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Resumo

No presente trabalho, sementes de Phaseolus vulgaris das variedades Norh, Jalo e Quro
Negro foram analisadas em varios aspectos: contelido de protelnas e carboidratos, frages
proteicas (globulina, albumina e lectina), padrao eletroforético e atividade hemaglutinante para
as fragbes lectinas. Além disso, a acumulagcdo destas fragbes durante a maturagéo e
germinac&o das sementes foram investigados.

A concentragéo de proteina total nas sementes variou de 20% (var. Ouro Negro) a 26%
(var. Jalo e Norh). A concentragdo de globulina na fragao protéica na semente variou de 48%
(var. Jalo) a 72% (var. Norh), sendo que para a variedade Jalo esta foi de aproximadamente
60%. Por outro lado, as albuminas na fragdo protéica da semente nas variedades Jalo e Norh
obtidas (aproxim. 11%) estd na faixa encontrada na maioria das variedades cultivadas de P.
Vulgaris. Entretanto a concentracao de albumina na variedade Ouro Negro foi mais elevado
(17%). Foi observado que a faseolina representou a maior parte da globulina, enquanto que a
lectina uma menor quantidade. Os valores de lectinas encontrados na fragao globulina estéao na
faixa de 10% (var. Jalo) e 15% (var. Norh e Quro Negro). A atividade biologica, verificada pelo
teste de hemaglutinagao, foi menor nas lectinas globulinas do que nas lectinas albuminas. Estas
Gltimas, nas fracdes albuminas, representaram na variedade Jalo cerca de 15%, sendo que nas
outras variedades os valores foram mais altos (aproxim. 40%).

Através da dosagem de carboidratos nas fragbes protéicas (albumina e globulina), foi
verificado que as globulinas continham cerca de 3% destes compostos na molécula. Nas
albuminas o contetido de carboidrato observado foi mais elevado do que nas globulinas. Assim,
ambas as fragdes foram consideradas glicoproteinas.

Neste estudo foi investigado o perfil da globulina 7S (faseolina) por eletroforese. Pelos

resultados foi encontrado que todas as faseolinas foram similares, sendo compostas por trés
subunidades principais que variaram entre 41 e 47 na Massa Molar, indicando que estas
variedades s&o, quanto ao perfil eletroforético, semelhantes ao tipo bem caracterizado
"Tendergreen".

Pelo estudo do desenvolvimento da semente foi verificado o actmulo da principal fragéo
da globulina, a faseolina (7S), sendo que esta apresentou uma relagzo linear de acumulacao
com o tempo nas trés variedades estudadas. Por outro lado, a degradacéo desta proteina
durante a germinagéo da semente foi diferente para as tres variedades: apresentou um padrao
linearmente correlacionado com o tempo na variedade Jalo e um padrao exponencial nas
variedades Ouro Negro e Norh. Os resultados indicam que, além de j4 bem estabelecida
globulina, as fragbes albuminas também podem ser consideradas proteinas de reserva.



Summary

Seeds of Phaseolus vulgaris cv. Norh, Jalo and Ouro Negro were analyzed for several
aspects: contents of total protein and protein fractions (albumins, globulins, lectins),
electrophoretic banding patterns, carbohydrate content and haemagglutinating activity of the
lectin fractions. In addition, the accumulation of these fractions during seed maturation and the
mobilization during germination were also investigated.

The concentration of total protein in the seeds varied from 20% (cv. Ouro Negro) to 26%
(cv. Jalo and cv. Norh). The globulin concentration in the seed protein fraction varied from a
minimum of 48% (cv. Jalo) up to a maximum of 72% (cv. Norh), while that for cv. Jalo amounted

up to approx. 60%. On the other hand, the albumin fraction in the seed protein of cv. Jalo and cv.
Norh (approx. 11%) was found to be within the range found for the majority of the varieties
cultivated all over the world. However this same concentration in cv. Ouro Negro was surprisingly
elevated (17%). Irrespectively of the Phaseolus varieties, our study indicated that the main-7S
globulin (Phaseolin), comprised over 70% of the total globulin fraction. it was also observed that
a small part of this fraction was found to be comprised of lectins. The values ranged from approx.
10% (cv. Jalo), to approx. 15% (cv. Norh and cv. Ouro Negro). Interestingly, the amounts of
albumin containing haemagglutinating activity were high in these varieties. Thus of the total
albumin concentration in the cv. Jalo, at lest 15% was considered to be lectin. These values were
still higher for the other varieties (approx. 40%).

The investigation of the presence of carbohydrates in the protein fractions, indicated as
expected that the globulins contained a minimum amount of 3% of carbohydrate in the molecule.
However this same amount of carbohydrate in the albumin fractions was surprisingly higher that
that observed for the globulins. Thus both fractions were found to be glycoproteins.

In this study was also investigated the structure of the 7S globulin in SDSPAGE. The
results indicated that all the phaseolins were similar in that they were all composed of at least
three main subunits ranging in size from 41 to 47 kDa, indicating that these varieties belong the
well established group “Tendergreen”.

Experiments designed to investigate the accumulation of the main 7S globulin in the
seeds, during the seed development, have revealed a linear relationship of protein accumulation
with time in the varieties studied. On the other hand, phaseolin degradation during seed
germination was different in the 3 varieties: it was linearly correlated with time in cv. Jalo and it
presented a exponencial pattern in cv. Norh and cv. Ouro Negro. The results indicated that
besides the well known globulin fractions the albumins can also be considered as storage
proteins.

Vi



INTRODUCAO
Familia L.eguminosae

A familia Leguminosae é uma das maiores entre as dicotiledéneas, com mais de 600
géneros que reunem mais de 13.000 espécies. Sao plantas de habito muito variado,
compreendendo desde ervas anuais ou perenes, trepadeiras, arbustos e subarbustos, até
grandes arvores das matas tropicais. Vivem nos mais variados ambientes e diferentes
jatitudes, sendo encontradas em todo mundo, especialmente nas regides tropicais e
subtropicais (JoOLY, 1985).

Dentre as subfamilias que compSem a familia das Leguminosas, a mais numerosa & a
Papilionoideae . Perlencem a esta subfamila as tribos que fornecem a mais numercsa

variedade de alimentos, principaimente através das sementes. Por conter a maioria dos
géneros de leguminosas de import&ncia econdmica, € considerada uma subfamilia
importante. Entre os diferentes géneros desta subfamilia podemos citar : Phasecius (feijao),
Pisum (ervilha), Lens (lentiiha), Vicia (faba), Cicer (grac de bico), Glycine (soja), e plantas
forrageiras como Melilotus (alfafa). As sementes das plantas cultivadas, utilizadas na
alimentac@o, formecem os aminoacidos néo sintelizados pelos tecidos animais, como
metionina e cisteina (JOLY, 1985).

Phaseoiiss vuigaris

Dentro do género Phaseolus, uma das espécies mais cultivadas e consumidas no
Brasil ¢ Phasecius vuigaris L., constituinde uma fonte basica de proteinas vegetais através de
sua semente. O feijoeiro @ uma planta herbdcea de crescimento determinado ou
indeterminado, cujo ciclo vegetativo varia de 61 a 110 dias, (POMPEU, 1987). E originario,
provavelmente, da regi@o ocidental do México e Guatemala {([BURKART, 1941; MCBRYDE,1947]
apud BRUCHER, 1988).

O feijao € um dos alimentos béasicos de varios povos, principalmente o do Brasil O
Brasil € o maior produtor mundial de feij&o com uma producao estimada, em 1992, de 5.154
toneladas em 1.000 ha com rendimento médio de 544 kg/ha (FAQ, 1992). Em nosso pals
registra-se 0 mais elevado consumo anual per capita de feijdo, ao redor de 21kg (POMPEU,
1987).

Este alimento constitui uma das principais fontes de proteina vegetal. O teor protéico
encontrado nas sementes de P vulgaris varia de 15 a 33%, sendo também um alimento
energético com 341 cal/100g aproximadamente, correspondendo a 28,7 % da dieta dos
brasileiros (SGARBIERI, 1987) Também & rico em vérias vitaminas como B4, Bo e niacina
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([ARRUDA, 1980] apud SGARBIER|, 1987). Variedades brasileiras, no geral, tém em sua
composigao um contedo de carboidratos variando de 55 a 65%, e de lipideos entre 0,77 a
1,93% (MORAES & ANGELUCCI,1971).

Pela sua importancia, tanto econdmica quanto nutricional, o feijgo € um material de
grande interesse para ser estudado. A avaliag&o bioquimica das variedades de P. vulgaris,
que sao cultivadas no pals, & importante para fornecer informagdes sobre sua composigao de
proteinas e walor nutricional, o que poderia ser utilizado em projetos de melhoramento
genético.

Aspectos Gerais da Biologia das Sementes

A semente, além de fornecer o material necessario para a formagéo de uma nova

planta, tamb&m & utilizada como fonte de alimento. As proteinas de semente representam
mais de 2/3 da dieta de proteinas utilizadas pelo homem, pelo menos nos paises de baixa
renda. Os cereais representam, na dieta humana, aproximadamente 55% e as leguminosas
15% das proteinas consumidas (PERNOLLET, 1985).

Estruturalmente, a semente madura representa um mosaico de varios tipos de tecidos
diferenciados. © embrigo tem um genoma diplidide hibrido; o nucelo, os integumentos e a
parede do ovario apresentam um gendtipo maternal dipléide, e possui um ndcleo
endospermatico tripléide. No caso das leguminosas que nac apresentam endosperma este €
consumido durante a formacgo da semente enquanto os cotilédones v&o sendo formados
(LARKINS, 1981). A deposigao das proteinas de reserva das sementes, nos seus diferentes
tecidos, esta estreitamente relacionada com a estrutura da semente (MULLER, 1983).

A formacao de sementes em plantas € muito estudada (MILLERD, 1975, MULLER, 1983;
LARKINS, 1981 ; BROWN et al,, 1982b; HIGGINS, 1984; CASEY, 1990; BEWLEY & MARCUS, 1990),
uma vez que € nesta fase que ocorre um alto nivel de sintese protéica, principaimente das
denominadas proteinas de reserva. Através do acompanhamento do periodo de formagéo da
semente & possivel verificar o acumulo das proteinas de reserva, bem como estudar a
expresséo e a regulagdo dos genes responsaveis pela sintese destas (CASEY, 1990). As
proteinas de reserva séo conhecidas por serem uma série polimorfica de moléculas, que
podem ser codificadas por uma familia de multigenes (MARKS & LARKINS, 1982; PERNOLLET &
MOSSE, 1983}.

Durante a fase de germinacéo estas proteinas de reserva s&c mobilizadas e seus
catabolitos s&o utilizados no desenvolvimento da plantula (BEWLEY & GREENWOOD, 19290).
Neste perfodo, guando ocorre a hidrélise destas proteinas, ocorre também a supress&o de sua
sintese, com concomitante ativagdoc de enzimas essenciais para a germinagdo e o©
desenvolvimento da planta ((KERMODE & BEWLEY, 1986] apud BEWLEY & GREENWOOD, 1990).



Proteinas de Reserva

As sementes sao o principal org&o de estocagem dos produtos de reserva, sendo as
proteinas uma das principais reservas em leguminosas . Pela definicdo proposta de proteinas
de reserva, estas devem representar no minimo 5% da quantidade de proteina que pode ser
extraida da semente, e que sdo degradadas durante a germinagéo (DERBYSHIRE ef al. 1976).
Por representarem 80% dos compostos nitrogenados na semente, a principal fungéo das
proteinas de reserva € fornecer aminoacidos ou nitrogénio para a plantula (PERNOLLET, 1985).

Nas sementes, as proteinas de reserva sé@o classificadas em 4 grandes grupos,
baseados na swua solubilidade. Assim albuminas sao sollveis em &gua; globulinas em
solugdes salinas diluidas; prolaminas solUveis em solugdes alcodlicas e glutelinas que séo
soliveis em solugdes diluidas de acidos e bases (OSBORNE & CAMPBELL, 1898). A sintese de

proteinas de reserva em sementes € um modelo para o estudo da expresséo de genes na
planta (GOLDBERG et al,1989, CASEY, 1990). Além disso o sincronismo da expresséo de
genes localizados em alguns loci de diferentes cromossomos, possibilita o estudo da
regulagédo da expressao de familias multigénicas durante o desenvolvimento da semente
(PERNOLLET, 1985).

Formacéao da semente

De acordo com as revisGes de CHRISPEELS ef af (1979) e de BOULTER (1981) esta
bem estabelecido que o processo de embriogénese € muito semelhante de uma leguminosa
para outra. A formacao da semente € dividida em 3 fases caracteristicas; a diviséo celular
caracteriza a primeira fase, onde ocorrem modificagdes estruturais, formagao de organelas,
como o reticulo endoplasmatico, e onde haé pouca deposicéo de proteinas (CRAIGef al., 1979);
a segunda fase € caracterizada pela expansao e pela intensa sintese protéica; a desidratagéo
e a parada da sintese das proteinas de reserva caracterizam a terceira fase (GOLDBERG &f al.,
1989).

Durante & deposicdo das proteinas de reserva, as diferentes classes apresentam
diferentes taxas de sintese. H& 2 classes de proteinas predominantes em leguminosas: as
globulinas {divididas em leguminas e vicilinas) e albuminas. As outras duas classes restantes
(prolaminas e glutelinas) estéo presentes, mas em pequena quantidade (HIGGINS, 1984). O
inicio e as taxas de sintese das proteinas de reserva podem ser diferentes, como em Pisum
sativum, onde ha uma acumulacdo diferencial entre leguminas e vicilinas (MOSSE &
PERNOLLET, 1983). A quantidade dos diferentes tipos de proteinas presentes nos cultivares,
bem como sua sintese, vao depender do gendtipo e das condigdes de cultivo (POMPEU, 1987).
Podem depender ainda do estadio em que as sementes foram colhidas, como por exemplo,
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antes de estarerm completamente secas (MUTSCHLER ef al., 1980). O diferente conteldo de
proteinas das sermentes cultivadas pode explicar a diferente composigao de aminoacidos que
possuem import&ncia nutricional, como os sulfurados (MOSSE & BAUDET, 1983). Ha diferentes
taxas de sintese em P. vulgaris, para algumas proteinas, como a faseolina e lectina (CHAPPELL
& CHRISPEELS, 1986).

