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RESUMO

As sementes de muitas plantas possuem endosperma, um tecido especializado com fungdes
tanto de reserva como de constrigdo mecanica do embrido nas primeiras etapas de
desenvolvimento. Em muitas espécies de leguminosas, estes tecidos especializados
armazenam como polissacarideo de reserva, o galactomanano. Este polimero apresenta um
cadeia central de manose (B-1,4 ligadas) e ramificacdes de galactose (a-1,6 ligadas ao
esqueleto central). Trés enzimas estdo envolvidas na hidrélise do galactomanano: a endo-f3-
mananase, a o-galactosidase ¢ a p-manosidase. Da forma com que a endo-mananase ataca o
polimero, inicialmente produz oligossacarideos galactosilados que, sdo posteriormente
hidrolisados pelas duas ultimas exo-enzimas (c-galactosidase € f-mananase) até galactose
e manose livres.

Neste trabalho, uma endo-B-mananase foi purificada do endosperma das sementes
de Sesbania virgata, uma leguminosa nativa. Uma curva de tempo de germinagdo mostrou
que a atividade da mananase aparece inicialmente na regido do endosperma proxima a area
de protrusio da radicula e, subseqiientemente, aumenta na regido lateral do endosperma da
semente seguindo o desenvolvimento da plantula. Medindo a atividade em pH 5 a 45°C, o
maximo da atividade catalitica correspondeu a 120h de desenvolvimento para, em seguida,
decair. Para a purificagdo da enzima, utilizou-se uma coluna de troca iénica DEAE-celulose
seguida de uma coluna de afinidade biolégica em Sepharose Concanavalina A.

A mananase purificada é uma glicoproteina de peso molecular de cerca de 30KDa,
com pH 6timo entre 3,5 e 5. temperatura Otima de 45°C e ponto isoelétrico 4,5. A
caracterizagdo da atividade da endo-mananase sobre diferentes galactomananos com
diferentes razdes manose:galactose, indicou que a ramificagdo do polissacarideo com
galactose é o “fator-chave™ na modulago da prépria agéo catalitica dessa enzima.

Com essas observagdes, foi concluido que, a atividade da endo-mananase, além de
estar relacionada com a mobilizacdo de reservas, facilita a emersdo da radicula agindo na
4rea proxima a protrusdo. Entendendo que a mananase pura nao foi capaz de degradar o
galactomanano da Trigonella foenum-graecum (razdo 1:1 de manose/galactose), sugere-se
que exista uma relacdo inversa entre o grau de ramificagdo e a porcentagem de hidrélise da

endo-mananase.
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ABSTRACT

Many plant seeds have an endosperm, a tissue specialised either as storage or mechanical
constraint to embryo growth. In many legume species, endosperms contain galactomannan.
This polyssacharide is composed of a main chain of 1,4-B-mannan branched with variable
amounts of 1,6-a-linked galactosyl residues. Three enzymes produced by an aleurone layer
are involved in galactomannan hydrolysis: endo-B-mannanase, o-galactosidase and -
mannosidase. The former with mannanase attacks the polymer producing galactosylated
oligossacharides which are further hydrolysed by the two last exo-enzymes to free mannose
and galactose.

In the present work, an endo-B-mannanase was purified from the endosperm of
Sesbhania virgata, a Brazilian native legume. The time-course shows that the activity of
mannanase appears initially in the endosperm cap of seeds prior to radicle emergence and
subsequently increases in the remaining lateral endosperm following seedling growth.
Measuring the activity at pH 5 and 45°C, endo-mannanase peaked at 120h and then
decreased. We used these conditions to perform purification procedures in DEAE-cellulose
followed by affinity chromatography with Sepharose Concanavaline-A.

The enzyme is a glycoprotein with an apparent molecular weight of 30Kda.
optimum pH at 4.5 and temperature at 45°C, pI at 4.5. The mode of action of the enzyme on
different galactomannans indicates the modulation of mannanase activity by the branching
patterns of the polymers with galactose. From these observations it was concluded that
mannanase activity facilitates radicle protrusion through the surrounding endosperm by
weakening it in the area close to the radicle tip.

On the basis that the pure enzyme can not degrade the fenugreek galactomannan (a
fully substituted polysaccharide), we suggest that there is an inverse relationship between

galactose branching and the degree of hydrolysis.



INTRODUCAO
1. SEMENTES

Ao longo da evolugdo, as plantas desenvolveram estratégias adaptativas que possibilitaram
o sucesso reprodutivo e a sobrevivéncia. Uma das principais estratégias de perpetuagdo de
novos individuos nas plantas terrestres foi a producdo de esporos resistentes a seca, isto €,
as sementes (Raven et al., 1999). Do ponto de vista funcional e anatdmico, as sementes sao
constituidas por casca (cobertura protetora), tecido de reserva (endospermatico ou
cotiledonar, ou perispermatico) e tecido meristematico (eixo embriondrio), cada parte
apresentando fungdes especificas (Carvalho & Nakagama, 1988) (Figura 1).

Quando madura, a semente é um dos meios pelo qual o individuo € disperso e busca
sua sobrevivéncia. E, com isso, a espécie perpetuada ocupa uma posi¢do critica na historia
da evolugdo das plantas, uma vez que contém em seu interior um embrido que dara origem
a uma nova planta. Esta unidade de dispersdo, encontra-se estrutural e fisiologicamente
preparada para desempenhar seu papel, provida de uma reserva alimentar capaz de
sustentar o crescimento da plantula até que esta se estabelega como um organismo
autotrofico (Bewley, 1997). No entanto, o sucesso de estabelecimento deste novo individuo
dependera diretamente dos fatores fisiologicos e bioquimicos da semente de sua espécie
(Bewley & Black, 1994). Mesmo assim, uma semente em processo de germinagdo € mais

exigente, em seu ambiente, do que a prépria planta adulta.
2. GERMINACAO

E usual definir a germinagio como sendo um fendmeno pelo qual, sob condigdes
apropriadas, o eixo embrionario dé prosseguimento ao seu desenvolvimento. Assim, num
sentido fisiolégico e bioquimico, a germinagdo compreende apenas o conjunto de eventos
que ocorrem durante a embebi¢do da semente e se estende até a protrusdo da radicula

(Bewley & Black, 1994).



Fig. 1: Microscopia de luz de um corte transversal da semente de Sesbania virgata
mostrando dois dos trés tecidos citados. A cobertura ou casca, formada por trés camadas:
exotegumento (ex), mesotegumento (me) e endotegumento (en). O endosperma (e) nesta
semente acumula um polissacarideo de reserva, o galactomanano. A estrela mostra uma
camada unicelular (camada de aleurona) intermedidria entre a casca e o endosperma,
supostamente responsdvel pela sintese das enzimas hidroliticas que promovem a
degradacdo do galactomanano (descrita adiante). As setas indicam o citoplasma das células
endospérmicas com corpos protéicos e os espagos claros entre as manchas avermelhadas
sio espessamentos de parede celular contendo o galactomanano. Barra=84um. Foto cedida
pela biéloga Patricia Pinho Tonini, Departamento de Anatomia e Morfologia do Instituto de
Boténica de Sdo Paulo.
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Neste contexto, a germina¢@o se encerra quando visivelmente nota-se a completa
protrusdo da radicula, o que permite sugerir que degradagéo e mobilizacdo de reservas estdo

associados com eventos de crescimento da plantula (Labouriau, 1983).

3. EMBEBICAO

Desconsiderando exigéncias significativas como o fotoperiodo e condi¢do de luminosidade
adequada requerida por algumas espécies, bem como a exigéncia do rompimento de uma
testa ou casca resistentes, a causa imediata da germinagdo, na maioria das plantas, parece
ser a simples embebi¢do da semente em agua (Fosket, 1994).

Mesmo compreendendo que este processo ocorre independente da semente estar
viva, com a embebicdo, o metabolismo quiescente da semente viadvel rapidamente se
reinicia. Neste caso, uma das primeiras mudangas que se pode observar € um incremento na
atividade respiratoria. Apos este aumento consideravel no consumo de oxigénio, a taxa
novamente declina até a radicula emergir, atravessando as estruturas da casca para depois

se estender e se fixar (Botha er al., 1992).

4. EXTENSAO DA RADICULA

Quando o crescimento da radicula ultrapassa o limite da casca ou testa, compreende-se
tratar do final da germinagdo e inicia-se o crescimento e estabelecimento da pléntula.
Assim, quando sementes secas e viaveis sdo embebidas em 4gua, uma cascata de eventos
fisiologicos ¢ iniciada, resultando na total protrusdo radicular, o que significa que o
processo germinativo se encerra bem sucedido (Bewley & Black, 1994). Isso, € claro, se a
radicula se estabelecer definitivamente no substrato, definindo assim, o subsequente
desenvolvimento da plantula.

