo ocorra sintese da

rotenona e pachyrhizina no eixo embrionario e cotilédones do P.
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tuberosus. Comparando-se as Figuras 3.9 e 3.10 com a Figura 3.11
A e B, observa-se que estas substéncias parecem estar bpresentes
em quantidades semelhantes nos dois org8os (eixo embrionéric e
cotilédones). As varia¢Ses na quantidade de rotenona e pachyrhi-
zina, no eixo embrionArio e cotilédones durante a embebicio pode,
talvez, ser devido 3 transloca¢8o dessas substéncias, de um 6rgdo
para o outro. Isto é sugerido pelo fato de que, quando o8 em—
brifies e cotilédones foram cultivados separadamente, essas varia-
¢oes ndo foram observadas.
¢ cromatograma dos rotendides das sementes fervidas (97°C
por 3 horas), ou ndo de P. Luberosus, pod& ser cbservado na Figu-—
ra 3.12.. No c¢romatograma das sementes n8o fervidas (Figura
3.12A), observa-se gue a maior <guantidade das substéncias dosa-—
das é a pachyrhizina, com cerca de 7.53pg/mg de matéria seca. Ve
rifica-se, também na Figura 3.12A, que a rotenona encontra-se
presente com 1.34pg/mg de matéria seca. Nas sementes fervidas,
(Figura 3.12B), o cromatograma mostra que a pachyrhizina nio de—
saparece ou desnatura, permanecendo com cerca de 7.26pg/mg de pe-—
a0 de matéria seca. Este experimento demonstrou que a pachyrhizi-
na resistiu a altas temperaturas € pressfio, enquanto que a rote-
nona foi parcialmente degradada. Foi verificado também, que ne-—
ﬁhuma substancia foli detectada no extrato de &gua fervida, pelo
menos nas condicdes utilizadas para a andlise cromatografica nes—
te trabalho.
Os isoflavonoides estB80 presentes em muitas leguminosas como

Lonchocarpus, Derris, Tephrosia, e Pachvrhizus (NORTON, 1943;
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HANSBERRY et al. 1947; EKRISHNAMURTI et al. 1970; HARBORE, 1971
e BIRCH et al. 1985). De acordo com SORENSEN (1650), os estu-
dos no género Pachvrhizus, em relac¢do aos compostos com proprie—
dades inseticidas, tem se concentrado principalmente em P. ero-
sus. Alpguns auvtores, propuseram e determinaram por pProcessos qua-
litativos a rotenona, erosona e pachyrhizina nas sementes de P.
erosus, P. ahipa e P. tuberosus (HANSBERRY et al. 1847; KRISH-
NAMURTI et al. 1970 e BORTOLATO et al. 1985). K possivel que os
rotenéides estejam localizados principalmente nas sementes no ge-
nére Pachvrhizus (SCHROEDER, 1968). ALVARENGA (1887), utilizando
o método colorimétrico para determinag¢do dos isoflavondides nas
sementes de P. tuberosus, observou uma grande quantidade da rote-
nona nos cotilédones, até 48 horas de embebicdo em luz . Os ni-
veis dessas subtfncias nas sementes do P. tuberosus, parecem ser
inferiores aos valores encontrados nas sementes de P.
erosus (SCHROEDER, 1968).

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho determi-
nou-se que os cotilédones de P. tuberosus possuem maior quanti-
dade de pachyrhizina e de rotenona, quando comparados com o eixo
embrionario, pelo menos nos periodos de embebi¢8o em luz. Além
disso, o8 niveis de pachyrhizina s8o sempre malores do gque os de
rotenona, tanto nos eixos embriondrieos quanto nos cotilédones das
sementes desta planta. E possivel que estes niveis ndo interfi-
ram no desenvolvimento das plantulas de P. tuberosus. Nao hda uma
relacio entre os niveis da rotenona e pachyrhizina, com o© aumen-

to do peso de matéria seca, durante a embebicgdo, principalmente



no eixo embrionirio desta espécie. Esses nivels sdo variavels du-
rante a embebiclo das sementes até 120 horas em luz € escuro con-

tinuos.

3.2.2_. Folhas primarias de P. tuberosus.

Nesta etapa do trabalho, realizaram-se a extracBo e dosagem
dos isoflavéides das folhas primarias de P. tuberosus. O objetivo
dos experimentos foi verificar o nivel de rotenona e pachyrhizina
durante o desenvolvimento dessas folhas. Para isto fol estudado o
crescimento das folhas, utilizando o© comprimento da nervura prin-
cipal.

Verifica—se, na Figura 3.13, que as folhas apresentam um
crescimento trifasico, ou seja, um crescimento inicial lento se-
guido de uma fase de rapido crescimento e de uma fase posterior
de establlizagido.

Para verificar o nivel da rotenona € pachyrhizina durante
eate crescimento, optou-se por analisar as folhas primarias no
102, 20° e 30°¢ dia de crescimento. A Figura 3.14 apresenta os re-
sultados do comprimento destas folhas nestes tempos. Observa-se
uma relaclo ararentemente linear entre crescimento e tempo com um
coeficiente de regressio de 0.89.

Foi feita também a analise de matéria seca e fresca dessas
folhas, sendo os resultados mostrados na Figura 3.15.. De acordo
com o8 resultados, verifica-se que, nos periodos analisados,

ocorreu um aumento tanto no peso de matéria seca, quanto no peso
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de matéria fresca. A partir do 20°¢ dia até o final do experimento
o peso da matéria seca permancece praticamente estavel com cerca
de 343mg.

Neste trabalho, fol possivel estabelecer os niveis de rote-
nona € pachyrhizina nas folhas primirias de P. tuberosus, utili-
zando a cromatografia liquida de fase reversa.

