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INTRODUCAO

As leghemoglobinas (legHb) pertencem a familia de hemopro-
teinas capazes de se ligar reversivelmente ao oxigénio (Op), 9ue
30 sintetizadas nos nodulos de raiz de plantas leguminosas du-
rante a fixagBo simbidtica de nitrogenio (Np).

s nodulos de raiz de plantas leguminosas, sao estruturas
formadas em resposta 3 infec¢3o0 por bacteérias do género Rhizobrium
que ap6s reconhecerem o hospedeiro, penetram em suas raizes e
passam a se dividir sucessivamente formando um filamento de in-
fece3o, que cresce rume ac cortex da raiz. O filamento ao atingir
o cortex, provoca a diferenciagdo destas celulas que passam a sSe
dividir intensamente e formam os nodulos de raiz {Sprent, 1984)

Durante =a pro!iféracﬁn das bacteérias no interior das raizes,
varias modifica¢Bes morfoldgicas e fisioclogicas ocorrem € 0 au-
mento de volume em até 40 vezes pode ser observado. Estas bacté-
rias modificadas sap denominadas de bacterdides. A captaclio dos
bacterdides pela célula do hospedeiro ocorre por um processo de
endocitose, no qual a membrana gque circunda © bacterdide, denomi-
nada de membrana peribacterdide forma um tipo de envelope que po-
de conter um ou varios bacterdides dependendo da especie de hos-
pedeiro. Em ervilha, a divis3o do bacterdide é seguida da divis3o
da membrana, resultando em envelopes contendo apenas um bacterodi-
de. Em soja apenas os bacterodides se dividem e os envelopes podem

conter varios bacterdides (Dixon e Wheeler, 1986).



A infecgio das raizes por Rhizobium pode ocorrer de duas ma-
neiras: a bactéria penetra na raiz apds ter ocorrido uma lesdo
que pode ser provocada pela emissfo de raizes secundarias ou elas
podem penetrar atraves da epiderme, neste caso a infecgiao pode
ocorrer pela entrada nas células do pelo da raiz ou pela penetra-
¢30 direta nas celulas da epiderme (Sprent e Faria, 198%9).

Quanto aos nodulos, o tamanho @ a morfologia € caracteristi-
ca do hospedeiro e dois tipos principais podem ser formados: no-
dulos de crescimento determinado ¢ indeterminado. Os de cresci-
mento determinado sio esfeéricos podendo adquirir forma oval quan-
do maturos. 0Os de crescimento indeterminado s3o0 maiores e podem
se¢ ramificar formando diversas pontas de crescimento continuo,
sendo denominados de astragalodide (Corby, 1981).

As bactérias do género RAizobium, agrupadas em espeécies em
func3o do hospedeiro que infectam, 80 atualmente consideradas
como pertencentes a dois generos em fungio das caracteristicas de
crescimento em meio de cultura. As estirpes de crescimento rapido
como R. leguminosarum, K. phaseoli etc., continuam pertencendo ao
género Rhizebium enguanto as estirpes de crescimento lento como.
F lupini, R Japonicum etc. passaram a pertencer ao genero
Bragyrhizobium (Trinick e Hadobas, 198%9).

Independente do género a que pertencam, estas bacterias s3o
aerdbicas e infectam especificamente as plantas da familia legu-
minosae, conhecendo-se uma uUnica excec3o que € a nodulacdo de
Farasponia sp. uma planta n3o leguminosa pertencente a familia
Ulmaceae, infectada por uma estirpe de Bradyrhizobium (Trinick e

Hadobas, 198%).



A reduglo do Np pela nitrogenase, enzima encontrada apenas
em procariotos tanto aercbicos como anaerdbicos, necessita de uma
fonte ogeradora de ATP e de poder redutor além de condig¢Bes anae-
robicas uma vez que na presenca de Op a enzima € irreversivelmen-
te inativada (Yates, 198@)

Nos organismos aerobicos de vida livre, diferentes mecanis-
mos foram desenvolvidos para permitir que respiracdo e a fosfori-
lacSo oxidativa, que sio as fontes geradoras de ATP e poder redu-
tor, ocorram concomitantemente com 3 reduglo de Np. Em algumas
cianobactérias que fazem fotossintese a fixacdo de Np ocorre du-
rante o periodo de escuroc. Em outras, a presenca de celulas dife-
renciadas, denominadas heterocistos nas quais a paréde celular @
mais espessa, a difus3o de Op & limitada permitindo 3 fixagdo de
Np por estas células. Em azotobacter, auando a tens8o de Op & al-
ta, a produgdo de AT? é desacoplada e o consumo de Op é acelera-
do.Quando os niveis de Op diminuem, a producde de ATP volta a ser
acoplada & respiragdo e a fixacdo de Np recomeca. Este mecanismo
& denominado de Proteg3o Respiratoria. (Dixon e Wheeler,1986) .

Nos sistemas simbioticos associados a Rhizobium a fixag3o de
No pelos bacterdides € mediada pela leghb que g sintetizada nas
células do nodulo e atua facilitando a difus8o do Op para respi-
ragS3o e fosforilac3c oxidativa do bacterdide, mantendo a sua con-
centrac3o em niveis baixos para nio ocorrer a inativaglo do com-
plexo nitrogenase gue atua no citoplasmé do bacteroide (Appleby,
1974; Bergersen, 1978).

A habilidade para fixac3o de Np nos nddulos, estd diretamen-—

te relacionada com a presenca da legHb. Estirpes de Rbizpbium



deficientes na capacidade de sintese do grupo heme, formam nddu-
los que n3o fixam Np (Noel e colab.,1982). A sintese da nitroge-
nase pelo bacterdide € posterior & sintese da legHb e os eventos
ocorrem na seguinte ordem: a proliferag3o do bacterdide provoca
condi¢Bes microaerdfilas as quais induzem a sintese do grupo heme
pelo bacteroide (Keithley ¢ Nadler, 1983). O grupo heme e btrans-—
portado para o citoplasma do hospedeiro por um processo ainda
desconhecido, onde se une a globina que esta sendo sintetizada no
reticulo endoplasmatico do hospedeiro. A legHb funcional passa a
fornecer Op para a respirag3o do bacterdide que em condicBes con-
troladas de Op, sintetiza a nitrogenase (Verma e colab.,1979).

A efetividade de fixag3o de Np pelo bacterdide, € dependente
da eficiéncia da fosforilaclo oxidativa. Considerando-se que o0s
niveis de Op s3o necessariamente baixos, os bacterdides desenvol-
veram vias alternativas para o transporte de elétrons, as quais
tem sido demonstradas pelo uso de inibidores das oxidases. Em
. jafonicum a citocromo oxidase aag que € encontrada nas bacte-
rias de vida livre e atua como oxidase terminal e substituida no
bacterdide por 4 tipos de oxidases: citocromo c 552; ¢ 554; P 459
e P 428 Estudos com bacterdides iscolados e mantidos em diferentes
concentracdes de Op demonstraram que 2 tipos de oxidases estdo
envolvidos na respiracdo do bacterdide: um de alta afinidade atua
em concentragBes baixas de Op e promove uma fosforilaglo oxidati-
va eficiente com conseguente atividade da nitrogenase. Esta con-
dic80 ¢ denominada de fase eficiente da respiragio. Quando a ten-
530 de Op & alta, as oxidases de baixa afinidade atuam porém a

fosforilag3o e atividade da nitrogenase s80 inefetivas, esta si-



tuacl3o e denominada de fase ineficiente da respirag3o. Estas duas
fases da respiragdo, tambeém ocorrem quando a legHb ou outra hemo-
proteina parcialmente oxigenada @ adicionada, porem na fase efi-
ciente (Dp baixo) a produgdoc de ATP e a atividade da nitrogenase
¢ mais eficiente do que na auséncia de um transportador de Op
(Appleby, 1984) .

A origem genetica da legHb como produto do genoma da planta
e n3o do Rhizvbium foi comprovada pela biossintese "in wvitro” da
globina a partir do mRNA isolado dos nddulos de soja (Verma e co-
lab.,1974) e por testes de hibridizag3o utilizando o DNA comple-
mentar (cDNA) produzido a partir deste mRNA (Baulcombe e Ver-
ma, 1978) .

As legHb possuem estrutura semelhante as mioglobinas ani-
mais, sendo monoméricas com peso molecular (PM) entre 15009 e
18000. Funcionalmente diferem destas em relagBo a afinidade pelo
Op e também por outros ligantes (Dilworth, 198e)

0 primeiro trabalho experimental, confirmando que o pigmento
responsavel pela coloraglio rosa observada na parte interna dos
nodulos era uma hemogliobina, foi executado por Kubo em 1939, que
extraiu © pigmento dos nddulos de soja e demonstrou por analise
espectrofotométrica que as bandas de absor¢3o do pigmento em pre-
senga de Op; mondxido de carbono (CO) e cianeto situam-se nas
mesmas Posicoes encontradas para as hemoglobinas animais.

Apds a descoberta de Kubo, estudos intensivos com a legHb
foram executados por Ell1folk (1940} o qual demonstrou que a legHb
de soja € composta de pelo menos dois tipos principais de molécu-

las as quais foram separadas por cromatografia em DEAE-celulose.
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Estes componentes, denominados de lento e rapido em funcBo da sua
migracao eletroforética, foram cristalizados ¢ a sua composic¢io
de aminodcidos (AA) foi determinada e comparada com a mioglobina
humana. Entre os componentes a variag¢3o na composicio de AA  foi
pequena, porem em relacdo a mioglobina diferencas significativas
foram observadas em relaglo ao teor de histidina ¢ dos AA basicos
arginina e lisina 0% quais s3o0 encontrados em menores quantidades
na legHb e lhes confere um carater dacido, enquanto a mioglobina @
neutra. Apesar desta diferenga na composig3o de AA, as legHb de
soja mostraram-se semelhantes 3 mioglobina em relag3o ao PHM, teor
de ferro e auséncia de cisteina. 0 PM estimado em 16000 foi indi-
cativo de estrutura monomérica (Ell1folk 1961 a).

Quanto as propriedades quimicas as legHb diferem das mioglo-
binas animais por formarem complexos com o acetato e nicotinato. O
acetato liga-se a legHb oxidada e lhe confere uma colorac3o verde
clara, «cujo espectro de absor¢3o € caracteristico.A substituig3o
do acetato por dcidos carboxilicos de cadeia mais longa como pro-
pionato ou valerato, nl3c alteram as posigles dos picos de absor-
¢30 (Ellfolk, 1961 b). O nicotinato, ligante de natureza enddge~
na, wnicialmente denominado de ligante X devido & auséncia de in-
formacOes sobre a sua natureza qﬁimica, foi identificado por Ap-
pleby, (1973) o0 qual caracterizou os complexos das formas oxida-
da € reduzida e suas respectivas afinidades por este ligante.

Com relagd3o aos ligantes gasosos, a legHb de soja tem uma
alta afinidade tanto pelo Op gquanto pelo CO. Estudos cineticos,
mostraram que uma pressao de Op de apenas 9,04 mm de Hg € sufi-

ciente para se obter 50% de oxigenaglo (p 1/2), enquanto a mio-



globina de cavalo necessita de uma pressio de 0,7 mm de Hg para
atingir o mesmo nivel de oxigenagdo, sendo portanto a afinidade
da legHb 18 vezes maior. Quanto ao CO, a afinidade da legHb é 20
vezes maior, (Wittenberg e colab., 1972},

Com =3 identificac¢io do nicotinato, a purificag8o da legHb
foi melhorada acresentando-se uma etapa para eliminag¢3o deste li-
gante endogeno antes da separacio dos isOmeros. A metodologia
descrita por Appleby (1975), combinando a oxida¢3oc com ferricia-
neto de potdssio e posterior filtracd3o em gel em pH alcalino,
mostrou-se adeguada por eliminar 3o mesmo tempo o oxidante e o
nicotinato. Esta metodologia tem sido empregada para purificacio
das legHb de diferentes espécies de leguminpsas, CcoOm pegquenas va-
riagOes (Dilworth, 1980).