Se considerarmos que o crescimento ou alongamento da radicula esta diretamente
relacionado com a extensibilidade das paredes celulares de suas células, acredita-se que o
afrouxamento (para esta extensibilidade) da parede celular estaria diretamente envolvido
com a quebra da unido das moléculas de hemiceluloses adjacentes as microfibrilas de

celulose de sua composi¢do. Desta forma, ¢ possivel que esta resisténcia para a emersao da



radicula esteja relacionada com o endosperma. Este funcionaria como uma estrutura
constritora, cuja resisténcia mecénica seria inversamente proporcional a protrusdo desta
radicula. Muitos autores tém relacionado esta queda ou diminui¢do de resisténcia com a
acdo de hidrolases ou hemicelulases de parede celular (Nonogaki & Morohashi. 1996;
Toorop et al., 1996; Voigt & Bewley, 1996).

No que se refere ao desenvolvimento de sementes de tomate, Groot et al. (1988). foi
o primeiro a relacionar a atividade hidrolitica de degradagéo e diminui¢&@o da resisténcia da
parede celular rica em manano a a¢do da endo-f-mananase. Esta, por sua vez, tem sua
atividade detectada em eventos de desenvolvimento da semente temporalmente muito
distintos entre si. Ou seja, a sua agdo hidrolitica € detectada em eventos fisioldgicos
relacionados a germinagio e também, associados a mobilizagdo de reservas. Recentemente,
constatou-se em endosperma de tomate, a presenca de duas isoformas distintas (inclusive
isolando seus respectivos genes) da endo-mananase. Uma delas esta relacionada com a
degradagdo do endosperma na drea de protusdo da radicula (para ceder espago para esta
emergir) e a outra com a degradag@o e a mobilizagao deste tecido (Nonogaki ez al., 2000).

Sendo assim, considerando a atividade da mananase em diferentes eventos de
desenvolvimento da semente, envolvendo a degradagdo do endosperma a fim de liberar
espaco na érea de protrusdo da radicula e a degradag@o e mobilizagdo deste no periodo de
desenvolvimento da plantula, acredita-se que, em Leguminosae, este mecanismo possa ser

similar ao de sementes de tomate.

5.PAREDE CELULAR

A parede celular é uma estrutura que envolve as células vegetais tendo como fungdes
manter a forma da célula, conferir resisténcia e dar prote¢do ao protoplasma contido no seu
interior. A visdo atual predominante da parede celular é de uma matriz extracelular
complexa e espessa com diferentes papéis fisiologicos (Carpita & Gibeaut, 1993).

Dois tipos de paredes celulares podem ser encontradas nos vegetais superiores: a
parede celular priméria e a parede celular secundaria. A parede celular primaria envolve as

células jovens em crescimento, podendo alongar-se e Intumescer-se, ao passo que a
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secundaria, depositada sobre a parede primaria, ndo possui capacidade de crescimento,
alongamento e ndo pode intumescer-se (Hopkins, 1999).

Atualmente o modelo proposto para a parede celular é o arranjo dindmico-
tridimensional das chamadas microfibrilas de celulose (macromolécula orgdnica mais
abundante da Terra) entrecruzadas por pontes de hidrogénio a uma rede de hemiceluloses
(Alberts et al., 1997). Essa rede de hemiceluloses, por sua vez, coexiste com uma matriz de
polissacarideos ricos em acidos galacturdnicos, as pectinas (Cosgrove, 1999) (Figura 2). A
celulose e a hemicelulose fornecem forca tensora, enquanto que a matriz de pectina estéa
relacionada com a resisténcia a compressao (Jarvis & McCann, 2000).

Ainda em nivel estrutural, as proteinas sdo componentes importantes das paredes
celulares representando até 10% das paredes primarias. Esta matriz protéica seria entdo
dividida em proteinas estruturais e enzimas. Estas ultimas, t€m grande importancia na
mobilizacdo dos carboidratos de reserva de parede, sendo as principais ferramentas
bioldgicas utilizadas para a descrigdo da dindmica fisioldgica desta estrutura celular. Talvez
esta relacdo enzima e dindmica de parede, consista em um excelente motivo para a possivel
existéncia de dominios de ligagdes entre polissacarideos e proteinas na parede celular
descritos por diversos autores, tais como MacCann & Roberts, 1991; Liyama et al., 1994 e
Fry, 1995. Nesse contexto, a exemplo da importancia das proteinas estruturais citada, as
enzimas também poderiam interagir da mesma forma na parede, contribuindo estrutural e

funcionalmente.

6. POLISSACARIDEOS DE RESERVA DE SEMENTES

Muitas sementes possuem carboidratos de reserva nas paredes de suas células
endospérmicas ou cotiledonares. Além da fungdo de reserva, estes polissacarideos podem
estar associados a dureza, as relagdes hidricas e ao controle de embebi¢do, bem como
controle de expansdo celular. Em 1996, Buckeridge e Reid, como em 2000, Buckeridge et
al., propuseram ainda que a presenga de polissacarideos de reserva em sementes estaria
diretamente relacionada ao mecanismo evolutivo de transferéncia de fungdes. Este
mecanismo pode ter levado as plantas a utilizarem estes polissacarideos também como

fonte de carbono para o crescimento principalmente do embrido de suas sementes, que
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Fig. 2: Modelo esquematico da parede celular de dicotiledéneas proposto por McCann &

Carpita (2001).
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ainda ndo apresenta capacidade autotrdfica, ou seja, ainda ndo faz fotossintese, nem pode
absorver do solo nutrientes indispensaveis ao seu estabelecimento.
Os polissacarideos de reserva de parede celular de sementes tém sido subdivididos

em trés grupos: xiloglucanos, galactanos e mananos (Buckeridge er al., 2000b).
6.1 Grupo dos Xiloglucanos

Estruturalmente, o xiloglucano é formado por um esqueleto central de celulose onde
unidades de glucose aparecem ligadas entre si através de ligagdes glicosidicas tipo p,1-4,
podendo conter nas ramificagdes laterais, unidades de xilose, xilosil-B,1-2-galactose e
xilosil-B,1-2-galactosil-a, 1-2-fucose (Kooiman, 1961: York er al, 1990; McCann &
Roberts, 1991; Buckeridge et al., 1992 e Dietrich et al, 1998); todos estes tipos
substituintes ligam-se as glucoses da cadeia principal através de ligagdes o, 1-6.

Kooiman (1960), denominou os xiloglucanos amiléides, uma vez que estes reagem
na presen¢a de iodo-iodeto de potassio formando complexos de coloragdo azulada em
ensaios colorimétricos semelhantes a reagdo obtida com o amido.

Em relacdo a sua ocorréncia, sabe-se que o xiloglucano esta presente na parede de
reserva de muitas plantas, especialmente nas sementes de leguminosas, cuja localizagdo €
predominantemente cotiledonar. E o caso do jatoba (Hymenaea courbaril) e da copaiba
(Copaifera langsdorffii), onde a fungéo € de reserva.

No que se refere ao xiloglucano propriamente dito, sabe-se que ele € formado por
blocos repetitivos contendo quatro glucoses, trés xiloses, uma ou duas moléculas de
galactose, sendo que, uma delas pode ainda conter ramificagdes com fucose (Kooiman,
1961; York et al., 1990; Buckeridge et al., 1992).

Com referéncia a utilizagdo ou mobilizagdo desta reserva no jatoba, apesar dela ja
ter sido sugerida em 1960 por Kooiman, seu acompanhamento detalhado s6 foi realizado 40
anos depois (Tiné et al., 2000). Até o momento sabe-se que quatro enzimas sdo capazes de
hidrolisar o «xiloglucano de reserva: a endo-B-glucanase ou xiloglucano-endo-B-
transglicosilase (XET), a B-galactosidase, a a-xilosidase e a P-glucosidase. Assim, o
mecanismo de desmontagem in vivo do xiloglucano proposto em 2000 por Tiné ef al. €

dividido em trés partes: transglicosilagdo, onde o polissacarideo seria parcialmente
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hidrolisado pela XET; desgalactosilagdo, etapa onde certas unidades de galactose dos
produtos da agdo anterior da XET seriam hidrolisadas pela B-galactosidase (neste ponto
pode haver controle da degradagdo por pH de forma analoga ao mecanismo de crescimento
acido induzido pela auxina na parede primdria conforme detalhada por Tiné er al., 2000) e
desmontagem, onde os oligossacarideos remanescentes da acdo da P-galactosidase
entrariam no ciclo final de desmontagem na qual a glucose e a xilose seriam atacadas pela

B-glucosidase e a-xilosidase para produzir monossacarideos livres.

