Isoflavonoides em Medicago sativa cv. creoula
e nutricao controlada em nitrogénio

Isoflavonoids in Medicago sativa cv. creoula and nitrogen supply control
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RESUMO - Este trabalho pesquisou o cultivo da forrageira Medicago sativa cv. creoula em vasos de Leonard
e casa de vegetacao, contendo solugdes nutritivas diferentes em dois grupos testados. Um, com solugao limi-
tante em nitrogénio assimildvel e outro com quantidades satisfatérias de nitrogénio para o desenvolvimento
da planta. As culturas cresceram durante 10 semanas e tiveram analisados o contetido em dois flavonoides
(ononina e formononetina) em extratos de raizes e exsudatos. As anélises foram desenvolvidas empregando-
se cromatografia liquida de alta eficiéncia . Foi verificado um aumento na producéao e excrecdo destas isofla-
vonas quando o vegetal cresce em meio limitante em nitrogénio.
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ABSTRACT - This work studied the cultivated forage crop Medicago sativa cv. creoula in Leonard jars and in a
green house, containing different nutrient solutions in two tested groups: with limited and nonlimited nitrogen
supply for the plant development. Its grow for 10 weeks and two flavonoids (ononin and formanonetin) were
analized in extratcts of roots and exsudates. Using high performance liquid chromatography, it was verified an
increase in the production and excretion of these isoflavonoids when the plant grow in nutrient solution with

nitrogen limitant.
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INTRODUGAO

lguns flavondides presentes em
plantas da familia das legumi-
nosas podem interagir com micro-
organismos presentes no solo. Es-
tes metabdlitos estdo implicados em
reagcdes de defesa (fitoalexinas),
como quimioatraentes para bacté-
rias patogénicas e simbidticas ou
ainda como indutores de genes em
bactérias fixadoras de nitrogénio at-
mosférico (rizébios) (Peters e Ver-
ma, 1990; Sallaud et al, 1997). A
producao de flavondides pelo vege-
tal parece ser regulada pela presen-
ca ou ndo de nitrogénio no solo (Co-
ronado et al., 1995) e células de Me-
dicago em suspensdo foram capa-
zes de produzir diferentes niveis de
fiotalexinas (flavonoéides) contra di-
ferentes eliciadores {(fator Nod), im-
plicados em simbiose com rizébios
(Savouré et al., 1997) Estudos re-
centes com Medicago sativa subsp.

varia cv A2 confirmam a presenca
de flavonéides como responsaveis
pela atividade indutora em genes
nod de bactérias simbiéticas, de-
monstrando que somente flavonoi-

. des estao presentes nestes extratos

de plantas capazes de induzir es-
tes genes (Zuanazzi et al. 1998). A
funcéao de isoflavonéides como for-
mononetina e seu conjugado glico-
silado, ononina, em extratos de
Medicago nado é clara, mas sua
presenca nos extratos analisados,
sugere uma mudanca grande no or-
ganismo do vegetal, ainda ndo bem
elucidado. Além disso, seu aumen-
to nas raizes da planta dependente
da presenca do nitrogénio assimi-
lavel, parece indicar alguma rela-
¢ao com a fixagdo deste nutriente.
Neste trabalho demonstramos que
em duas formas diferentes de cul-
tivo, pobre e rico em nitrogénio,
raizes e exsudatos de Medicago

- sativa cv. creoula, forrageira muito

utilizada em agropecudria, apresen-
tam um teor de formononetina e
ononina aumentado, respectiva-
mente, analisados via cromatogra-
fia liquida de alta eficiéncia.

MATERIAL E METODOS

Cultura do vegetal

As sementes de Medicago sati-
va, ¢v creoula foram desinfetadas,
permanecendo 30 segundos em al-
cool etilico (96%) e em seguida mais
60 segundos em solugao hipoclori-
to de s6dio 1%, sendo posteriormen-
te lavadas 7 vezes com &gua esté-
ril. Apés entdo, as sementes foram
colocadas a germinar em papel fil-
tro em estufa a 28°C por 48 horas.
Depois disso, foram escolhidas as
que apresentaram melhor germina-
¢do e colocadas em crescimento em
casa de vegetacao dentro de vasos
de Leonard esterilizados {Somase-
garan e Hoben, 1994) e uma pro-
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porcédo de areia e carvao de 3:1, res-
pectivamente. Assim, tivemos uma
parte das plantas (18 vasos - con-
tendo 3 plantas cada) contendo so-
lucdo nutriente normal (ndo limi-
tante em nitrogénio- 13,8mM
KNO, - Blondon, 1964) e o mesmo
numero com solucdo limitante em
nitrogénio (1 mM KNO,). O culti-
vo durou 10 semanas, findo o qual
os exsudatos e raizes foram recolhi-
dos para preparagao dos extratos.