Em F. vulgaris, embora varidvel, dependendo do cultivar ou das condigbes de
crescimento, as proteinas de reserva comegam a ser sintetizadas a partir do nono ao vigésimo
dia ap6s o florescimento, e atingem o méximo com 15 a 30 dias (HALL ef al, 1972
MUTSCHLER et a/.,1980).

Os corpUsculos protéicos armazenam protefnas de reserva e s&o constituidos de
membranas formando organelas esféricas, com poucos micrémetros de diametro. O
mecanismo de formacao do corpdsculo inicia-se com a sintese dessas proteinas para o interior

da membrana do reticulo endoplasmaético, e as proteinas possivelmente s&o transportadas via
sistema de memboranas até o corpusculo proteico (CHRISPEELS, 1983 a ; 1983 b). As proteinas
de reserva presentes na semente podem ser consideradas proteinas que s@o secretadas
(MILLERD, 1975; CHRISPEELS, 1976). Estudos com mRNA de Phaseolus tém demostrade que
a faseolina & sintetizada neste sistema, e transportada para os corpusculos protéicos da
célula. Mesmo apods sua sintese estas proteinas sofrem modificagdes pés-traducionais no
reticulo endoplasmatico (MATTHEWS ef a/., 1981).

Modificagodes pés-traducionais

Proteinas secretadas s&@o conhecidas por serem sintetizadas como precursores,
chamados de preé-proteina, com o N-terminal com sequéncias exiras de 20-30 residuos de
aminoacidos deriominados de "sequéncia sinal’ (BLODEL & DOBBERTEIN, 1975; PERLMAN &
HALVORSON, 1983). Essa sequéncia possibilita a associagdo dos ribossomos ao reticulo
endoplamatico (R.E.) e, com isso, a entrada da cadeia nascente para o lumem do R.E (VITALE
et. al, 1993). A remog&o do peptidec sinal ocorre por ce-tradugéo, isto €, no curso da
traducio do RNA mensageiro sob a cadeia polipeptidica. Outro evento pés-tradugéo pode
acontecer logo gue a cadeia polipeptidica € formada. A sequéncia pode ser cortada e perder
um polipeptidec conectivo, ou seja, ha a eliminagéo de um N ou um C terminal. Neste caso a
forma precursora € chamada pré-proteina e resulta no processamento das pré-proteinas. No
caso de proteina secretadas, o primeiro precursor € entdo chamado pré-proproteina (BOLLINI &
CHRISPEELS, 197 Q). A faseolina € sintetizada como uma pré-proteina (SLIGHTOM ef aj, 1983).

Além dessas modificagbes, envolvendo peptideos de ligacdo e modificagbes quimicas
das cadeias laterais dos aminoécidos, também pode ocorrer glicosilagdo das proteinas de
reserva, como € o caso da faseolina e lectina (CHAPPELL & CHRISPEELS, 1886). O Ultimo passo



5

da sintese protéica € a associagéo entre subunidades de proteinas multiméricas, as guais
podem envolver um rearranjo da estrutura tridimencional e tambem uma modificagéo pés-
transcricional {SALESSE et af., 1975).

Leguminosas tém maior taxa de sintese e mais copias de mRNA das proteinas de
reserva do que os cereais. O nimero de espécies de mRNA para globulina € maior do que
para prolaminas, com tradug&o mais eficiente nos cotilédones de leguminosas. A quantidade
de mRNAs extraidos de diferentes estadios de desenvolvimento se reflete na acumulacéo das
proteinas de estocagem nos tecidos de reserva, existindo uma relagéo direta entre a
guantidade de mRNA e as taxas de sintese de diferentes proteinas (GATEHOSE ef. al, 1982
‘GREENE, 1983; RAHMAN ef. al, 1983). EVANS ef al (1984) mostraram que o grau de
transcricdo de genes especificos in vitro por nlclecs isolados de cotilédones de Pisum sativum
{ervilha), corresponde aos niveis de MRNA e isso pode ser uma evidéncia de um controle

transcricional da expressdo dos genes das proteinas de reserva. A sintese de mRNAs dessas
proteinas comega muito cedo e eles se acumulam com o inicio da embriogénese ou com a
formacgéo do endosperma (EVANS ef. al, 1984). Durante a fase de desidratacdo, ocorre a
parada da sintese de mRNA das proteinas de reserva, o que € observado para varias espéecies
durante a Gltima fase de formagéo da semente (GREENE, 1983). A diminuic&o e término da
acumulagdo das proteinas de reservas n&o pode ser explicado pela auséncia de mRNA viaveis
para a sintese, encontrados na fase final da maturacdo. Além disso durante o inicio da
embebicéo estes MRNA s&o ativados. Uma explicagéo proposta para este fato € a diminuigéo
da quantidade de ribossomos ativos, havendo entéo, despropor¢éo entre o nimero de mRNA
e ribossomos, ou seja, a tradugdo diminui e para por falta de ribossomos (GATEHOUSE et. al,,
1982; PERNOLLET, 1985).

No comego da formagéo dos tecidos de reserva e no inicic da sintese das proteinas de
reserva, as sementes apresentam altas taxas de transcricdo (BOULTER, 1981, MOSSE &
PERNGCLLET, 1983). A occorréncia de sequéncias de intervalos ou introns, as quais precisam ser
cortadas antes da tradugéo, foi demostrada por SUN et a/.(1981) e SLIGHTOM (1983) em feijao
para o gene da faseolina.

O acompanhamento do desenvolvimento da semente pode fornecer informagdes sobre
a época da sintese das protelnas de reserva para futura andlise dos fatores genéticos
envolvidos nos processos de sintese. As taxas diferenciais de sintese protéica, encontradas
em varias especies de P. vulgaris (MUTSCHLER et af, 1980), demostram a importancia de se
acompanhar e estudar melhor estes eventos.



Germinacéao

A partir da germinacao, o embrido da semente pode dar origem a uma nova planta. A
semente é formada por células sométicas, capazes de se regenerar em cultura e que
possuem um completo conjunto de genes da planta. A formagao do embridao dentro da
semente parece ser um processo independente, sem interrelagéo com os tecidos da semente,
tendo em vista que nao foi observado nenhum sinal partindo dos tecidos adjacentes que
interferisse no seu desenvolvimento (GOLDBERG ef af., 1989).

Durante a embebigao da semente, os mRNA residuais das proteinas de reservas séo
degradados. Um novo conjunto de mRNA € necessério para a germinagao, incluindo o mRNA
das enzimas proteoliticas que véo atuar neste processo ([KERMODE & BEWLEY,1986] apud

BEWLEY & GREENWOOD, 1990)

As principais enzimas envolvidas na hidrdlise das protelnas de reserva sao
exopeptidases e endopeptidases. Pela agcdo das endopeptidases, que expdem as sequéncias
carboxiterminais, as exopeptidases agem. Exopeptidases sd3o as enzimas que agem
quebrando os aminoacidos terminais das cadeias polipeptidicas.(BEWLEY & GREENWOOD,
1990).

Esquema da agao da endopeptidases e exopeptidases

proteina de|endopeptidases proteinas de reserva |€ndopeptidades | polipeptideos |
reserva soluveis- fragmentos

insolliveis

carboxipeptidase endopeptidases

1 ammoéc;dos :gcpept!deos I

aminopeptidases e endopeptidases
peptideos hidrolases

|di-tri peptideos |

A globulina parece ser hidrolisada entre o 62 e 82 dia de germinagéo (MUNTZ ef af,
1985). Foi encontrada uma enzima especifica que hidrolisa globulina em Vicia faba (YU &
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GREENWOOD, 1984), sugerindo que pode haver enzimas especificas para as diferentes fragtes
protéicas (HARRIS & CHRISPEELS,1975). Em alguns casos a albumina foi a primeira fragéo a ser
degradada (YOULE & HUANG, 1978). Ambas, globulina e albumina podem ser consideradas
proteinas de reserva.

Através do estudo dos processos fisiolégicos durante a formacgéo e a germinacéo de
sementes, pode-se obter informagdes importantes sobre a sintese e a degradagéo das
proteinas de reserva. Para se estudar as fracdes protéicas a nivel fisiclégico € necessario que
estas sejam bem caracterizadas individualmente, tanto fisica quanto quimicamente.

Principais Proteinas

As globulinas e albuminas, bem como um pequeno grupo bem caracteristico de

proteinas denominadas de lectinas, s&o as principais proteinas em leguminosas. A
caracterizagdo de proteinas individuais de semente € a base fundamental para o estudo
basico e aplicado de proteinas de leguminosas, e para o entendimento de suas expressies
genéticas diferenciais (MILLERD, 1975).

Globulina

Na maioria das leguminosas, as proteinas de reserva constituem-se de globulinas,
ocorrendo em diferentes porcentagens nas diferentes espécies. Em Phaseolus correspondem
a 50 a 70% da proteina sollvel da semente (ROMERO ef. a/.,1975, MA & BLISS, 1978). As
globulinas se dividem em dois grupos, as vicilinas e as leguminas gue apresentam diferentes
coeficientes de sedimentagdo: 7S e 11S, respectivamente (DERBYSHIRE ef af, 1976) A
principal fragdo na globulina de P. vuigaris € a faseolina (MOSSE & PERNOLLET, 1983), uma
vicilina presente em grandes quantidades no feijo, variando de 40 a 60%, conforme a
variedade.

A faseolina é glicosilada, contendo aproximadamente de 3 a 5% de carboidratos (SUN
& HALL,1975). As subunidades da faseolina tém M.M. entre 45 e 51 kg/mol, e apresentam
heterogenia de carga (HALL et a/.,1977; BOLLINI & VITALE, 1981; BROWN st al, 1981a).

BROWN ef a/ (1981; 1982) identificaram 3 tipos eletroforéticos principais de faseolina,
gue sao aceitos como padrées e que levam o nome das variedades em que foram definidos:
"Tendergreen”("T""), "Sanilac" ("S") e "Contender" {"C"). O tipo "Tendergreen” ("T") possui 3
bandas maiores e 1 menor em eletroforese unidimensional e 5 polipeptidecs em eletroforese
bidimensional . "Sanilac” ('S") contém 5 bandas maiores € uma menor, e "Contender” ("C")
tem 6 bandas mmaiores e uma menor em eletroforese unidimensional. Em eletroforese
bidimensional, ambos apresentam 8 polipeptidecs. A faseolina nestes padrdées ainda &



dividida em 3 subunidades: o, com M.M. entre 51 a 48,5 kg/mol, B, M.M. entre 48 e 47
kg/mol, e 8§, com MM. entre 46 e 45 kg/mol. A faseolina é codificada por uma familia
multigénica ou de genes agrupados, consistindo de aproximadamente 7 genes para o tipo T,
8 genes para o tipo "S" e 9 genes para o tipo "C". O tipo "Contender” parece ser um tipo
intermediario entre "T" e "S", com algumas subunidades semelhantesa"T"ou a "S" na M.M. e
no ponto isoelétrico. Estes principais tipos ou padrdes possuem uma distribuicdo geografica
de acordo com suas origens de domesticacao das culturas (GEPTS, 1988).

A maioria das diferengas nas M.M. entre as subunidades da faseolina, parece ser
resultado de modificagbes co e poés-transcricionais (HIGGINS, 1984). Estas modificagOes
podem ser a clivagem de peptideos sinais durante a sintese da proteina no reticulo
endoplasmético, e a sua glicosilagdo ainda nesta organela (BOLLINI ef af., 1983; Li101 & BOLLIN),
1984).

Por estar presente na semente de P. vulgaris em quantidade consideravel, a faseolina,
pode ser utilizada como marcador evolutivo. Sendo a faseolina codificada por uma pequena
familia de genes extremamente relacionados, estes podem ter sido originados de sucessivas
duplicagdes a partir de um Unico gene ancestral. Por analise eletroforética, pode-se detectar as
mudancas fenotipicas, como M.M. e ponto isoelétrico resultantes de divergéncia genotipica.
Isto pode ser utilizado como ferramenta para anélise das relagdes evolutivas entre os tipos de
faseolina e, por extensao, entre os cultivares que as possuem (GEPTS, 1988).

Ha poucos estudos sobre a caracterizacao da faseolina em cultivares brasileiros, sendo
necessario uma avaliagéo dos principais tipos de faseolina que ocorrem nos nossos cultivares.
Através deste estudo, poderfo ser avaliados os provaveis processos de domesticacao dos
cultivares de Phaseolus no pais.

Albumina

Por muitc tempo se acreditava que a fracdo albumina fosse constituida somente de
proteinas metabdlicas ou enzimas (DANIELSON, 1956). Em estudos posteriores observou-se
gue as albuminas seriam, também, proteinas de reservas, podendo servir como fonte de
nitrogénio para a plantula durante a germinacdo (BEEVERS & POULSON, 1972; BASHA &
BEEVERS, 1975, YOULE & HUANG, 1978). As albuminas s80 depositadas em sementes de
leguminosas commo as outras proteinas de reserva, durante a maturagéo da semente (HiLL &
BREIDENBACH, 1874 a, 1974b, PATE & FLINN, 1973), e podem ser uma das primeiras proteinas
a serem degradadas durante a germinacéo (YOULE & HUANG,1978).

Assim como algumas fragbes protéicas (globulina), a albumina é uma frago com
caracteristicas antagdnicas na semente. E, ao mesmo tempo, uma fragao de importancia
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nutricional e que apresenta alguns componentes de baixa digestibilidade {(SGARBIERI, 1987}, e
a presenga de lectinas, uma proteina tdxica in natura (PUszTAl & WATT, 1974). Uma das
grandes diferencas entre as globulinas e as albuminas estd presente nos niveis de
aminoacidos sulfurados (cisteina e metionina) importantes do ponto de vista nutricional
(CARRASCO et af., 1978, SGARBIERI et af,1982). Estes aminodcidos estéo presentes em
quantidades maiocres na fragéo albumina do que na fragéo globulina (YOULE & HUANG, 1978;
PASQUALINI et &/ 1991). Como em geral as leguminosas apresentam uma deficiéncia em
aminoacidos sulfurados, as albuminas podem ser um importante fator a ser considerado em
plantas cullivadas, escoihidas para melhoramento (MURRAY, 1979, 1984). Ha estudos que
demonstram esta preocupacgao, por desenvolverem novas {écnicas para a introdugdo de genes
de albuminas em cultivares de P. vulgaris que apresentam menor conteldo dessa proteina
(ARAGAO ef a/.,1992). A presenga da albumina em varias sementes e, as vezes, em altas

concentragdes, pode sugerir que esta seja uma importante proteina de reserva (YOULE &
HUANG, 1978).