A separaglo dos componentes da legHb de soja apds elimina¢do
do nicotinato indicou a presenca de seis componentes, dos 4quais
dois nB3o foram bem separados (Appleby, 1973) Este problema foi
resolvido pelo emprego da técnica de focalizagdo isoelétrica, com
a qual foi demonstrado que a legHb total de soja € composta de 4
componentes principais A; Cy; Cp e €3 e 4 componentes secundarios
(Fuchsman e Appleby, 1979). Os componentes secundarios foram pos-~
teriormente identificados como produto de acetilag3o do N-termi-
nal dos componentes principais (Whittaker e colab., 1981).

A confirmac3o definitiva da existéncia de miltiplas especies
moleculares foi obtida com a identificac3o de 4 genes distintos
para a legHb de soja. Estes genes A; Cy; Cp e C3 possuem a mesma
estruturas e a regioc codificadora de AA @ interrompida (introns)

em 3 posicBes idénticas, o que os diferencia dos genes das hemo-



globinas (Hb) animais que possuem apenas 2 introns. A posi¢cido de
& dos introns da legHb coincide com a posi¢3o dos da Hb animal e
0 terceiro intron situado entre os dois que s30 comuns a ambas,
foi perdido nas Hb animais durante a evolu¢cdo, sendo o gene da
legHb considerado mais Primitivo (Hyldig-Nielsen e colab.,1983) .

Com a padronizac30 da metodologia de purificac3o da legHb, a
presenca de multiplas espécies moleculares tem sido observada em
diferentes espédcies de leguminosas. Em alfafa (Jing e colab.
1982) e ervilha (Uheda & 8yBno, 1982 a) foram identificados S
componentes. Em Sesbania rosérats que forma nddulos no caule e na
raiz, foram obtidos 7 tomponentes nos dois tipos de nddulos {Bo~-
gusz e colab. 1987). A quantidade relativa dos componentes de uma
mesma espeécie € dependente da idade do nddulo,

A varia¢3o na quantidade dos componentes durante o desenvol-
vimento dos nddulos; associada a afinidade pelo Op indica que os
componentes predominantes nos nddulos jovens tem menor afinidade
pelo Op 4que os componentes predominantes em nddulos maturos. Em
s0ja O compunente C predominante nos nddulos jovens tem uma cons-
tante de afinidade K = &4 nM, engquanto para o componente A pre-
dominante em nddulos maturos, K = 47 nM. Em ervilha, esta corre-
lac3o também foi observada. A hipotese sugerida para explicar es-
ta correlacSo, considera que a predominancia de componentes com
maior afinidade nos nddulos maiores (maturos), poderia estar re-
lacionada com um possivel WeCcanismo capaz de compensar as reg-
trigBes para difus3o do Ug, as quais s3o devidas 3 maior comple-

xidade destes nodulos (Uheda e Sybno, 1982 b) .
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A comparacdo entre as sequéncias de aminoacidos dos isom@ros
de uma mesma especie de planta,mostra uma peguena variag3io. As
legHb I e II de tremoco diferem na sequéncia em 13% & ambas POS—
suem 133 AA. A legHb A de soja (143 AA) C3 (144 AA) possuem ape-
nas 8% de diferenca na sequéncia (Hyldig-Nielsen e colab.,1982)
Este alto grau de homologia dentro de uma mesma especie, & bas-~
tante reduzido gquando se compara as legHbs de espécies diferentes
de leguminosas: a legHb A de soja difere da sequéncia da legHb I
de tremogo em 48%. O grau de homologia € mais reduzido ainda
quando se compara a legHb A de soja com a mioglobina animal tujas
sequéncias de AA diferem em 85%. Apesar desta variac3o no grau de
homologia, todas as legHb e hemoglobinas animais conhecidas, pos-
suem regifies criticas, nas quais a sequéncia AA & conservada .
{Appleby, 1984).

A grande diferenca entre as sequéncias de AA da legHb e da
mioglobina, reflete em um arranjo estrutural diferente. A andlise
por difrac3o de raio X da legHb II de tremoco (Arutyunyan, 1981)
e da legHb A de soja (01lis & colab., 1983), sugere que em ambas
a cavidade que aloja 0 grupo Heme € maior que a encontrada para
as mioglobinas, podendo este fator tornar o grupo heme das legHb
mais acessivel aos ligantes Op e CO, os quais se cambinam com a
legHb mais rapidamente do que com a mioglobina (Stetzkowski e co-
Jab. 1985) .

A alta afinidade da legHb pelo Op determinada através de
suas propriedades cinéticas, ¢ devida a uma associac3o extre-
mamente rdpida e uma dissociac3o moderadamente lenta. A legHb A

de soja tem uma constante de velocidade para associacio Kg =




18

1,18 x 108 M1 s-1, enquanto a constante para dissociacdo Ky =
5,55 s7!,em pH entre 7,0 e 9,0 a 20° C. Estes valores resultam em
uma constante de equilibrio de dissocia¢30 K = 47 nM,onde K =
Kd’Ka @ corresponde & concentracio de Op dissolvido que promove
50% de oxigenacdo da legHb e indica a sua afinidade pelo ligante
{Appleby e colab., 1983).

As propriedades cinéticas da legHb, s30 bastante influencia-
das pelo pH. Em pH dcido a afinidade pelo Op aumenta sendo este
fato atribuido a extrema mobilidade da histidina distal nas molé-
culas de legHb. Em pH neutro a histidina estd livre, porém em pH
dcido, ela esta protonada ¢ forma pontes de hidrogenio com a mo-
lécula de Op ligada ao atomo de ferro, estabilizando esta ligagdo
e diminuindo a dissocia¢3o do Op, com consequente aumento da afi-
nidade em 3 vezes (Appleby e colab. ,1983).

Embora as legHb de soja sejam as mais bem caracterizadas,
as suas propriedades se estendem as legHb de outras leguminosas,
porem ésﬁ afinidades por ligantes variam conforme a espécie de
rplanta (Appleby, 1984).

Ate 19B4, a presenga de hemoglobina (Hb) no reino vegetal
era restrita aos nodulos de raiz de plantas leguminosas, porém o
aprimoramento teécnico para o0 1solamento de Hb dos noddulos de
plantas ndo leguminosas, demonstrou que Farasponid € CASUIrIina
noduladas respectivamente por Bradyrhizobium & Frankia (actinomi-
ceto), sintetizam Hb em seus nodulos. Em Parasponia foi identifi-
cado um udnico tipo molecular de estrutura dimérica contendo duas
subunidades 1dénticas (Kortt e colab., 1985). Por outro lado em

Lasuarina foram isolados tres componentes principais, todos de
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estrutura monomérica (Fleming e colab., 1987). Apesar desta dife-
renca estrutural, as propriedades funcionais destas Hb s3o semé—
lhantes as das legHb,indicando o mesmo papel fisiologico.

A caracterizacio dos genes destas n3o leguminosas indicou
que a sua estrutura ¢ semelhante ao gene para legHb de 033, Con-
tendo tres introns em pusicBes idénticas. A sequéncia de nucleo-
tideos do gene de Farasponia apresentou 50% de homologia com o
gene da legHb de soja .A presenca de um Unico gene em Farasponia
confirmou o0s% resultados obtidos para a Hb isolada e este evento
ndo fol ainda observado nas demais plantas noduladas, que possuem
varios genes para a sintese da legHb os quais provavelmente s3o
produtos da duplicac3o génica durante a evoluc3o (Landsmam e co~
lab ., 1984)

Mais recentemente, a presenga do gene para Hb em raizes de
plantas ndo leguminosas noduladas e n3o noduladas tem sido de-
monstrada por andlise direta do genoma. Em Trema, um género per-
tencente a mesma familia de Parasponia mas que n3o forma nddulos
de raiz, foi i1solado um gene para Hb de pontas de raizes em
crescimento (Bogzs e colab., 1988). Em Faraseonia ¢ Casudrina
tambeém foram identificados genes para Hb, quando as raizes foram
crescidas em condicdes estéreis. A estrutura destes genes de rai-
zes € a mesma observada para os genes codificadores das hemoglo-
binas nodulares.0 papel fisiologico destas hemoglobinas nas rai-
zes n3do estd ainda esclarecido, mas a proposta de que elas atua-
riam no metabolismo respiratorio e um forte candidato e i1isto im-
plicaria numa distribui¢3o mais ampla para o gene da Hb no reino

vaegetal, sendo possivel a sua presenca em todas as plantas (Ap-



18

pleby e colab , 1988).

As propriedades destas Hb de raizes n3o estio ainda determi-
nadas. Devido a peguena quantidade existente nas raizes a sua pu-—
rificacdo ndo foui ainda possivel. Esta baiwxa concentracio da Hb
de raizes levou a proposta de que a sua funcglo nas raizes ¢ de
atuar como sinalizadora de vias metabdlicas a serem ativadas em
fungdo do seu grau de oxigenac¢3o. Em condi¢Ses de "deficit” de
Oz, @as rajzes passariam de uma via aerobica para uma anaerobica
induzida pela baixa oxigenacB80 da Hb (Wittenberg e Witten-
berg,199¢) .

Bo ponto de vista evolutivo, a semelhanca na estrutura dos
genes para hemoglobinas de nddulos ou de raizes, indica uma evo-
lugdo linear e descontinua entre as dicotileddneas, porém a iden-
tifica¢3o destes genes de ralzes em um maior ndmero de plantas
n3o leguminosas, podéré ajudar a estabelecer uma possivel relagio
filogenetica. Nas leguminosas n3o foram ainda identificados genes
para Hb nas raizes, sendo considerada a possibilidade de existir
um gene bastante diferenciado que n3o hibridiza com os cDNA dis~
poniveies até o momento. Nas n3o leguminosas os genes de raiz e
dos nodulos s3o iguais, porém a forma de express3o ¢ diferente
(Bogzs, 1988).

A origem do gene da hemoglobina no reino vegetal € ainda
bastante discutida e existem duas propostas: a primeira hipdtese
defende wuma transferéncia horizontal a partir do reino animal
atraves de um vetor, sendo sugerido o inseto Chironomus cujo gene
da hemoglobina ndo possue nenhum intron (Runnegar, 1984). A se-

gunda hipodtese defende uma evolu¢lo vertical do gene da Hb no
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reino vegetal e animal independentes, tendo sido ambas herdadas
de um mesmo ancestral primitivo ha aproximadamente 1,2 bilhfies de
ANos {Brown & colab. 1984). Ambas hipdteses tém argumentos favo-
raveis, porém a identificaci3o do gene da Hb em vegetais inferio-
res 3s angiospermas n3o foi ainda obtida e isto reforca a evolu~
¢30 horizontal, engquanto a evolucdo vertical baseada na estrutura
dos genes ainda depende de um maior niumero de genes isolados de
diferentes familias de dicotiledfneas para se estabelecer uma se-
quéncia evolutiva. (Appleby e colab.,1988) .

A existéncia de parentesco entre as hemoglobinas animais e
vegetais € comprovada tanto pelas regifes que conservam as se-
quéncias de AA essenciais para a estrutura da globina, como pela
estrutura dos seus genes. No caso dos genes das hemoglobinas ani-—
mais a perda de um iptron durante a evolucdo, vcorreud numa posi-
¢30 tal que pela andlise da estrutura das globinas pode-se prever
que 0 mesmo tenha existido em genes mais primitivos que os
atuais. 0Os modernos métodos para detecg3o de genes para hemoglo-
binas em organismos qQue a sintetizam em éoncentracﬁes muito bai-
xas € um importante avango que poderd determinar o ponto exate na
escala evolutiva do gene da hemoglobina, que resultou na perda do
terceiro intron conservado nas hemoglobinas vegetais (Riggs,
1990 .