6.2 Grupo dos Galactanos

O galactano como polissacarideo de parede celular foi inicialmente detectado por Hirst et
al. (1947) nas sementes de Lupinus albus. Baseados em estudos quimicos-estruturais,
incluindo analises por metilagdo, estes autores concluiram que este polissacarideo €
composto por uma cadeia linear de unidades de galactose unidas por ligagdes B.,1-4. Um
dos representantes mais importantes do grupo dos galactanos, é o arabinogalactano. A
estrutura deste polimero ¢ representada pela ligagao de unidades de galactose e arabinose
com pequenas quantidades de acidos urénicos (Buckeridge ef al., 2000b).

Em 1977, Matheson & Saini reportaram a presenca de duas o-arabinosidases e trés
B-galactosidases em cotilédones de Lupinus luteus e suas respectivas atividades permitiram
relacionar a importancia da mobilizagdo dos galactanos com a expansdo cotiledonar.
Buckeridge & Reid (1994) isolaram uma exo-p-(1,4)-galactanase dos cotilédones de
Lupinus angustifolius e, em 1996, propuseram um modelo hipotético de degradagdo dos
galactanos. Este modelo de degradacdo (Buckeridge ez al., 2000b), aponta a exo-p-(1,4)-
galactanase como enzima chave da mobilizagao do galactano. Isto porque esta galactanase
é capaz de hidrolisar 82% das unidades de galactose do esqueleto central do galactano, bem
como cerca de 63% das mesmas unidades presentes nesse polimero em paredes celulares
intactas. In vivo, é evidente que outras galactosidases e arabinosidases também atuam
degradando o polimero, sendo que, um dos principais produtos, consiste em moléculas de
acido galacturonico. Ainda nesse modelo, Buckeridge er al,, 2000b, sugerem que outros
produtos da degrada¢do, como a galactose e a arabinose livres, podem ser utilizados na

produg¢ao de sacarose.



6.3 Grupo dos Mananos

Baseado em sua estrutura e composigdo, o grupo dos mananos pode ser dividido em trés
subgrupos: os glucomananos, os mananos puros e os galactomananos (Buckeridge et al,

2000a).

6.3.1 Glucomananos

Dentre os trés tipos citados, os glucomananos sdo os menos estudados. Eles podem ser
extraidos com base forte de algumas espécies das familias Liliaceae (Buckeridge et al.,
2000b), como por exemplo Asparagus officianalis, Edyminon mutants e Scilla nonscripta; e
Iridaceae, como Iris ochroleuca e Iris sibirica. A estrutura destes polissacarideos vem
sendo determinada por andlises de metilagdo. Assim, eles contém uma cadeia principal
formada por um niimero proporcionalmente equivalente de unidades de B-glucopiranosidio
e B-manopiranosidio, todos ligados p-1.4. As vezes pode-se detectar a presenga (3 a 6%) de
unidades de galactopiranosideo, provavelmente a-ligados ao esqueleto central (Buckeridge

et al., 2000b).

6.3.2 Mananos Puros

Os mananos puros sdo definidos como contendo mais de 90% de manose, formando uma
cadeia linear do tipo B-1,4 sem ramifica¢des, podendo ou néo o restante estar ramificado
com galactose. Abaixo de 10% de ramificagdo, os mananos tornam-se insoluveis e
precipitam rapidamente em solugdo aquosa (Dea et al, 1986). Assim, eles sdo
estruturalmente relacionados aos galactomananos, apenas apresentando um grau menor de
ramificagio com galactose, o que leva a um alto grau de interatividade intermolecular,
formando cristais na parede celular, o que confere dureza e diminui sua solubilidade.
Podem ser encontrados em endospermas de sementes de espécies de monocotiledoneas (por
exemplo Phoenyx dactylifera e Phytelephas macrocarpa) e dicotiledoneas (Coffea arabica)
(Reid, 1985).

A germinacdo de sementes de Phoenix dactylifera foi estudada por Sachs (1862) e,

mais tarde por Keusch (1968). Nestas sementes, um pequeno embrido de forma cdnica se
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desenvolve lentamente. Seus cotilédones sdo transformados em haustérios, os quais
absorvem os produtos de degradag@o das reservas do endosperma durante a germinagdo. A
estratégia mais comum de fazer uso de reservas germinativas utilizadas pelas plantas
envolve a presenga de complexos cataliticos, representados pelas enzimas, principais
ferramentas de mobilizagdo. Nessas sementes, uma endo-B-mananase e uma [-manosidase
foram detectadas na zona de dissolu¢do préxima ao haustério. Foi proposto (Keusch, 1968)
que as enzimas s3o produzidas também no endosperma, mas suas células necessitam de um
sinal proveniente do haustério.

Desta forma, mananos como compostos de reserva ja foram detectados em sementes
de plantas como pimenta (Watkins et al., 1985), aipo (Jacobsen & Pressmann, 1979),
tomate (Groot et al., 1988), alface (Halmer & Bewley, 1979) e café (Wolfron et al., 1961),
sendo que em todas elas ja foi observada a presenca de atividade de endo-B-mananase. A
mananase geralmente estd envolvida em mecanismos de germina¢do e mobilizagdo de
reservas em sementes de diversas espécies (Watkins ef al., 1985; Dutta e al., 1994, 1997,
Downie ef al., 1997; Sanchez e de Miguel, 1997). Normalmente estas espécies apresentam
endospermas menos espessos em relagdo as sementes de palmeiras (que também acumulam
mananos), mas sua presenga tem sido correlacionada com a restricdo mecanica para a
protrusao da radicula.

Uma demonstragdo direta de que os mananos estdo relacionados com a dureza do
endosperma foi obtida através da observagdo de que este carboidrato, presente na regiao
endospérmica proxima a extremidade da raiz de tomate, exerce papel crucial na protruséo
da radicula (Groot & Karssen, 1987; Groot et al., 1988). Estes autores demonstraram que o
amolecimento do endosperma, induzido pela adi¢do de giberelina, facilitou a germinagao.
Posteriormente, Groot & Karssen (1992) apresentaram evidéncias de que o efeito
promovido pela giberelina podia ser revertido por acido abscisico. Paralelamente, outros
autores afirmam que os mananos presentes em endosperma de sementes de tomate (Toorop
et al, 1996) e de café (Takaki & Dietrich, 1980; Giorgini & Comoli, 1996) sao
completamente degradados apos a germinagdo, sendo, portanto, correto considera-los como
compostos de reserva.

As observagdes acima sobre os mananos de mono e dicotiledoneas exceto

leguminosas, sugerem que este polimero seja uma molécula bifuncional. O manano, nesse
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caso, exerceria as fungdes de constritor e protetor mecanico do embrido e também de

polissacarideo de reserva (Buckeridge ef al., 2000a).

6.3.3 Galactomananos

6.3.3.1 Definicéio e estrutura

Os primeiros estudos com espécies que armazenam galactomananos em suas sementes
foram realizados por Nadelmann em 1890, incluindo uma espécie tropical. Schizolobium
sp. Hoje sabe-se que eles sdo soliveis em agua e formam dispersdes viscosas e estaveis
absorvendo normalmente grande quantidade de agua que, além de se distribuir ao redor do
embrido, o protege contra a desidratagdo (Neukom, 1989; Buckeridge et al,, 2000b). Sdo
formados por uma cadeia linear de unidades de manose unidas por ligagdes glicosidicas
B,1-4, a qual unidades de galactose estdao unidas por ligagdes do tipo o, 1-6 (Moe et al.,

1947; Unrau, 1961; Somme, 1968; Manzi & Cerezo, 1984):

HO gy

Modelo Esquematico 1: Modelo esquematico da estrutura do galactomanano, mostrando o

esqueleto central de manose e suas ramifica¢des com unidades de galactose.

6.3.3.2 Ocorréncia, taxonomia e propriedades

Os galactomananos ocorrem tipicamente em endospermas de sementes de leguminosas,
mas eles também estdo presentes em sementes de espécies de outras familias como

Asteraceae e Convolvulaceae (Dea & Morrison, 1975; Guzméan & Hernandez, 1982).



Sendo uma das maiores familias no reino vegetal, Leguminosae (~ 18.000 espécies)
tem o maior numero de espécies estudadas até hoje quanto a presenca de galactomananos.
A razdo manose:galactose e a distribuigdo dos residuos de galactose ao longo da cadeia de
manose varia de espécie para espécie, sendo importante para estudos quimiotaxondémicos e
evolutivos. Assim, os galactomananos, baseados na razao manose:galactose, variam entre
1:1 e cerca de 3,8:1, e podem ser sistematicamente classificados em dois grupos: os de
elevada concentragdo de galactose (high gal) e os de baixa concentragdo de galactose (low
gal) (Reid & Meier, 1970; Bailey, 1971).