Um estudo da fragcdo albumina foi realizado para as variedades 'Tendergreen” e
"Sanilac”, sendo propostos tipos eletroforéticos padrbes para esta fragdo, como os sugeridos
para a faseclina. A albumina do tipo "Tendergreen” ('T") apresenta 3 bandas principais em gel
unidimensional, com M.M. de 36,5; 35,5 e 33,5 além de alguns polipeptideos de M.M. menor
que 22 kg/mol. O tipo "Sanilac"("S") apresenta M.M. de 41, 38; 35,5; 36,5, 29 e 25 kg/mol.

Ha uma divis&o das albuminas pelo coeficiente de sedimentagéo em vérios géneros de
leguminosas. O tipo 28 é muito estudado e utilizado em estudos taxondmicos em algumas
plantas, evidenciando a estabilidade genética desta fragéo (PRZYBYLSKA ef al,, 1992).

Ac contrario da globulina, a fragdoc albumina & pouco estudada em relagio a
caracterizagado fisico-guimica. Ha necessidade de se conhecer mais sobre esta frago para
melhor entender seu papel fisiolégico na semente. Estudos de caracterizagéo fisico-quimica
desta frac&o nas variedades brasileiras de P. vuigaris, podem revelar bons cultivares para o
melhoramento genetico.

Lectina

As lectinas s@o proteinas efou glicoproteinas, de natureza nao imunoglobulinicas,
capazes de reconhecimento especifico e ligagbes covalentes com parte do carboidrato, sem
alteragdo da estrutura covalente de qualquer dos reconhecidos grupos glicosil (KOCOUREK &
HOREJS!, 1983). Elas foram descritas pela primeira vez héd mais de cem anos por STILLMARK
([1888,1889] apud ETZLER, 1885) e foram denominadas, a principio, de hemaglutininas por
ELFASTRAND {[1898] apud PUSZTAl, 1991) e posteriormente de lectinas (BOYD et a/,1954), do
latim "legere" (meioc de sele¢io).
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As lectinas estdo presentes em plantas, animais e microorganismos, podendo variar
nas suas especificidades a carboidratos, no tamanho molecular, na composicéo de
aminoéacidos, nos cofatores e na estrutura quaternaria, além da alta heterogeneidade da
estrutura quimica e fisica (GOLDSTEIN & HAYES, 1978). E uma proteina presente nas
leguminosas em geral (VODKIN, 1981, VITALE et a/,,1984) e em n&o leguminosas (STINISSEN et
al., 1985). A presenca dessas proteinas numa grande variedade de organismos ja denota sua
importancia. S&c foco de interesse, pois tém aplicacbes em diversas areas, que vao desde
auxiliar em estudos taxondmicos (ROUGE & RISLER, 1990; MOREIRA ef al., 1993) até estudos
da biologia molecular de genes (OSBORNE & BLISS, 1985). Apesar desta fragao estar sendo
estudada ha mais de cem anos e por ser um grupe de proteinas heterogéneo, ainda s&o
desenvolvidos estudos de caracterizagdo de novas lectinas (CHAWLA et al., 1993, KAMEMURA
et al, 1993).

As fungdes propostas para as lectinas s8o muitas e variadas, tais como: transporte e
armazenamento de carboidratos (BOYD, 1954), proteinas de reserva (HOWARD, 1972),
estimulagéo da divisao celular (KAUSS & GLASER,1974), extensao da parede celular (VWEBER &
NEUMANN, 1980), protegdo contra patégenos (TALBOT & ETZLER, 1978; CHRISPEELS &
RAIKHEL, 1991) e atuacdo na relagdo simbidtica leguminosa-Rhizobium (BOHLOOL,1974,
Dazzo & BRILL, 1 978). Neste Ultimo caso, a lectina mostrou ser essencial ao reconhecimento
Rhizobium-legurminosa em Trifoliin repens (trevo), sendo aceita comoc um fator de
reconhecimento entre as céluas da raiz e o Rhizobium trifolii, antes da infecg@o (DAZZO &
BRILL,1978). Outra fungéo inclui a protegBo dada pela lectina nas plantas contra os insetos
predadores, devido a capacidade desta proteina em se ligar as vilosidades intestinais,
provocando pertuirbagdes gastrointestinais, levando estes a nao mais se alimentarem destas
plantas (PUSZTAI & WATT, 1974; JANZEN ef al., 1976). Foi detectada a presenga de lectinas
em Heliantus tuberosus também durante a quebra de dorméncia (GRIFFAUT et al, 1990). Em
estudos recentes (COSTA & RICARDO, 1994) foi observada uma mudanga na quantidade de
glicopeptideos ligados a concanavalina-A, presentes em raizes de Lupinus albus, crescidas
em cultura de tecidos, durante a formag&o de calus e nodulagdo, atribuindo-se, para as
lectinas uma possivel fungdo fisioldgica na planta, sendo neste caso uma proteina constituinte
de membrana.

As lectinas de semente de leguminosas est@o principaimente localizadas nos
cotilédones, sendo encontradas em pequenas quantidades nos embries. Os niveis de
lectinas variam, dependendo do estadio de desenvolvimento das sementes e do 6rgéos em
que séo encontradas; podem estar ausentes no embrigo e presentes durante os estadios
tardios da maturacéo (CHAPPELL & CHRISPEELS, 1986; WALLING ef af,, 1986). Ha estudos que
demostram os corpUsculos protéicos como localizag&o primaria das lectinas nas células dos
cotilédones. Neste caso, a lectina foi considerada uma proteina de reserva na semente
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(BOLLINI & CHRISPEELS, 1978). Em outras dicotiledéneas como Datura stramonios, através de
métodos imunocitoquimicos (KILPATRICK et af., 1979), foi verificado que as lectinas podem
ocorrer predominantemente em outros tecidos da semente como a casca e a epiderme, sendo
que nestas estruturas, elas aparecem associadas & parede celular (BOWLES et al, 1976;
BROEKAERT et a/.,1988).

As lectinas s&o sintetizadas no reticulo endoplasmético rugoso (BOLLINI &
CHRISPEELS,1979; CHRISPEELS et al., 1982). Nao esta inteiramente claro como as lectinas sao
transportadas para os corpusculos protéicos para depésito, e parece que antes de atingirem
os corpusculos sao primeiramente transportadas para o complexo de Golgi, onde s&o
glicosiladas (CHRISPEELS,1983 a, 1983 b). De fato, a orientagéo do complexo de Golgi nestas
sementes & tal que as veslculas de secrec&o desta organela est&o em locais muito proximos
dos corpusculos protéicos (PUSZTAl 1991).

A lectina presente nas sementes de P. vulgaris ¢ denominada de fitohemagliutinina
(PHA). Esta lectina é caracterizada por sua M.M. entre 30 e 36 kg/mol e por causar
hemaglutinag&o, a principal caracteristica que a distingue de outras glicoproteinas, como a
faseolina. Existem 5 isoformas da PHA, de diferentes combinagtes de 2 subunidades, PHA-E
(agiutina eritrocitos) e PHA-L (aglutina leucocitos), formando tetrameros (GOLDSTEIN & HAYES,
1978). As duas subunidades s&o codificados por 2 genes semelhantes, dlec1 e dlec2 que
codificam PHA-E e PHA-L, respectivamente ([HOLFFMAN & DONALDSON, 1985] apud
CHRISPEELS & RAIKHEL, 1991).

Abaixo um modelo das 5 isoformas, sendo A, PHA-E, e B, PHA-L

&1 %Z’; %% %2@% %l?’

>

A diversidade em estrutura e distribuicdo das lectinas encontradas entre diferentes
famlilias de plantas, bem como em diferentes tecidos da mesma planta, pode indicar que
diferentes lectinas adaptaram-se a vérias funcodes caracteristicas, durante a evolugéo (ETZLER,
1985).

A lectina foi evidenciada em P. vuligaris, nas fragbes albumina e globulina, em
variedades européias (PUSZTAI & WATT, 1974, MANEN & MIEGE, 1977). Ha necessidade de se
estudar as lectinas presentes nestas fragSes, principalmente na frag&o albumina que é pouco
estudada, para variedades brasileiras. A caracterizagao fisico-quimica da lectina em cultivares
brasileiros, bem como a evidéncia de sua atividade biolégica nas plantas, pode levar 2
utilizacdo destas como elementos de protec&o contra pragas e a um melhor entendimento de
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suas fungGes dentro da planta. Entre cultivares brasileiros de F. vulgaris, encontra-se a
presenca de plantas susceptiveis & nodulagéo, e como as fectinas podem estar envolvidas

neste processo, pesquisas sobre a presenga destas proteinas nestes cultivares e sua
influéncia na nodulagéo, devero ser realizadas.
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OBJETIVOS

Através deste trabalho pretende-se atingir dois objetivos:

1- Caracterizar as diferentes fragdes protéicas, albuminas, globulinas e lectinas de
sementes quiescentes de trés variedades de Phaseolus vuigaris.

2- Detectar e analisar estas proteinas durante a formagéo e a germinagéo nas trés
variedades de Phaseolus vulgaris.
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MATERIAL E METODOS

Os metddos comuns ulilizados em todos os experimentos s&o descritos abaixo. Os
experimentos com metodologia especifica ser@o descritos separadamente nos capitulos
seguintes.

Obtencao das Sementes

Sementes de Phaseclus vulgaris foram fornecidas pela EMBRAPA-Goidnia (variedades
Norh e Quro Negro) e pelo IAC-Instituto Agrondmico de Campinas (variedade Jalo). Estes
materiais apresentam diferenga quanto a capacidade de nodulagéo. A variedade Norh nao tem
capacidade de nodulagao, enquanic gue as variedades Jalo e Quro Negro apresentam alta
capacidade.

As sementes foram germinadas em rolos de papel de filtro com ggua destilada, em
camaras de germinacgdo a 25°C. As piédniulas foram transplantadas para vasos com
vermiculita e foram fornecidos os nutrienies necesséarios para seu desenvolvimento normal,
aplicando-se 250 mi de solugéo nutritiva de HOAGLAND (HOAGLAND & Arnon, 1950), duas
vezes por semana. As plantas cresceram em casa de vegetaggo a temperatura e luminosidade
ambiente. O cultivo das plantas foi realizado para a obteng8o de sementes, que constituiu o
material basico utilizado nos experimentos.

Preparacao de farinha

Apbds a remocao da testa, os cotilédones foram moidos em moinho de bola por 5
minutos e a farinha obtida foi passada em peneira de malha fina (0,185 mm? de malha). Para
livrar a farinha de lipideos esta ficou sob agitag&o em hexano ou acetona (10 ml/g) por uma
noite em femperatura ambiente. Em seguida a farinha foi filtrada em filtro de papel e lavada
com éter (2 ml/g), em capela, deixada secar por 2h e armazenada em frascos hermeticamente
fechados em dissecador. Este material foi utilizado nas analises bioguimicas.

Eletroforese
Foi utilizado gel de poliacrilamida no sistema vertical (8.3cm x 10.4cmj), com espessura

de 1,5mm, com corrente continua, adaptado de LAEMMLI (1870), utilizando o aparelho de mini-
gel da Hoefer modelo 8-250.
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Em todos os casos foi empregada eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante
(SDS/ 2%) em sistema de gel descontinuo, com gel de resolugéo na concentragao de 13% de
poliacrilamida e gel de empacotamentc a 6%.

As solucdes estoque utilizadas na preparagéo dos géis foram as seguinies:

-Solugdo A: 34g de acrilamida e 0,3g de bis-acrilamida em 100 ml de agua destilada;
-Solugao B: 7,5g de acrilamida e 0.11g de bis-acrilamida em 25 mi de agua destilada;
-Tampé&o do gel de resolugao: Tris-HCI 1M pH 8,8,

-Tampao do gel de empacoctamento: Tris-HCl 1M pH 6,8:

-Solugéo de SDS 10%:

-TEMED,;

-Persulfato de aménio 10%.

Os géis de resoclug@o foram preparados utilizando-s2 os seguintes volumes das
solugdes estogue:

Solucao Yolume (mi
Tampao de resolugéo 4,80
Agua destilada 2,70
Soluclo A 4 80
Solucéo de SDS 10% 0,15
TEMED 0,06
Persulfato de Amonic 10% 0,05

Apods a polimerizagao foi colocado o gel de empacotamento, sobre o gel de resolugao,
na seguinte composicao:

Solugéo YVolume (ml)

Tampdo de empacotamento (0,63

Agua destilada 3,26
Solucgéo B 1,00
Splucéo de SD& 0,05
TEMED 0,05

Persulfato de Amdnio 10% 0,05

O tampéo de corrida foi Tris-glicina 0,025M, pH 8,3; contendo 0,1% de SDS. Azul de
bromofenol foi diluido no tampao de corrida e aplicado na parte superior do gel, sendo usado
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como marcador de corrida. As amosiras foram aplicadas num volume nao superior 2 15ul. A
corrida foi feita a 15 °C, a 12,5 mA por gel, até que a frente de azul de bromofenol atingisse a
extremidade inferior do gel, sendo o tempo médio da corrida de Z2h.

As amostras foram dissolvidas em tampé&o fosfato de sédio 0,01M pH 7, contendo 2%
de SDS e 1% de B-mercaptoetanol, sendo a desnaturagéo feita em banho-maria fervente por
dez minuios.

A concentrag@o para o preparo das amostras para as proteinas albumina, globulina e
lectina purificadas, foi de 4mg/ml de tampao (acima citado} e a concentragdo para amostras
utilizando a farinha total foi de 20mg/ml. Ap6s a calibragéo das proteinas estudadas, com
protefnas de M.M. conhecidas, foi utilizada como amostra padrao o perfil de proteinas tolais da
variedade Goiano precoce (CHAGAS, 18893}, também calibradas anteriomente.