A detecgdo da Hb no reino vegetal através do isolamento do
gene pode estabelecer as relacdes Filogenéticas entre as dicoti-
ledOneas, porém a sua funclo fisioclogica é dependente da carac-
terizac8o destas proteinas sendo necessdrio potencializar a sua

sintese para viabilizar a sua purificac3o.
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Nas leguminosas as 1é9Hb sintetizadas nos nddulos podem ser
isoladas facilmente desde que existam estirpes de RAhizobium efi-
cientes para nodulag8o. As espécies leguminosas de interesse
agricola que té&m alto potencial para'fixacﬁo de Np s30 as mais
estudadas <quanto as suas legHb, porém um grande numero de espé-
cies leguminosas noduladas n3o possue ainda as suas legHb ca-
racterizadas, principalmente pelas dificuldades em se obter nddu-
los efetivos quando n3o existem estirpes de Rhrzobium seleciona-
das eficientes para nodulagio.

Selecionou-se neste trabalho, uma leguminosa tropical Hty-
aolobium atéterrimum (mucuna preta) que € bastante utilizada para
adubag3o wverde e possui alto potencial para nodulag3o em condi-
¢Bes naturais. A presente tese contém dados referentes a extraclo
e purificac3o da legHb dos nddulos de mucuna preta nodulada POr
Rhizobium nativo e pela estirpe selecionada SMS-401 em diferentes
estddios de desenvolvimento da planta bem como dados de algumas

das propriedades fisico-quimicas dessa hemoproteina.




MATERIAIS

1. Material vegetal: nddulos de mucuna preta (Styzolobium

abtterrimum Pip. et Tracc.), leguminosa papilondcea.

2. As sementes de mucuna preta foram cedidas pelo Instituto

de Zootecnia de Nova Odessa (S3o0 Paula).

J. As estirpes de ARhizobium SﬂS—éOi, selecionadas para mucu-
na preta foram cedidas pelo Laboratdrioc de Microbiologia do Solo

do Instituto AgronOmico de Campinas.

4. Us reagentes de qualidade analitica foram adquiridos das

seguintes fontes:

4.1 Sigma Chemical Company: DEAE-celulose (0,92 mEaq/g); Coo-
massie Brilliant Blue R-250; Acrilamida; N N -~ metilenebisacrila-
mida; TEMED; Persulfato de amdnio; Glicerol; 8hS; 2-Mercaptoeta—

nol; Tris e Marcadores de peso molecular.

4.2 Pharmacia: Sephadex G-25 (20 - 40 u).

4.3 Merck e Ecibra: solventes; dcidos; bases e sais.
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METODOS

1. ESTABELECIMENTO DA CONDICXD ADEQUADA PARA O CULTIVO DE
MUCUNA PRETA.

As condicfes de cultivo de plantas leguminosas com potencial
mdximo para fixac3o de nitrog@nio ppdem ser estabelecidas em casa
de vegetagdo aquando existem estirpes de Rhizobium eficientes
disponiveis. No caso de mucuna preta, foi tentado‘o‘ estabeleci~
mento da condic3o de cultivo testando-se o desenvolvimento das
plantas inoculadas com Rhizohium selecionado e plantas n3o ino-
Culadas, isto e a formacSo de nddulos foi consequéncis da infec-

¢30 por Rhizobium nativos presentes no solo utilizado.

1.1 Berminacio

As sementes previamente selecionadas foram embebidas em dgua
destilada durante dez minutos. Desprezaram-se as que permaneceram
na superficie e distribuiram-se as demais em bandejas de plastico
forradas com papel de filtro umedecido. Vedaram-se as bandejas
com pldstico transparente "magipak’, deixando-as em condi¢cBes am-
bientais n3o controladas e constantemente dmidas. A protus3o da

radicula ocorreu apds 48 horas em 98% das sementes.
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1.2 Transplante em vasos

As sementes germinadas foram tranferidas para vasos na se-
gunda quinzena de setembro. 0Os vasos foram agrupados em lotes da
seguinte maneira;

Lote-i: Plantas inoculadas e cultivadas em casa de vegeta-~

Prepararam-se 30 vasos com capacidadg de 5 litros com vermi-
culita previamente lavada e p}gntaram—se 3 sementes em cada vaso.
Apds a emissio da primeira folha trifoliolada (uma semana apds o
plantio), fez-se o desbaste deixando-se ap;nas 2 plantas por wvaso
que foram inoculadas aplicando-se 2 ml de suspensio de Rhizobium
SMS-401 por planta. Ds vasos foram irrigados duas vezes por sema-
na com 200 ml de soluclo nutritiva deficiente em nitrogénio con-
tendo a seguinte composic8o: fosfato de potdssio monobdsico 1 mM;
sulfato de potdssio 2 mM; sulfato de magnésio 2 mM; sulfato de
cdlcio 2 mM; dcido bdrico 46 uM; dcido molibdilico @,5 uM; clore-
to de manganés 9,0 uM; sulfato de cobre 9,3 uM; sulfato de zinca
©.8 uM .No momento da aplicagfo adicionava~se a cada litro de so-
lug8o nutritiva { ml de uma solu¢So composta de sulfato ferroso 9
mM e EDTA di-sddico 9 mM. Durante o primeiro mes de desenvalvi-
mento as plantas apresentaram sintomas de deficiéncia na fixacHo
de Np (folhas amarelas) sendo necessiria a adic3o semanal de 100
ml de nitrato de potdssio 1 mM por vaso, a partir da queda das
folhas cotiledanares. A coleta dos nddulos foi feita 75 dias apds

o plantio estando as plantas em estddio vegetativo.
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Lote-2: Plantas n3o inoculadas e mantidas em casa de vegeta~-

Prepararam~se 30 vasos com capacidade de 5 litros com terra
contendo adubac3o orginica e plantaram—-se 3 semenfas par vaso. O
desbaste foi feito do mesmo modo que o lote-1. N3o foi utilizado
nenhum tipo de adubac3o uma vez que estas plantas n3c apresenta-
ram sintomas de deficiéncia em fixac83o de nitrogénio. & coleta
dos noddulos foi feita 75 dias apds o plantio no estadio vegeta-
tivo.

Lote-3: Plantas n8o inoculadas e cultivadas em condi¢B8es na-
turais.

Como as plantas cultivadas em solo (lote-2) apresentaram um
melhor desenvolvimento, optou-se pelo cultivo de plantas sem ino-
culag30. Prepararam~se 90 vasos de maneira idéntica & empregada
no lote-2. Os vasos foram agrupados em 3 lotes de 3¢ & a coleta
doé nddulos foi efetuada em diferentes estddios de desenvolvimen-
to.

Lote-3.1: estddio vegetativo, 75 dias apos o plantio.

Lote-3.2: estddio de florag¢30,105 dias apds o plantio.

Lote~-3.3: estadio de frutificac3o,150 dias apds o plantio.
1.3 Coleta de nddulos

Cortou-se a parte aérea deixando-se 10 cm de caule e trans-
feriu-se o sistema radicular para uma peneira, mantida sob um
fluxo continuo de dgua corrente. Apds eliminar o excesso de terra

0s nodulos foram coletados e colocados em um recipiente contendo



i9

agua . Lavaram-se os mesmos até elimina¢3o da terra ou vermiculi-
ta. Os nddulos limpos foram espalhadus sobre papel de filtro para
absorgc3oc do excesso de dgua e o peso fresco foi determinado. Ar-
mazenaram-se 0s mesmos em condicoes refrigeradas por periodos n3o

superiores a tres dias, ou congelaram-se os mesmos.

2. PURIFICACAD E SEPARACXO DOS COMPONENTES DA LEGHB DOS No
DULOS DE MUCUNA PRETA.

Utilizou-se o método descrito por Bogusz e colab. (1987) com
modificacles. Todas as operacdes foram executadas entre 00C e 40C

217 g9 de nddulos colhidos de plantas em estadio de floragio
(3,5 meses) foram homogeneizados com 3 volumes de tampSo fostato
de potdssio 100 mM pH 6,8 (3 ml de tampSo/g de nddulo), durante 2
minutes no "Mixer-Sorvall” a velocidade maxima. O extrato de te-
cido nodular foi centrifugado a iﬁ.OOéxg durante 15 minutos Esta
condic8o para centifugac3o, foi utilizada em todas as etapas sub-
sequentes. 0 vprecipitado foi desprezado e ap sobrenadante foi
adicionado sulfato de amdnio sclido até 55% de saturacSo. Apds
compieta dissolug3o do sal (1 hora de agitag¢30).centrifugou-se o
material. Desprezou-se o precipitado. U sobrenadante de coloraclo
marrom escura devido a grande quantidade pigmentos presentes nos
nodulos de mucuna preta, foi levado a 80% de saturac¢3o com sulfa-
to de amonio, nas mesmas condigdes descritas para a primeira sa-
turagSo (55%). A legHb assim como os pigmentos foram coletados
por centrifugagido da fraclo precipitada entre S55% e 80¥% de satu-
ragdo com sulfato de ambnio .0 precipitado foi dissolvido no menor

volume possivel de tamp3oc fosfato de potdssio 3 mM pH 7,@ e dia-
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lisado contra o mesmo tamp3o ate completa eliminac3o do sal. 1)
material precipitado durante a didlise foi removido por centrifu-

gagao.
Eliminac3o dos pigmentos por cromatografia em DEAE-celulose

0 material dialisado foi aplicado a uma coluna de DEAE-celu-
lose (2 x 3¢ cm) equ11ibrad; com tampdo fosfato 3 mM pH 7,@. Nes-
ta condic3o0, os pigmentos ficam retidos no topo da coluna e 3
legHb foi eluida em uma dnica banda, pela lavagem da coluna com
tampdo fosfato 5@ mM pH 7,0. A presenca de legHb no eluids foi
determinada pela leitura da absorvdncia a 405 nm e os tubos cujos
valores foram maiores ou iguais a ©,5 foram reunidos e concentra-
dos por precipitacsu com sulfato de amdonio a 80X de saturac3o.
ApOs centrifugac3o, o sobrenadante amarelo claro foi desprezado e
0 precipitado vermelho escuro, contendo toda legHb foi ressuspen-
dido em tamp3o acetato de sddio 100 wmM pH 5,2 e dialisado contra
0 mesmo tamplo, porém na concentracio 10 mM até eliminac3o do
sulfato.0 dialisado foi centrifugado e 20 ml de sobrenadante ver-
de claro devido a complexac3o da legHb com acetato, foram coleta-
dos. A concentragdo da legHb nesta etapa foi 0,49 mM, que corres-—
ponde a 220 mg de legHb total. O grau de pureza da legHb foi ana-
lisado por eletroforese e n3o foi observada a presenca de protei-

nas contaminantes.
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Oxidacdo da legHb e cromatografia em Sephadex G-23

A convers3oc da legHb para a forma Fe3% foi feita pela adic3o
de ferricianeto de potdssio sdlido na propor¢do de 4 mEg/mMol de
legHb. 2@ ml da solucdo de legHb 0,69 mM foram mantidos sob agi-
tac3c e 18 mg de ferricianeto foram adicionadas lentamente. A
oxidac3o completa da legHb ocorreu entre 5 e 1@ minutos apds'adiv
¢30 do oxidante. A eliminag¢3o do ferricianeto foi feita aplican-
do-se @ mistura a uma coluna de Sephadex 6-25 de (2 x 3¢cm) pre-
viamente equilibrada com tamp30 acetato de sodio 10 mM pH 5,2 . A
legHb foi eluida lavando-se a coluna com o tamp3o de equilibrio,
antecedendo a banda amarela de ferricianeto, que se desloca em
segundo lugar. Os tubos contendo legHb foram reunidos, obtendo-se
24 ml de uma solucdo 0,42 mM que corresponde a 163 mg de legHb

total.
Separacao dos componentes por cromatpgrafia gm DEAE-celulose

0 fracionamento da legHb total em seus respectivos componen-—
tes foi1 feito por cromatografia em DEAE-celulose previamente
equilibrada com tampd3o acetato de sddio 10 mM pH 5,2. Montou-se
uma coluna de (2,3 % 15 cm) e aplicou-se 163 mg de leagHb oxidada
diluida em 24 ml. A coluna foi lavada com o tampdo de equilibrio,
coletando-se fracBes de B ml para leitﬁra da absorvancia em 546
nm. Apos terem sido eluidos 3 componentes, aplicou-se um gradien-—
te linear composto de 2090 ml de tamplo acetato de sodio 10 mM e

20@ ml de tamp3io acetato 1@ mM, ambos pH 5,2, eluindo-se mais 2
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componentes pelo aumento da for¢a idOnica. Os tubos de cada pico
tforam reunidos e dialisados contra dgua destilada para eliminac3o
do acetato de sddio. 0Os componentes séparadus foram concentrados
pela passagem do eluido em pequenas colunas (seringas de 10 ml)
de DEAE-celulose equilibrada com tampio fosfato 3 mM pH 7,0, A
legHb fica totalmente presa na resina sendo eluida por aumento da
forca idnica do tamp3o para 5@ mM. O eluido concentrado foi esto-

cade a - B@ 9C para uso posterior.
3. DETERMINACAO DA CONCENTRACAD DE LEGHEMOGLOBINA.

