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SAPONINAS EM TEPALAS NORMAIS E DEFORMADAS DE
GLADTOLO CULTIVAR ROSA DE LIMA!

P.R. Mallozzi?
M.A. Barros?

INTRODUGAO

Uma doenga de gladiolo, caracterizada por uma defor
magao na regiao central de tepalas, com proliferagao ce-
lular, foi associada a presenga de corpusculos semelhan-—
tes a micoplasma na regiao do floema. Com o objetivo de
pesquisar a influencia da doenca sobre os constituintes
normais da planta, foi feita a determinagao de saponinas
em tépalas normais e em tepalas deformadas de gladiolo,
cv. Rosa de Lima, constatando-se diferencas. Estes re-
sultados sugerem que a deformagao, caracterizada por pro
liferacao de celulas, & acompanhada de alteracoes do me-
tabolismo da planta.

MATERIAL E METODOS

Amostras de tepalas normais e tépalas com deforma-—
cao foram obtidas de gladiolo cv. Rosa de Lima, cultiva-
do em campo experimental. Um grama de cada amostra foi
finamente cortado e transferido para erlenmeyer de 200 ml
de capacidade, junto com 100 ml de agua destilada. Apos
fervura por 10 mlnutos, o decocto foi filtrado e recolhi
do em balao volumetrico de 100 ml de capacidade. 0 ex-—
trato aquoso assim obtido foi utilizado para as determi-
nacoes de Indice de Espuma, Indice de Inibigao de Espuma
e Indice Hemolitico, de acordo com a metodologia de WASI
CKY, modificada por SILVA (1964).

'Trabalho realizado em margo de 1973, terminado em maio
de 1974. Os autores agradecem ao Prof. Dr. Jose Bonza-
n1 da Silva pela orlentagao e estimulo proporcionados.
“Instituto Biologico, Sao Paulo.
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1) Determinagao do indice de espuma - A partir do
extrato aquoso a 17, foram preparadas diluigoes seria-
das, de acordo com o quadro 1.

Quadro I. Quantidades relativas, em ml, do extrato aquo-—
so a 17 e de agua destilada, para a preparacao
das diluicgoes.

Tubo de Diluicio Extrato Agua destilada

ensaio s {(ml) (ml)
1 1:100 10,00 0,00
2 1:200 5,00 5,00
3 1:300 3,30 6,67
4 1:400 2,50 7,50
5 1:500 2,00 8,00
6 1:600 1,66 8,34
7 1:700 1,42 8,58
8 1:800 1,25 8,75
9 1:900 1,10 8,89
10 1:1000 1,00 9,00

Esta serie de diluigao doi depositada em dez tubos
de ensaio, de 16 mm de diZmetro interno por 18 cm de com
primento. Os tubos foram fortemente agitados por 15 se-
gundos. Apos periodo de repouso, a altura de espuma nos
tubos foi observada, constatando-se que no tubo de nime-
ro 2 a altura era de 1 cm, correspondendo ao ponto de vi
ragem. O valor do Indice de Espuma encontrado foi de
177, para as duas amostras.

2) Determinacgao do indice de inibicao de espuma -
Foram preparadas diluigoes seriadas a partlr do extrato
aquoso a 17, de acordo com o quadro I. Apos agltagao e
repouso, com adlgao prévia de uma mistura inibidora da
formagao de espuma, constituida de alcol isoamilico e a-
cetona, foi constatado que no tubo 8 o anel de espuma nao
apareceu, sendo portanto o indice igual a 666, para am-
bas as amostras.

3) Determinagao do Indice hemolitico - Em dez tubos
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de ensaio foram colocados volumes de 1 ml de concentra-
goes decrescentes do extrato da droga a 17 isotonizado,
Juntamente com 1 ml de suspensao de hemacias a 27, em so
lugao fisiologica, segundo o quadro II.