As proteinas foram fixadas e coradas no gel com uma solugéo de 2g de Coomassie
Brilhant Blue G-250, 225 ml de metanol, 225 ml de agua destilada e 50 ml de &cido acético
(1:1:4,5) por uma noite. A solugéo descorante utilizada foi metanol, agua destilada e acido
acético, na proporgéo de 1:8:3,5.

Dosagem de proteina total

As protelnas totais foram extraidas a partir de 20mg de farinha com 5ml de NaCH
0,02% por 30 minutos. Em seguida © material foi centrifugado a 3.000 xg e retirado ©
sobrenadante. O sedimento foi ressuspendido com o mesmo volume e cenirifugado
novamente. Os sobrenadantes das duas exiragSes foram misturados, e a partir deste foram
feitas as dosagens segundo o metodo de BRADFORD (1976).

Para fazer a curva padrao utilizou-se BSA (Sigma) em diferentes concentragtes dentro
de um intervalo de 10-100 pg de proteina. As dosagens foram realizadas em
espectrofotdmetro (Micronal-B 390) a 5985nm. Os resultados foram constitufdos pela média de
pelo menos irés dosagens.

Analise Estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a uma andlise de varidncia, e 8 comparagic de

médias feitas pelo teste de TUKEY (5% de significancia) (Snedecor & Cochran, 1967). As
diferentes letras representam valores estatisticamente diferentes.
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CAPITULO-1

CARACTERIZAGAO DAS PROTEINAS DE RESERVA

A caracterizacéo de proteinas individuais de sementes é de fundamental importéncia
para o estudo bésico e aplicado de proteinas de leguminesas, e para o entendimento de suas
expresstes genéticas diferenciais (MILLERD, 1975). As principais proteinas de reserva da

semente de leguminosas, albumina, globulina e lectinas, foram caracterizadas nas trés
variedades de Phasecius vulgaris estudadas.

1.1-MATERIAL E METODOS
1.1.1- Separacéo de Albuminas e Globulinas

As proteinas foram extraidas com tampao borato 0,05M com NaCl 0.5M pH 8, a partir
da farinha (1g /10ml).

A base para a separago das allbbuminas e globulinas foi sua diferenga de solubilidade,
sendo as albuminas sollveis em agua e as globulinas em solugdes salinas. Apts a didlise
com &agua destilada, as proteinas foram centrifugadas (27.000 xg), sendo o preciptado
(globulinas) ressuspendido em &agua destilada, congelado e liofilizado. O sobrenadante
(albuminas) foi congelado e liofilizado, sendo solubilizado em agua destilada, centrifugado e
liofilizado novamente para que as albuminas fossem purificadas. As duas fragbes foram
submetidas a eletroforese. Para as quantificagtes das fragdes protéicas assim obtidas, estas
foram pesadas e os resultados apresentados em relago ao peso da farinha e & proteina total

da semente.

1.1.2-Determinagao da Massa Molar -Coluna Sephacryi -S200

Foi utilizada a filtragao em coluna Sephacryl 8200-HR (83,2 cm de altura e 2,6 cm de
diametro) na determinagado da M.M. (kg/mol) das frages albumina e globulina nativas. A
coluna foi montada segundo as instrugSes do fabricante (Pharmacia).
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A coluna foi equilibrada com tamp&o Tris -HCI 50mM pH 8 / KCI 50mM / glicerol 10%/
DTT 1mM |, tendo sido calibrada com proteinas padréo do Kit da Sigma (MW GF-200),
indicadas na tabela abaixo:

Proteinas/Concentragdo M. M. (Kg/mol)
Azul de Dexirano 2.000
p-amilase-4mg/mi 200
Alcool desidrogenase-5mg/mi 150
Albumina de Soro Bovine-BSA-10ma/ml 66
Anidrase carbdnica-3mg/mi 29
Citocromo-C-2mg/ml 12,4

A coluna fol equilibrada com tarmpao Tris 0,05M pH 7,5 /acide aceético 0.025M /NaCl
0.1M, e amostras (5ml) de albuminas ou globulinas totais, diluidas neste mesmo fampao
(1,66mg/ml) e resolvidas com fluxc de O,7ml/min. Foram coletadas 60 fragdes de 3,7 mi, que
foram lidas em espectrofotémetro (Micronal B-390) a 280nm.

L.1.3-Dosagem de Carboidratos

A dosagem de carboidratos totais, nas fragdes albuminas e globulinas, foi realizada
pelo método de antrona (UMBREIT et @/, 1972). As absorbancias obfidas foram comparadas
com uma curva padrac de glicose nas concentragdes de 10, 20, 30, 40, 50 mg/ml. Os
resultados foram expressos como a média de 3 repeticSes para cada amostra .

1.1.4-8eparacio e/ ou Purificago de Lectinas
-Coluna de Fetuina-Sepharose 4B Ativada com CHNBr

A separagio e/ou purificacdo de lectina das sementes fol baseada na propriedade
dessas proteinas em se ligarem especificamente a carboidratos e/ou a glicoproteinas.

Neste caso fol utiizada uma coluna de afinidade de Sepharose ligada a uma
glicoproteina (fetuina) para realizar & separagdo das lectinas das fragbes albuminas e
globulinas das trés variedades estudadas.



-Preparo da fetuina

A glicoproteina fetuina foi isolada a partir do soro de feto bovino. Um volume de soro
fatal de bezerro foi misturado com dois volumes de solugac de acetato de zinco 0,03 M / etanol
28.3% (v/v) a pH 6,4, e agitado a -5°C por 16h. A mistura foi centrifugada e o sedimento
descartado. Foi adicionado etanol ac sobrenadante para elevar a concentragéo de 19 para
5% e acetato de bério para uma concentragéo final de 0,02M (5,11¢g/l) e 0 pH 6,7. A mistura
fol mantida a -5 °C por duas horas e, ent&o, centrifugada. O sedimento fol descartado.

Ao sobrenadante foi adicionado etanol para elevar a concentragéo de 25 para 40% e foi
mantida a -10 °C por 16h. Esta solugdo foi centrifugada e o sobrenadante foi descartado. O
sedimento (fetuina) foi ressuspendido em citrato de sédio 0,05M e dialisado contra agua
destilada, congelado e liofilizado.

-Acoplamento da Fetuina & Sepharose

Foram pesados 4g de Sepharose-4B ativada com CNBr (Pharmacia) e lavados com
HCI 1mM (200ml/g de Sepharose) por 3 dias (para cada g de Sepharose obtém-se 3,5 vezes
o volume do gel). O gel foi filtrado e lavado com tamp&o de acoplamento (NaHCO5 0,1M, pH
8,3, com NaCl 0,5M) varias vezes.

A fetuina (200 mg) foi solubilizada em tampaoc de acoplamento e centrifugada a
27000xg por 20 minutos. Descartou-se o sedimento.

A suspens&o de gel fol entdo misturada lentamente com a solug@o de fetuina, sem
agitador magneético, por 4h e depois filtrada. Em seguida foi lavada com Tris-glicina 0,2M pH 8
varias vezes, medindo-se depois ¢ volume em proveta (apés sedimentagéo do gel). Foram
obtidos 14ml de gel que foram colocados numa coluna (seringa de 20 mi).

A coluna foi lavada com o tamp&o de acoplamento seguide de tampé&o acetato de sdédio
0,1M pH 4, contendo NaCl 0,5M; tamp&o de acoplamento; tampéo Tris 0,05M pH 8 / acido
acético 0,025M / NaCl 0,1M , CaCl, 75 mM, MnCl 90 uM, 0,1% NaNg (tampé&o 1); tampac Gly
0,05M pH 3 / HCI 7mM / NaCl 0,5M (tamp#o Il) e equilibrada com tampao | {tampé@o de
equilibrio).

-Preparacéo e Aplicacao da Amostra

Foram utilizados 50 mg de albumina ou de globulina das trés variedades de feijao, que
foram dissolvidos em 2ml de tampao | . A eluigio das proteinas que ndo se ligaram a coluna,
foi feita com 45 ml de tampao |. Em seguida as proteinas que se ligaram & coluna foram
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eluldas com 45 ml de tampao Il . Apds estes procedimentos, a coluna foi lavada com 2 mi de
uréia 8M e foi equiilibrada com o tampéo |.

Foram coletadas 20 fragbes de 4,5ml (fluxo = 60ml/h) e lidas em espectrofotdmetro
Micronal B390 a 280nm. A figura abaixo, ilustra o padréo de eluigdo da coluna de fetuina-
Sefarose-4B, para purificagéo das lectinas, eluidas compH8e pH 3.

1.1.5-Proporcéo das Proteinas
A determinagéo das proporgdes das protelnas foi realizada através dos géis das

fragBes albumina, globulina e lectina das 3 variedades estudadas. Foram realizadas anélises
dos géis por densitémetro Ultroscan XL laser modelo 2222-020 (Pharmacia).
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1.1.6-Determinacio da Atividade Hemaglutinante

A atividacte hemaglutinante foi detectada segundo o método de GRANT et al. (1983).

O sangue utilizado para o teste foi o de coelho. Foi retirado com agulha descartavel! de
um animal n&o irmunizado criado em biotério. Foram coletados S5mi de sangue e colocados em
um recipiente contendo “pérolas de vidro" que evitam a coagulagdo, por causarem
desfibrinag&o do plasma sanguineo.

As hemacias para o teste foram preparadas a partir da lavagem com tampao fosfato
0.004M pH 7, contendo 0.9% de NaCl, seguida de cenirifugagdo do sangue, sendo o
sedimento as heimécias puras. O sangue (Smi) foi lavado 3 vezes no fampao acima . Em cada
lavagem, o material era centrifugado (1.000 xg) e o sedimento ressuspendido até ser
completada a lavagem.

Os eritrécitos foram tripsinizados em uma solugao do tampao fosfato de sédio contendo
4% de hemacias € 0,1% de tripsina. Esta solugao foi deixada em banho-maria por 1h a 27 °C.
Apds este procedimento a solugdo de eritrécitos foi lavada novamente para a retirada do
hemolisado e do excesso de tripsina. O sedimento de hemacias foi ressuspendido ao voiume
inicial de 5mi com o mesmo tampé&o da lavagem, para se efefuar os testes de hemagiutinagéo.

As amostras de lectinas foram dissolvidas no tampéo fosfato de sédio pH 7 na
concentrag&o de 2mg/ml.

Para este teste foi utilizada uma placa de plastico (Sterilin) com 96 pogos redondos,
sendo usados 24 orificios para o teste de hemaglutinacdo. A diluicio das amostras de lectinas
foi feita com um microdiluidor (Dynatech), com capacidade de diluicdo de 25 pl. Atraves do
microdiluidor foi possivel diluir a amostra inicial de 50 ul da amostra (na concentragdo 1:1) no
12 orificio até o 248 orificio, onde em cada um havia 25 pl de tampao fosfato (0,04M) de sédio
(0,9%) pH 7. Aposs efetuadas as diluigbes, foram adicionados em todos os orificios 25 pl da
solugao de hemacias.

Apos 30 minutos em temperatura ambiente, foram observadas amostras dos testes em
microscépio 6tico (40x), para se determinar o ponto em que n&o havia mais aglutinago das
hemécias (grau de aglutinacdo). A lectina globulina da variedade Jalo foi utilizada como
padrao para a definicéo da unidade de hemaglutinagéo (U.H.), pois € muito semelhante no
padréo eletroforético a variedade Goiano, e apresenta atividade hemagiutinante semelhante a
variedades ja4 estudadas (SANTORO, 1988).Uma unidade de hemagiutinagao ¢ definida como a
menor quantidade da amostra necessaria para causar aglutinagdo sob condigbes
experimentais. A atividade hemaglutinante € expressa em unidade hemagiutinante por mg da
amostra.
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I-2-RESULTADOS

I-2.1-Proteina total

Os resuitados das dosagens de proteinas totais na semente seca, mostraram que
houve diferencga significativa entre as 3 variedades (Jalo, Norh e Ouro Negro). Jalo e Norh
mostraram contetidos semelhantes, e maiores que Ouro Negro.(TAB-1)

TABELA-1- Contetido (%) de proteina iotal nas sementes das 3 variedades de
Phaseolus vuigaris .

var.Jalo var. Norh var.Ouro Negro |

Prot. totais(%) | 26.08 +2,80" | 26.45+1,72b" | 2063 +1,58"
*.Valores medios de 3 repetigbes,com erro padrao. Comparacdo de médias pelo teste
de TUKEY, DMS=5.23

I-2.2-Albumina e Globulina
I-2.2.1-Separacéo

As duas fracOes foram separadas & partir da farinha total. Foi obtida a proporgao das
albuminas e globulinas na semente seca € também a porcentagem destas na fragdo protéica
total (TAB-2).

Foi observado que a procentagem de albuminas, na fragdo protéica e e na semente
seca, foi semelhante para as variedades Jalo e Norh e maior em QOuro Negro. Para as
globulinas em relacéo a semente, Jalo e Ouro Negro apresentaram um contetido menor que
Norh, mas em relacio a fracdo protéica houve uma diferenca significativa entre todos:
Jalo<Ouro Negro<Norh (TAB-2).

A partir das eletroforeses, foi obtido o perfil das proteinas totais bem como das
albuminas, globulinas e lectinas para as 3 variedades (ver item -Lectinas).

1-2.2.2-Miassa Molar

As variedades Jalo Norh e Ourc Negre apresentaram proteinas de alta M.M., na faixa
de 80 kg/mol, 3 bandas fortes € maiores na faixa mediana do gel com M.M. entre 47 e 41, e
bandas de M.M. menor, entre o meio e o final da faixa do gel, variando entre 37 a 17 kg/mol. A
variedade. Jalo apresentou uma definicdo maior das bandas, assim como um maior nimero
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delas. Norh e QOuro Negro apresentaram um perfil com diferengas marcantes como uma banda
intensa de M. M. baixa (26 kg/mol) em O.N.. Estas duas Gtimas s&o mais semenhantes entre si
do que com Jalc no perfil eletroforético.

TABELA-2-Contelido (%) de albumina e globulina na fracéo protéica total para as 3

variedades.