3.1 Método da Piridina-Hemocromfgenio

Adotou-se o procgdimento descrito por Dilworth (1980). 4as
solucBes contendo legHb foram misturadas com igual volume de so-
lucdo de piridina 4,2M em NaOH ©,2M. O complexo piridina-hemocro-
mogenio oxidado foi reduzido pela adi¢30 de alguns cristais de
ditionito de sddio e a absorvincia determinada a 556 nm. 0 coefi-
ciente de extingdo milimolar (£ mM) € 34,6. Sabendo-se a concen-
trag3o mM calculou~se a concentrac3o em ma/ml considerando-se o
P.M. de 16.000.

3.2 Leitura direta da Absorvancia

Utilizou~se o coeficiente de exting3o milimolar determinado
por (Appleby e colab. 1973) para legHb de soja. As amostras oxi-
dadas foram diluidas em tamp3o Mes ©,1iM pH 5,3 e a Absorvéncia
foi determinada a 494 nm. Neste comprimento de onda o EmM & igual

a 15%.



4. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA CONTENDO SDS: (SDS-
PAGE) .

Utilizou-se o0 sistema de placas descrito por Chrambach e
Rodbard (1982). As concentragdes de acrilamida para o gel de se-

paracdo adequadas foram 15% e 17,5%.

Composi¢io do gel de separacioc e de concentraclo

Volume (ml)

Solucdes estoque Gel de separacao Gel de con
15% 17,5% centragao
Acrilamida 30X 15, 17.5 1,9
Bisacrilamida 1% 2,6 2,2 i.,e
Tris—HCl1 1.,5M pH 8,7 7.8 7,9 e
Tris-HC1 ©,5M pH 6,8 —— ———— 2,5
Agua bidestilada 4,5 2,4 5,35
Persul fato de ambnio 10% e,1 2,1 9,05
SD5 1% ¢,3 ¢,3 | 9,1
TEMED ©,01 ¢,01 9,005
Volume final 30 3¢ 10
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Preparo das amostras

As amostras contendo em torno de 1 mo/ml de proteinas Foram
diluidas 1:2 em tamp3o Tris-HC1 @,125 M pH 4,8 contendo glicerol
20%; SDS 4%, 2-mercaptoetanol 10% e azul de bromofenol @,02% e
incubadas a 100°C durante 3 minutos. Apds resfriamento aplicaram-

se no gel quantidades entre 5 e 19 ug de proteinas.



Condi¢8es para a corrida

Utilizou-se tampSo contendo tris @,925 M, glicina e,i192 M e
SDS ©,1% com pH ajustado para 8,3 em ambas as cubas. A corrente
aplicada no gel foi de 20 a 30 mA durante 4 a & horas em condi-
¢Oes de temperatura ambiente.

Fixac8o e colorac8o das proteinas

Apos a corrida o gel foi transferido rara solugl8c fixadora
corante contendo cromassie blue R-259 9,25%; metanol 5 wvolumes
(V); dcido acético glacial 1 V e dgua destilada 5 V. O gel +oi
mantido nesta solu¢3o durante 4 horas no minimo.

Revelacdo das bandas Proteicas

0 gel foi lavado com solucdo descorante contendo metanol,
acido acetico glacial e dgua destilada na proporg3o (5:1:5), até
completa remog3o do corante. As bandas proteicas reveladas con-

servaram-se nitidas, ﬁantendovse 0 gel em acido acetico 7%.
5. PREPARALAD DA LEGHB OXIGENADA

Utilizou-se o metodo descrifc por Imamura e Riggs (1972},
com modificacdes.

A solucdo de legHb oxidada, em tamp3o fosfato 50 mM pH 7,0
foi reduzida pela adicdo de ditionito de sddio sdélido na propor-
¢io de 2 mg/100 mg de legHb. A mistura legHb e redutor foi ime-~
diatamente aplicéda a uma coluna de Sephadex G6-25 previamente
equilibrada com tamp3o fosfato 5@ mM pH &4,8. A retenc3o do ditio-
nito no torpo da coluna, permite a oxigena¢H0 da legHb na prdpria

coluna durante a eluic8o. A legHb oxigenada foi estdvel durante



uma semana a 4 9C, ou pode ser armazenada a - 20 OC por 3¢ dias

sem que ocorra oxidacdo significativa.

6. PROPRIEDADES oPTICAS DA LEGHB

Os espectros de absorgdio da legHb na regilo visivel entre
(350-700 nm), foram determinados a 20 ©C em um espectrofotometro
Varian acoplado a um registrador LKB.

0 estado de oxidac3o da legHb (Fef*e Fe3d*) ¢ o0 efeito de 1li-

gantes, foram analisados em funglop da variacio espectral.

7. DETERMINACAC DO pK DA TRANSICX0O ACIDA-ALCALINA DA LEGHB
OXIDADA.

A legHb foi diluﬁﬁa em tamples @,1 M com valores de pH entre
5,0 e 11,0 e a absorvidncia foi determinada em 575 nm. Os tipos de
- tampBes wutilizados foram: MES na faixa de pH entre 5,0 e 6,0;
fosfato para pH 6,5 a B,9; Tris HC1 para pH 8,2 & 8,7; borato pa-

ra pH entre 9,0 e 11,9¢. 0 metodo empregado para determinagBo do

pK sera apresentado em resultados.

8. DETERMINACAO DA CONSTANTE DE AFINIDADE (K> DA LEGHB PELO
ANION ACETATO. '

titilizou~se o metodo descrito por Appleby e colab. (1973},
baseado na variacdoc do espectro de absor¢io em funcio do aumento
da concentracdo de acetato de sodio. A legHb foi diluida em tam-

pio fosfato pH 6,8 contento concentragcbes de acetato entre



9,925 M a3 1 M e as absorvincias foram determinadas em 3530 e

42¢ nm. O cdlculo da constante K, estad indicado em resultados.
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RESUL. TADOS

1 - EFETIVIDADE DOS NODULOS DE MUCUNA PRETA EM FUNCXO DA
ORIGEM DA ESTIRPE DE RHIZOBIUM.

As condigOes de cultivo de mucuna preta, adequadas para ob-
tengdo de nddulos efetivos contendo alto teor de legHb, foram es-
tabelecidas testando-se inicialmente uma estirpe de Rhrzoblium se-
lecionada para mucuna preata, utilizando-se como controle plantas
noduladas POy RAjzobium nativos presentes no solo utilizado.

A efetividade dos noddulos, foi avaliada pela determinagioc da
concentracdo de legHb total (mg) em relaclo ao peso fresco dos
nodulos (g). Assim a concentrac8o maxima de legHb total(mg/g) de

nodulos correspondera a efetividade maxima dos ndodulos.

Tabela 1: Comparagdao entre a nodulagido de plantas inoculadas
com Rhizpbiuw selecionado estirpe SMS-6@1 e plantas n3o
inoculadas. As plantas foram cultivadas em casa de vegetag3o
conforme métodos (1.2). A legHb foi parcialmente purificada
a partir de 109 g de nddulos conforme métodos (2) & a con-
centracio foi determinada pelo meétodo (3.2).0s nodulos foram
colhidos 2.5 meses apds o plantio, gquando as plantas estavam
em estadio vegetativo.
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g de nddulos/ mg de legHb/
planta _ g de nddulos
lLote 4 plantas ino- 2,1 0,33
culadas
Lote 2: plantas n3o 4,7 @,85

inoculadas



Os resultédos da tabela 1, indicando um aumento de 2,4 vezes
no teor de legHb nos nodulos formados por Rhizobium nativos (lote
2), levou-nos a optar pelo cultivo de mucuna neste tipo de solo,
mantendo-se as wvasos em condi¢bes naturais e distanciados para
evitar © sombreamento, devido ao rapido crescimento da mucuna

preta durante a fase wvegetativa.

2 - EFETIVIDADE DOS N&DULOS NOS DIFERENTES ESTADIOS DE DE-
SENVOLVIMENTO DA MUCUNA PRETA

0 segundo fator determinante da efetividade dos nodulos € a
idade das plantas. Com esse objetivo a legHb foi purificada de

nddulos colhidos no estddio vegetativo, na floracio e na frutifai-

cagio.
Tabela 2: Variacio da Concentracio da legHb em func8o do es
tadio de desenvolvimento das plantas. Os nodulos foram co-
lhidos nas idades indicadas e 10Q g de cada lote for utili-
zada para a purificaci3o e quantificacd3o da legHb conforme
metodos (B8 e 3.2) respectivamente.
idade g de nodu- mg de leghb/ Efeti-
(meses) los/planta g de nodulos vidade
Yegetativo 2.5 8,7 1,83 100%
Lote: 3
Florac3o 3,5 5,4 1,01 BeY
Lote: 4
Frutificac¢io 5 7.7 0,35 28y

Lote: 89
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0 cultivo de mucuna em condig@es naturais, permitiu um au-
mento na sintese de legHb. Comparando-se o teor de legHb ©,85 mg
do lote 2 {tabelé 1) cultivado em casa de vegetaclo, com o valor
de 1,23 mg obtido no lote 3 (tabela 2) cuitivado em cnndicﬁea na-
turais tendo os dols lotes a mesma idade, verificamos um aumento
de o©,38 mg de legHb/g de nddulo, correspondente a 31% de aumento

da sintese nas plantas cultivadas em condigBes naturais.

3 -~ PURIFICACAD DA LEGHB DOS NADULOS DE MUCUNA PRETA

A purificacdo da legHb conforme metodos &, foi total apds a
primeira etapa cromatografica (DEAE-celulose equilibrada com fos-
fato pH 7,9¢) com a qual foram eliminados os pigmentos nodulares.
Naas etapas antericrgs. a quantificacdo da legHb e de proteinas
totais nao foi possivel devido & interferéncia dos pigmentos que
d3o ao extrato de tecido nodular uma coloracio marvrom escura. Nas
etapas subsequentes foi avaliado o teor de legHb recuperado em
relagdc a quantidade inicial obtida dos.nddulos apods eliminacio
dos pigmentos. Na dltima etapa, os componentes separados foram
somados para obtencdo do rendimento final da purifica¢io.

Os resultados relativos ao rendimento final de uma purifica-

¢330 estio sumarizados na tabela 3
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Tabela 3: Rendimento da purificacao de legHb a partir de

217 g de de nodulos de mucuna preta em estadio de floracio.