A quantidade de rotenona e pachyrhizina encontrada nas fo-
lhas primiarias de P. tuberosus € mostrada na Figura 3.16.. HNeo
primeiro dia de andlise (10° dia do desenvolvimento da folha), a
quantidade de rotenona encontrada é maior do que a quantidade de
pachyrhizina. Nos outros dlas analisados, observa-se um aumento
das duas substincias concomitan’e com o aumento da matéria seca.
Verifica—se gque a quantidade de pachyrhizina nas folbhas prima-
rias ¢é malor do que a de rotenona. Nota-se, também, gque a guan-
tidade de pachyrhizina e principalmente a de rotenona é malior nas
folhas primdrias (20° e 30¢ dia) do que nas sementes em desenvol-
vimento (Figuras 3.9, 3.10 e 3.16).

BERTONI, 1913 apud SORENSEN, 1890 verificou que h&é indi-
cios de que extratos das folhas de P. tuberosus ja eram utiliza-
das pelos indios do rio Parana (Paraguail) como inseticida . No
entanto, os dados de quantifica¢do de rotenona em folhas s8d0 e8-
cassos na literatura devido a dificuldade encontrada durante a
extrac8o e separag¢do dessas substéncias dos pigmentos verdes
(SECHADRI, 1971). ¥ posasivel gque todas as partes da planta de
Pachyrhizus, gque estfo acima do solo possuam rotenona e pachyrhi-

zina (SOREKRSEN, 1888).
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3.2.3. Exsudato de caule P. tuberosus.

Os8 exsudatos do caule de plantas com e sem flores e do pe~-
dinculo da inflorescéneia de P. tuberosus foram analisados. O ob-
jetivo destes experimentos foi verificar se rotenona e pachyrhi-
zina peoderiam ser transportadas pela seiva, fornecendo uma possi-
vel idéia do local ou do orgio onde seriam sintetizadas.

De acordo com as condigdes estabelecidas pelo método de do-
sagem empregado, nenhuma substdncia foi detectada no exsudato
do caule e no exsudato do pedinculo da inflorescénecia. Portanto,
rotenona e pachyrhizina ndc sfo transportadas no caule de P. Lu-
berosus, sugerinde gue essas substincias devem ser sintetizadas
independentemente nos diferentes 6rgdos, tais come folhas, se-

mentes e ralizes desta planta.

3.2.4. Frutos de P. Luberosus.

0 crescimento dos frutos de P. tuberogsus foi estudado
através dos parémetros, peso de matéria fresca (mg) e comprimen-—
to (em). Posteriormente, verificou-se o conteiido de rotenona e
pachyrhizina nos frutos, durante um determinado periocdo de cres-
cimento.

0 crescimento dos frutos de P. tuberosus € mostrado na Fi-
gura 3.17 e nota-se que ocorre um aumento de matéria fresca nas

vagens, a partir de 10cm de comprimento até atingirem 2Zcm, che-
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gando entfo a 36g. Ja nas sementes destes frutos, o inicio do au-
mento de matéria fresca s6 acontece quando as vagens atingem 15cm
de comprimento. De acordo com os resultados, as sementes das va-
gens com 2Z2cm de comprimento possuem 10.5g de matéria fresca
(cerca de olto sementes por vagem).

Rotenona e pachyrhizina foram detectadas somente em semen—
tes de vagens a partir de 15,8cm de comprimento. N8o foi detecta~
da nenhuma das substéncias estudadas nas vagens e nas sementes
mais novas ou seja, sementes contidas em vagens com tamanho in-
ferior ao de 15,8cm de comprimento. Em vagens maiores (18,4 e
20.98cm) a quantidade de rotenona detectada nas sementes fol menor
do que nas vazens com 15,8cm. A gquantidade de pachyrhizina nas
sementes fol sempre maior do que & de rotenona {Figura 3.18).

A anadlise cromatografica efetuada nos extratos de vagens
em oito estddios diferentes em plantas de P. tuberosus, n&o de—
tectou a presenca de rotenona e pachyrhizina em sementes e vagens
imaturas. Igualmente, ndo foram encontradas essas mesmas substén-—
cias nas inflorecénecias de P. tuberosus (200mg de matéria seca).
Estes dados sugerem a possibilidade do consumo das sementes € va-
gens imaturas de P. tuberosus na alimentac8o, como ocorre com

as sementes imaturas (SCHROEDER, 1968) de Pachvrhizus erosus.

3.2_.5. Raizes de plantas de P. tuberosus.

A Figura 3.19 apresenta resultados do cromatograma obtido

do extrato das raizes de plantulas erescidas no escuro continuo.
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Cerca de 1.33pg de rotenona e 1.87pg de pachyrhizina por miligra-
ma de matéria seca foram determinadas neste extrato.

De acordo com a Tabela 3.2, verifica-se que, com as andli-
ses feitas para dosagem dos isoflavondides, somente a rotenona
foi encontrada na raiz tuberosa de P. tuberosus. Detectou—se cer-
ca de 0.14ng/mg de rotenona na raiz tuberosa inteira (com casca),
sendo que a maior quantidade concentra-se na regifo do colo. As-—
sim, apds a tuberizac¢lo das raizes, a pachyrhizina ndoc foi de-
tectada e os niveis de rotenona foram bastante reduzidos.

O tubérculo de Pachvrhizus erosus, contém amido, glicose e
frutose, podendo ser consumido cru ou'cazido, pois nio contém ro-
tenona (ZINSOU 1887a). De acordo com NODA et al. (1984), as rai-
zes tuberosas de Pachyvrhizuz tuberosus. sfo também consumidas na

alimentac8o na regifio Amazdnica.

3.3. Efeito de rotenona e pachyrhizina, bem como do exsuda-

to das sementes na germinacio de P. tuberosus.

As sementes de P. tuberosus possuem cerca de 0.5%pg de ro-
tenona e 20.7pg de pachyrhizina por miligrama de peso seco. Co-
mo estas substéncias sfo inibidoras de metabolismo, © objetivo
destes experimentos foi verificar seus efeitos principalmente o
de rotenona, na germina¢do de sementes desta planta.