Ainda no contexto taxonomico, as trés subfamilias de Leguminosae
(Caesalpinioideae, Mimosoideae e Faboideae), podem ser distinguidas utilizando-se a
condicdo da razdo manose:galactose (M/G) desse polimero (para uma revisdao ver
Buckeridge ef al, 2000a). Além de constituir excelente pardmetro para estudos
taxondmicos, a razao manose:galactose € também responsavel por muitas das propriedades
deste polimero, incluindo sua solubilidade e grau de interagdo com moléculas de celulose
na estrutura da parede celular (Whitney et al., 1998).

No que se refere a solubilidade em agua, quando isolados, os galactomananos sao
claramente hidrofilicos, sendo que as solugdes viscosas que formam sao o principal foco de
suas aplica¢des industriais (Edwads et al., 2002). Por exemplo, a goma guar (Cyamopsis
tetragonolobus) € a goma LBG (Ceratonia siliqua) utilizadas no presente trabalho, sdo
usadas na industria de alimentos como espessantes, estabilizadores e agentes geleificantes,
sozinhos ou combinados com outros polissacarideos (Dea & Morrison, 1975, Reid &
Edwards, 1995). Neste enfoque, a razdo manose:galactose € também extremamente
importante como fator comercial, sendo que os galactomananos da categoria low gal (cerca
de 3.8:1 na razdo M/G) favorecem misturas ou interagdes comerciais com outros polimeros
(Deaet al., 1977).

Embora um grande namero de espécies tenha sido relatado como acumuladoras de
galactomanano em suas sementes (Dea & Morrison, 1975; Buckeridge & Dietrich, 1990;
Ganter et al., 1993; Buckeridge et al., 1995a; Anulov ef al., 1998; Buckeridge er al,
2000a), apenas algumas delas tiveram seu metabolismo pés-germinativo estudado em

detalhe.



6.3.3.3 Mobilizacao

A importancia do estudo da mobiliza¢do das hemiceluloses do grupo dos mananos € que,
depois de isoladas, algumas das enzimas de degradagdo (responsaveis pela mobiliza¢do das
reservas), podem ser utilizadas também como ferramentas na identifica¢do da estrutura fina
destes polissacarideos (Reid & Edwards, 1995; Buckeridge e al., 2000a). Pode-se saber,
por exemplo, se o galactomanano estudado pertence a categoria low gal ou high gal. Neste
aspecto, entre as espécies de leguminosas mais estudadas também estdo a Cyamopsis
tetragonolobus (que produz a goma guar) e a Ceratonia siliqua (que produz a goma caroba
ou LBG), além da Trigonella foenum-graecum.

Nas sementes de 7. foenum-graecum e C. tetragonolobus as células endospérmicas
n3o sdo vivas. sendo que, durante a maturagdo, o citoplasma € reduzido em fung¢@o da
deposi¢do maci¢a do galactomanano nas paredes celulares (McClendon et al., 1976; Reid,
1971). Estas sementes, como as sementes de S. virgafa, apresentam uma camada de
aleurona (Figura 1), a qual acredita-se ser responsavel pela produgdo das enzimas
hidroliticas que promovem a degradagdo dos polissacarideos de reserva da parede celular
durante a germinaco (Reid, 1983). Por outro lado, em sementes de Ceraronia siliqua, as
células endospérmicas sdo vivas e o galactomanano pode ser visto COmo um espessamento
da parede. Neste caso, nio héd uma distingdo clara entre o endosperma e a camada de
aleurona, e as enzimas sio, provavelmente, produzidas e liberadas dentro da parede celular
pelas proprias células endospérmicas.

A mobilizagdo de galactomananos foi também estudada em outras espécies de
leguminosas (Reid & Meier, 1972 ¢ 1973; McCleary & Matheson, 1976; McCleary, 1983;
Buckeridge er al., 1995b; Buckeridge & Dietrich, 1996), sendo sempre detectada a presenca
de trés enzimas hidroliticas: a a-galactosidase (EC 3.2.1.22), endo-p-mananase ou p-1,4-
manano-endo-hidrolase (EC 3.2.1.78) (Mo & Bewley, 2002) e B-manosidase (EC 3.2.1.25),
confirmando que a mobilizagao do galactomanano ocorre através da hidrdlise. Nesta, a o-
galactosidase quebra as ligagdes o-1,6, removendo as unidades de galactose da cadeia
lateral ¢ a P-manosidase, hidrolisa os oligossacarideos de manano, produtos da agdo da

endo-mananase (McCleary ef al., 1982). Em todos os casos estudados, o polissacarideo €
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desmontado até seus monossacarideos constituintes (manose e galactose) a0 mesmo tempo
em que hd produgdo de sacarose (Buckeridge et a/., 2000b).

No que se refere a estas trés enzimas responsaveis pela degrada¢do do
galactomanano, na literatura, ha mais relatos quanto aos estudos e descri¢des da endo-p-
mananase. Conforme previamente citado, sabe-se, por exemplo, que sua agdo controla a
acdo da B-manosidase, que s6 pode agir depois da ac¢do hidrolitica da endo-mananase. Isto
é, sob seu produto, oligossacarideos desgalactosilados (mano-oligossacarideos), clivando o
restante da molécula (Mo & Bewley, 2002).

E possivel que tal foco de atengdo seja devido & ocorréncia variada da enzima em
multiplas isoformas nas sementes estudadas em detalhe (Dirk er al, 1995). Assim, a
atividade desta enzima vem sendo detectada em regides diferentes do endosperma das
sementes que acumulam mananos e galactomananos e um nimero grande destas multiplas
isoformas vem sendo descrito em vdrias espécies tanto de monocotiledoneas como
dicotiledoneas (Dirk er al., 1995).

Essas endo-enzimas que hidrolisam mananos puros, vém sendo apontadas como
importantes em eventos germinativos (antes da protrusdo das radicula) em sementes de
Lycopersicon esculentum e em sementes de Lactuca sativa (Dirk et al., 1995). Além disso,
em eventos pos-germinativos de mobilizagdo (apds a protrusdo da radicula) em paredes
celulares do endosperma de alface e fenogrego (Lactuca sativa e Trigonella foenum-
graecum, respectivamente) (Dirk ez al., 1995).

Uma vez necessaria a presenga de multiplas isoformas espacial € temporalmente
separadas desta enzima no desenvolvimento das sementes e admitindo que sua atividade €
t30 essencial em eventos germinativos como pos-germinativos, a endo-mananase tem sido
aparentemente considerada a enzima mais importante do metabolismo de reserva das
sementes que acumulam manano. Assim, na atualidade, suas seqiiéncias e expressoes
génicas vém sendo cuidadosamente reportadas em tomate (LeMAN o, LeMAN 1, LeMAN
2) (Nonogaki et al., 2000) e em café (Marraccini er al., 2001).

Recentemente, um ¢-DNA da a-galactosidase foi obtido e seqgiienciado em sementes
de tomate (Feurtado ef al, 2001) e esta o-galactosidase apresenta alta homologia com
outras galactosidases, especialmente com as de sementes de café (Zhu & Goldstein, 1994).

Deste modo. o conhecimento de homologias entre mananases em diferentes grupos de
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sementes ¢ fungos é conhecido ha mais tempo e em maior nimero em relagdo as
galactosidases descritas.

Neste caso, a maioria das mananases parece ser funcionalmente homologa
(especialmente em seus modos de ag@0) as mananases de fungos, por exemplo em relagéo a
preparagdo enzimatica comercial Driselase (Basidiomycetes sp) (McCleary, 1980). Ainda
sustentando a argumenta¢do quanto ao carater de homologia funcional entre as enzimas,
segue abaixo uma tabela apontando algumas semelhangas no que se refere a 6timos de agéo
entre mananases de sementes e de fungos:

Tabela 1: Comparagdes evidenciando homologias entre mananases de diferentes fontes

(McCleary, 1983)

Fonte da Peso Bl PH 6timo Temperatura
Mananase Molecular Otima
Semente de 4] Kda 45 4,5 50°C
Alfafa
Basidiomycetes 53 Kda 50/5,5 3.0 60° C
sp
Aspergillus 45 kda 4,0 3.0 70°C
niger
Suco digestivo 37 kda 7,0/1.7 451553 50°C
de moluscos
Bacillus subtilis 37 kda 5.1 5,0/6.0 50°C

Contrariamente a endo-B-mananase e a o-galactosidase, existe pouca informacdo
sobre a f-manosidase. Sua atividade, que aumenta na presenga do horménio giberelina, foi
constatada em sementes de tomate (Groot et al., 1988), caroba e Honey Locust' (McCleary
& Matheson, 1975), asparagus (Williams ez al., 2001). Assim, recentemente Mo & Bewley

(2002) purificaram, clonaram e caracterizaram a primeira B-manosidase durante e apds a

! Gleditsia triacanthos (Faboideae) — uma leguminosa que pode chegar a 7 metros de altura que também
armazena galactomanano em suas sementes.
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germinacdo em sementes de tomate (Lycopersicon esculentum), ou seja, a ultima das
enzimas envolvidas na mobiliza¢do do galactomanano que faltava nestas sementes. Sendo
que as outras duas, endo-mananase € a-galactosidase, ja haviam sido isoladas e clonadas na
mesma espécie (Nonogaki ef al., 2000 e Feurtado ef al,, 2001, respectivamente). Mesmo
assim, quanto & manosidase, pouco ainda se sabe sobre sua atividade em relagdo a
germinacdo, mobilizagdo e a degradacdo do galactomanano.