A puriticaglc foi feita comforme metodos (2) e a gquantifica

c30 da legHb refere~se a mg totals obitidas apos cada tipo
de cromatograftia.

mg totais de Rendimento
legHb %

DEAE-Cel . equil .com

fosfato pH 7.6 220 100
Sephadex 6-25 equail.

com acetato pH 5,2 163 74
DEAE~Cel. equil _com

acetato pH 5,2 i38 &3

0 vrvendimento final de 63X representa a soma dos componentes
apO0s separacao em re)acic a quantidade inicial de legHb conside-
rada 100% A utilizacloc de plantas no estadio de floracdao para
avaliar o rendimento, foli devido ao fato de termos uma wmaior
quant idade de plantas neste estddio e consequentemente uma malior

quant idade de legHb. 0O rendimento das purificagoes efetuadas de

nodulos no estddio vegetativo ou na frutificacl8p oscilou entre

6% e 654



31

4. SEPARACXD DOS COMPONENTES DA LEGHB TOTAL NO ESTADIO
VEGETATIVO OU NA FLORACAD.

0 perfil cromatografico dos cnmponenfes da legHb purificada
de nodulos em estadio de floracao indicado na fig.i, pode ser sa;
breposto ao perfil cromatografico dos componentes da legHb puri-
ficada de nddulos em estddio vegetativo tanto em relacido ao nume-
ro de componentes, como guanto & quantidade relativa de cada um
nestes estadios de desenvolwvimento. For ésta vraz3o, esta sendo
indicado apenas uma das cromatografias referentes a estes esta-
dios. A ceparacio da legHb total em 5 componentes,sendo os tres
primeiros eluidos na mesma forga 16nica por lavagem da coluna com
tampio acetato 19 mM pH 5,2, foi baseada na velocidade diferen-
cial com que foram eluidos e est3do identificadds‘na figura como
I;, Il e II1I. Os comppnentes IV e ¥, ligam-se fortemente a resina

e foram eluidos por aumento da for¢a iBnica do acetato atvaveés de

um gradiente linear entre 10 e 100 mM. O componente IV foi eluido
entre 25 e 35 mM e o V entre 50 e 70 mM. A for¢a idnica estabele-
cida de maneira aproximada pelo gradiente, foi melhor definida
pela aplicacio de tampiop acetato na concentracdo de 3¢ mM para o

componente IV e 60 mM para o componente V.



6
l
E
<
T
n 4.
<
4
O
Z
«q
>
5
0 .2
m
<
8
. R ] ;
¢ 20 48 68 g0

NUMERO DA FRACAO

Figura 1: Separa¢io dos componentes da legHb total durante
a FLORACAD por cromatografia em DEAE-celulose.

163 mg de legHb total foram aplicadas em uma coluna de DEAE-celu-
lose (2,5 » 1S5cm) equilibrada com tampio acetato 1¢ oM pH 5,2. A
coluna +oi lavada com o tampio de equilibrio até serem eluidos os
componentes I, II e III. A partir da fracio 42 aplicou-se um gra-
diente linear de tamplioc acetato pH 5,2 contendo 20¢ml de tampao
19 mM e 20¢m}l de tamp3o 100 mM, eluindo-se os componentes IV e V.
A eluig3oc da legHb Foi seguida pela leitura da ABS. em 546 nm e
o volume de cada fracdo foi de 8 ml,



5 - AVALIACAD QUANTITATIVA DOS COMPONENTES EM RELACAZD &
LEGHEB TOTAL DURANTE A FLORACAQD.

Os tubos correspondentes a cada componente, eluidos conforme
a figura 1 foram reunidos e concentrados para determinacao do
tecr de legHb que cada componente representa em relagdo a legHb
total aplicada na coluna. Os valores obtides estao indicados na

tabela 4.

Tabela 4: Quantifica¢do dos componentes separados conforme
fig. 1. & proporgio relativa de cada um {(mg totais) fo1i
calculada em relagfio & quantidade de legHb tatal aplicada na
coluna que foa 143 mg & equivalente 160X . A recupevagcio
da legHb na forma de componentes fn0i de 13B mg gque coOvres-
ponde a BOX.

I IX IT11 Iy Y
ma totaise de _
cada compon. 4,2 36,3 &, 6 3.4 17.3
% em rela¢glo
4 legHb total 14,8 £2.3 34,7 2,1 19,6

.._._..-__...-._——_-.-._..-..._.-—............._........._—.u..—__.m__.._.u..__....._—_a......._.-....__....m_._-m_—....u.—__...

Na floragio ou np estadio vegetativo o componente III a«que
fni eluido em maior gquantidade que os demals corresponde a Cevca
de 235% da legHb total =aplicada na coluna e Q componente IV que
fai eluido em menor quantidade representa 2% da iegHb total (ta-

bela 4).



6 - SEPARACAC DOS COMPONENTES DA LEGHE DE NoDULOS
DE PLANTAS EM FRUTIFICACKD.

Comparando-se o perfil cromatografico da fig. 2 com a fig. 1
nota-se que na frutificacdo (fig. 2) sio encontrados apenas 4
componentes. A nﬁmeracgo destes componentes, I; III; IV e V, foi
baseada na semelhanca com que foram ejuidos em relacaoc & fig. §.
0s componentes [ e III, eluidos na mesma forea iBnica, durante a
lavagem da coluna com tamp3p acetato 10 mH pH 5,2, foram correla-
cionados com a fig. 1 em fun¢io do volume de eluicio.Np volume de
elulcao correspondente ao componente II, n2o fo1i constatada a
presenca de legHb, embora © eluido tenha sido analisado pela ADs
em 405 nm que aumenta =a sensibilidade para detec¢do da legHb em
2@ vezes sendo este comprimento de onda mais adequado para amos~-
tras diluidas. Os componentes IV e V, foram eluidos por gradiente
linear de forga ibdnica da mesma maneira que estes componentes fo-
ram eluidos na fig. 1. 0 componente IV foi eluido em 30 mM de

acetatp 2 o UV em 68 mM.
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Figura 2: Separa¢do dos componentes da legHHb total durante a
s FRUTIFICACAD por cromatografia em DEAE~celulose.

58 mg de legHb total foram aplicadas em uma coluna de DEAE-celu-
jose (2,2 x iPcm). @Gpos eluigio dos componentes I e 1Y com tam-
p3c acetato 1@ mM pH S.2, aplicou-se um gradiente linear composto
de 402 ml de acetato 12 mM e 100 mil de acetato 1¢¢ mM ambos pH
5,2 a partir da frag3oc 61, eluindo-se os componentes IVvVe V por
auments da forea ibnica. Foram coletadas fracgbes de T ml B =&
eluic3o da legHb foi seguida por leitura direta da ABS. a 40 nm.



7 -~ AVALIACAD QUANTITATIVA DOS COMPONENTES EM RELACAQ A
LEGHB TOTaAL DURANTE A FRUTIFICACAD.

O0s componentes obtidos pela cromatografia da leghb total

{figqura &) purificada de ndodulos em frutificagBo, foram concen-

trados para determinac8o do teor de legHb que cada componente re-

presenta em relacBo & legHb bruta. 0Os resultados est3o indicados

na ftabela 9.

cipal
cerca
neste

total

Tabela 5 . QuantificacBo dos componentes separados conforme
figura 2. A concentracioc relativa de cada componente foi
calcuiada, considerando-se & quantidade de legHb total 5B mag
colocada na coluna como 190%. Apds separaciao dos componentes
foram recuperadas 41,3 mg que correspondem a 71,2%.

1 111 IV Y
mg totais de
cada compon. 4,5 z2e,e 2,9 13,7
% em velacio
a legHb total 7.8 34 .8 5,0 23,4

Na frutificac3oc o componente III também representa © prin-
tipo de componente em quantidade relativa e corresponde &
de 35% da legHb total aplicada na coluna e o componente IV
ectadio fo1 eluido em menor guantidade sendo 5% da legHb

(tabela 31 .



8 - UARIACAC QUANTITATIVA DOS COMPONENTES EM FUNCAO DO
ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO.

4 quant idade relativa de cada componente nos diferentes es-
{4dios de desenvolvimento € mals faciimente visualizada na tabela

4 na qual apenas as valores percentuais est3c indicados.

Tabela &: Os vresultados obtidos na tab. 4 e 5, referentes a
concentracioc dos componentes na fioracio e frutificacao res
pectivamente, foram reunidos para uma analise comparativa.

% em relacso & legHb total

FLORACAD FRUTIFICACAD
T e T e
BT s T
T s, T a8
T =1 s.6
"""""" T T T e T T e

0 componente II1 em ambos oS estadios & o principal em gquan-—
t1dade relativa (35%). O componente II, nic detectado na frutifi-
cacBo, € o romponente secundario na floracio & corresponde a 2%
da legHb total. D& componentes IV e Y que na floracio s3c encon-
tvadas em menores quantidades que os demals, na frutificacio tém

suas aquantidades relat ivas aumentadas.



Lk
24

¢ - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 15% CONTENDO SDS
(SDS-~PAGE) DA LEGHB TOTAL E DOS COMPONENTES.

&4 SDS-PAGE conforme descrito em meétodos 4 foi empregada vi-
sando determinar o gsrau de purificacSo ds legHb e também o PM.

0 grau de purificac3o da legHb total apds eliminaclo dos
pigmentos nodulares e dos respectivos componentes separados con~-
forme fig.1, analisado por SDS-PAGE mostrou auséncia de protei-
nas contaminantes exceto uma banda difusa com PM em torno de
290002 no componente V conforme pode ser observado na fig.3. Embo~-
ra nesta concentracio de gel as legHb migram muito proximas da
linha de frente, sendo esta uma das causas das distor¢bes as
bandas s3o0 nitidas e facilitam a observagi3o de contaminantes O
uso da micglobina como marcador serviu de reférencia para padro-

nirac3o das condigtes para determinacdoc do PM da legHb.

10 -~ ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 17,5% DE MARCADO
RES DE BAIX0 PESD MOLECULAR.

& corrida eletroforética de marcadores de PM na faixa entre
1420@ = 45000 visou determinar a concentracao de gel adequada pa-
ra determinacio do PM da legHb. & fig.4 mostrando a migracio des-
tes marcadores em gel 17,5%, indica que a mioglobina tem uma ve-
soluc3c melhor nesta concentrag3o de gel, situando-se menos pPro-
«ima da linha de frente em comparag¢ao com sua migracdc em gel 105%
(fig . 3). A migrac3o destes marcadores foram utilizados na cons-

truc3c da curva padr3o de PM (fig. 4. 1).
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Figura 3. SDS-PAGE em gel 183¥% da legHb total e dos respectivos
componentes .

Aplicou~-se no gel S ug de cada amostra indicada na figura, A
legHb total € proveniente da tromatografia em DEAE para elimina-
¢S8c dos pigmentos. Us componentes I; I1I; I11; 1v e ¥ correspon-
dem a0 fracionamento da legHb total por cromatografia em DFEAE-
acetato conforme fig.¢. Os marcadores de PM correspondem =a migp—

globina de cavzalo

(16%900) e anidrase carbonica (29¢08)
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Figura 4: SDS-PAGE em gel 17,5% de marcadores de PM entre 14229 e
45006 .

S ug de cada padrioc de peso molecular foram aplicadas no ge] na
seguinte sequéncia: {:ovoalbumina (45¢0¢9); Z2:gliceraldeido-3 fos-
fato desidrogenase (36020);, 3: anidrase tarbonica (270802 ; 4.
tripsinogénio (2400@); S.inibidor de tripsina (2€1@8); &: mioglo-
bina de cavalo (16%900) e 7.4 tactoalbumina {(f4°e8)
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- 45000 albumina de ovo
4.6
- 36000 gliceraldeido 3-fosfato
3
Ny 4,5
'-O“ 29000 anidrase carbdnica
=
4,4 o
8 24000 fripsinogeénio
tl
o
o 4.3 inibidor de tripsina 20100
o
P mioglobina de cavalo 16900
3 4,2
o - jactoalbumina 14200
4,1

03 04 05 06 07 08 009

MOBILIDADE RELATIVA

Figura 4.1: Curvz Padrip de Peso Molecular.