Quadro II. Determlnagao do 1nd1ce de hemolise - quantlda
des relativas, em ml, dos extratos de tepalas
normais e deformadas, em solugao fls1olog1ca,
e de suspensao de hemacias a 27 em solugao fi
siologica.

Tubos de ensaio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Extrato aquoso
(ml) 1,0 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1

Solugao fisio-
logica (ml) 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

Suspensao de
sangue a 2 ¥ 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
(ml)

Apos 24 horas foram feitas as leituras nos tubos e
verificou-se que a hemolise se manifestou, para a amos-—
tra normal, no tubo 6 e para a amostra com deformagoes
no tubo 3. Portanto os indices hemoliticos tiveram os
seguintes valores, respectivamente 400 e 250.

4) Analise cromatografica qualitativa dos extratos
metanolicos - Extratos metanolicos a 5% de cada amostra
foram preparados. Quantidades de 0,02 ml desses extra-
tos foram aplicadas em placa de cromatografia cobertas
com silica gel G na espessura de 250 micros. O cromato-
grama foi desenvolvido em cuba supersaturada utilizando-
-se como solvente uma mistura de cloroformio + etanol +
agua (4:3:0,75). As manchas foram reveladas com  HSOy
20%.

5) Analise cromatografica qualitativa dos extratos
hidrolisados - Residuos foram obtidos de ambas as amos-
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tras de extratos metanolicos a 5%. A partir desses resi
duos foram hidrolisados com 50 ml de acido cloridrico
30%Z, para separagao das sapogenlnas que foram extraidas
posteriormente em 100 ml de cloroformio. Os extratos fo
ram concentrados ate ao volume de 5 ml e quantidades de
0,02 ml desses extratos foram aplicadas em placa de cro-
matografia com silica gel G. O cronomatograma foi desen
volvido em mistura de cloroformio + metanol (96 + 4)
(STAHL, 1969). O revelador utilizado foi anisaldeido.

6) Analise cromatografica em camada preparativa do
extrato metanolico - Utilizando-se o mesmo sistema croma
tografico do item 4, quantidade de 0,1 ml de extrato me-
tanolico de cada amostra foi aplicada em camada prepara-
tiva, isolando-se 5 cm da placa para apllcagao de um pon
to e posterior revelacao das manchas com solucao de
H,80,.

7) Utilizagao do microscopio optico para identifica
cao de fracoes hemolisantes do cromatograma — Com a fina
lidade de se introduzir uma té&cnica mais rapida de visua
lizacao de hemolise a partir de fragoes do cromatograma,
um novo metodo foi sugerido.

As faixas obtidas no cromatograma em camada prepara
tiva (item 6) foram isoladas, raspadas e eluidas separa-
damente em 5 ml de solucao fisioldogica e filtradas em pa
pel filtro. .

Como controle foi utilizada uma faixa raspada de um
cromatograma desenvolvido da mesma maneira, mas sem apli
cagao de amostra.

Foram preparadas laminas com uma gota de cada fil-
trado das faixas isoladas, das amostras e do controle.
A cada uma destas laminas foi adicionada uma gota da sus
pensao de hemacias a 2% em solugao fisiologica. Parale-—
lamente foi feita uma lamina controle de suspensao de he
mactas a 2% em solugao fisiologica.
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Quadro III. Resultados dos cromatogramas dos extratos me
tanolicos das amostras de tépalas normais e
tepalas deformadas.

Extrato metanolico de .Extrato metanolico de
tepalas normais tepalas deformadas

M%pchas RE Cor Mﬁpchas RE Cor
numero numero

1 0,14 marrom 1 0,13 marrom

2 0.34 castanho 2 0,33 castanho

? rosado rosado

3 0,45 rosa 3 0,45 rosa

4 0,74 rosa 4 0,73 rosa

5 0,93 castanho 5 0,93 castanho

O0s indices de espuma e de inibigao de espuma nao re
velaram diferengas significativas entre tépalas normas e
deformadas. O indice de hemolise do extrato em solugao
fisiologica deu valores de 400 para tepalas normais e
250 para tepalas deformadas.