Esta degradagdo, por sua vez, é responsavel pelo enfraquecimento do endosperma
adjacente a ponta da radicula no desenvolvimento do embrido também em leguminosas. E
possivel que, da mesma forma, essas enzimas devam ocorrer a fim de permitir a protrusdo
da radicula, como observado em tomate (Groot ef al., 1988), meldo (Welbaum ef al., 1995)
e tabaco (Leubner-Metzger et al., 1995).

Em todas as espécies de leguminosas estudadas, a mobilizagdo do galactomanano
inicia-se apds a germinagao (protrusdo da radicula). Foi demonstrado que em endospermas
de sementes de Trigonmella foenum-graecum e Ceratonia siligua, as enzimas endo--

mananase para a primeira espécie e o-galactosidase para ambas as espécies sdo sintetizadas

de novo (Reid & Meier, 1973; Seiler, 1977).

6.3.3.4 Regulagio da degradacio do galactomanano

Quando isolados e incubados em volumes relativamente pequenos de dgua, os endospermas
de alface (Dulson et al., 1988) e fenogrego (Spyropoulus & Reid, 1988) ndo tiveram seu
galactomanano completamente degradado. Em contrapartida, observou-se sua completa
degradagio quando estes foram incubados em volumes significativamente maiores de agua.
Baseados nessas observacdes, esses autores sugeriram a existéncia de “inibidores de
embebicdo”. Estes, de alguma forma, estariam influenciando o mecanismo de germinagao,
bem como a mobilizagdo dos polissacarideos de reserva através das hidrolases de parede
celular. No entanto, esses mecanismos que controlam a atividade das enzimas hidroliticas
do galactomanano sdo desconhecidos e provavelmente correspondem ao principal meio de
regulacdo da degradagdo de galactomanano, influenciando indiretamente os mecanismos

germinativos € pos-germinativos.



Ha indicios de que o acido abscisico (ABA) possa estar envolvido na degradacdo de
materiais de reserva durante a germinagdo de sementes. especialmente S. virgata (Potomati
& Buckeridge, 2002), exercendo seu papel na inibi¢do da sintese de enzimas relacionadas
ao processo de degradacdo (Higgins er al, 1982; Oishi & Bewley, 1990; Black, 1991;
Malek & Bewley, 1991) e tendo um importante papel na germinagdo e conseqiientemente
no estabelecimento da semente no ambiente (Ni & Bradford, 1993).

Atualmente sabe-se que sementes em desenvolvimento raramente germinam e,
quando a germinagdo precoce ocorre, provavelmente ha deficiéncias na produgdo ou
sensibilidade ao acido abscisico (Black, 1991; Hilhorst, 1995; Karssen, 1995). O acimulo
de ABA endégeno em sementes em desenvolvimento ¢ menor durante os primeiros
estagios, aumentando no decorrer do desenvolvimento, quando o galactomanano esta sendo
sintetizado, e declina quando a semente termina a germinagdo (Potomati & Buckeridge,
2002).

Hilhorst & Downie (1996) demonstraram, através de um trabalho com mutantes de
tomate deficientes em ABA, que o hormoénio citado tem a capacidade de prevenir a
germinago, sendo que sementes deficientes em ABA apresentam um tegumento menos
resistente, contribuindo para uma germinagdo mais rapida. Neste contexto, 0 ABA, uma vez
que compromete a absor¢do de agua pelo embrido de S. virgata, retardando também a
ativacdo da o-galactosidase (Potomati & Buckeridge, 2002) pode inibir o crescimento da
radicula (atraso germinativo) e, consecutivamente, a degradagéo do galactomanano.

Mesmo assim, alguns trabalhos divergem quanto ao efeito do ABA na mobilizagao
do galactomanano. Berry & Bewley, (1991), por exemplo, levantaram uma hipotese de que
a diferenca de potencial osmotico, entre o endosperma e o embrido, € muito mais
importante na regulagdo da germinagdo do que o ABA; hipdtese confirmada em estudos
feitos com grdo de bico (Iglesias & Babiano, 1997) e com cevada e arroz (Yamada, 1984;
Qin, 1990).

Em relacdo & giberelina, Groot & Karsen (1987), demonstraram que esse hormonio
regula a germinagdo em sementes de tomate através da indugdo ao enfraquecimento do
endosperma ao passo que, Spyropoulos & Reid (1985), sugeriram que o tecido
endospermatico, em leguminosas, estaria também sob o controle da giberelina, mas na

presenca de auxina.
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6.3.3.5 Biossintese

Em contrapartida as duas enzimas ja citadas, num contexto histérico, o estudo da «-
galactosidase parece ter concentrado enfoque em descri¢des de seu papel relacionado a
biossintese do galactomanano. A razdo M/G € influenciada pela biossintese deste
carboidrato. Em 1989, Edwards er al, demonstraram em extratos com células
acumuladoras de galactomanano em suspensio, que duas enzimas, a manosiltransferase e a
galactosiltransferase sdo as responsaveis pela biossintese deste polimero in vifro. Sabe-se
que existe uma correlag@o entre os niveis de manosil e galactosiltransferase e a deposigdo
do galactomanano nas paredes em meio a sua sintese. Este manano puro presente no
endosperma das sementes de Senna occidentalis (razio M/G 3.3:1), nos primeiros estagios
de deposi¢do, apresenta uma razdo M/G de 2,3:1, ao passo que, nos ultimos estagios desta.
a razdo rapidamente diminui para depois estabilizar em 3,3:1 (Edwards er al, 1991).

Neste sistema fisiolégico detalhadamente descrito por Edwards em 1991, os niveis
da o-galactosidase aumentam proporcionalmente a diminui¢cdo dos niveis de manosil e
galactosiltransferase em meio a biossintese deste polissacarideo. No decorrer da formagao
do galactomanano, precisamente nas tltimas camadas de deposi¢do na parede celular, a
atividade desta enzima aumenta, sugerindo que o carboidrato € sintetizado e depositado
com uma elevada razio M/G para depois diminuir (Edwards et al., 1991). Isto explica as
diferencas da razdo M/G no decorrer da deposi¢do do polimero na parede, bem como
constitui excelente exemplo de “turn over” entre enzimas de sintese e de degradag@o.

Esses autores também estudaram a biossintese em 7. foenum-graecum e guar,
observando que a remogdo das ramificagdes por uma galactosidase ndo ocorre nas ultimas
camadas depositadas como em Senna occidentalis. Com base nesse resultados, concluiram
que em 7. foenum-graecum e guar, o controle genético da razdo M/G em galactomananos ¢
baseado apenas no mecanismo de biossintese, enquanto em S.  occidentalis o
galactomanano produzido seria um resultado do mecanismo de biossintese mais um

processo de desramificagdo parcial do polimero por uma a-galactosidase.
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7. A ESPECIE Sesbania virgata

Dentre as espécies, cujas sementes acumulam galactomananos, cita-se a Sesbania virgata
(Cav.) Pers. (Figura 3), uma planta perene, reproduzida por sementes, cuja ocorréncia €
preferencialmente de locais imidos ou alagados, bem como solos modificados (Figura 3a).

A S virgata, pertence a familia Leguminosae. Entre as familias de plantas
fanerégamas, Leguminosae consiste na terceira maior, depois da Asteraceae (Compositae) e
Orchidaceae. Compreende cerca de 670 géneros € 17500 espécies. A Sesbania virgata tem
como sindnimos Aeschynomene virgata Cav., Coronilla virgata (Cav.) Willd. e Seshania
marginata Benth., sendo Sesbania virgata o nome taxonomicamente correto (Kissmann &
Groth, 1999). No entanto, Seshania marginata tem sido o nome mais utilizado nos
trabalhos que se referem a degradagdo dos galactomananos (Buckeridge & Dietrich, 1996 e
Buckeridge et al., 2000a).