A& migragio relativa (cm) das proteinas marcadoras de PHM indicadas

na fig.4, foi utilizada na construcldo da curva. A reta foi obtids
por regressiao linear.



tmas analise conjunta da fig. 4 e 4.1, mostra um romportamento
anfmalo do tripsinogénio (amostra 4 fig. 4, PM 24000). Este mar-

cador teve uma MLgGragan menor ¢o QueE = correspondente agp seu pe-

50, conforme pode ser observado na curva {fig. 4. 1y. Com relagao
aps marcadores com PM mencr que & mioglobina, ¢ lactoslbumina -
14200 e rcitocromo © - 123090 (n3o mostrado na figural, nao fo1

possivel abter migraciSoc diferencial entre estes dois marcadores.
3 aumento da concentrag3oc do gel para 20%, rnao mudou © comporta-
mento destes marcadores, além de provocar dispersdo das bandas

{resultados n3o mostrades).

14 - DETERMINACXO DO PESDO MOLECULAR DA LEGHB E DOS COMPDONEN
TES EM SDS-PAGE 17,354

A determinacio do PM da legHb em gel 17,5%, foi esceolhida em
FuncSc da maior distBncia entre 2s amostras e =2 linha de fren-
te, diminuindo~-ce 25 distorcbes. A fi1g.5 mostrando a migracio da
legHb e dos componentes, forneceu um PM de 144600 para a leghb to-
tal e para o0s componentes IV e V. Uma peguana diferenca de PM foi
ronstatada parsz os componentes I, 11 e III, cujo o valor obtido
fo1 15000 Esta pequena variacS3o de PM n3o sera considerads uma
vez que nesta faixa de PM esta metodologia 2 limitads conforme
oheservado durante a padronizacdo fig. 4. Ascumimos que O PM mais

PrOVavEe ) & 1480¢ o qual e resultante da media dos PeESOS obti-

cos .



Figura 35: ELETROFORESE Da LEGHB T0TAL E DOS COMPONENTES EM GEL
i17.5% (505-PAGE)

fis amostras de legHb aplicadas no gel, sio as mesmas utilizadas
na fig.2 . (g warcadores de PM sip inibidor de tripsina-20i09 e
miogliobina de cavalo-14é%9€8. 5 ug de cada amostra foi aplicadza no
gel .



12 - ESPECTRO DE ABSORCED DA LEGHB OXIGENADA NA REGI&0O VISI
VEL ENTRE 350-435¢ nm.

& forma oxigenada da legHb preparada conforme metodos S.tan-
to do componentes I quanto do componente V,que s3o os mails dife-
renciados quanto 3 forga ibnica necessaria para eluigao, 16 e &¢
mM respectivamente (fig.1), n8o apresentaram qualgquer wvariacso
com relac3o ao espectro de absorgdc (fig.é). Na regiso S5080-45¢ nm
a2 absorcio méxima ocorre em S54¢ e 574 nm Ccom pequena diferenga de
intensidade. Na regido 350¢-45¢ nm um dnico pico foi observado em

4141 nm (banda Sorelb).

13 - ESPECTRO DE ABSURCAO DA LEGHB REDUZIDA NA REGIAD VISi
VEL ENTRE 350-63¢ nm.

A forma reduzida da legHb (Fe®*), também ni3oc apresentou di-
ferencas espectrais entre os componentes I e V e esta representa-
da na fig.7. Na regido entre 5¢6-650 nm apenas um pico de absor-
c30 maximo ocorre em 557 nm. Na regifio 2350-45@ nm 2 absorglo ma-

wima da banda do Soret ocorreu em 427 nm.
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Figura &: Espectro de absor¢soc da legHb oxigenada na regiloc visi
vel (358650 nm) .

A legHb foi oxigenada conforme descrito em métodos (5). A concen-
tragio da oxi-legHb na regific entre (50@-45¢ nm) foi 54 uM e na
regido do Soret (35¢-450 nm) 5,4 uM. As amostras foram diluidas
em tamp3o fosfatoc ©,1iM pH 4,8 nos dois caseos. Os comprimentos de
onda correspondentes a3 absor¢io maxima foram 41i; 540 & 374 nm,
conforme indicado na figura.



ABSORVANCIA
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Figura 7: Espectro de absorgio da legHb reduzida (Feft) na regiio
visivel (356-45€ nm)

fis amostras oxigenadas utilizadac no espectro da fig.4é foram re-
duzidas pela adi¢8o de ditionito de sddio sdlido § me/ml e pe ec-

rpectros foram determinados imediatamente. & zbsorcio maximz da
legHb reduzida ororreu em 427 e 557 nm.



14 - INFLUENCIA DO pH NO ESPECTRO DE ABSORCAO DA LEGHB GXEH
DADA NA REBIAD ENTRE 50@-709 nm

& forma owxidada (Fe3*), que & a forma dos componentes apos
SEeRparacCio, foi analisada em relaclo ao efeito do pH no espectro
de ubsorcio. Tanto o componente I quanto o componente Y foram es-
tudados, visandto estabelecer diferengas uma vez que 0s espectros.
dase formas oxigenada e reduzida fig. & e 7 raspectivamente, ndo
apresentam qualguer difevenga.

A +ig.B mostra a varia¢2o no espectro de absor¢io em funcio
do pH. Na reaifio scids pH mailor ou igual & 5,3 e manor que 7.,@,
praticamente nlo ocorre variac3o no espectro,enquanto a partir de
pH 7,5 a absorvancia aumenta gradualmente ate pH 1¢,5. Valores de
pH maior gque 10,5 nio induzem a aumento da absorvancia. & fig.?
mostrando apenas o espectro dos valores extremos de pH, permite
uma melhor visualizac3o dac formas acida e alcalina. Os picos de
absorcio da formz scida pH 5,3, situam-se em 53¢ e 485 nm. A for-

mz alcalina pH 16,5 , possui absor¢3o maxima em 343 e 575 nm.
15 ~ IWNFLUENCIA DO pH Na REGLIAQD ENTRE 350-45¢ nm.

0 efeito do pH nesta regifo € contrario ao observado naz

fig H, oU seja os vaiores da abhsorvancia diminuem com 0 2 aumento
do pH (fig. 128y  Em pH 5.3 2 abhsorgio £ maximas & ocorve em 464
nm, enguanto que em pH 1@&,5 onde ocorre o menor valor de ab-

covrviancia, 0 pico fo1 deslocado para 411 nm (firg . 147
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Figura B8: Efeito do pH no espectro de absorgio da legHb axidada

(Fe3*) na regifo visivel (458-7@¢ nm).

& componente I,
nos seauintes tampbes: MES pH 5,3; fosfato pH 6,5 € 7.,35; Tris-HCl
gH B8,5; borato pH 2,0 e 16,5. A concentracio de todos os tampbes

$o01 ©€.,1 M.

Nos

separado conforme fig. i foi diluido para 786 uM

espectros em pH maior gue 5,3 ¢ menor gue 7,¢,

houve spbreposicio das curvas. 0 aumento da abs. em funcaoc do su-
mento do pH se estabiliza em pH 1¢.3.
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Figura ?: Espectro de abaorcio da forma Acida e da forma mlicalina
da legHb oxidada na regiao {(45¢-700 nm) .

& mudanga no espectreo de absorcioc d

urante = transigao da forma

drida pH 5,3 para a forma alcalina pH 1€,5 € mais intensa na re-

giZo entre S53¢-580¢ nm,

Ae ampstras utilizadas z8%0 ns mesmac da

onde a forma alcalina tem absorciSo maxima.
fig.B
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Figura 1@: Efeito do pH no espectro de absorcao da leghb (Fe3t)
na regiio visivel (350-45@¢ nm) .

As mamostras utilizadas na fig.B , foram diluidas para 3,5 uM nos
mesmos tampoes . Na regiso do Soret a absorvancia aumentsa com =2
acidez, sendo maxima em rH 5,3 e minima em pH ie,5.
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Figura 1i: Espectroc de absorc3p da forma acida e da forma alcali
- na da legHb (Fe3*) na regilo visivel (356-45¢ nm). -

0 pico de absorgio maxima da forma dcrida pH 5.3 em 4¢4 nm sofre
um deslocamento acompanbado de reduc3o da absorvancia para 41ii nm
durante a transig¢ao para a forma alcalina pH 1€,5. Utilizou~se as
mesmas amostras da fig.41@



16 — TRANBIGCAD ACIDA-ALCALINA DA LEGHB.

& forma acida das legHb possuem CORO ligante da 62 posicSo
de coordenacio do atomo de Fe3*, uma molécula de HpO,podendo ser
representada por legHb Hp0.0 aumento do pH, causa a dissociac8o
de um proton da molécula de Hp0 levando a formacdo da forma alca-
lina legHb OH (Ellfolk, 1961 b).

0 aumento gradual da absorvancia, em funcido do aumento do pH
na regiio 500-70¢ nm € consequéncia da relagi3o entre estas duas
formas (fig BY. A regiBo do espectro onde a variaciao da Abs. &
maxima foi em 575 nm (fig.%), sendo este comprimento de onda es-—
colhido para a leitura da Abs. en intervalos menores de pH. A me-
dida da dissociacac da legHb em funcia do pH, permite a2 constru-
cio da curva de titulagao da transicio acida-alcalina da leghHb.

0 grau de dissociacfo da legHb definido por o e medido de

acordn COM &8 EHPYESGAD:

onde: Apupohs Significa a absorvéncia lida em cada pH.
ApHac  Absorvancia minima em pH acido
AcHalc . Absorvincia maxima em pH alcalino
Como pH 2cido e pH aicalino, foram ronsiderados 05 valores
5,3 e 16,5 respectivamente que correspondem as formas nao disso-
ciada (leaMb . Hz0), cuja Abs. ¢ minima, & = forma totalmente dis-—
sociada (legHb OH) que possul Abs. maxima.
A curva de titulacio do componente I, mostrando a transigao

arida-alcalina esta indicada na fig . 42
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Figura 12: Curva de titulag3o do Componente I oxidado.

As ampstras foram diluidas para 62 um nos seguintes tamplOes @,1
M: fostato pH 6.5 & 7,4; Tris-HCl pH B,2 e B,4; borato pH 9,0;

2,95; 1,0 e 1€,5 ¢ a abs.fol determinads em 575 nm. O paramétro
o representa o grau de dissociagz3o conforme definido no texto-
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17 - DETERMINACZD DO pK DA TRANSICAQ &ACIDA-ALCALINA DO COM
PONENTE I.

A utilizac3oc dos valores obtidos na curva de titulagdo
(fig.12), permitiu a determina¢do do valor do pK desta transicdo,
»canfcrme indicade na fig.13 que & definido como o valor de pH on-
de [legtb HpOl=Cleghb OH1. O ponto de intersecc3o da reta gque sa-

ticfar esta igualdade resultou em pK=B,%?2.
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Figura 13:

s resultadops obtidos n=z

7.3

8.5

pH

8.3

6.

5
3

foram utilizados para determi-
nacac grafica do pK.-A reta foli determinada por regressao lingar
e o valor do pK Jpi B,TE2.

Determinac3o grafica do pK da transi¢io #cida-alcalina
do componente I oxidado.
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18 - DETERMINACAO DO pK DA TRANSICAD ACIDA-ALCALINA DO COM
PONENTE V.

A curva de titulacSe do componente V (fig.i14) e o pK da
trransiciao acida-alcalina {(fig .15}, foi determinadec nas mesmas
rondicBes empregadas para o companente I e o valor de pK para es-—

te componente foi 9,01,
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Figura $14: Curva de titula¢io do componente V oxidado.

fs condicBes experimentais foram as mesmas empresadas para a
Fig.ig exceto em relaclo a concentracio da legHb que foi de

74 uM,
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Figurz 45: Determinagsoc do pK da transic3p acida~slicalina do com
ponente V oxidado.

Os valores obtidos pela curva de titulizgap Tig.i4 , {forneceram
um valor de pK igual a 9.9i. A reta foi obtidas por regressao 1i-
near .