O ofeito dos isoflavonéides, rotenona e pachyrhizina, na

-

germinagfo de sementes de P. tuberosus em luz e es¢uro a 200 &
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TABELA 3.2. Contetido de rotenona dosado na raiz tuberosa de

plantas com 235 dias de idade de P tuberosus.
I- raiz inteira; II-regiBo do colo, sem casca;
1II-regifo superficial do cortex sem casca; 1IV-re-
gifo do superficial do cortex coln  casca;s V—re-—

gifo inter na do coOrtex.

rotenona ( pg/mg peso Seco )

I1

I1T

v
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mostrado na Figura 3.20. As sementes foram imersas em solugdes de
rotenona & pachyrhizina a 10-4M, dissolvidas em diclorometano du-
rante 15 minutos, de acordo com o item 2.3. Observou-se que, no
experimento com luz constante (Figura 3.20A), n8o houve diferenca
significativa entre a germinacdo de sementes embebidas em &gua
destilada e em diclorometano. Em relag3o ds substéncias testadas,
somente a concentracio de 10-4M4 de pachyrhizina mostrou-se pro-
motora da germinaciio apenas no segundo dia apés o inicio da embe-—
bicZo. A partir do quarto dia, nfo houve diferencas significati-
vas entre a germinacdo de sementes embebidas com rotenona, pa-
chyrhizina e os controles com dgua destilada ou diclorometano. O
coeficiente de variacioc no segundo dia foi de 32% e para o guarto
e sexto dia fol de 7.3%.

A Figura 3.20B apresenta resultados do efeito da rotenona e
pachyrhizina na germinacio, no escuro a 250C_. HNeste caso, Lam—
bém, ndo houve diferencas significativas entre os controles em
sdgua e diclorometano. Entretanto, no escuro, a germinacdo de se-
mentes embebidas em solucfdo de pachyrhizina numa concentragdc de
10-4M foi significativamente menor do que nos controles com agua
destilada ou diclorometano, apenas no segundo dia apds o inicio
da embebicdo. A partir do gquarto dia de embebic8o, nfo houve di-
ferengas significativas entre os tratamentos. O coeficiente de
variagio para o segundo dia foi de 21.8% e para o gquarto e gexto
dia de germinagdo foil de 10%.

Pode—se observar que a imersfo por quinze minutos no diclo-

rometano ndc afetou a germinacio das sementes de P. tuberosus
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tantoe em luz como no escuro continuos. Parece que rotenona € pa—
chyrhizina, na concentragdo utilizada nestes experimentos, néo
alteraram o padrd3o da germina¢8o de sementes de P. tuberosus.

Foram testadas diferentes concentragbes de’rotenona. A Fi-
gura 3.21 mostra resultados obtidos em experimentos onde ubili-
zou—-se rotenona nas concentragfes de 10-2M, 10734 e 10-4M. Foi
verificado o efeito dessas concentragdes na germinacio de semen—
tes mantidas na luz (Figura 3.21A) e no escuro (Figura 3.21B).

Observou-se que, em relagdo ao controle de sementes embebi-
dag em diclorometano, ndc houve diferengas significativas entre
as concentracdes de rotenona utilizadas. No segundo dia apés o
inicio da embebicefs (na luz), verificou-se que rotenona a 10-3M
teve um efeito promotor na germinaci3o em rela¢do 4s concentragdes
de 1079 e 10‘2M-*E35a diferenca se manteve no terceiro dia, en-
tre as concentragles de 109 e 10-SM. Entretanto, a partir do
quarto dia do inicio da embebigdo, ndo foram verificadas dife-
rencas entre os tratamentos. O coeficiente de varia¢io dos trata-
mentos a partir deste dia foi de 6.3%.

Em relac8c as sementes germinadas no escuro, (Figura
3.21B). nio houve diferencas significativas na germinag¢8o, ava-
liadas em diferentes concentracgtes de rotenona, ou entre gssas €
o controle, durante todo o periodo.do experimento

Pelos resultadeos apresentoados, verificou-se gque rotenona,
nas concentracfSes utilizadas, nfc afetou a germinac8o de sementes
de P. tubercosus, tanto na luz como no escuro a 259C. Isto pode-

ria ter sido ocasionado pela nfo penetra¢io da rotenona nas se-
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mentes do P. tuberosus durante a embebigdo. Sendo agsim, testa-
mos o efeito da rotenona, da pachyrhizina e do exsudato das se-
mentes, no crescimento inicial dos eixos embriondrios do P. tube-
rOoSus.

A Figura 3.22 mostra o efeito do exsudato das sementes no
crescimento dos eixos embriondrios das mesmas sementes, em luz a
250C . 0 exgsudato obtide de sementes embebidas por 48 horas no es-
curo, ndo teve efeito significativo tanto no comprimento do eixo
‘embrionérie {(Fipura 3.224A), quanto no seu pesc Ifresco (Figura
3.22B). Verificou-se também, neste experimento, gue o paramebro
de peso de matéria freseca reduziu a variacio ocasionada pelo ma-
nuseio dos eixos embrionarios. Desta forma, na série de experi--
mentos a segulr, efetuou-se o estudo do crescimento utilizando
somente o0 peso de matéria fresca.

0 efeito da concentracio de 10-4M de rotenona e pachyrhizi-
na, no crescimento inicial dos eixos embrionarios., isolados apds
24 horas do inicic da embebigic, em luz e escuro & 2Z5CC é obser-
vado na Figura 3.23. Verifica-se que ndo ocorrem diferencas sig-
nificativas no crescimento medido em peso de matéria fresca (mg)
dos eixos embriondrios tratados com rotenona e pachyrhizina, na
concentracao de 10~4M, até o décimo dia analisado, em luz (Figura
3.23A) e escuro (Figura 3.23B).