Popularmente essa espécie ¢ chamada de “angiquinho-grande”, “angiquinho-
gigante” ou mesmo “feijdo-do-mato” no interior do Parand. Ocorre em grandes
concentragdes no Paraguai, Uruguai, norte e nordeste da Argentina, bem como no sul do
Brasil. No restante do pais, sua distribui¢do € relativamente restrita, porém desequilibrios
no manejo tém determinado um aumento no nimero de suas populagdes (Kissmann &
Groth, 1999).

Em relagdo a morfologia, esse arbusto pode atingir até 4 m de altura, mas
geralmente nio passa de 2 m. Seu florescimento e frutificagéo j& podem ser notados com 40
c¢m de altura, sendo que apresenta florescimento anual. Suas flores sdo curto-pediceladas de
calice capuliforme, com cinco minusculos dentes subiguais e corola amarela (Figura 3b).
O caule ¢ cilindrico e altamente ramificado, dai o0 nome “virgata”, um adjetivo latino que
quer dizer “cheio de varas”. Os frutos consistem em legumes estipitados e subarticulados.
Apresentam de 4 a 7,5 cm de comprimento por 0,7 a 1 cm de largura (Figura 3c). Cada um
desses frutos apresenta de 4 a 8 sementes riniformes (5 a 7,5 mm de comprimento)

separadas por pseudo-septos corticosos (Kissmann & Groth, 1999).

30



Fig. 3: Vista geral de um arbusto de Sesbania virgata (Cav.) Pers. (A). Detalhe da

flor, cujo aparecimento é anual (B). Detalhe da vagem ou fruto que contém as
sementes (C). Na obtengdio das sementes para estudo, as vagens sdo removidas e as

sementes separadas.
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7.1 Anatomia da semente de Sesbania virgata e germinacao

A maioria das leguminosas, possui sementes com a cobertura protetora ou casca dividida
em trés camadas ou tegumentos: exotegumento (mais externo), mesotegumento (mediano)
e endotegumento (mais interno) (Figura 1). Essa cobertura ou testa, por ser resistente, tem
uma a¢do impermeabilizante, controlando a embebicdo de agua. Essa impermeabilidade
tem sido atribuida a diferentes regides da camada pali¢adica, principal camada constituinte
desta casca (Cavazza, 1950; Corner, 1951; Werker ez al., 1973; Werker, 1980).

Anteriormente ao processo germinativo, a S. virgata apresenta tal tegumento
impermeavel a dgua. Desse modo, ha necessidade de remogdo dessa barreira para que a
embebicdo ocorra. Com isso, hd a entrada de agua até os tecidos internos, inclusive o
endosperma (Melo-Pinna ef al., 1999) e o inicio da germinag@o. /n vifro, essa remogdo €
obtida através de processos de escarificagdo mecanicos, tendo o cuidado de preservar a
integridade do embrido.

A resisténcia mecénica também pode ser exercida (conforme previamente citado no
item 4) pelo proprio endosperma (Figura 1), que circunda todo o eixo embriondrio
localizando-se entre o cotilédone e o tegumento (Figuras 4a e 4b). No caso da S. virgata, o
responsavel por tal rigidez seria o galactomanano que estas sementes acumulam,
principalmente antes de suas primeiras intera¢des com a agua.

Conforme acompanhada a anatomia da semente nas Figuras 1 e 4b, salienta-se que,
como as posteriores discussdes deste trabalho terdo como pardmetro comparativo o sistema
germinativo e pos-germinativo descritos em tomate, criou-se uma terminologia semelhante
para discriminar as diferentes partes da semente (Cap, Rad e Lar) conforme Nonogaki et al.
(2000).

Assim, o enfraquecimento do endosperma, através da degradagdo do
galactomanano, adjacente a ponta da radicula (regido Cap) deve ocorrer a fim de permitir a
emergéncia da radicula (Rad) (Figura 4a), como observado em tomate (Groot e al., 1988)
e meldo (Welbaum er al., 1995). Acredita-se que, apds a germinago, o processo de
mobilizacdo do galactomanano (ndo apenas na drea Cap) ocorra na regido Lat da semente
(Figuras 4a e 4b) e o produto desta lenta mobilizagdo seja rapidamente drenado para o

embrido, explicando o motivo da localiza¢@o dos carboidratos neste tecido.



Fig. 4: Estrutura da semente de Sesbania virgata (Cav.) Pers. (A) Modelo esquematico da

semente mostrando trés regides distintas que apresentam atividade de endo-f-mananase
temporalmente separadas: a regido Cap, correspondente & 4rea endospermatica ao redor da
radicula; a regido Rad ou a ponta da radicula e a regido Lat, correspondente ao restante do
endosperma e testa na lateral da semente. (B) Corte transversal em microscopia de luz
mostrando, além da regido Lat, trés regides: Co (cotilédone), Te (tegumento, testa ou
casca) e E (endosperma). Barra=437um. Esquema elaborado pelo Dr. Marco Tiné e o Biol.
César Lisboa, Departamento de Fisiologia e Bioquimica do Instituto de Botanica de Sdo
Paulo e foto cedida pela Dra. Solange Mazzoni-Viveiros, Departamento de Anatomia e

Morfologia do Instituto de Botanica de Sao Paulo.
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Em sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers, certas proteinas se acumulam
progressivamente nos vacuolos de células do endosperma transformando-se em corpos
protéicos ou grdos de aleurona. Na camada de aleurona (Figura 1). ha células
isodiamétricas de paredes espessas onde muitos corpos protéicos se fragmentam no inicio
da germinacéo, liberando aminoacidos e peptideos (Yatsu & Jacks, 1968). Até o momento,
acreditamos ser esta camada de aleurona a responsavel pela sintese da trés enzimas
hidroliticas do galactomanano em sementes de S. virgata (conforme citado anteriormente).
Sendo que a principal, a endo-mananase, foi purificada, isolada e caracterizada neste
trabalho.

Nos ultimos anos. as sementes de tomate (Lycopersicon esculentunm Mill.) se
tornaram um modelo freqiiente para a andlise de mecanismos fisioldgicos e moleculares,
bem como para a descri¢do da biologia celular durante a germinagéo (Hilhorst ef al., 1998;
Welbaum er al., 1998; Bradford et al., 2000).

Assim, mesmo reconhecendo ndo tratar-se de uma leguminosa, neste trabalho
usaremos as sementes de tomate, onde a atividade das trés enzimas responsaveis pela
degradagdo do galactomanano que essas sementes acumulam, ja foram descritas em
detalhe, como modelo comparativo. Nesse caso, ap6s detalhar o isolamento e
caracteriza¢do da endo-mananase de Sesbania virgata, ndo sé discutiremos seu modo de
acio em diferentes galactomananos, mas também, sua acdo e influéncia na mobilizagao

deste polissacarideo durante e apds a germinagdo em leguminosas.



OBJETIVOS

Este trabalho teve como principais objetivos purificar e caracterizar a endo-B-mananase do
endosperma de sementes de Sesbania vigata (Cav.) Pers. e estudar seu papel durante a

protrusdo da radicula. Para atingir esses objetivos as seguintes metas foram estabelecidas:

1) detectar e caracterizar a endo-f-mananase em endospermas de sementes de Sebania

virgata.

2) isolar a endo-P-mananase relacionada ao catabolismo do galactomanano apds a

germinag¢ao (110 horas).

3) compreender as condigdes 6timas de atuagio hidrolitica da endo-p-mananase.

4) caracterizar 0 modo de a¢@o da endo-p-mananase sobre mananos com diferentes graus

de ramificagdo com galactose.

5) averiguar a existéncia de possiveis isoformas da enzima envolvidas na mobillizagdo de
reserva em diferentes locais da semente, relacionando com a germinagédo e as etapas do

desenvolvimento da plantula.
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9. MATERIAL BIOLOGICO

Sementes de Seshania virgata (Cav.) Pers. foram coletadas de plantas cultivadas no
canteiro experimental da Se¢do de Fisiologia e Bioquimica de Plantas do Jardim Botéanico
de SP, bem como na regido urbana de Sdo Bernardo do Campo.

Estas sementes possuem alta longevidade sendo obtidas altas percentagens de
germinacdo (80%) até 4 anos apds a coleta se as sementes forem armazenadas em frascos
de vidro a temperatura ambiente.

Como fonte de extracdo de manano foram utilizadas sementes de Euterpe edulis,
obtidas a partir de plantas cultivadas nos jardins da Secdo de Fisiologia e Bioquimica de
Plantas do Jardim Botanico de Séao Paulo.