19 - COMBINACAG DA LEGHB OXIDADA COM O ANION ACETATO

0 anion acetatoc de liga-se reversivelmente a legHb (Fed*y,
formande um complexo de coloragdo verde clara cuja intensidade €
dependente da concentracio de acetato e pode ser medida pela va~
riacio do espectro de absorg8o na regilo entre 500-700 nm. as
concentrac8es de acetato nz faixa de €. .020M a {1 M s3o os limites
minimo e maximo respectivamente, que alteram o espectro de absor-
fac (fFia. 16}

Comparando-se o espectro de absorgio da legHb na presenca e
na =auséncia de acetato (fig.17), observa—-se que a formaciao do
complexo (legHb. acetato) causa um aumento da absorvancia em 496
e &EBE nm, enguanto em 539 e L7E nm ocorre uma reducio da absor-
vinciz. Na regilio do 350-450 nm n3po for observada nenhuma varia-
cEc no espectro de absorci3o em funclo da ligag3o deste anion (re-

culitados nao mostrados).
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Figura i16: Variacio do espectro de absorcao nz regilo visivel
(456-7¢¢ nm) da legHb (Fed%) em funcioc da complexacao
com acetato de sodio.

Adicionou-se as amostras de legHb 54 uM em tampao fosfato €,1 M

oH &,B, acetato de sodio nas concentracBes finais de: zero (A);

¢,e5 M (BY; @,16 M (C); ©.3¢ M (D); @,46 M (E3; 1 M (Fy. Concen—
tracbes acima de 1 M, n3oc causam variac8o no espectro.
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2¢ - DETERMINACAO D& CONSTANTE DE AFINIDADE (K) DA LEGHB
PELO ANION ACETATO

as wvariagdes no espectro de absorgSo indicadas na fig.16,
permitem a quantifica¢3o da formac3c do complexo e foram utiliza-
das para a determinacio das constantes de afinidade pelo anion
scetato. Como a maior variacSo na absorvancia ocorre em 30 e &2¢
nm, uma serie de determinacdes da fAbs. foram feitas nestes com-
primentos de onda, tanto para o componente I quanto para © V, na
presenga de varias concentracoes de acetato.

A guantificac3c do complexo em cada concentracido de acetato
foi calculada considerando-se gue a variagdo maxima da absorvan-
cia (Abs .legHb saturada - Abs.legHb livre) corresponde & 1¢0% de
formaclo do complexo ou de saturac8o, pode-se determinar as satu-
racBes intermediarias atraveés da variag8oc de Abs. em cadsa adigio,
dada pela diferenca (Abs.em cada adicao - Abs. legHb livre). O
grau de satura¢3o Y € determinado poOr:

abs.em cada adigB8o0 — Abs.legHb livre

Aabs  leaHb saturada - Abs.legHb livre

Os wvalores de Y para cada concentrag3o acetato, definem a
curva de titulag3o, através da qual a constante de afinidade pode
ser determinada. A& convers3o da curva de titulac8oc para a forma
linear, foi utilizada para determinsc3o grafica do valor da cons-
tante de afinidade dos componentes I e V em 53¢ nm (${ig . 1B & 19
e em 426 nm (fig.20 e 21). U valor de log facetatol no ponto ge

intersecc3o da reta corresponde & —log K
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Figurae iB: Determinaclo grafica do valor dz tonstante de =zfinida
de K do componente I pelo anion acetato em 53¢ nm.

A analise da variagio da abs. em 53@ nm fig.ié6 em funclo da
adig30 de acetato, forneceu um valor de K = 14,45 M™Y. as condi-
cOepe experimentais foram as mesmas da Fig.id
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Figura 19: Determinag8o da constante de afinidade K do componente
Y pelo aznion acetato em 530 nm.

A variacsc da sbs. em 530 nm causada pela adicip de acetato, em
rondicbes idénticas as da fig.iéd resultoy em um valor de K =
14,79 M1,
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Figura £¢: Determinaciao grafics da constante de afinidade K do
componente 1 pelo anion acetato em 42¢€ nm.

0 gumente da abs. em 4P8 nm analisado em furnic3o do aumento da
concentracio do acetato forneceu um_ wvalor de K = 7,87 #~1, nas
condicBes descritas pava 2 Fig.1é
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Figura 21: DeterminacBo da constante de afinidade K do componente
U pelo anion acetato em 428 nm.

0 aumento da abs. em 4628 nm devido 2 adigSc crescente de acetato
resultou em K = 5,714 K~1  as condicbes experimentais, foram as da
fig. 44



s =mfinidade da legHb pelo anion acetato determinzada atraves
da constante de afinidade pelo metodo grafico, esta indicada na

tabhela 7.

Tubelsa 7. Afinidade da legHb pelo anion acetato. Comparacio dos
valores das constantes de afinidade (K) dps componentes I e WV de-
{terminados graficamente em 33¢ nm € &8¢ nm.

K em 538 nm K em &2¢ nm
Componente I 14,45 M1 (f1g.18) 7.87 M~ (fig. 2@}
Componente Y 14,79 M™% (fig.19) 5,71 M~ (fig.e2i)

Em 53¢ nm praticamente nio ha variacioc pela afinidade entre
ns componentes, enquanto em 468¢ nm uma pequena diferenca & obser-

vada, tendo o componente UV menor afinidade pelo anion.
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DISCUSSAOD

1. EFETIVIDADE DOS NoODULOS

& efetividade dos nddulos de plantas leguminosas pode ser
medida pela stividade da nitrogenase ou pela concentracao da
ljegHb, <que s3c parimetros dependentes durante a fixagS8o de Np
{Becana e colab. 19Bé&).

Entre os varios fatores que influenciam 3 obten¢3o de nodu-
los efetivos, a disponibilidade de estirpes de Rhizobium especi-
ficas e eficientes para a inoculagde, e o primeiro passo para o
cultivo de plantas leguminosas em casa de vegetag3o com condicdes
controladas. As leguminosas produtoras de gr8o como soja, feijio
etc., podem ser cultivadas em condi¢Bes controladas, sem risco de
rodulac3o ineficiente devido & disponibilidade de estirpes de
Ahizobiuwm eficientes para inoculagio,

Com relac3o & mucuna preta, a baixa eficiéncia da estirpe de
Rhkizobium, inwviabilizou © cultivo destas plantas por inoculacio e
s nodulacSo por ARhfzobium nativos presentes no solo utilizado foi
empregada (tabels 1}. A efetividade dos nodulos (mg de legHb/g de
nodulo), nas plantas noduladas naturalmente, foi maxima nos nodu-
1pse maturocs no estadio vegetativo tendo-se obtido 1,23 mg/g de
nédulo. Este valor esta dentro dos ‘limites encontrados para ou-
tyras leouminosas noduladas especificamente, cujo teor de legHb

nos nodulos maturos varia entre 1 a 3 mg/g de noduleo (Dilworth,

15807 .



0 segundo aspecto analisado, foi s influéncia da idade da
planta no teor de legHb dos nodulos. Considerando-se gque 1,23
mg/g de nodulo @ a guantidade maxima de legHb sintetilzada nos ne-
dulos em estadio vegetativo como correspondente a 189X, = redu-
t50 da sintesg com a idade e marcante na frutificag3o onde apenas
,3% mg/g estd presente (tabela 27

0 baixo teor de legHb na frutificag3o, di aos nodulos um 85—
pecto interno bastante diferente do observado nos estadios ante-
riores. 0Os nodulos de mucuna s3o de crescimento indeterminado do-
tipo =astrogaldide e fazendo-se o corte longitudinal dos nodulos
colhidos na frutificac3o observa-se que a colora¢so rosa carscte-
ristira da presenca de legHb estd reduzida as extremidades das
diferentes pontas de crescimento, enguanto na parte central tem-
se wuma colorac2c verde decorrente da degradacao de grupos heme
{Lehtovaara, 1i978) . Os nodulos dos estadios anteriores possuem a

coloracic rosa difundida em toda a superficie interna.

2. PURIFICACAO DA LEGHB

& determinac3o da concentragio da legHb e de proteinas to-
tais no extrato de tecido nodular, n3o foir possivel devido a pre-—
cenca dos pigmentos gue recobrem s superficie externa do nadulos
de mucuna o5 guais logo apds a colheita dos nodulos lhes déo uma
coloracio marrom escura. Estes pigmentos s3o soldveils sendo  ex-
traidos dos noddulos juntamente com a legHb. 0 uso de PUFPP, dialz-
ce ou Filtracie em gsel foram ineficientes para eliminagfo dos

piramentos . & cromatosrafiz em DEAE-celuleose pH 7,€, mostrou—se
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eficiente e a quantidade de legHb livre de pigmentos apos esta
etapa foi considerada 10@X da existente nos nddulos, desprezando-
se possiveis perdas nas etapas anteriores. A partir desta etapz,
5 purificscic foi avaliada em termos de recuperacsc ate obtenciaoc
dos componentes isoladas, uma vez aue a leghb livre de pigmentos
nSo contem qualguer contaminacSo, conforme indicado por geletrofo-
rese na fig.3. 0 rendimento final de &63% apds a separag¢3oc dos
componentes indicado na tabela 3, foi consequencia de uma  baixa
recuperacio na filtrac3o em gel para eliminac3o do oxidante. Nes-
ts etapa a recuperacSo de apenas 74% foi devida a proximidade no
deslocamento da legHb e do owxidante que se mistura com O final da
sluicSo da legHlb tendo~se desprezado esta fragio para garantir a
susencia do oxidante na preparacio. Embora na etapa =anterior
{cromatografia em DEAE pH 7,@) tenha sido obtida = iegHb livre de
pigmentos e de proteinas contaminantes, © espectro de absor¢lo
foi indicativo de mistura de legHb oxigenada e oxidada, sendo ne-
cessaria a oxidacSo para garantir uma boa separa¢io dos coumpo-
nentes. A recuperacio apés a separacdoc dos componentes de 834 foi
obtida nas cromatografias feitas com quantidades de legHb supe-—
riores a 106 mg, porém guando a gquantidade de legHb fpi inferior
s este valor, a recuperagdo diminue devido a dilui¢io dos compo-

nentes .

Separacsoc dos componentes

&4 separac3o dos componentes da legHb de diferentes gspecies

de leguminosas, normalmente e feitz por cromatografiz em DEAEL



na forma acetato pH 5,2 ,sendc os componentes classificados em
func3o da forca ibnica empregada para a elulg3o. Embora nem sem-
pre se tenha uma boa separaclo devido a pequena diferenca molecu-
lar entre os componentes de uma mesma especie, as propriedades
quimicas podem ajudar a estabelecer as diferencas moleculares.

Em relac3o & mucuna preta, a separac¢io e quantificagd3o dos
componentes em diferentes estadies de desenvolvimento teve como
objetivo comparar os tipos de componentes sintetizados quando os
nddulos contem alto teor de legHb (estddio vegetativo e florac3o?
com o©s encontrados nos nodulos contendo baixo teor de legHb
(frutificacdo) .

Os cincoe componentes separados a partir da legHb purificada
noe estadio de floragdo (fig.1), sendo os tres primeiros eluidos
na mesma forga iBnica, foram considerados como diferentes tipos
moleculares em fung3o da velocidade de eluigd3o. 0 componente I
nZoc se liga a resina sendo eluido sem risco de contaminagdo do
componente II. O componente II e III nd3o foram totalmente separa-
dos uma vez que o final da elui¢ioc do componente II mistura-se
com © inicio da elui¢ic do componente III tendo-se desprezadc es-
ta mistura que corresponde a aproximadamente 3% da legHb aplicada
na coluna. Ds componentes IV e VU nio deixam duvidas quanto a se-
parac3o por serem eluidos em forga idnica bastante diferente. 30
e &0 mM respectivamente.

Na frutificaclo, o perfil cromatografico da fig.2, mostrando
susbnria do componente II, parece n3oc ser um artefato de diluicgao
uma veZ Que a separac3o dos componentes com a mesma quantidade de

legHDb total purificada no estadic de floraclo mostra a presenca
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do componente I1.