Variedade Albumina Globulina
% na fracao % na semente %na fragcao % na semente
protéica protéica
Jalo 10,94 + 0,5828" 2,86 +0,248" | 4783+1,882" |1275+0493"
Norh 10,83 + 0,942" 2,86 0,128 72,39 +347¢" | 19,15+0,91P"
Ouro Negro 17,77 +0,360" | 360 +0,076P" | 61,80£1,140" | 12,61+0,232"

*Valores médios de 3 repeticbes,com erro padrdo. Comparacado de meédias pelo teste de
TUKEY, DMS-0,43 (Alb/sem); 1,74 (Alb/prot); -2,67 (Glob/sem).; 8,57 (Glob-prot.).

A principal fracéo das globulinas, a faseolina, apresentou diferentes padrbes para as
variedades, sendo que, Jalo e Ouro Negro e Norh apresentaram 3 bandas evidentes que
provavelmente s&o subunidades. A faseolina da variedade Jalo apresentou para a subunidade
o M.M. de 47 kg/mol; para B 44 kg/mol e para 8§ 42 kg/mol.(FiG-1-Faixa 6 e 7). Ouro Negro
apresentou trés subunidades da faseolina («, B e §), respectivamente com M.M. de 46; 43 e
41 kg/mol (FIG-2-Faixa 6 e 7). A variedade Norh mostrou na fragéo faseclina trés subunidades
o (46 kg/mal), B (44 kg/mol) e § (42 kg/mol) (FIG-3-Faixa€ e 7).

As albuminas também apresentaram diferentes perfis eletroforéticos. Albumina da
variedade Jalo apresentou 4 bandas (M.M. 36 ; 35 ; 31 e 30 kg/mol) na porgdo mediana do
gel, apresentando também nesta fracéo, M. M. maiores (91; 89 e 83 kg/mol) e menores (21; 19
e 17 kgimol) M.M. (FiG-1-Faixa 3). Norh apresentou aparentemente, apenas uma banda
acentuada na porgao central do gel (38 kg/mol), uma banda forte na porgao inicial (58 kg/mol)
e uma na porgao finai (19 kg/mol) (FiG-2-Faixa 3). Albumina da variedade Ouro Negro mostrou
7 bandas principais, com altas (aproximadamente 85 kg/mol), médias (35 ; 33 ; 31 kg/mol) e
baixas M.M (28 e 20 kg/mol) (FiG-3-Faixa 3).

Lectina das duas fragdes (albumina e globulina) foi purificada a partir das fragGes
puras, e a partir do gel foi obtida a M.M. para as lectinas albuminas e globulinas de cada
variedade de Phaseolus vulgaris (Jalo, Norh e Ouro Negro).

Lectina albumina da variedade Jalo mostrou, através de eletroforese, bandas medianas
de M.M. de 37; 35; 32 e 30, principaimente. Lectina globulina da variedade Jalo mostrou ter
M.M. entre 32 e 27 (FiG-1-Faixa 4 e 8).



12 3 4 5 6 7 8 ; MM. kg/mol '24

1

faseolina

FIGURA-1-Gel desnaturante das fragbes protéicas da semente seca- variedade Jalo.
Faixa: 1- e 5-padrac de proteina total -variedade Goiano-; 2 e 6-protefna total; 3-albumina
purificada; 4- lectina albumina purificada; 7- globulina purificada; 8-lectina globulina purificada.
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FIGURA-2-Gel desnaturante das fragbes protéicas da semente seca- variedade Norh.
Faixa:-1 e 5-padr&o de protelna total- variedade Goiano; 2 e 6-proteina total; 3-albumina
purificada; 4-lectina albumina purificada; 7-globulina purificada; 8-lectina globulina .
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aseolina

FIGURA-3-Gel desnaturante das fragbes protéicas da semente seca- variedade Ouro
Negro. Faixa: -1 e 5 -padréo de proteina total-variedade Goiano; 2 e 6-proteina total; 3-
albumina purificada; 4-lectina albumina purificada; 7-globulina purificada; 8-lectina globulina

~ purificada.
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As lectinas da variedade Norh apresentaram para a lectina albumina uma M.M. ao
redor de 38 para sua principal banda, sendo que mostrou uma banda de M.M. de 57 também
evidente. A lectina globulina da variedade Norh apresentou uma M.M. de 36 kg/mol, em sua
principal banda (FIG-2-Faixa 4 e 8).

A lectina albumina da variedade Ouro Negro correspondeu a uma banda forte,
aparentemente sem subunidades definidas, com M.M. de 35 kg/mol. Esta lectina também
apresenta uma proteina com uma banda mais fraca de M.M. aita (57 kg/mol). Lectina
globulina para esta variedade apresentou também uma banda bem acentuada e correspondeu
a M.M. de 33 (FiG-3-Faixa 4 e 8).

Pelos dados de M.M. obtidos nas eletroforeses desnaturantes e aqueles de proteina
nativas em Sephacryl-G200, pode-se esperar uma provavel proporgéo das subunidades das
fragbes de albuminas e globulinas para as 3 variedades de feijao (TAB-3).

TABELA-3- M.M. (kg/mol) das moléculas desnaturadas e nativas das principais bandas de
albuminas e globulinas das 3 variedades e também as proporgbes esperadas das
moléculas desnaturadas nas moléculas nativas (desnaturante-SDS-PAGE; nativa-
Sephacryl S-200).

M.M. (kgfmol)- M. M. (kg/mal)- Proporgao das
moléculas moléculas moléculas
desnaturadas nativas desnaturadas
Albumina-Jalo 35/33/31 730 122,86 =1:1:1:1
Albumina-Norh 38 142,83 =4
Albumina-Ouro 35/337 31 149,80 =211
Negro
Globulina-Jalo 4714471 42 202,37 =221
(faseclina)
Globulina-Norh 46143 1 41 193,12 =221
(faseolina)
Globulina-Ouro 46 /447 42 183,12 =2:21
Negro (faseolina)
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[-2.2.3-Carboidratos

As dosagens de carboidratos ligados as frag6es protéicas foram realizadas para as
albuminas e globulinas purificadas.

TABELA-4-Contetido de carboidratos totais na frag&o albumina e globulina das trés
variedades de Phaseolus vulgaris.

var.Jalo var. Norh var. Ouro Negro
Albumina(%) | 6,2 + 0,082" 6,7 +0,4928" 9,8 + 0,66P"
Globulina(%) | 2,78 1 0,452" 3,32 1 0,342 2,97 1 0,042"
*-Valores meédios de 3 repetigbes, com erro padrao. Comparagéo de médias pelo teste
de TUKEY, DMS- 1,20 (Alb)

Foi observado um alto conteido de carboidratos ligados as albuminas nas trés
variedades, principalmente para Ouro Negro. N&o foi encontrada diferenca significativa ao se
comparar o contetido de carboidratos das fragoes globulinas, nas trés variedades.

I-2.3-Lectinas : Isolamento e Purificagio

Como resultados no item anterior, foi feita a deteccdo das lectinas albuminas e
globulinas através de eletroforese em meio desnaturante, a partir das amostras purificadas da
coluna de fetuina-Sepharose-4B ativada (FIG 1,2 e 3). Comparando-as com as albuminas e
globulinas purificadas e as protelnas totais, foram evidenciadas suas localizagtes e possiveis
subunidades (TAB 3). O contedo das lectinas foi obtido a partir das albuminas e das
globulinas totais por densitometria (TAB S e 6).

I-2.3.1-Lectina Albumina

A variedade Ouro Negro apresentou uma diferenca significativa no contetido de
algumas fragbes, sendo que apresentou maior porcentagem tanto para a albumina na proteina
total como para albumina na semente. Do mesmo modo para a quantidade de lectina
albumina na semente O.N. mostrou os maiores valores. Jalo apresentou o menor contetido de
lectina albumina total (TAB-5).

§; UH O A R
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TABELA-5-Contetdo (%) das albuminas e lectinas albuminas da semente e em relagio

a proteina total dos 3 cultivares de Phiaseolus vulgaris.
var.Jalo var.Norh var.Ouro Negro
Albumina -semente(%) 2,862 2,8628" 3,600"
Lectina Allbumina-semente(%) 0,43 1,20 1,20
Albumina-Prot.total(%) 10,942" 10,83a" 17,77b*
Lectina Albumina-Prot total(%) 1,66 457 5,91

*-Valores médios de 3 repeticdes, com erro padrao. Comparagio de médias pelo teste
de TUKEY; DMS- 0,43 (Alb/sem); 1,74 (Alb/prot.)

1-2.3.2-Lectina Globulina-

A purificagao das lectinas globulinas foi feita pela coluna de afinidade mencionada, a
partir da frag@o globulina das variedades estudadas. A identificagio das subunidades das
lectinas globulinas foi feita por eletroforese, sendo também esperado que algumas bandas
com as mesmas M.M. da fragéo globulina fossem lectina (FIG-1, 2 e 3).

Pode-se observar que o contedo de globulina e lectina globulina em relagdo a
proteina total, foi maior para as variedades Norh e Ouro Negro, diferindo significativamente da
variedade Jalo. Mas, em relagao a semente, Norh apresentou os maiores contetdos tanto para
a globulina quanto para a lectina globulina (TAB 6).

TABELA-6-Conteldo (%) de globulina e lectina globulina na semente e em relagéo a
proteina total, para as trés variedades de Phaseolus vulgaris.

var. Jalo var.Norh var.Ouro Negro
Globulina-semente(%) 12,758" 19,15P™ 12,612"
Lectina Glob-Semente(%) 1,28 2,81 2,00
Globulina-Prot.total (%) 47 832" 72,39¢" 61,8b"
Lectina Globulina-Prot.total(%) 4,82 10,62 9,84

*-Valores medios de 3 repeticbes, com erro padréo. Comparagao de médias pelo teste
de TUKEY; DMS- 2,67 (Glob/sem.); 8,57 (Glob/prot.)

Pelas TABELAS-1, 2, 5 e 6, foi observado que a variedade Norh apresentou elevado
contetido de lectina total das duas fragées, o maior contetido de globulina e também o maior
contetdo protéico na semente seca. A diferenga mais marcante para esta variedade foi o alto
contelido de lectina na fragao albumina correspondendo a 42% desta frag3o, enquanto que
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para as outras variedades, esta fragdo n&o foi superior a 33%. Comparando-o com Jalo, que
apresentou conteddo de protelnas totais semelhante (TAB-1), n&o foi observada diferenca
significativa no contetdo das albuminas (TAB-2). Jalo apresentou o menor contetido de
lectinas nas duas fragfes protéicas. O contelido de carboidrato das fragbes protéicas foi
semelhante para as variedades Jalo e Norh (TAB-4).

Ja em relacao a variedade Ouro Negro, com quantidades menores de proteinas na
semente seca, foi obtida uma diferenga significativa na frag&éo albumina, com contetido maior
do que as outras variedades. Quanto & globulina, foi semelhante a Jalo na semente e em
relagéo a proteina total apresentou-se diferente de Jalo e Norh. Esta variedade apresentou um
contetido de lectina albumina e lectina globulina, bem préximo aos obtidos para Norh.

1-2.3.3- Atividade Hemaglutinante

A atividade biolégica das lectinas, medida através do teste hemaglutinante, apresentou
marcante diferencga para as lectinas albuminas e lectinas globulinas.

Foi utilizado como padrdo para o calculo das unidades hemaglutinantes a lectina
globulina de Jalo, sendo que uma U.H. correspondeu a 0,056 pg/mi. A determinagao do grau
de hemaglutinagao foi obtido através de microscépio 6ptico. Pela FIG-4 pode-se observar os
diferentes graus de hemaglutinag&o .

TABELA-7 - Unidades hemaglutinantes obtidas para as lectinas globulinas e lectinas
albuminas, das variedades Jalo, Norh e Ouro Negro (O.N.).

Lectina U.H.
Globulina-Jalo 1,000
_Globulina-Norh 2,230,000 _
Giobulina-O.N. 8.900,000
Albumina-Jalo 0,045
Albumina-Norh 725,000
Albumina-O.N. 83,000




FIGURA-4- A-hemécias sem aglutinagao; B-hemécias parcialmente hemaglutinadas;
C-hemdcias totalmente hemaglutinadas.

As lectinas globulinas das variedades Norh e Ouro Negro apresentaram as mais altas
U.H., ou seja, houve a necessidade de uma maior quantidade destas proteinas para causar
hemagiutinacado, e por isso elas podem ser consideradas menos téxicas do que as lectina
albuminas. : B

A U.H. obtida para as lectinas albuminas foi mais baixa principalmente para a lectina
albumina de Jalo. A lectina albumina de Norh apresentou U.H. maior do que a verificada em
Ouro Negro. A lectina albumina e globulina da variedade .Jalo apresentou valores mais baixos
de U.H. do que as outras variedades.

Como estas lectinas tiveram menores UH. do que as lectinas globulinas, elas
necessitam de uma quantidade pequena para causar hemaglutinagao, possuindo uma maior
atividade biol6gica.
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I-3-DISCUSSAO

I-3.1- Quantidade de proteinas

O conteldo de proteinas nas sementes secas das trés variedades estudadas, ficou
entre 20 e 26% (TAB-1), estando dentro da faixa normalmente encontrada para cultivares
brasileiros, entre 19 e 34% (SGARBIERI, 1987).

As principais proteinas de reserva de sementes (globulina e albumina), apresentam
diferentes solubilidades, sendo as globulinas soltveis em solugdes salinas e as albuminas em
agua (OSBORNE, 1898) . Esta diferente solubilidade foi a base para a separagéo das frag6es. A
purificagéo das albuminas e globulinas foi um passo importante, pois estas seriam utilizadas
para posterior purificagéo das lectinas.

Em sementes de Phaseolus, a globulina é a fragdo mais abundante e pode
corresponder de 50 a 75% da proteina total (ISHINO & ORTEGA, 1975; ROMERO et a/., 1975; MA
& BLIss, 1978). A fragao globulina nas variedades estudadas representou a maior parte (40 a
70%) da proteina total extraida das sementes. Esta fragdo € a mais abundante nas
leguminosas ocorrendo em diferentes proporgdes nas varias espécies, como Pisum 60 a 80%
(SCHROEDER, 1982), e Vicia 60 a 90% (MCLEESTER et al., 1973; PASQUALINI et af.,1991), por
exemplo.