Como fonte de extragdo de manano foram também utilizadas sementes de café
(Coffea robusta), cedidas pela Companhia Iguagu de Café Soluvel S/A.

Sementes de Trigonella foenum-graecum foram cedidas pelo professor J. S. Grant
Reid da Universidade de Stirling, Escocia.

O anticorpo anti-endo-B-mananase foi preparado em coelhos contra endo-p-
mananase de sementes de café e gentilmente cedido pelo professor Jarbas Georgini do

Departamento de Bioquimica da Universidade de Sdo Paulo - Ribeirdo Preto.



10. METODOS

10.1 Extracio e quantificacao dos carboidratos soltveis

10.1.1 Extracdo do galactomanano

Sementes de Sesbania virgata foram escarificadas mecanicamente com uma lixa e
colocadas para embeber em dgua destilada, enquanto que as de Trigonella foenum-graecum
foram colocadas para embeber sem escarificagdo. Apds embebicdo por 24 horas as
sementes de S. virgata foram seccionadas e o endosperma separado manualmente, ao passo
que as de T. foenum-graecum, ndo tiveram seu endosperma removido e separado pois seu
tamanho diminuto ndo permitiu uma boa separagao deste tecido.

Endosperma (S. virgata) e semente inteira (7. foenum-graecum) foram deixados em
estufa por outras 24 horas a temperatura de 50°C. Em seguida estes foram moidos em
moinho de facas e extraidos (solugdo 1%) em agua destilada por 4 horas a 70°C. Os
homogeneizados foram filtrados em nylon, submetidos & precipitagdo com etanol (3
volumes) e colocados por 18 horas a 5°C.

A lavagem de ambos os precipitados foi feita inicialmente com etanol puro e depois
acetona. Os precipitados lavados foram solubilizados em agua a 60 °C, centrifugados e o
sobrenadante, liofilizado. Para as dosagens de atividade de endo-mananase, os dois
galactomananos liofilizados foram resolubilizados a 1% em é&gua destilada.

Os poés dos galactomananos de Cyamopsis tetragonolobus (guar) e Ceratonia
siligua (LBG) foram importados da Empresa Sigma e homogenizados em agua destilada

em temperatura ambiente na concentragdo 1%.

10.1.2 Extracao do manano

Sementes de Euterpe edulis (palmeira) e de Coffea robusta (café) foram coletadas, lavadas
e colocadas em estufa por 4 horas em uma temperatura de 45°C. Em seguida, esmagadas
em prensa, para depois serem trituradas em moinho de facas.

Uma solugdo a 10% de concentragdo do p6 das sementes em NaOH 4 M foi

preparada com uma pitada de boroidreto de sédio para evitar hidrélise alcalina. As solug¢des
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permaneceram agitando por 24 horas em temperatura ambiente, para depois serem
submetidas a uma centrifugagdo a 10000 g por 30 minutos. Ambos os sobrenadantes foram
coletados e neutralizados com acido acético glacial (100%).

As solugdes neutralizadas foram dialisadas contra dgua destilada e, posteriormente,

separadas a parte soluvel da parte insoluvel, que foram liofilizadas separadamente.

10.1.3 Determinacdo de carboidratos

A presenca dos agucares totais dos extratos foi determinada pelo método do fenol-sulfurico
(0,5 ml de extrato; 0,5 ml de fenol 5% e 2,5 ml de 4cido suftrico P.A.) segundo Dubois et
al. (1956). Sendo usada glucose (100 pg/ml) como padrdo para a quantificagdo das

amostras.

10. 2 Extracdo e purificagio da endo--mananase

10.2.1 Preparagio do extrato enzimdtico de sementes com 110 h de germinagdao

Sementes de Seshania virgata, foram escarificadas e postas a germinar por um periodo de
110 horas. Apés este periodo, os endospermas e as cascas (testa) foram coletados e os eixos
embrionarios das sementes removidos e descartados. No gelo, os endospermas junto com as
testas foram homogeneizados em solugdo tampdo Tris HCl 20mM pH 7.8. O extrato
enzimatico bruto também foi preparado pela homogeneizagio em acetato de sédio e cloreto
de sédio pH 3,0 de concentragéo igual a 50mM.

Ambas as misturas foram filtradas em nylon e centrifugadas a 10000 g por 10
minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado e o precipitado descartado.

Sendo que considerou-se o sobrenadante como extrato bruto enzimatico, apds didlise.

10.2.2 Preparacio do extrato enzimdtico no periodo de germinagdo até 40 h

Sementes de Sesbania virgata, foram escarificadas e postas a germinar. O experimento se
estendeu de 10 a 40 horas de germinagdo, sendo que os extratos foram preparados a cada 5

horas. Neste experimento, preparou-se trés diferentes tipos de extrato, baseados em regides
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distintas na semente. No primeiro, os endospermas e as cascas (testa) foram coletados na
lateral da semente (Lar). No segundo, homogeneizou-se para a preparacdo do extrato,
apenas o endosperma e a casca na regido ao redor do local de protrusdo da radicula (Cap).
No terceiro, os extratos foram preparados com a ponta da radicula da semente (Rad)
(Figura 4).

No gelo, as trés diferentes regides de tecido seccionadas com bisturi, foram
homogeneizadas em solugdo tampdo Tris HCl 20mM pH 7.8, da mesma forma. As
concentracdes (massa de tecido / volume de tampdo) no preparo dos diferentes extratos
foram as mesmas (0,038 g/ml). Apoés homogeneizacado, as trés misturas foram filtradas em
nailon e centrifugadas a 10000 g por 20 minutos a 5° C. Os sobrenadantes foram entdo

coletados e os precipitados, descartados.

10.2.3 Determinagdo de proteinas

A concentra¢do de proteinas foi obtida utilizando-se 0s extratos como amostras a serem
dosadas e albumina de soro bovino (BSA) 1 mg/ml como padrdo, juntamente com a
solucdo reagente de Comassie Brilliant Blue 0,01% m/v (Bradford, 1976). Preparou-se um
tubo controle com o volume correspondente das demais amostras. Com o volume de
reagente fixo (40 pl ), uma curva de concentragdo de proteina no padrdo foi obtida com
massas de 20, 30, 40 e 50 pg respectivamente, sendo que se completou com agua até que
todos os pontos atingissem o volume final de 200 pl. Para a leitura das amostras, utilizou-se
o volume de extrato igual a 80 ul, 40 ul de reagente, completando com dgua até o volume
final (200 pl).

Utilizou-se também como referéncia para acompanhar as fragdes com proteina, um
método de leitura das amostras diretamente em espectofotdmetro no comprimento de onda
de 280 nm, obedecendo a seguinte relagdo: quanto maior a absorbancia, maior o teor
protéico. Este cldssico método foi importante porque serviu como referéncia para
acompanhar a coleta das fragdes de elui¢do em qualquer uma das colunas utilizadas na
purificacdo, ou seja, as amostras foram coletadas apenas enquanto havia leitura nesse

comprimento de onda.



10.2.4 Ensaio Viscosimétrico

A solug¢do para ensaio viscosimétrico foi preparada a partir de 500 pl de substrato
galactomanano a 0,5% em agua destilada, 50 pl de tampdo acetato de soédio 1M pH 4.5
(com ou sem a adi¢do de 62.5 mM de galactose) e 50 ul de extrato enzimatico. A atividade
enzimética foi detectada através da estimativa da viscosidade da mistura de incubagéo, ou
seja, pelo tempo de escoamento de uma segdo de 0,1 ml por uma pipeta graduada de 0,2 ml.
A determinagdo da atividade catalitica, expressa em unidades viscosimétricas, €
arbitrariamente definida pela formula: Uvisc = (100/ty5); onde t o5 corresponde ao tempo
necessario para a atividade enzimatica reduzir a viscosidade de uma solugdo a metade de
seu valor inicial (Alcantara, 1995).

Para facilitar a manipulagdo de uma grande quantidade de amostras, a unidade
viscosimétrica (arbitraria), também foi calculada através da diferenca do tempo de
escoamento inicial e final da solugdo para ensaio (citada acima), no mesmo volume de 0,1
ml de uma pipeta graduada de 0,2 ml durante uma incubagfo de 20 min a 45°C. Esta
diferenca aumenta proporcionalmente 4 medida que existe uma maior atividade hidrolitica
da enzima, fornecendo assim, uma estimativa confiavel da atividade catalitica na amostra a

ser dosada.