& quantidade relativa dos componentes nestes dois estadios
de desenvolvimento, resumida na tabela 6 mostra que a reduci3o na
sintese da legHb total de 1,@1 mg/s de nodule na floracdo para
9,35 mg/9g de nodulo na frutificagso, ni3o € acompanhada de uma re-
dugdoc proporcional na guantidade relativa dos componentes. 0
compunente III ¢ o componente principal nestes dois estadios cor-
respondendp a cerca 323% da legHb bruta. Os componentes menos
anidnicos gque o componente III gue na florac3o s3o o I € o II
30 0% componentes secundarios e correspondem a 14,84 e Z2,3%
respectivamente, enquanto na frutificagdo o componente I tem sus
quantidade relativa reduzida 3 metade(7,B%) e o componente II nio
fpir detectado. Os componentes mais anifnicos IV & V presentes em
baixa concentrac3o na floraclo 2,1% e 1@,6% respectivamente, tem
suas oguantidades relativas dobradas na frutificac3o S¥ e 23,6%
respeciivamente .

A variag2o0 na concentrag8o dos componentes em fun¢do da
idade da planta e um evento comum nas leguminosas. Embora o0s re-
sultados disponiwveis na literatura refivam-se a legHb purificada
em nodulos jovens e nodulos maturos durante a fase vegetativa, a
concentragic de determinades componentes nos nodulos jovens de
zgjia difere da encontrada nos nodulos maturos (Fuchsman e Ap-~
pleby,1979). Em ervilha resultados semelhantes tambem foram obtai-
dos(Uheda e S4ybno, 1982 a). A auséncia de componente como no ca-
sp de mucuna nio € citada na literatura, uma vez que as legHb sio
normalimente purificadas guando 3 sua sintese nos nddulos € alta,

& possivel que em ocufras especies de leguminosas tambem ocorra



reducSo total na sintese de algum compenente guando ©s nodulos
get3c em fase de senescéncia, COMo no caso de mucuna em estadio

de frutificagio

Grau de purificacio da leghb

0 perfil eletroforetico da legHb total e dos componentes em
onS-PAGE (fig.3) indicando uma banda contaminante apenas no com-
ponente V, pode ser atribuida 3 alta for¢a iOnicz (6@ mM) empre-
gada para glulir este componente, a qual pode ter causado o deslo~
camento de proteinas contaminantes que permanecem Presas a resina

durante a 2luicio dos componentes caom forea iGnica mals baixa.

3. DETERMINAGCAD DO PESO MOLECULAR

0 uso de SDS-PAGE para estimar o PM da legHB de mucuna apre-
sentou algumas limita¢Bes conforme comentado na padronizacan do
meéetodo. Obtivemos para a legHb de mucuna dissociada uma pequena
diferenca na migragio (fig.5), aue forneceu dois valores de PM
14600 e 15000 . Atribuimos esta variac3o a uma limitac3o0 do meéto-
do, sendo a meédia destes valores 148¢¢ o PM mais provavel para a
legHb total e para os componentes Peguenas variacdes quanto ao PM
dos componentes da legHb de varias especies de leguminosas tem
sido citada tanto para a forma desnaturada como para a forma na-

tiva {(Bogu=zs, 1987 .



4. PROPRIEDADES ESPECTRAIS DAS LEGHB DE MUCUNA PRETA

As leogHbs s3o geralmente estudadas quanto as suas proprieda-
des auimicas pelo metodo espectrofotometrico. Os nossos estudos
visaram estabelecer diferencas entre os componentes que pudessenm
esclarecer o comportamento cromatografico indicado na fig.1 dos
diferentes componentes. Considerando-se gue o componente 1 gluido
com acetato 1@ mM e o componente V gluldo com acetato 6@ mM  po-
deriam apresentar a exemplo dos dois componentes principails da
metalegHb de sojas (El11folk 1961 b) propriedades opticas diferen-

tes o0s mesmps foram escolhidos para estudos.

4 1 Fspectros de absorc3o da forms oxigenada e reduzida

A forma oxigenada e reduzida (FeE*) dos componentes I e V
nSo wmostraram gualauer diferenca entre si com relagdo aos PLCOS
de absor¢2o na regilo visivel (fig.6 e fig.7). O0s comprimentos
de onda correspondentes & absorc3o maxima da forma oxigenada,
441, $40 e 574 nm e da forma reduzida 427 e S57nm, coincidem com

ne obtidos para os componentes da legHb de soja (Dilworth, 198¢) .

4 2 TranmsicBo acida-alcalina

As mudancas no espectro de absor¢Zoc da forma oxidada da
legHb induzidas pelo aumento do pH, se caracteriza por um zumento
da absorvancia em 543 e 575nm (fig.9), enquanto na regidoc de

Soret a absorvincia diminue com o aumento do pH e o picoO € deslo-
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crado de 404 nm para 4iinm (fig. 11).

Considerando~-se gue a varia¢do no espectro de absporgao €
consegquéncia do grau de dissociaclo da legHb e gque em pH 5,3 o©
ecpectro ¢ definido sd pela forma nfo discociada (legHb Fed*-Hp0O}
e que em pH 12,5 apenss =z forma dissociada estada presente
{}egHb.Fea*"GH>; cendo estag as formas acida e alcalina respecii-
vamente, 3 guantificac3o destas formas nos valores intermedidrios
de pH, permitem 3 determinac3o do pK da transicio acida-alcalina.

As curvas de titulag3o dos componentes I @ V indicadas nas
fig 1P e 14 respectivamente, forneceram os valores de pK B.92 ®
.91, conforme fig.13 e 135. Embora estes valores sejam muito pro-
ximos entre si, eles sio siagnificativamente malipres que oS valo-
res de pK dos componentes A e L da legHb de S0ja que POSSUEm €8~
pectros 1dénticos aos da legHb de mucuna porem os seus pK de
transic3oc s3oc 8,34 e B .16 respectivamente (E11folk, 1961 b3

A transic3o acida-alcalina e uma caracteristica das leghHbs e
das mioglobinas animais, sendo o valor de pH escolhido para estu-
dos destas hemoproteinas um fator importante, uma Vvez Que 3 reEa-

tividade das formas &cids e alcalinsz s3o diferentes.

4 3 Afinidade da legHb pelo anion acetato

A ligacio do anion acetato & legHb & caracterizada pela co-
loraclo verde clara gue este ligsante confere as legHbs de maneira
geral & cujo espectro de absorclo & caracteristico (fig.1é). Sen-
do um ligante especifico para as legHbs, a determinacio das suas

ronstantes de afinidade & um importante parameiro para Comparar
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as legHbs de diferentes éspecies de leguminosas.

U0s metodos empregados geralmente se baseiam em medidas es-
pectrofotométrias, porem nem sempre feitas no mesmo comprimento
de onda o que dificulta a comparacdo dos valores, uma vez gue de-
pendo da regido do espectro podem se obter diferentes valores pa-
ra a constante de afinidade (Appleby, 197461}

As condicbes mais proximas das utilizadas neste trabalho fo-
ram splicadas para 0% estudos ds lesgHb A e © de soja, porem a va-
riacdoc d= absorvancia foi medidda em 533 nm, (E11401k,1%261 by, Es-
tes dols componentes ndao variaram em relagaoc a afinidade pelo
anion e o valor de K foi igual a 18@¢ M™1, sendo a concentraco
de acetato de @,01 M a que causa 90X de saturacido (Y).

Os componentes I € V da legHb de mucuna mostram uma afinida-~
de pelo anion acetato dependente do comprimento de onda em que 0
complexo fol guantificado . Em 53¢ nm os componentes I g V prati-
ramente n3o variam em relacdo &% suas constantes de associacio as
aquais foram respectivamente 14,45 M1 e 14,79 M1 e as concentra-
cOes de acetato foram €,069 M e ©0,@468 M. Porem em 62@ nm 0 compa~-
nente 1 teve ume reducBo na afinidade pelo anion de 1,B vezes en-
quantoc ©0 para o compoanente V a reducio fol waior ainda sendo de
P,& vezes. As constantes de asspciag3o resultantes foram de 7,87
M~ & 5,71 M™! para as concentracles de acetato 9,187 M e ©,175
M. Esta variac3o na afinidade n30 ¢ significativa para explicar
a diferenca no comportamento cromatografico destes 2 componentes,
alem de n3oc se ter obtido qualguer variac3c na afinidade em S30
nm. Embora os comprimentos de onda utilizados, ndo sejam os mes-

mos empregados para determinacio das afinidade dza legHb de soja



pelo anion acetato, se forem considerados o0s valores da constante
de =mssociac3oc obtida em 532 nm gue € o comprimento de onda mais
proximo do utilizado para soja, =25 legHb de mucuna tem uma afini-
dade por gste anion cerca de 7 vezes menor.

Finalmente, acreditamos que as legHb de mucuna tem diferen-
cas significativas em relac3c as legHb de soja tanto pela dife-
renca do pK da transigdo acida-alcalina quanto pela afinidade pe-
1o anion acetato. Estudos com outros ligantes poder3o fornecer
maiores 1nformacdes para verificagao do grau de homologia da
legMb de mucuna com outras legHb bem caracterizadas.

0 estudo fisico-quimico comparative destas proteinas foil o
instrumento molecular inicial para estudos subsegquentes na area
¢e biologia molecular que possam detectar o grau de homologia e

esclarecer o processo evolutive da familia globina.



CONCLUSBES

i, & concentracio de legHb nos ndduleos de mucuna preta nos
em diferentes estadiocs de desenvolvimento, mostrou uma redugdo

de 78% na fase de frutificmgdo.

z2. Nos nodulaes de mucuna preta verificou—-se a Presgnca de 35
componentes por cromatografis de trocs ifnica no gstadio vegeta-

tivo 2 de 4 na fase de frutificacio.

3. 0 peso molecular destes componentes utitizando a tecnica

de SNS-PAGE foi de 14800.

4. As propriedades espectrais da legkb nas diferentes formas
de owxidacl8o (Feft e Fe3+) foram determinadas € demonstraram ser

semelhantes as de socja.

5. 0 valor de pK de transic3o acida-zlcalina para 0Ss compo~
nentes I e V foi determinado, sendo respectivamente 8,92 e 9,91,

divergindo do valor de pK determinado para soia.

& . 6 =afinidade de ligac3o da legHb pelo anion acetato foi

estimada como sendo 7 weEss menor do aque 3 de soja.



RESUMO

fs leghemoglobinas (legHb) sintetizadas nos nodulos de
raiz de plantas leguminosas durante a fixac3o simbiotics de Np,
<35c semelhantes as mioglobinas animals quanto 2 estrutura e fun-
c%0. A sintese da legHb nos nodulos e produto da expressio de di-
ferentes genes £ 08 L[ipos moleculares em uma mMEsma especig poden
ser i1dentificados por cromatografia de troca ifnica. A ltegHb de
mucuna preta, foi purificada por precipitacio do extrato de tec:-
do nodular com sulfato de amtCnio entre 35% e 8¢% de saturag3o;
passagem em DEAE-celulose pH 7,9 para retengio dos pigmentos;
owxidacdo com ferricianeto de potassio e passagem em G-23 pars
eiiminacic do oxidante. A legHb total, na forma oxidada & comple—
wada com acetato foi aplicada em DEAE-celulose gquilibradas com
tamp30 scetato pH $5,2. Os componentes sintetizados nos diferentes
estadios foram separados pela aplicacio de gradiente linear de
acetate. O conteudo de legHb total no estadio vegetativo foi de
1,23 mg/s de nodulo; na floracdo foi 1,01 ma/g de nddulo e na
rrutificacie 9,35 mg/g de nddulo. O perfil cromatografico no es-
t3dio vegetativo & na floracdc € o mesmo e foram identificados 5
componentes. Na frutificacio foram encontrados apenas 4 componen-—
tes A reduc3o na sintese de legHb com a idade da planta ndo ¢
seguida de uma redugBec proporcional na quantidade relativa dos
componentes. Us componenties mals diferenciados pelo comportamento
cromatogratico foram caracterizados gquanto : 20 peso molecular,
propriedades especirais, afinidade pelo anion acetato e pK da

transicio scida alcalina.
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