Preparacédo dos extratos

Os exsudatos foram obtidos la-
vando-se a fase sdlida dos vasos
com etanol 96%, e em seguida eli-
minado o etanol em rota-vapor. A
dgua remanescente foi eliminada
por liofilizacdo. As raizes foram
moidas. O liofilizado dos exsudatos
e as raizes moidas foram posterior-
mente maceradas em etanol 96%.
Apods 48 horas o macerado foi fil-
trado e o remanescente colocado
novamente em maceracdo. Este
procedimento foi repetido 3 vezes.
Os filtrados reunidos, tiveram eli-
minado o solvente em aparelho de
rota-vapor, posteriormente re-sus-
pendidos em dgua e extraidos com
diclorometano. Eliminado o solven-
te, os extratos foram pesados e di-
luidos em MeOH a 100 mg/mL para
andlise em CLAE.

Andlise em cromatografia liquida
de alta eficiéncia

As amostras (10uL) foram inje-
tadas em coluna Waters NovaPack
C18, medindo 3,9x150mm, com di-
ametro de particula de 4um, sob flu-
xo de 1 mL/min, protegida por pré-
coluna. O sistema empregado foide
gradiente linear, iniciando com
MeOH:H,O:TFA (30:70:0,05, V/V/
V) passando a MeOH:TFA (100:0,05
V/V} durante 15 minutos. No final,
5 minutos de desenvolvimento iso-
cratico completou a andlise total de
20 minutos por injecdo. Foi empre-
gado médulo de separacdo Waters
Alliance 2690, com injetor automa-
tico e detector UV varidvel por ar-
ranjo de diodos Waters 996 (entre
200 e 400 nm), com uma leitura a
cada 1,8 segundos e 4,8 nm de re-
solucdo. O sistema de controle e ge-
renciamento de dados empregado
foi um Waters Millenium V.2.15.01.
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Presenga de ononina e formononetina em exsudatos e extratos de raizes de Medicago sativa cv
creoula. As areas referem-se aos picos dos flavonéides analisados em cromatograma (CLAE) a 250
nm. R: raizes, Ex: exsudatos, N+: crescimento em meio nao carente em nitrogénio, N-: crescimento

em meio carente em nitrogénio.

Solugdes de referéncia

Amostras de ononina e formono-
netina de procedéncia Extrasynthe-
se (Franca), foram cromatografadas
em CLAE no mesmo sistema que

~ os extratos e exsudatos de vegetal

em concentragdes de 10 mg/mL.
Para cada solucao de referéncia fo-
ram injetadas 10pL. As solugdes de
flavonéides foram co-injetadas com
os extratos vegetais e o UV (200-
400 nm) dos picos obtidos em cro-
matogramas diferentes foram com-
parados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos permi-
tem observar que da mesma forma
que outros cultivares de Medicago
(Harrison e Dixon, 1993; Dakora et
al., 1993; Zuanazzi et al., 1998),
Medicago sativa cv creoula, contém

~ grandes quantidades de isoflavo-

néides. Dois conhecidos isoflava-
nodides, formononetina e ononina,
foram identificados nos exsudatos
e extratos de raizes da planta. Os
flavondides foram identificados
empregando-se andlises em CLAE
com solugdes referéncia co-injetan-
do os flavonoéides e extratos de ve-
getais. O tempo de retengdo obtido
para a ononina neste sistema cro-

matografico foide 6 minutos e para
a formononetina, 10 minutos. Além
da superposicao dos picos, foram
analisados os perfis dos espectros
na regiao do ultravioleta, entre 200
e 400 nm dos picos em cromatogra-
mas diferentes, havendo superpo-
sicdo total dos espectros obtidos nas
solucdes de referéncia e extratos
vegetais. Conclui-se, assim, a pre-
senca dos isoflavonéides ononina e
formononetina em todos os extra-
tos vegetais analisados (raizes e
exsudatos).