O cromatograma do extrato metanolico resultou em um
numero de fragoes com RFs semelhantes (quadro III).

. O cromatograma do extrato hidrolisado de tepalas de
formadas apresentou um numero de manchas menor faltan
do fragoes correspondentes aos Rfs 64, 74 e 86 do croma-—
tograma de tepalas normais (quadro IV).

As provas de hemolise com as fragoes obtidas no cro
matograma, realizadas com a metodologia de STAHL (1960)
modificada neste trabalho pelo primeiro autor, perm1t1—
ram resultados mais rapidos comzautlllzagao de suspensao
de hemac1asenlsolugao flslologlcaenllugarde dgar-— gelatl
na. Atraves deste metodo foi p0551ve1.a visualizacao de
alteragoes rapidas nas hemacias das fragoes 3 e 4 isoladas da
cromatografia preparativa dos extratos metanolicos. Os re

-
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0 método modificado foi ainda experlmentado com sa-
ponina padrao, permltlndo a v1suallzagao, em pouco tem—
po, das alteragoes nas hemacias. O metodo convencional
da dep081gao de agar- sangue direto no cromatograma pode,
as vezes, apresentar o inconveniente de decompos1gao do
sangue por microrganismos.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam um e-
feito da doenga sobre saponinas do gladiolo, refletido
nos resultados do poder hemolitico que traduzem uma dife
renga do indice hemolitico. Como o poder hemolitico de-
terminado para tepalas deformadas foi menor do que para
tepalas normais, isto poderia significar que a quantida-
de de saponinas sintetizadas na planta doente e menor,
ou que as dlferentes saponinas tenham sofrido um desequ1
librio em consequencia da doenga, ou ainda que estas duas
hipoteses concorram para diminuir o poder hemolitico das
saponinas. SILVA (1964) nao observou agao hemolitica a-
pos separagao das fragoes por cromatografia a partir do
extrato aquoso que apresentou agEo hemolitica. O poder
hemolitico pode ser explicado pelo sinergismo dos compo-
nentes SaponInicos no extrato aquoso.

Os resultados da cromatografia neste trabalho se a-
justam a hipotese de desequilibrio entre os componentes
saponinicos do gladlolo, pela falta de tres fragoes no
cromatograma de tépalas deformadas, que poderiam corres-—
ponder a tres componentes nao sintetizados na planta
doente. VERMA et alii (1970) observaram uma 1n1blgao da
infecgao por virus em _plantas quando se adicionou sapon1
na em alta concentragao ao indculo. Entretanto nao ha
referencias no papel-dos componentes e nem foi tentada a
separagao dos mesmos. Os dados obtidos neste trabalho
indicam a necessidade de mais experimentos para determi-
nar o real papel dos componentes saponinicos em relacao
as doengas de plantas.

RESUMO

Amostras de tépalas normais e deformadas por uma
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doenca assoaciada a micoplasma, com proliferagao de celu-
las, de gladiolo cv. Rosa de Lima foram submetidas as
provas de Indice de Espuma, Indice de Inibigao de Fspu-
ma, e Indice de Hemolise e Cromatografia em Camada Delga
da para determinagao de constituintes saponinicos.

Os resultados revelaram diferengas no poder hemoli-
tico e no cromatograma de extratos hidrolisados de tépa-
las normais e deformadas, indicando que a doenga além da
proliferacao celular, & acompanhada de alteragoes na sin
tese de saponinas da planta.

SUMMARY

Samples of healthy and malformed tepals associated
with mycoplasma disease of gladiolus cv. Rosa de Lima
were submmitted to foam, foam inhibition and hemolytic
tests together with TLC analysis for saponin determina-
tion.

Results showed differences in the normal and malfor
med tepals saponin indicating that the disease, besides
inducing cell proliferation, may disturb the saponin
synthesis in the plant.
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