As albuminas est@o presentes em Phaseolus e, em algumas variedades estudadas
deste género, variam entre 11 e 19% do peso das sementes (MA & BLISS, 1978 ). Pelos
dados obtidos, a porcentagem das albuminas entre 10 e 17%, concordam com esses valores.
A presenca desta fracdo em algumas espécies de leguminosas pode chegar a 50% da
semente, como em algumas variedades de Pisum sativum (MURRAY & VAIRINHOS, 1982). Esta
presente, também em grande quantidade, em Ricinus comunis (40%) (YOLE & HUANG, 1978)
e em algumas variedades de Vicia faba (38%) (PASQUALINI et al., 1991).

A diferenga na quantidade de proteina e na proporgao das principais fragdes observada
para os trés cultivares, demonstra a grande variag&o encontrada em Phaseolus.

I-3.2-Globulinas

E conhecido que a faseolina, que & uma vicilina, é a principal fragéo das globulinas de
feijao. Pode apresentar subunidades de M.M. entre 45 e 51 kg/mol, que se associam dando
origem a uma forma protomérica de = 163 kg/mol (ERSLAND et al., 1983). Como a faseolina
apresenta padrdes eletroforéticos bem definidos pela literatura, as variedades estudadas foram
comparadas a estes padrées e inseridos em um deles. As variedades estudadas
apresentaram uma pequena variagao nos limites de M.M. estando na faixa de 47 e 41 kg/mol.
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A faseolina das 3 variedades apresentaram 3 bandas maiores(a, B € 8) em gel de uma
dimens&o, podendo ser caracterizada como do tipo "Tendergreen" (M.M. 51, 48, 46) e uma
banda menor de 45 kg/mol. A variedade Jalo foi a que apresentou as maiores M.M. em relago
as trés subunidades da faseolina (47, 44 e 42 kg/mol), em relagao a Norh (46, 43 e 41 kg/mol)
e Ouro Negro (46, 44 e 42-kg/mol).

GEPTS et al.(1986) mostraram que os cultivares brasileiros apresentam principaimente
o tipo “T"' como padrao. Pelos resultados obtidos para as trés variedades estudadas, o padrao
encontrado parece ser o “T". Entretanto € necessario um estudo mais amplo dos padrées para
faseolina nos cultivares brasileiros, para se obter o padrio exato que predomina no Brasil e,
através dos dados obtidos, inferir sobre as formas de domesticagao de Phaseolus vulgaris no
pals.

Na familia das leguminosas, varias espécies como Pisum sativum e Glicine max,

apresentam globulinas contendo fragdes como a faseolina, mas tendo denominacgées e
apresentando coeficientes de sedimentac&o diferentes. Pisum sativum apresenta subunidades
com M.M. de aproximadamente 70 e 33 kg/mol, e componentes menores de M.M. 17, 14 e 12
para a fragao vicilina e para a sua fragéo caracteristica, denominada de convicilina, contém
uma subunidade de 70 kg/mol distinto da fraggo vicilina (CROY et al, 1980) . Estas
subunidades de Pjsum quando comparados com os de Phaseolus, principalmente com a
fragdo vicilina, apresentam diferentes M.M., sendo entre 70 e 33 kg/mol em Pisum (CROY et
al, 1980) e entre 51 e 45 kgmol em Phaseolus (ERSLAND et al, 1983), apresentando
variagbes conforme as espécies e variedades. A vicilina em Glicine max é denominada de
conglicinina, apresentando subunidades o e o' de M.M. 57 e B de 42 (THANH & SHIBASAKI,
1978), sendo parecido em Phaseolus, que apresenta estas subunidades também, mas difere
em M.M. (BROWN et al, 1982). Vigna unguiculata apresenta a fragao globulina 7S, mas
diferente de Phaseolus, com M.M. entre 54 e 52 kg/mol (CARRASCO et al., 1978).

A molécula nativa dos materiais em estudo mostrou valores de M.M. proximas das j&
estudadas (163 kg/mol) (SUN et al., 1978a), mas um pouco maiores, entre 183 e 202 kg/mol.
Estas moléculas podem estar arranjadas em uma forma trimérica para a forma nativa, pois
foram observadas 3 subunidades compondo a faseolina, porém maiores investigacdes sobre a
forma da molécula nativa s8o necessarias.

I-3.3-Albuminas

As albuminas das variedades Jalo, Norh e Ouro Negro diferiram em seus perfis nos
geis mas suas M.M. estiveram na mesma faixa de valores para as principais bandas, variando
de 38 a 30 kg/mol. As principais bandas variaram em seus perfis apresentando bandas fortes
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com uma subunidade de M.M.38 kg/mol em Norh, com 3 subunidades diferentes (35, 33 e 31
kg/mol) em O.N., ou com 4 subunidades diferentes em Jalo (36, 35, 31 e 30 kg/mol).

Assim como para faseolina foram propostos padrdes para a frag&o albumina (Brown et
al., 1981b; 1982) podendo ser do tipo ‘Tendergreen" ("T") ou “Sanilac"("S") conforme a
composi¢do e M.M. de suas subunidades. "Tendergreen” ("T") apresenta 3 bandas principais
em gel de uma dimensao, com M.M. de 36; 35 e 33 além de alguns polipeptideos de M. M.
menor que 22 kg/mol, denominada de "T" .O tipo "Sanilac"("S") apresenta M.M. de 41; 38; 35;
36; 29 e 25 kg/mol, sendo a subunidade de 38 kg/mol uma banda de intensa coloragéo. Pela
comparagéo com estes padrbes, € sugerido que a albumina da variedade Ouro Negro possa
ser do tipo "Tendergreen”, pois apresenta as 3 bandas principais, além de uma subunidade
préoxima a M.M. 28 kg/mol. Observando a frag&o albumina das variedades Jalo e Norh, foi
possivel sugerir que essas podem ser do tipo “Sanilac", pois esta Ultima apresenta 4 bandas

principais na fracéo albumina. Na variedade Jalo as 4 subunidades s&o bem evidentes para a
albumina. A variedade Norh apresentou uma banda intensamente corada e a presenca de
duas bandas menores sugerem que esta variedade seria do tipo "Sanilac”. Talvez seja
necessario um estudo maior desta frag@o, para se verificar se estes padrbes sao validos para
os cultivares brasileiros, pois estes s6 foram verificados em cultivares europeus (BROWN et al.,
1982)

Para a subfamilia Papilioniodeae foi observada a ocorréncia frequente de alguns
polipeptideos para as albuminas de M.M. de 34,35 25 e 23, sendo predominante em Pisum
sativum (MURRAY & VAIRINHOS, 1982), Vigna unculata (MURRAY et al., 1983), Cicer arietinum
(VAIRINHOS & MURRAY, 1982) e em Vicia faba (PASQUALLINI et al, 1991). Outras duas
subunidades, de 91 e 56 kg/mol, foram encontradas constantes em variedades de Vicia faba .

A composicdo das M.M. das moléculas nativas foi proposta anteriormente nas
variedades a partir do perfil das albuminas apresentado nos géis desnaturantes. Pelos dados
obtidos para a frag&o albumina de Phaseolus, diferentes padrées foram observados entre as
variedades, podendo auxiliar no entendimento de sua estrutura e demostrar a diversidade que
esta fragao pode ter dentro da tribo Phaseolae. 4

I-3.4-Carboidratos

A dosagem de carboidratos presentes nas albuminas e nas globulinas mostrou que
ambas sdo glicosiladas. As globulinas podem conter de 3 a 5% de carboidrato em suas
moléculas (SUN & HALL, 1975), e as globulinas estudadas apresentaram de 2,7 a 3,3%. A
faseolina ¢ uma fragdo glicosilada representando a maior parte do carboidrato presente nesta
fragdo e também pode ser um dos responsdveis pela heterogeneidade da M.M. das
subunidades da molécula desta fragdo (PAAREN et al., 1987).
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O contelido de carboidratos nas frag6es albuminas foi de 2 a 3 vezes maior do que o
das globulinas. Uma possivel explicacdo do alto contetido encontrado nas albuminas pode ser
a presenga de enzimas glicosiladas (x-galactosidase), pois a albumina ja foi considerada uma
fragdo enzimatica da semente (BAUMGARTNER & CHRISPEELS, 1976). Uma outra proposig&o
seria o alto conteldo de lectinas nesta frac&o, que em Phaseolus sao glicoproteinas, podendo
conter de 5 a 10% de carboidrato na molécula (SHARON & LIS, 1990; KAMEMURA ef al,, 1993) e
que apresentam sitios de ligacdo para carboidratos especificos (BECKER et al, 1976). As
lectinas tambeém podem apresentar enzimas glicosiladas, como uma o-manosidase
encontrada em P. vulgaris ([PAUS & STEEN,.1978] apud LIENER et al., 1986). Como este ultimo
caso, lectina com papel enzimético é raro, € mais provavel que o alto contelido de carboidratos
seja das lectinas presentes nestas fragdes.

Pela presenga de carboidrato nas duas fragbes, estas foram consideradas
glicoproteinas neste estudo.

I-3.5-Lectinas

A funcao fisiolégica das lectinas n&o esta bem estabelecida, exceto para poucos casos,
como a participacdo no processo de reconhecimento na raiz entre Rhizobium-leguminosa
(DAZZO & HRABAK, 1981). Detectar a presenca das lectinas na semente pode ser importante,
pois nesta, a quantidade de lectina pode ser maior e poderia ser obtido material para produzir
anticorpo, o que possibilitaria estudar a presenga das lectinas na raiz e posteriormente,
verificar seu papel na interagéo Rhizobium-leguminosa.

As lectinas s8o0 encontradas tanto nas albuminas como nas globulinas (MANEN &
MIEGE, 1977), apresentando diferentes solubilidades, como as fragfes onde estdo presentes.
As lectinas podem representar na semente de 2 a 10% da proteina total da semente, em
subfamilias de leguminosas (LIENER, 1976; MA &BLISS, 1978). No caso das variedades
estudadas as lectinas apresentaram valores de até 15% da proteina total da semente sendo
um valor alto para P. vulgaris, sendo que esta classe de proteina representou nas albuminas
uma porgéop Mmaior dentro da fracdo do que nas globulinas. A quantidade de lectina
encontrada em vérias subfamilias de leguminosas varia, como em Canavalia ensiformis (Con
A) que é de 2 a 3%, e em Glycine max 1 a 1,5% (LIS & SHARON, 1973). As M.M. das lectinas
encontradas nas variedades estudadas neste trabalho, est&o na faixa de 29 a 38 kg/mol,
préximo a faixa de 30 e 34 kg/mol encontrada em outros estudos com Phaseolus (GOLDSTEIN
& HAYES, 1978; SUN et al., 1978 b; VITALE et a/.,1985). As lectinas de P. vulgaris apresentam-
se na forma de um tetramero contendo 2 subunidades; uma denominada E (aglutina
eritrécitos) e a outra L (tém propriedades mitogénicas em linfécitos), em diferentes
combinagdes, sendo possivel agrupa-las em 5 formas tetraméricas (PUSZTAI & WATT, 1974;
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BOLLINI & CHRISPEELS 1978, Lis & SHARON, 1986). As lectinas de leguminosas apresentam
grande heterogeneidade em sua forma e M.M.. Podem ter uma estrutura de tetrémeros, como
a lectina de Phaseolus, Glycine max, Dolichos biflorus e Canavalia ensiformis de M.M.
aproximada de 25 kg/mol, com as subunidades unidas nao-covalentemente por associagéo de
mondémeros, ou como um dimero, como na tribo Vicia, com associagdo de subunidades «
(M.M. 20 kg/mol) e B (5 kg/mol) (ROUGE & RISLER, 1990)

Pesquisas recentes (KAMEMURA et al, 1993) encontraram lectinas diferentes na
variedade Great Northern de P. vuigaris, apresentando 2 diferentes tipos de lectinas
denominadas, como GNL-1, com 3 subunidades(o,p € 8) que apresentam M.M. de 34, 37 e
39 ; e GNL-2, também com 3 subunidades (&, B ' e &8) e mesma MM, diferindo na
composigdo de carboidrato, em M.M. nativa (145 e 175 kg/mol) e na capacidade mitogénica. A
M.M. das varidades estudadas apresentam valores semelhantes, mas diferem por n&o

apresentarem 3 subunidades evidentes. Estas lectinas demostram a diversidade encontrada
nos cultivares de Phaseolus, sendo um campo vasto para pesquisas futuras.

Uma caracteristica encontrada nas lectinas que as diferenciam de outras fragbes é a
sua capacidade de aglutinar eritrocitos. O material isolado a partir da coluna de Sepharose das
albuminas e globulinas foi testado para esta caracteristica, o que comprovaria que esta fragéo
era lectina. A partir do teste realizado para as 3 variedades, a hemaglutinagdo foi evidente em
todas, podendo, portanto, serem consideradas lectinas.

Alta atividade hemaglutinante de lectina foi encontrada nas variedades "Tendergreen",
"Sanilac". Por outro lado, o estrato protéico da variedade "Pinto 111" ndo apresentou atividade
hemaglutinante, e também n&o foi verificada a presenca de lectina (PuszTal et al, 1979;
BROWN et al.,, 1981a). A auséncia de lectina no cultivar "Pinto III" pode ser devido a fatores
genéticos, como delegbes no gene estrutural, ou a mutagéo estrutural ou regulatéria do loci
(BROWN et al, 1981a). A auséncia da heraglutinagdo, também é& encontrada em
aproximadamente 10% de P. vulgaris selvagens e cultivados ([Brucher, 1968] apud BROWN et
al., 1981a).