A Tabela 3.3 indica que nio ocorrem diferengas significati-
vas no peso de matéria seca{mg) dos eixos embrionarios, utiliza-
dos para o experimento da Figura 3.23, tratados com rotenona, pa-

chyrhizina e dgua destilada, em luz e escuro a 25°C.



81

e

F]
g

{

W

o

&

[}
8]

CLLME M T edidl?)

[
& bt

o

Lo

ns

Cs
(X

3

o

HISddd Wl

¢

1.

>

Pl 20 U53d

[§)

L

o



A FRESCA ¢ MG D

r

PESO DE MATERI

PEST DE MATERIA FRESCA ¢ MG O

30

A

-
5...
Gftll!ilill!
o t 2 a3 4 6 B 7 8 8 10
TEMPQ ( DIAS O

30

B
25 b J I G

10

£
T

fusrm

L i I | 1 ! I
]

a i 2 3 4 ] B 7 8 2] 10
TEMPQ € DIAS

11

V]



53

TABELA 3. 3. Peso de matéria seca (mg) dos eixos embrionérios
de P. tuberosus osubmetidos aos tratamentos c¢om
rotenona € pachyrhizina na concentragio de 19”43,

em luz e escuro continuos a 259C.

peso de mabtéria seca (mg)

controle robenona pachyrhizina
luz 1.83(ns) 1.70(ns) 1.66(ns)
escuro 1.79(ns) 1.75(ns) 1.72{ns)

(ns) — valores n8o significativos estatisticamente.
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Portanto, os resultados demonstram que rotenona e pachyrhi-
zina presentes nas sementes de P. Lfuberosus, ndo tem efeito na
germinacio e no crescimento inicial dos eixos embrionarios.

Germinagiao pode ser definida como uma sequéncia de eventos
morfogendticos e fisiolégicos gue resultam na transformagdo do
embrifoc em plantula (BERLYN, 1972; BRADBEER, 1988). Um adequado
suprimento de &gua, composicHo de gases na atmosfera e condigdes
apropriadas de luz e temperatura, sio requisitos necessarios para
a germinacio de sementes da maioria das espécies (MAYER & POLJA-
KOFF-MAYBER, 1982). Durante a germinacio e crescimento da plantu-
la, substéncias de crescimento regulam a sintese ou a libaracio
de enzimas necessarias & mobilizacdo de rese -vas (METIVIER & PAU-
LILO, 1980; BEWLEY & BLACK, 1983 e BRADBEER, 1888). Além dos hor-
ménios, substincias do grupo dos isoflavonbides podem também in-
fluenciar e participar do desenvolvimento das sementes, no con-
trole da germinag¢io e crescimento de plantulas (HARBORNE, 1367;
DIETRICH 1979, e BEWLEY & BLACK, 1883). Foi verificado que cuma-
rina nio afeta a germinac8o de Coumarouna odorata e Myroxvlon pe-
ruiferum, porém, esta substéncia inibe a germinac8o de alface,
tomate e rabanete (BERRIE, 1968; VALIO, 18973; MAYER & POLJAROFF-
MAYBER, 1882 e INENAMI., 1984). ALVARENGA (1887) demonstrou, em
sen trabalho com P. tuberosus, que a pachyrhizina, um tipo de cu-
marina, inibiu totalmente a germinacio de scmentes de alface. Em
relagio ao efeito da rotenona e outros isoflavondlides na germi-
nac8o de sementes, praticamente nada se conhece. Fol verificado

que somente rotenona inibiu em H6% a germinagfio de sementes de
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alface. Esta inibi¢do, nas sementes de alface, foi diminuindo
gradativamente apds 24 horas de embebic¢8o, sugerindo uma possi-

vel alteracfio metabdlica dessas substéncias (ALVARENGA, 1987).

3.4. Efeito de rotenona e pachyrhizina na atividade respi-

ratéria de mitocdHndrias isoladas de P. tuberosus.

Estudos com mitocSndrias isoladas de animais e vegetais
mostram que rotenona exerce um e€feito inibitdério no transporte de
elétrons, diminuindo o consumo de oxigénio.

Pelos resultados apresentados'nesta trabalho, P. tuberosus
rossul  cerca de 0.59pg de rotenona por miligrama de peso seco na
semente, sendo 0.06ug no eixo embriondrio. Entretanto, como a
aplicag8o de rotenona nfo interferiu na germina¢do e no cresci-
mento inicial dos eixos embrionarios, estudou-se a seguir o efei-
to da rotenona e da pachyrhizina, na atividade respiratéria de
mitocdndrias isoladas do P. tuberosus.

Na Figura 3.24 observa—-se a atividade respiratéria em mito-
condrias isoladas de pléntulas de P. tuberosus. As preparac¢Bes
mitocSndriais (151nl), consomem oxigénic lentamente na auséncia de
substrato respiratério, sendo a taxa de consumo aumentada pela
adicio do succinato. Este intermediario, do ciclo de Erebs, adi-
cionado ao meio de reacglo, ativa a succinato desidrogenase (en~
zima presente somente na mitocdndria) e observa-se o0 aumento do
consumo de oxigénio. O transporte eletrdnico se processa em uma

velocidade méxima somente guando o fosfato e ADP estd3o presentes



Figura 3.24_Efeito de rotenona na atividade respiratéria, nas mi-
tocbndrias isoladas dos eplicdtilos das pldntulas de
Pachvrhizius tuberosus, contendo como meio de reagdo,
sacarose 0.3M, XCl1 20mM, HEPES ZmM e BSa 0.1%.
Suce.=succinato, glut.=glutamato, mal.—malato, rot.=
rotenona, mit_zmitocdHndria e C.R.-controle respiratd-

rio.

e SUCC. Z2mM e ADP 100pM
— ———mal_. 1mM, glut. 20mM e ADP 100uM
mal. 1mM, glut. 20mM e rot. HpM