Uma maior quantidade destes
flavonéides ocorre quando o vege-
tal desenvolve-se em caréncia de
nitrogénio assimildvel. Da mesma
forma que nas raizes, quando o
meio estd pobre em nitrogénio (N-)
h4 um aumento na producao e ex-
crecao dos dois isoflavondides, para
o meio (exsudato). (Gréafico I).

Embora a planta produza e ex-
sude mais isoflavondides quando
estd carente de nutricdo nitroge-
nada demonstrado aqui, € surpre-
endente a fato de a planta exsudar
ononina e formononetina de suas
raizes, mesmo quando o vegetal
cresce com fornecimento normal
de nitrogénio (N+). Sem duvida,
pode-se supor uma importancia
muito grande destes metabdlitos
em mecanismos de defesa e/ou in-
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terac&o com micro-organismos em
Medicago. Sua variacao, aqui re-
lacionada com a nutricdao nitroge-
nada pode indicar a possibilidade
de implicacdo destes metabdlitos
com a fixacdo de nitrogénio atmos-
férico. Os flavondides indutores co-
nhecidos neste género pertencem
as classes das flavononas, flavonas
e chalconas (Gyoérgypal et al.,
1991; Hartwig et al., 1990). Ha so-
mente um relato de inducao de
genes implicados na fixagdo de
nitrogénio por isoflavonéides (ono-
nina) em Medicago (Léon-Barrios
etal., 1993). Todavia, em outro tra-
balho esta atividade néo foi verifi-
cada, nem com extratos nem com
formononetina, ononina e seu de-
rivado malonil isolados {Coronado
etal., 1995). Embora formononeti-
na e ononina aparentemente nao
sejam responsaveis pela ativacao
de genes nod, sua presenca em ex-
sudatos vegetais e sua relacao com
o aumento e diminuicao de nitro-
génio na nutricao vegetal, pode su-
gerir algum tipo de participacao
neste processo complexo. Zuana-
zzi e colaboradores (1998) sugerem
a presenca de substdncias presen-
tes em exsudatos de Medicago ca-
pazes de inibir a induc¢ao dos ge-
nes atuantes no processo de nodu-
lacdo, corroborando a idéia de que
o vegetal possui o controle do pro-
cesso simbiético (Coronado et al.,
1995). Embora ndo tenha sido com-
provado nenhum efeito ativador ou

inibidor de genes de nodulagéo por
estes isoflavonodides em Medicago,
o esclarecimento da causa de sua
alteracdo conforme o meio nutriti-
vo, poderd abrir caminho para a
melhor compreensao do processo
de fixacdo de nitrogénio e/ou de-
fesa do vegetal.

CONCLUSAO

O vegetal Medicago sativa cv.
creoula produz um aumento dos
isoflavonoéides ononina e formono-
netina em quantidade, nas raizes e
exsudatos, quando cresce em meio
nutritivo limitante em nitrogénio.
Este aumento pode estar implicado

" em processos de defesa do vegetal

ou ainda em mecanismos de sim-
biose com rizdbios e fixacdo de ni-
trogénio atmosféricos.
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Atividade citotoxica
e antileishmanial
do pericarpo
da Anona muricata

M. C. Jaramilho et al
Fitoterapia 71(2): 183-186, 2000

Acao hipotensora
em roedores
pelo nangapiry, um produto
natural do Paraguai

K. Morioca et al
Phytomedicine 7(2): 99-103, 2000

A Anona muricata é conhecida, no Brasil, pelo
nome popular de graviola. Nesse trabalho, os au-
tores demonstraram que o pericarpo do fruto pos-
sui atividade citotdxica e é ativo contra as lesdes
causadas pela Leishmania brasiliensis como
antimonial usado atualmente. Na fragao ativa, fo-
ram isolados e identificados trés acetogoninas.

A Eugenia uniflora, o nangapiry no
Paraguai e pitangueira no Brasil, foi em-
pregado no estudo da atividade
hipotensora do extrato aquoso das folhas.

A atividade observada foi atribuida a
dilatagao arterial e relaxamento cardiaco.
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