No presente trabalho as lectinas albuminas apresentaram uma maior atividade
aglutinante do que as lectinas globulinas. Dados sobre a presenca das lectinas nas duas
fragbes e testes de hemaglutinacdo s&o escassos na literatura. PUSZTAI & WATT (1974),
MANEN & MIEGE (1977) isolaram as lectinas das duas fragbes, mas n&o realizaram teste de
hemaglutinagao para verificar sua atividade biologica. A presenca na fragéo albumina de Norh
de uma maior quantidade de lectina (42%), demosira que esta pode compor uma fragéo
téxica dentro das albuminas ja que esta in natura pode ter efeitos téxicos. As variedades Jalo e
Ouro Negro apresentaram na fragéo albumina o contetido de 15% e 33% respectivamente de
lectina, nesta fragao.
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Na variedade Jalo a frag&o lectina albumina apresentou a maior toxidez no teste de
hemaglutinac&o, demostrando uma alta atividade bioldgica. Pelo teste de hemaglutinacao a
variedade Ouro Negro apresentou a maior quantidade de lectina na semente (1 5,46%) e
apresentou um atividade hemaglutinante muito baixa na fragao globulina e relativamente alta
na frag&o albumina, podendo haver um balango entre estas duas fragdes. J4 a variedade Norh
mostrou que a fragao lectina apresenta baixa toxicidade, pois tanto na frag&o albumina quanto
na fragdo globulina a lectina mostrou baixa atividade biolbgica para a proteina crua. Na
variedade Jalo foi verificado que pode haver uma relaggo entre a alta toxicidade, apresentada
nas duas fragbes e a pequena presenga na semente (15%). No entanto s&o necessarios
estudos mais profundos em relagéo a fatores anti-nutricionais presentes na semente.

As variedades estudadas apresentaram diferentes contetdos e atividades bioldgicas de
lectinas. Jalo apresentou a lectina albumina com 4 bandas com M.M. variando entre 37 e 30

(FIG- 1-Faixa 4), j& em Norh (FIG- 2-Faixa 4) foi observado apenas uma banda principal (38
kg/mol). Ouro Negro (FIG- 3-Faixa 4) também apresentou para lectina albumina um banda
forte com M.M. de aproximadamente 35 kg/mol. A lectina globulina em Jalo (FIG- 1-Faixa 8)
apresentou M.M. entre 32 e 27 kg/mol, em Norh uma banda principal de 36 kg/mol (FIG- 2-
Faixa 8) e em Ouro Negro mostrou uma banda forte de M.M. 33 kg/mol (FiG-3-Faixa 8). Como
a atividade & dada pela conformagao da molécula, pode ser que isto seja uma explicagao para
as diferentes atividades encontradas. A diferenga encontrada entre os cultivares que
apresentam facilidade de nodulagéo, Jalo e Ouro Negro, e a variedade (Norh) que nzo
apresenta noducéo, foi a diferenca no perfil das lectinas. Um estudo a nivel molecular é
necessario para evidenciar se estas lectinas de diferentes padrées, tem um papel na
nodulag&o como o verificado para Trifolii repens (DAZZO & HRABAK, 1981).
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CAPITULO-1II

SEMENTE: FORMACAO E GERMINAGAO

A formacgéo da semente e a germinacao, sdo eventos importantes que acontecem em
plantas superiores. O estudo bioquimico destes periodos pode auxiliar na compreensao de
processos fisiologicos e fornecer materiais bioldgicos interessantes para estudos geneticos. Foi
realizado o acompanhamento destas duas fases, através de métodos bioquimicos, em trés
variedades de Phaseolus vulgaris, para se observar os perfis eletroforéticos caracteristicos de
cada variedade.

I1-1-MATERIAL E METODOS
II-1.1-Obtencio e Germinagio das Sementes

O plantic das sementes, bem como a manutencgo das plantas, foram feitos para se
obter sementes imaturas em vérios estadios de desenvolvimento. A partir destas foi possivel
acompanhar a formacao das proteinas de reserva, durante a formagao do gréao.

A germinaco das sementes foi realizada em caixas plasticas (11,5cm x 11,5cm-
Gerbox), utilizando algodéo como substrato. Durante a germinagao foram coletados os
cotilédones, ermn varios estadios, para a andlise da utilizagcio das proteinas de reserva pela
pléntula.

II1.2-Coletas
Sementes

Para cada variedade, todas as vagens de varias idades foram coletadas da planta. As
sementes, foram retiradas das vagens, pesadas e separadas em estadios de desenvolvimento
de acordo com a massa fresca (CHAPPELL & CHRISPEELS, 1986) e cor (RACUSEN & FOOTE,
1973). As sementes foram coletadas em 17 estadios, em diferentes periodos apés o
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florescimento gue, em média, foi de 1Tmés e meio apds o plantio das plantulas. A primeira
amostra correspondeu a 3 dias apds o florescimento e a Ultima, a 35 dias apbs ©
florescimento, variando de acordo com o tempo de maturag&o de cada variedade.

Ap6s a pesagem, as sementes foram congeladas e liofilizadas. Obteve-se o peso seco
apos a liofilizac&o. As sementes foram trituradas em mortar para a preparagéo da farinha (ver
métodos gerais), e esta utilizada para as dosagens de proteinas e a preparagéo das amostras
para as eletroforeses.

Cotilédones

Os cotilédones foram coletados de sementes em germinagéo em varios dias (1 a 12

dias) levando-se em conta a morfologia externa para auxiliar na separagdo. Estes eram
pesados, congelados, liofilizados e pesados novamente para obter-se a massa seca. Efetuou-
se o preparo da farinha, que foi utilizada para as dosagems de proteinas e para a analise
eletroforética.

Ii-1.3- Anadlise

As analises, tanto das sementes como dos cotilédones nos varios estadios de
desenvolvimento, foram feitas pela dosagem de proteinas totais e eletroforeses como descrito
anteriormente. A mesma quantidade de farinha total foi utilizada nas eletroforeses das trés
variedades.

II-2-RESULTADOS

11-2.1 -Analise de Sementes em Formagéo

Os diferentes estadios de desenvolvimento das sementes coletadas foram
estabelecidos através da massa fresca das mesmas (FIG 5, 7 e 9) e pela cor (TAB-8),
principalmente nos Gltimos estadios. Houve uma variagéc no tempo de amadurecimento de
cada variedade: Jalo apresentou um perfodo aproximado de 41 dias apds o inicio do
florescimento at€ a coleta da semente seca, Ouro Negro, 35 dias, e Norh, 30 dias

A partir de cada estadio, foram realizadas dosagens de proteinas totais e analises
eletroforéticas para a observagdo das modificagbes destas nas sementes durante seu
desenvolvimento. Esses dados (FIG- 5, 7 e 9) mostram a variagdo de massa fresca entre os
estadios, bem como, de proteina total por semente, comprovando a separagéo feita para os
diferentes estaciios. Foi observado que a quantidade de proteina por semente, em cada
variedade. foi diferente, pois as massas das sementes variaram. Quanto & massa seca, a
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semente da variedade Jalo apresenta o dobro da massa da variedade Norh, apesar destas
duas apresentarem a mesma porcentagem de proteina proporcionalmente. Ouro Negro
apresentou 35% a menos de proteina que Jalo e 22% a mais em relaggo ao Norh. As
variedades Jalo e Ouro Negro néo apresentaram uma grande diferenga na massa seca.

TABELA-8-Cor das sementes de acordo com os estadios, em 3 variedades de FP.

vulgaris.

var.Jaio var. Norh var. Ouro Negro
I verde verde verde
11 -* X verde
11T verde verde verde
IV verde verde verde claro
A" verde claro verde verde claro
VI verde claro verde verde claro
VII verde claro verde claro/ com verde claro
halo laranja
VIII verde verde claro/com verde claro
amarelado halo laranja
X creme -* verde claro/ com
halo roxo claro
X creme - verde claro/ com
halo roxo
XI * bege /com halo | roxo claro/com halo
laranja roxo
X111 -* bege/ com halo roxo claro/ com
laranja halo roxo
XII% bege rosa claro/ com -*
halo rosa
XV bege rosa claro/ com rOXO escure
halo rosa escuro
XV marrom claro -* -*
XVl * rosa escuro *
sSeco marrom claro avermelhado preto

* Material nao coletado
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FIGURA -6- Gel desnaturante de amostras de farinha total, da variedade Jalo, em varios
estadios de maturagdo. Faixa-1- estadio I; 2- estadio III; 3- estédio IV, 4- estadio V; 5- .
estadio VI; 8- estadio VII; 7- estadio VIII; 8- estadio IX; 9- estadio XIIT: 10- estadio XIV:

11- estadio XV; 12-semente seca.
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FIGURA-8- Gel desnaturante de amostras de farinha total da variedade Norh, em varios
estadios de maturagdo . Faixa-1- estadio I, 2- estadio III; 3- estédio IV, 4- estadio V; 5-
estadio VI; 6- estadio VII; 7- estéadio VIII, 8- estadio XII; 9- estadio XIII,10- estadio XIV;
11- semente seca.
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FIGURA-10- Gel desnaturante de amostras de farinha total da variedade Ouro Negro,
em varios estadios de maturagao . Faixa-1- estadio I, 2- estadio III; 3- estadio IV, 4- estadio
V; 5- estadio VII; 6- estadio VIII; 7- estadio X; 8- estadio XI; 9- estadio XII: 10- estadio
XIV; 11-semente seca.
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Atiravés de eletroforeses para cada estadio, foi possivel observar a sintese das
principais proteinas (faseolina, albumina e lectina), bem como a deposigdo destas nas
sementes para as 3 variedades de Phaseolus estudadas.(FIG- 6, 8 e 10).

Durante os diferentes estédios de desenvolvimento das sementes da variedade Jalo, a

deposigao das proteinas de reserva foi claramente observada nas eletroforeses das fragGes
(FiG8).
Nos estadios iniciais as bandas sao fracas e sem definicdo, mas j& no estadio VI + 15 dias
ap6s a florag@o) € marcante a definicdo da fragéo faseolina (M.M. 47, 44 e 42 kg/mol). A partir
deste e nos estadios subsequentes as bandas das fragbes albuminas (M.M. 36; 35; 31 e 30
kg/mol) e lectinas tornaram-se mais acentuadas.

Na variedade Norh, as bandas também so ténues nos estadios iniciais e vao se
acentuando posteriormente nas fases de desenvolvimento mais avangadas (FiG-8). Em Norh,
também ¢é possivel observar a formagé@o das principais proteinas de reserva da semente
(faseolina, lectinas e albuminas), a partir do estadio VI (15 dias AF.). A faseolina esta
presente neste estadio com as 3 bandas j& bem definidas, «, B e 8§ com M.M. 46, 43 e 41
kg/mol respectivamente. Algumas bandas de maior M.M. s@o evidentes nas fases iniciais,
assim como outras de menores, como a lectina albumina (M.M.38 kg/mol), lectina globulina
(M.M. 36 kg/mol) e albuminas (M.M. 38 e 18 kg/mol).

Nos quatro primeiros estadios da variedade Ouro Negro foi possivel observar bandas
indefinidas, sendo estas mais evidentes em estadios mais tardios como o estédio VII . Neste
ltimo, sé@o evidentes a faseolina (M.M. 48, 44 e 42 kg/mol) e a lectina albumina (M.M. 33
kg/mol).

A formacao das bandas de menores e maiores intensidades de coloragao, ocorrem
durante todo o perfodo de formacgio da semente. A definicBo do perfil eletroforético da
semente seca da variedade O.N. esta presente nos Ultimos estadios coletados, principalmente
na passagem do estadio XIII para o estadio X1V, onde se tornou mais acentuda a banda de
26 kg/mol, demostrando que, ainda neste estadio, estd ocorrendo deposig&o de proteinas.
Assim como esta banda, outras também foram se tornando evidentes durante o
desenvolvimento da semente (M.M. 52 e 19 kg/mol) (FIG- 10).

A presenga no gel, j& nos estadios iniciais, da faseolina e lectina nas variedades
estudadas, pode indicar sua sintese nos estadios iniciais. A presenca de bandas a partir de
um determinado estadio sugere que esta proteina foi sintetizada nesta fase ou na anterior. Em
todas as variedades foi observado gue a composigdo de proteinas presentes na semente
madura s6 foi definida nas sementes coletadas nos Gltimos estadios.
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dias de embebicao; 5-cotilédone com + 4 dias de embebigao; 6-cotiédone com + 7 dias de |

embebigao ; 7-cotilédone com + 9 dias de embebigado; 8-cotilédone com * 10 dias de
embebicao; 9-cotilédone com + 12 dias de embebigao.
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[1-2.2-Analise de Cotilédones ermn Sementes Germinando

Cotilédoness foram coletados em diferentes periodos durante a germinacéc das
sementes e forarm utilizados para dosagens e analise por eletroforese (FIG 11,12,13,14,15 e
16).

Pelas FIGURAS 11, 13 e 15 foi possivel observar a diminuigdo em massa seca dos
cotilédones das 3 variedades. No final do periodo de amostragem a quantidade de proteina foi
praticamente zero em todas as variedades.

Nas analises eletroforéticas de todas as variedades foi possivel observar a degradagao
das proteinas ja nos primeiros dias (1, 3 e 4 dias) de germinagdo, com a degradacéo de
proteinas de maior M.M. e aparecimento de outras com menor M.M., em torno de 25 kg/mol.
Na variedade Jalo proteinas de M-M. 47, 44 e 42 kg/mol (faseoclina) desaparecem nos
primeiros dias de embebigdo (FIG- 12).

Em Norh o primeiro estadio (1 dia) coletado ja apresentou grande degragdo, e o
desaparecimento das principais bandas (M. M. 46, 43 e 41 kg/mol) foram evidentes. Na Ultima
fase coletada as proteinas desaparecem por completo (FIG-13 E14).

Os cotilédones de Ouro Negro também apresentaram a degracao das suas principais
bandas (M.M. 46, 44 e 41 kg/mol), com a deposicdo de proteinas nas faixas de menor M.M.
no gel (FiIc15 e 16).

Nos Gltimos estadios de todas as variedades, ha uma hidrélise total das prdtefnas.
(FiG-12, 14 e 186).

11-2.3- Aciimulo e degradacéo da faseolina durante a formacgéo e germinagéo de
sementes

A faseolina para as 3 variedades, durante a deposi¢do das proteinas de reserva,
apresentou um acumulo, evidenciado pelos géis (FIG 12, 14 E 16). Através de densitometria foi
possivel obter as porcentagens da faseolina nos géis de cada estadio, e por estes resultados
foi possivel construir uma curva de deposigdo da faseolina (FIG- 17), que ocorre nas 3
variedades estudadas.