—O0—— mal. 1mM, glut. 20mM e etanocl 2. 5ul
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no meio de reaclo. Quando uma quantidade conhecida de ADP € adi-
cionada ao meio de reacfio, o consumo de oxigénio aumenta até um
maximo, sendo o ADP fosforilade, produzindo ATP. Esta fase & de-
nomidada de “estado 3. Quando todo o ADP adicionado foi fosfori-
lado, a velocidade de consumo do oxigénio diminui, sendo este pe-
riodo denominado de "estado 4" . Este fendmeno, no qual a veloci-
dade do transporte de elétrons é controlada pela concentracdo de
ADP, é denominado de controle respiratério. O controle do ADP so-—
bre a taxa de consumo de oxigénio & indicativo do acoplamento da
fosforilaclo oxidativa e é caracterizado pela razfo entre a velo-
cidade de respiracio no estado 3 € no estado 4. Para as mitocdn-
drias vegetais, o controle r:spiratério geralmente estéd entre 2 e
10 (LEHNINGER, 1976; DOUCE, 1985 e CARNIERI, 1986). Entretanto,
muitas plantas possuem uma via alternativa, que n8o resulta em
sintese de ATP, conduzindo a uma elevada velocidade no eatado 4 ,
e contribuindo para um controle respiratério baixeo, sem indicar
um preparade mitocondrial ruim (DOUCE, 1885). Como pode ser ob-
servado nestes resultados, o controle respiratédrico foi 2.4 quan-
do adicionado succinate a 2mM, e 2.3 quando adicionado malato a
1mM com glutamato a 20mM, mostrando que © preparado mitocondrial
estava funcional. Nesta Figura 3.24, nota-se claramente que coOm
adicBes subsequentes de rotenona na concentragfo de SuM, nado hou—
ve praticamente uma diminui¢fo no consumo de oxigénio, e a ten—
déncia & diminuig¢do do consumo foi provocada pelo etanol utiliza-
do para dissolver a rotenona. Entretanto, para este experimento

ndo foi calculada a velocidade de consumo de oxigénic, pois néo
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foi possivel estimar a quantidade de proteina pelo método de KIES
& MURPHY (1960}, comumente usado em preparados mitocondriais de-—
vido a presenca de clorofilas. Mesmo assim, esses resultados in-
dicam que rotenona, na concentragdo utilizada, parece ndo inibir
o consumo de oxigénio na cadeia respiratéria das mitocdHbndrias de
P. tuberosus.

A Figura 3.25 também mostra os resultadoes da atividade
respiratéria das mitocbndrias isoladas de plantulas de P. tubero-
sus. Neste experimento, apds a centrifugac8o diferencial, obteve-
se uma suspensfo mitocondrial com nggrde proteina por mililitro.
Verifica—se que as mitocdindrias estavam funcicnais, poia com a
adicdo de succinato o controle respiratério foi de 3.3 e com ma-
1ato mais glutamato foi de 2.27. Neste experimento foi utilizado
um agente desacoplador, o FCCP, substiancia que estimula a velo-
cidade de incorporacio do oxigénio, permitindo a continuagdo do
transporte eletrdnico, evitando a fonforilacl8o do ADP a ATP. Lo-
go, com esta substéncia adicionada ao meio de rea¢fo, poderia se
ter uma melhor visualizac8o do efeito inibitdrio de rotenona e
pachyrhizina.

A Figura 3.26 mostra a atividade respiratéria nas mitocdn—
drias com rotenona e pachyrhizina adicionadas ao meio de incuba-—
¢30. Pelos resultados, nota-se que, mesmno com a adi¢8o do FCCP, a
rotenona e a pachyrhizina nas concentragles utilizadas ndo ini-
bem o consumo de oxigénio em mitocdéndrias isoladas de P. fLube-
rogug. Uma leve diminuig¢8o no consumo de oxigénio é observada,

porém esta €& devido a utiliza¢8o do etanol para solubilizar a



Figura 3.2b_Atividade respiratdria daslmitocﬁﬁdrias isoladas dos
epicGtilos das plantulas de Pachyvrhizus ifuberosus
contendo g¢omo meio de reagdo, sacarcose 0.3M, EC1
20mM, HEPES Z2mM e BSA 0.1%. mit.=mitoclSBadria, suco.=
guccinato, glut.zglutamato, mat.z=malato e C.R.=con-

trole respiratodrio,

——Guec . omt e ADP 1060uM
—o—mal. 1mM, glut. 20mM e ADP 100uM

— ——mal. lmM, glut. 20mM, FCCP 1uM = EGTA 1mM
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Figura 3.26 Efeito de rotenona e pachyrhizina na atividade respi-
ratdéria, das mitocoOndrias isoladas dos epicdtilos das
plantulas de Pachyrhizus nggrggug contendo como meio
de reacglo sacarose 0.3M, EKC1 20mM, HEPES ZmM ¢ BGSA
0.1%. mit.=mitocdndria, glu.=glutamato, mal.-malato,

rot. rotenona, paq.=pachyrhizina.

e @1 L 1mM, glut. 20mM com FCCP 1uM e rot.b5pM
e~ mal. 1mM, glut. 20mM, FCCP 1luM e etanol 2.5ul

——O—mal. 1oM, glut. 20mM, FCCP 1pM e pac. SpM.
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robtenona e a pachyrhizina.

Na Tabela 3.4 sio apresentados os dados transformados em
nmoles de oxipgénio por minuto em um miliprama de proteina de
plantulas esticladas de P. ifuberosus. Observa-se que o FCCP au-
menta o consumo de oxigénio em relagfo ac consumo dado pelo suc—
cinate e pelo malato mais glutamato, nas quatro aplicactes {1,
II, IiI e IV) do experimento. OCs resultados indicam, gue prati-
camente nfo houve uma diminuig¢do No CONSURO de oxigénioc tanto na
adigfo de rotenona quanto na de pachyrhizina.

RAVANEL et al. (10882), observaram due em mitocOindrias de
plantulas estioladas de Phascolus aureus, kaempferol inibiu a
oxid.clo do NADH, succinato e o fluxo de elétrons apés o sitio
da flavoproteina. RAVANEL et al. (1884) compararam O efeito de
varios rotenéides extraidos das raizea de Derris (deguilina,
eliptona, 1Z-hidroxirotenona € rotenona 2-4cido endico) nas ati-
vidades mitocondriais, utilizando tubsrculos de Solanum huberocsum

e plantulas esticoladas de Phaseolus gureus. 05 resultados mostra-

ram que ndo s6 a robenona, mas o complexo de rotenbSides, foi ati-
vo na inibic8o do complexo 1 da cadeia respiratéria na mitochn-
dria. A porcentagem de inibigfo cm relacfio ao consumo de oxigénio
& diferente para cada um desses rolendides, sendo a deguilina a
mais ativa e a rotenona 2-acido endico a menos efetiva.

Muitos trabalhos tém sido feltos, visando elucidar o papel
dos flavondides e os isoflavondéides nos mecanismos respliratérios
e possiveis vias alternativas de resisténcia a estes compostos

(PALMER, 1576; MARX & BRINKAMANN, 1978; JOHNGOR-FLANAGAM & OPEN~-



TABELA 3.4. Atividade

nio por minuto PO

respiratoria,

medida
r miligrama de proteina, utilizando

em nmoles de oxigé-

mitocéndrias isoladas de plantulas estioladas de P.
consumno de oxigénio
(nmoles-min”l-mg”lde proteina)
substratos adigbes
I— succinato Z2mM 48.6
I1I- glutamato 20mM
+ malato ImM 31.3
FCCP 1M 93.9
rotenona Shutu 86.9
rotenona 10uM 76.5
rotenona 10w 52.6
III-glutamato 20mM
+ malato 1mM 20.8
FCCP 1pH 83.4
pachyrhizina  5ul 93.9
pachyrhizina 10pM 83.4
pachyrhizina 10uM 806.0
IV-glutamato Z0md
+ malato 1mM 30.5
FCCP 1pM 86.4
etanol 2.6n1 93.3
etanol 2.5l 86.9
etanol 2.5ul 62.6
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CER, 1981: RAVANEL et al. 1982; RAVANEL et al. 1984 ¢ DOUCE &
NEUBURGER, 1989). Tem-se verificada que hé diferengas entre mito-
céndrias vegetais e animais (CUNNINGHAM, 1964; PALMER & COLEMAN,
1974:; DOUCE, 1885 e DOUCE & NEUBURGER, 1889). Estas diferengas
estdp na presenca de desidrogenases especificas no sistema de
transporte de elétrons, no tamanho da organela e complexidade de
seu DNA (DOUCE et al. 1972 e DOUCE, 1885j.

A cadeia respiratéria nas células animais e vegetails con-
siste de quatro complexos proteicos, complexo I, complexo 11,
complexo III, usualmente chamado de citocromo b-c¢, e complexo IV,
citocromo oxidase. Existem duas entradas principais do fluxo de
elétrons na cadeia respiratéria, uma no complexo I, que recebe os
elétrons e prétons da coenzima NADH, proveniente da oxidag¢do de
intermedidrios do ciclo de Krebs, e a outra através do complexo
II, onde se localiza a succinato-desidrogenase e coenzima FAD. Os
elétrons sfo transferidos para as moléculas de ubliguinona e de-
pois para o complexo 111, onde irfo para o citocromo ¢ e deste
para o complexo IV. O complexo IV constituil a oxidase terminal,
encarregada de transferir os elétrons para o oxigénio, formando a
agua (DOUCE, 1985 e DOUCE & NEUBURGER, 1889).

A rotenona é fregquentemente utilizada em experimentos de
laboratéric, devido as suas propriedades inibitérias no complexe
1, na cadeia transportadora de elétrons em mitocéndrias animais e
vegetals (IKUMA & DONNER, 1867). Nas células vegetals, observa-se
a existéncia de uma via alternativa, na cadeia transportadora de

elétrons, que & insensivel ao cianeto e antimicina (LATIESG, 1882
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e DOUCE & NEUBURGER, 1889). Observa-se também a insensibilidade
da NADH-desidrogenase interna na mitocdndria pela rotenona (PAL-
MER, 1976 e MOLLER & LIN, 18386).

E geralmente assumido que a via de oxidaclo do NADH insen-
sivel & rotenona € catalisada por uma NADH-desidrogenase dife-
rente, dentro da membrana interna da mitocéndria (MOLLER & LIN,
1986). Esta enzima possul outras caracteristicas e afinidade mui-
to mais baixa a4 molécula de rotenona do gue & enzima do NADH da
via sensivel & rotenona do complexo I (MOLLER & PAILMER, 1882).
Mesmo aumentando o nivel da NADH-desidrogenase, ndo ocorre um au-
mento no consumo de oxigénio na presenga de rotenona (PALMER,
1982: DOUCE, 1985: DAY el al. 1988 e DOUCE & NEUBURGER, 18889). A
oxidagdc do NADH enddgeno em mitocdndrias vegeltais parece ser
muito mais complexa do que em mitocdndrias animais. Esta comple-
xidade se deve ao fato de gue alguns inibidores, tals como rote—
nona, inibem a oxidagfio do NADH endégeno em mitocdndrias animails,
porém causam algumas vezes uma leve inibic¢do no sistema respira-
tério dos vegetais (IKUMA & BONNER, 1867 e PALMER, 1976).