Aparentemente os padrées que refletem o acimulo da faseolina durante a formacgéo da
semente foram semelhantes nas 3 variedades estudadas. Assim, foi verificado que o acumulo
maximo dessa proteina ocorre no estadios iniciais da formagéo da semente. Ha, eniretanto
uma pequena diferenca com relagao a variedade Jalo na qual o méximo da acumulacéo da
faseolina ocorre ao redor do estadio X (F1G- 17).
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Tambem por densitometria foi proposto uma curva de degradagzo da faseolina nos
cotilédones de sementes durante a germinacao (FIG 18) nas 3 variedades. Foi verificado que a
degradag&o da faseolina na variedade Jalo foi aparentemente linear com o tempo (dias).
Entretanto, o mesmo nao foi verificado para as variedades Norh e O.N.. Nesses casos, a
degradac&o da faseolina parece ocorrer de maneira exponencial em relagao aos estadios de
germinag&o da semente. Verificou-se também que, enquanto a quantidade de faseolina das
sementes da variedade Norh foi aparentemente nula ao redor de 6 dias ap6s a germinacao, o
mesmo nao acontece com as outras variedades. Nestas, apos este estadio, a faseolina ainda
ésté presente nos cotilédones. Assim, foi observado que ao redor do sétimo dia, as sementes
da variedade Jalo j4 nao continham mais esta proteina, enquanto que no caso da variedade
Ouro Negro, isto sé ocorre no nono dia apds a germinagao (FIG 18).
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FIGURA-17-Acumulo da faseolina para 3 variedades de Phaseolus vulgaris, durante a
formagao das sementes.
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I-3-DISCUSSAO

A formac&o da semente, bem como a germinagdo, fazem parte do ciclo de vida da
planta. Estudandoc estes dois eventos na semente, do ponto de vista fisico-quimico e
bioquimico, foram verificadas modificagdes ao longo do seu desenvolvimento.

As principais fases da formacao da semente s80 a divisdo celular, a expanséo celular e
a maturacdo da semente. Estas 3 fases s&o sempre encontradas nas leguminosas (DURE,
1975). Durante a fase de primeira fase, pouca proteina de reserva € acumulada, mas legumina
tem sido detectada neste perfodo. Porém, né&o esta ainda bem estabelecido se a acumulacao
da mesma ocorre durante a divisdo ou em células que ndo estdo em divisdo (DOMONEY ef
al.,1980). Neste periodo, ocorrem somente modificagbes estruturais, sendo observado um
gradiente de vacuolizagéo da epiderme nas células do parénquima. Nesta fase também ha o
desenvolvimento de organelas, como o reticulo endoplasmatico e as vesiculas (CRAIG et al,
1979; BAUMGARTNER et al., 1980).

Além da expansio celular, a segunda fase da formacgao da semente & caracterizada
pela sintese protéica, quando ocorre um aumento rapido das proteinas de reserva (pico de
sintese)(MUTSCHLER et al, 1980). Uma proliferacéo rapida de reticulo endoplasmatico foi
também verificada nesta fase, em Phaseofus (OPICK, 1968), pois as proteinas s&o sintetizadas
nestas organelas e transportadas para os corpusculos protéicos, local de armazenamento nos

cotilédones. Ha estudos que demonstram que, durante a expans&o celular, ocorre um
aumento proporcional na massa fresca, acompanhado pelo acimulo de proteinas nos
cotilédones (LOEWENBERG, 1955; SUN et al, 1978 b). Durante a sintese de proteinas, pode
haver periodos onde determinadas proteinas sao sintetizadas, como foi verificado em Vigna
unguiculata (CARRASCO et al,, 1978). Nesta espécie, a fragdo de globulinas apresentou uma
acumulagao diferencial das suas subunidades.

No presente trabalho, a primeira fase, caracterizada pela divisao celular, correspondeu
aproximadamente aos estadios iniciais denominados de I ao V em cada variedade. Nas FIG 5,
7 e 9 foi possivel verificar, nesta fase, um aumento constante, porém lento, da massa fresca,
bem como a diminuigéo na porcentagem da umidade.

A segunda fase foi evidente nas 3 variedades e ocorre aproximadamente entre os
estadios VI ao XII Foi observado também, aumento rapido da massa fresca e perda de
umidade (FIG- 5, 7 e9). Através de eletroforese (FIG-6, 8 e 10), foi possivel distinguir esta fase,
sendo observado claramente o aparecimento das principais proteinas de reserva de
Phaseolus, como a faseolina, as albuminas e as lectinas nas 3 variedades. Também houve
variag&o no acumulo de proteinas. A variedade Jalo provavelmente tem seu pico de acumulo
entre os estadios XII e o XIII, onde h& o maior aumento na quantidade de proteina. Nas
variedades Norh e Ouro Negro, provavelmente o pico de sintese ocorra entre os estadios VIII
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e XIV e entre X e XIV, respectivamente. O aparecimento de bandas ao longo dos estadios
da segunda fase, sugere um sistema de controle fino de sintese, apresentando uma sintese
diferencial de proteinas durante o desenvolvimento da semente.

A qualidade e o contetdo de proteinas na semente dependem do periodo (inicio e
término) e da taxa de sintese protéica. Como ha proteinas de reserva que se acumulam mais
que outras, foi sugerido que pode haver diferengas genotipicas de controle de sintese e
acumulacdo (MUTSCHLER et al, 1980). A faseolina em rela¢éo a lectina tem uma acumulagéo
preferencial em Fhaseolus. Neste género, a giobulina representa grande parte da proteina de
reserva, podendo haver diferengas na taxa de acumulacéo desta proteina, determinadas por
diferentes gendtipos (MUTSCHLER & BLISS,1977; MUTSCHLER ef al, 1980; OSBORN ef al,
19088). Istc € observado tambem para Pisum sativum (THOMPSON et al, 1978, DOMONEY &
CASEY, 1987)).

A faseolina, neste estudo, foi acompanhada durante a formacéo da semente através de
densitometria. Seu acumulo foi semelhante nas 3 variedades, apesar destas apresentarem
quantidades diferentes desta protelna. Entre os estédios VII e XIV, a faseolina se acumula
nas 3 variedades (FIG- 17), sendo que a subunidade 8§ mostrou uma deposigéo, pelo menocs
no inicio, mais lenta (Fig- 6, 8 e 10). O acumulo da faseclina também foi acompanhado em
variedades européias de P. vulgaris (CHAPPELL & CHRISPEELS, 1986), apresentando pequenas
diferengas nas taxas de acumulo em relag&o as variedades estudadas neste trabalho.

Quando se compara o padrao de crescimente das sementes em massa com o padréo
do acumulo de faseolina, verifica-se que este processo ocorre durante a segunda fase do
desenvolvimento da semente (Fig- 5, 7 e 8). O pico da sintese da faseolina parece ocorrer, nas
trés variedades estudadas, no estadio VIII (MUTSCHLER et al., 1980), sendo observado o seu
actmulo até os estadios finais. Na analise eletroforética das variedades Jalo, Norh e Quro
Negro, foi observada a presenca de bandas na interface entre o gel de empilhamento e o gel
de corrida, desaparecendo nos Ultimos estadios obtidos. Por esta observagéo é possivel supor
que sao proteinas de grande M.M., pois n&o passavam através da malha do gel. Proteinas de
M.M. maiores t&m sido identificadas como proteinas precursoras, que sofrem agadoc de
proteases ou glicosilagbes durante a fase de sintese (BAUMGARTNER & CHRISPEELS, 1976,
BOLLINI & CHISPEELS, 1978). Estas formas precursoras foram encontradas em Phaseolus
vulgaris (BOLLINI & CHRISPEELS, 1979), Vicia faba (HEMPERLY et al.,1882) e Ricinus communis
(ROBERTS & LORD, 1981) para a fragdo lectina. Em Pisum sativum a presenga de provaveis
precursores de algumas albuminas também foi observada (DOMONEY & CASEY,1987). Pode
também haver formas precursoras, que sofrem modificagdes (glicosilagfes), dando origem a
polipeptideos glicosilados (CHRISPEELS & RAIKHEL, 1991). No caso de faseolina e lectina, que
sao proteinas cuja sintese envolve uma préproteina, tais formas precursoras s&o bem
caracterizadas (MANSFIELD ef a/,, 1988).
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Na fase final de maturagéo da semente, ocorre pouca sintese de proteina e também
uma grande perda de umidade, caracteristica desta fase (BEWLEY & MARCUS, 1990). Neste
trabalho, foi possivel identificar esta fase pela baixa umidade, pequeno aumento de massa
seca e pequeno aumento no conteGdo de proteina. A comparagio das analises eletroforéticas
dos Ultimos estadios das 3 variedades revelou uma diferenca na intensidade das bandas. Isto
demostra que houve deposi¢&o de protefnas ainda nos Gltimos estadios coletados, antes da
maturagdo ocorrer completamente, resultando na semente seca. Na literatura foram
observados, para algumas variedades de Phaseolus, periodos de acumulagao de proteinas
distintas, como por exemplo o término de acumulagdo da faseolina na semente, que se
extende até o perfodo final de dissecagdo (WALBOT, 1971; MUTSCHLER et al., 1980).

O acompanhamento da germinag&o de sementes das variedades Jalo, Norh e Ouro
Negro, através dos géis, demostrou a utilizagao das proteinas de reserva, que foram
possivelmente hidrolisadas para o crescimento da plantula. Apés a embebigsio, as proteinas
s&o degradadas fornecendo aminodcidos e amidas para a sintese de enzimas e proteinas
estruturais necessarias para o crescimento e estabelecimento da plantula (DAVIES &
CHAPMAN,1980). Através de eletroforese, foi observada esta degradacéo, evidenciada na
amostra dos cotilédones apos + 12 dias de embebigdo onde nado se observam proteinas no
gel. Durante a degradag&o houve um acdmulo de proteinas da parte inferior dos géis. Isto
indica a ag&o de enzimas do tipo exopeptidase e endopeptidase, que atuam na germinacao
(BEWLEY & GREENWOOD, 1990). Como foi observada uma acumulagao de proteinas com M. M.
de aproximadamente 25 kg/mol logo nas fases iniciais, e uma concomitante degradacéo da
faseolina, estas proteinas podem ser resultado da clivageam da faseolina. Estudos anteriores
(SANTORO, 1988; CHAGAS, 1993), demostraram in vitro a degradacéo da faseolina pela tripsina
(uma endopeptidase) resultando no mesmo padrao de M.M. observado nas variedades aqui
estudadas. Supde-se, portanto, que uma endopeptidase, com especificidade parecida com a
da tripsina esteja envolvida no processo de hidrélise nestas variedades. E necessario ampliar
os estudos das enzimas envolvidas nos processos de germinagao para entender melhor este
processo. Possivelmente, exopeptidases também estdo envolvidas nos processos de
degradacao total das proteinas de reserva dos cotilédones agindo depois das endopeptidases.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a faseolina, nas variedades
estudadas, foi uma das primeiras proteinas de reserva a serem degradadas durante a
germinacado, resultando em polipeptideos menores. Em Pisum sativum (BASHA & BEEVERS,
1975) a degradac@o da frag&o globulina também ocorre mais rapidamente do que a das
fragbes albuminas e lectinas. Cistelna proteinase, encontrada em Vicia faba, é uma enzima
especifica para globulina que participa da hidrélise inicial, e parece ter um papel crucial na
mobilizacéo das proteinas de reservas da semente (YU & GREENWOOD, 1994). A presencga
dessas enzimas especificas pode variar de espécie para espécie, de acordo com as proteinas
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de reserva . Sorgum vulgare, -por exemplo, que contém glutelina e prolamina como principais
protelnas de reserva, e portanto ricas em aspartato e glutamato, possui alta atividade de
proteinases acidas que hidrolisam ligagOes peptidicas entre os grupos o-carboxil destes
polipeptideos (GARG & VIRUPAKSHA, 1970). A presenga de varias enzimas hidroliticas nos
corpusculos proteicos, como a-manosidases e N-acetil-p-glucosaminases, que hidrolizam
respectivamente manose e residuos de glucosaminas (glicoproteinas de reservas) ja foram
evidenciadas (HARRIS & CHRISPEELS, 1975).

A faseolina mostrou ser degradada no inicio da germinagéo, conforme FIG-18, sendo a
hidrélise distinta nos diferentes materiais estudados. Aparentemente, a degradagao do tipo
exponencial, verificada nas variedades Ouro Negro e Norh, segue uma cinética tipica de
reagbes de hidrolise protéica que normalmente tem sido verificada in vitro, como no caso da
degradagdo da caselna por tripsina (SANTORO, 1988). Por outro lado, a cinética de
degradacéo apresentada pela faseolina na variedade Jalo foi linear com o tempo. Isto pode
indicar que n&o necessariamente 0s mesmos sistemas enzimaticos estejam envolvidos na
degradacdo desta proteina. Entretanto, n&o se pode descartar a possibilidade de que estas
diferengas encontradas na cinética de degradacao estejam relacionadas com diferengas na
estrutura da molécula da faseolina nas variedades Jalo, Norh e Ouro Negro.

Medicago sativa contém uma albumina (2S) que é degradada ja durante a embebigao
(COUTER & BEWLEY, 1990). Isto também acontece em Ricinus communis, sendo a albumina
(28) degradada antes da fragdo globulina (YOULE & HUANG, 1978). Nestes dois casos, a
albumina foi considerada uma proteina de reserva pelo fato de ter sido utilizada durante a
germinagéo, o que também ocorreu nas variedades estudadas neste trabalho.

A observacdo das mudancas do perfil de proteinas nas eletroforeses, durante a
germinagéo das semente nas variedades estudadas, mostrou que em tormno de 12 dias, todas
as proteinas de reserva sao hidrolizadas. Em Vicia faba, o tempo da hidrolise das proteinas de
reserva, foi semelhante (LICHTENFELD et al., 1979).

O isolamento e caracterizagdo das protelnas de reserva, realizados no inicio do
trabalho (Cap-I) foram essenciais para os estudos fisiolégicos de sua acumulagio durante o
desenvolvimento das sementes ou utilizag&o durante a germinagdo. A caracterizagio auxiliou
na identificagao das fragbes globulina (faseolina), albumina e lectina, durante os processos de
desenvolvimento.
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