Nos experimentos utilizando mitoedndrias de pléntulas es-
ticladas de Pachvrhizus tuberosus, verificou-se que rotenona e
pachyrhizina nas concentracfes de 5S5pM, 15uM e ZO6pM, parecem nao
inibir o transporte de elétrons na cadeia respiratdria nesta
planta. Estes resultados indicam que estas substéncias, nestas
concentraches, parecem ndo interferir no processc respiratério

nas mitocdtndrias de P. tuberosug.
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O significado fisiolégico da inibig¢8o ou ndo das enzimas
que oxidam o NADH (resisténcia da NADH-desidrogenase a rotenona)
na cadeia respiratéria permanece ainda obscuro ( DOUCE, 1885; e
DOUCE & NEUBURGER, 1989). Recentes estudos com mitoebndria purl-
ficada de soja mostram variagdes na inibi¢8o com cianeto e rote-
nona em diferentes partes da planta (DAY et al. 1988). NHos coti-
lédones de soja com sete dias de idade, a rotenona inibiu em 50%
a oxidagdo do malato e piruvato adicionados ao meio, e nas mito-
condrias dos nédulos, inibiu em 80% (BRYCE et al. 1980). A in-
fluéncia da rotenona tem particular importincia nos tecidos com
alta capacidade para atividade da via alternativa oxidase e pare-
ce que depende das condig¢Ses de crescimento e da idade da planta
(AZCON-BIETO gt al. 1989 e BRYCE et al. 1980). Em geral, as
condigBes que favorecem a alta atividade da via alternativa oxi-
dase s8o0 também as que favorecem a via do fluxo de elétrons que
4 insensivel A rotenona (DRY et al. 1989 e BRYCE, et al, 185950).

A maneira como funciona o mecanismo da via insensivel &
robenona € muito importante para um melhor conhecimento e enten-
dimento do papel fisiolégico da NADH-desidrogenase. Entretanto,
nenhuma informaclo & disponivel até o momento, em relagdo & es—
trutura e as propriedades termodinamicas da enzima NADH-desidro-
genase insensivel 4 rotenona (DOUCE & NEUBURGER, 18989).

Fica evidente a necessidade de estudos mais detalhados a
respeito do efeito da rotenona e pachyrhizina no consumo de oOxi-
génio em P. tuberosus. Provavelmente, estes isoflavondides acumu-

lados em determinados orgfos da planta, est83o isolados anatdmica



ou Tfisiologicamente do citoplasma, sendo ativos quando necessa-
riocs. RAVANEL et al. (1984), sugerem gue os rotendides presentes
em alta concentragio nas raizes de Derris estdo na forma de agli-
conas livres, tendo um efeito ecofisiolégico, prevenindo assim a
predacBo ou o parasitismo de animais, principalmente invertebra-
dos, nas sua ralzes.

De acordo com HARBORNE (1988), estas substéncias toxicas
tem alguma importéncia no sistema natural ecoldgico. Contudo, a
funcdo dessas substéncias n#io é ainda totalmente esclarecida. O
fato, € que muitas plantas superiores vivem em relac8o simbibdtica
com espécies inferiores, sugerindo em Gltimo caso, protegdo ao
atague de animais predadores, fungos ou bactérias, no tecido que
contém algum tipo de subat@ncia letal. Contudo, a func¢éo fisiold-

gica dessas substéncias nfo estd alinda totalmente esclarecida.
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IV - CONCLUSOES.

No presente trabalho com P. iuberogus, fol possivel iden-
tificar os isoflavondides, rotenona e pachyrhizina, através de
dosagens por cromatografia liquida de fase reversa. Estabeleceu-
se, entio, o método para comparar, rotenona e pachyrhizna, nas
diferentes partes desta planta.

Observou—-se que o0s cotilédones possuem maior gquantidade
degsses isoflavonsides, principalmente pachyrhizina, do que os ei-
xog embriondrios, até 120 horas de embebicdo em luz e escuro
constante. Foi verificado que nfSo héd uma relag¢do entre a quanti-
dade dessas substincias, com o aumento do peso de matéria seca. o
provavel que nos embrides e cotilédones de P. tuberosus ndo
ocorra sintese de rotenona e pachyrhizina durante o periodo de
embebicfiio analisado. Mesmo fervidas, as sementes de P. tuberosus
apresentam rotenona e pachyrhizina. O fato é que, somente as se-
mentes de vagens imaturas devem ser utilizadas na alimentac¢ao,
pois rotenona e pachyrhizina ndo foram detectadas nesses estéa-
dios analisados.

Rotenona e pachyrhizina foram detectadas em folhas primé-

rias {(com 10, 20 e 30 dias de idade} de P. tuberosus. Estas
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subgténcias se apresentam em majior auantidade na folha do que nas
sementes em desenvolvimento.

De acordo com os resultados, observou-se que rotenona e pa-
chyrhizina ndo foram detectadas no exsudato do caule, nem noc pe—
dianculo da inflorescéncia desta espécie. A inflorescéncia de P.
tuberosus ndo contém nenhum desses isoflavondides estudados. Sen-—
do assim, € possivel que ocorra sintese dessas substéncias, rote-
nona e pachyrhizina, apenas nos diferentes 6rg8os da planta enm
desenvolvimento, como sementes, folhas e raizes.

Rotenona e pachyrhizina foram observadas nas raizes de
rléntulias com 28 dias, mas apds a tuberizaqéo, estas substincias,
880 encontradas em quantidades pequenas. Desta forma, as raizes
tuberosas (sem casca e sem o tecido da regifio do colo) podem ser
utilizadas na alimentagdo.

Através dos resultados apresentados neste trabalho, demons—
trou-se gque rotenona e pachyrhizina ndo tiveram efeito significa-
tivo nas porcentagens finals de germinacio em luz e escuro. Estas
substincias também ndo afetaram o desenvolvimento do eixo embrio-
naric isolado dos cotilédones.

Foi demonstrado que rotenona e pachyrhizina nfo tiveram
efeito no consumo de oxigénio em mitocdnorias isoladas de P. tu-
berosus, confirmando que estas substéncias nf8c interferem no de-
senvolvimento desta espécie.

Portanto, neste trabalho, o papel da rotenona e pachyrhizi-
na, durante o desenvolvimento de P. tuberosus nfo ficou esclare-

cido. Mas provavelmente, estes compostos que fazem parte do meta-
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bolismo secundario, devem ter uma funcio ecofisioldégica de prote-

clo, garantindo assim a sobrevivéncia da espécie.
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V - RESUMO.

Pachvrhizus tuberosus € uma espécie gue possul um potencial
alimentar expressivo nas raizes tuberosas. E nativa da regido
Amazbnica, onde é cultivada comercialmente. Suas sementes sfo ri-
cas em proteinas e lipideos, porém sio téxicas ac consumoc dos
animais, pois apresentam um alto nivel de isoflavonéides? roteno-
na e pachyrhizina. Entretanto, com excegdo das sementes, nenhum
trabalho foi desenvolvido para verificar a presenga desses coOmpo-—
nentes nos varios érgios da planta.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foil determinar,
através das extracfes e dosagens, a quantidade de rotenona e pa-—
chyrhizina, na fase de crescimento inicial e nos varios érglos da
planta. Além disso, verificou-se também o efeito dessas substan-
cias na atividade respiratoria em mitocdHndrias isocladas desta es-
pécie.

Neste trabalho foi possivel estabelecer o método por croma—
tografia liquida de fase reversa para determinar e identificar a
rotenona e pachyrhizina de P. tubercosus. A partir da fragao de
rotendides extraidos das sementes de P, tuberosus, foi possivel

identificar e determinar a rotenona e pachyrhizina no mesmo
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cromatograma. Observou-se que a rotenona elue em 13 minutos e a
pachyrhizina em 11 minutos aproximadamente, utilizando &cido acé-
tico 0.5% e metanol T70%, numa velocidade de fluxo de iml por mi-
nuto.

Apos wvarias analises feitas por HPLC, observou-se que as
sementes secas possuem cerca de 0.59pg de rotenona e 20.7pg de
pachyrhizina por miligrama de matéria seca. Durante o periodo de
embebic8o em luz e escuro, verificou-se gue rotenona & pachyrhi-
zina estBo em maior guantidade nos cotilédones do gue nos eixos
embrionarios. Parece n3o ocorrer sintese dessas substéncias nos
embrides e cobilédones, durante a embebigio dessas sementes,
pois, de aordo com o8 resultados, n8o houve variac¢es significa-
tivas na quantidade dessas substincias. Nio existe uma relagldo
entre o aumento do pesc de matéria seca, com a guantidade de ro-
tenona € pachyrhizina encontrada durante a embebigfo das semen—
tes. E proposto que os niveis dessas subst@ncias, ndo interfiram
no desenvolvimento das pléntulas desta espécie. Rotenona e pa—
chyrhizina foram encontradas também em sementes fervidas, com al-
ta temperatura e pressfo.

Meste trabalho, foi possivel estabelecer 0s niveis de rote-
nona e pachyrhizina nas folhas de P. tuberosus, utilizando a cro-
matografia liquida de fase reversa. Nas folhas primarias anali-
sadas, observou-se um aumento na quantidade de pachyrhizina e
principalmente de rotenona, concomitante com ¢ aumento de matéria
seca. Essas substincias se apresentam em maior quantidade nas fo-

lhas primdrias do que nas sementes em desenvolvimento.
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Nao foram detectadas, rotenona e pachvrhizina no exsudato
do caule e no peddnculeo da inflorescéncia nesta espécie. Além
disso, nenhun desses lsoflavondides fol encontrado na inflores-
cénecia de P. Luberosus. E sugerido que rotenona e pachyrhizina
ndo sejam transportadas no caule, indicando que possam ser sinte—
tizadas independentemente nos diferentes 6rgidos (sementes, folhas
e raizes}.

Nos frutos, rotenona e pachyrhizina ndo foram determinadas
nos extratos das vagens e sementes imaturas. Estes isoflavondides
86 foram detectados nas sementes das vagens com 15.8cm, 18.4cm e
20.9cm de comprimento.

Rotenona e pachyrhizina foram observadas nas ralzes de
pldntulas com 28 dias de idade crescidas no escuro. Nas ralzes
tuberosas de plantas com 10 meses de idade, verificou-se uma pe-
quena quantidade de rotenona concentrada principalmente na regifo
do colo. Perém, pachyrhizina ndo fol encontrada na raiz tuberosa
de P. tuberosus. Sendo assim & possivel utilizar na alimentacio
somente a raiz tuberosa sem a casca e sem o tecido da regido do
colo da raiz.

Rotenona nas concentragdes de 1072M, 1073M e 1079 e pa-
chyrhizina a 10-4M nfoc afetaram significativamente as porcenta-
gens Tfinais de germinagio de sementes mantidas na luz e escuro
continuos.

Foi observado, também, que rotencna e pachyrhizina, nas
concentracdes utilizadas neste trabalho, ndo afetaram o desenvol-

vimento em peso de matéria fresca e comprimento dos eixos embrio-
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nadrios isclados dos cotilédones, mantidos na luz & escuro conti-
nuos. Portanto, sugere-se que estes isoflavondides ndo interferem
no desenvolvimento inicial da planta de P. tubercsus.

Hos experimentos com mitocOndrias isoladas de P. tubergsus,
os resultados mostram que rotenona e pachyrhizina nas concentra-
¢Bes utilizadas, adicionadas ac meio de reac8o, nao inibem o con-
sumo de oxigénio em plantulas esticladas do Jacatupé. Sendo as-—
gim, supfe—-se que estas substincias, ndo interferem no transporte

eletrénico da cadeia respiratéria na mitoedndria dJdesta espécie.
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