10.2.5 Ensaio de atividade da a-galactosidase

Os ensaios de atividade da a-galactosidase foram realizados com substrato sintético pNP-
a-D-galactopiranosideo (Potomati & Buckeridge, 2002), sempre com o objetivo de
verificar se a o-galactosidase em algum momento se separaria da endo-p-mananase. As
misturas foram incubadas a 45°C por 45 minutos: 10 ul de substrato sintético pNP-o-D-
galactopiranosideo 50 mM, 50 pl de extrato enzimatico e 10 pl de tampdo acetato de sodio
pH 4,5 1 M. Juntamente com esta mistura, foi utilizado um tubo controle que foi incubado
paralelamente, contendo 10 ul de substrato sintético e 60 pl de tampao. A incubagao foi
interrompida com 200 pl de carbonato de sodio (0,1 N). As leituras das absorbancias foram
efetuadas no comprimento de onda de 405 nm. As leituras para a detecg@o das atividades

foram efetuadas no aparelho Elisa modelo 3550-w.
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10.2.6 Cromatografia de troca ionica DEAE-celulose

A matriz de DEAE-celulose foi hidratada em tampao Tris HCI 200 mM pH 7.8 e, em
seguida, reequilibrada para uma concentracdo de 20 mM do mesmo tampao. Apos cerca de
cinco lavagens, a matriz foi depositada em uma coluna de vidro de 250 ml. Um gradiente
de concentracdo de NaCl, variando de 0 a 0,5 M em tampio Tris HCl pH 7,8 na
concentracdo de 20 mM, foi aplicado para a eluigdo das proteinas retidas.

O experimento foi efetuado em duas colunas de mesmo volume (250 ml), o volume
do extrato aplicado também foi 0 mesmo. Assim aplicou-se 1,7 litros de extrato bruto,
sendo que, para a elui¢@o das proteinas retidas, utilizou-se um gradiente de NaCl de volume
final igual a 200 ml. Apos a eluig@o das proteinas com o gradiente e coletadas as fragdes de
4 ml, reuniu-se 130 ml de extrato com atividade de endo-mananase e a-galactosidase (poo!
DEAE). Desta forma, apds repeticdo do passo nas mesmas condigdes, reuniu-se 260 ml do

extrato concentrado com ambas as enzimas.

10.2.7 Cromatografia de afinidade Sepharose Concanavalina A

Na preparagdo da coluna, o gel de Sepharose Concanavalina A (Sigma Chem. Co) foi
suspenso em tampao Tris HCl 20 mM com a adigao de cloreto de sodio 1 M, cloreto de
magnésio 1 mM, cloreto de célcio 1 mM e cloreto de manganés 1 mM. Uma coluna de 37
ml foi montada e apos a coleta das fragdes iniciais que eluiram proteinas que ndo se ligaram
a Concanavalina A, passou-se uma concentra¢do de 250 mM de o-metil-glucopiranosideo,
responsavel pela elui¢do da endo-mananase e sua contaminante, a o.-galactosidase.

Nessa coluna, foram aplicados 250 ml da reunido das fragdes da coluna DEAE-
celulose apos a aplicagdo do gradiente de NaCl (pool DEAE) e coletadas as primeiras 40
fracdes de 8 ml e as ultimas 40, de volume igual a 4 ml por fragdo. A reunido das fragdes

livres da contaminagéo pela a-galactosidase totalizou um volume final de 40 ml.

10.2.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A anilise qualitativa das proteinas foi feita através de eletroforese em gel de poliacrilamida

em presenga de dodecil sulfato de sodio (SDS), bem como [-mercapto-etanol e,
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empregando um sistema de tampao descontinuo baseado no método descrito por Laemmli
(1970). As eletroforeses foram feitas em mini-géis de 0,75 mm de espessura (9 x 6 cm)
contendo 10% de concentragdo de acrilamida. As corridas foram feitas em equipamentos da
Bio Rad (EUA), mantendo corrente de 20 mA por cerca de 1,5 h, tempo necessario para o
marcador alcangar a extremidade inferior do gel.

O material proteico foi corado por imersdo em solugdo de Coomassie Brilliant Blue
R250 0,1% dissolvido em &gua:metanol:acido acético glacial (5:5:2 — v/v/v) durante 30
minutos a temperatura ambiente e sob agitagdo continua. Em seguida, o gel foi mantido em
solucdo descolorante contendo metanol 10% e 4cido acético glacial 7,5% em volume, sob
agitagdo continua e trocas freqiientes da solugdo (Hames, 1990).

A colorac¢do do material protéico também foi efetuada pela impregnagao pela prata
segundo descrito por Dion & Pometi (1983) e Gottlieb & ChavKo (1986), seguindo as
seguintes etapas:

- incubacdio por 12h em solugdo fixadora (etanol 40%, acido acético 10% em agua
deionizada);

- incubagdo por 15 min. em solugdo incubadora (6,8 g de acetato de sodio em agua, 30 ml
etanol 96 GL, 0.4 g de tiossulfato de sodio, 0,52 ml glutaraldeido 25% colocado na hora do
uso e 100 ml de agua g.s.p.):

- Lavagem com agua deionizada, 3 x 10 min;

- incubagdio em solugdo de nitrato de prata (0,1 g em 0,020 ml de formaldeido colocado na
hora do uso e agua deionizada g.s.p. 100 ml) por 20 min;

- incubagdo em solugdo reveladora (2,5 g carbonato de sédio, 0,010 ml de formaldeido
colocado na hora do uso e 4gua deionizada g.s.p. 100 ml) por cerca de 15 a 20 min;

- incubagdo em solugdo “Stop” (1,46 g de EDTA sédico dihidratado e agua q.s.p. 100 ml)
por 10 min;

- Lavagem em agua corrente por 2 h no minimo;

- Conservagdo em glicerol 10%;

A determinagdo do peso molecular das bandas de proteinas do gel fo1 feita pelo
calculo do Rf da proteina de interesse e sua localizag@o na curva de calibragdo tragada com
os valores das proteinas marcadoras versus os logaritmos de seus pesos moleculares,

conforme Weber & Osborn (1969). Os marcadores de peso molecular utilizados foram a
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fosfatase B (97,7KDa). albumina de soro bovino (66,2 KDa), ovoalbumina (45 KDa),
anidrase carbonica (31 KDa), inibidor de tripsina de soja (21,5 KDa) e uma lisosima

(14.4KDa), todas adquiridas da Bio Rad.

10.3 Caracteriza¢io da endo-B-mananase de 110 horas de germinagio

10.3.1 Detec¢ao de atividade durante e apos a germinagdo

Sementes de Sesbania virgata foram escarificadas, divididas em grupos de 5 sementes por
placa de Petri. Cada placa continha papel de filtro umedecido com 5 ml de 4gua destilada.

Para a extragdo da mananase pds-germinativa, realizou-se um experimento onde, a
cada 24 horas, o lote era coletado, os endospermas ¢ testas eram isolados e submetidos a
extra¢do enzimadtica. As atividades foram determinadas por viscosimetria (item 10.2.4) em
cada periodo e o tempo de 110 h foi adotado para todos os demais procedimentos.

Para a extragdo da mananase germinativa, do mesmo modo, estabeleceu-se
intervalos de 5 h para a coleta e extragdo da mananase para o material ndo germinado. Trés
extratos de concentragdo equivalente de proteinas foram preparados em tampao Tris-HCl
20mM e pH 7.8, um de endospermas e testas na area da protrusdo da radicula (Cap), outro
também de endospermas e testas na regido correspondente a lateral da semente (La?) e o
ultimo, preparado com a radicula da semente (Rad). As atividades foram determinadas por

viscosimetria (item 10.2.4) em cada periodo de preparo dos extratos.

10.3.2 Cromatografia de Exclusdo Molecular

Para a deteccdo do peso molecular da endo-mananse em gel filtragdo, utilizou-se a resina
resina Bio Gel P-60 (hidratada em tampéo Tris HCI 20 mM pH 7.8) em uma coluna de 95
cm altura, 2 cm de didmetro e volume igual a 245 ml. Aplicou-se 5 ml da reunido das
amostras do pool DEAE-celulose (apdés a aplicagdo do gradiente), sendo que foram

coletadas amostras de 3.5 ml.
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10.3.3 pH oétimo da endo-f-mananase

O substrato galactomanano de Sesbania virgata (item 10.1.1) e o extrato referente a 110
horas de germinagio (item 10.2.1) foram incubados a 30° C em diferentes pHs, obtidos com
tampdo citrato fosfato na concentragéo de 0,5 M. Para os ensaios de medicédo de atividade
foram utilizados 500ul de galactomanano a 0.5%. 50ul de tampéo citrato fosfato e S0ul de
extrato referente a 110 horas de germinacdo. A atividade, dada pela propria queda de
viscosidade do galactomanano durante o ensaio viscosimétrico (item 10.2.4), foi medida a
cada 4 minutos até um tempo final correspondente a 12 minutos nos diferentes pHs

avaliados.

10.3.4 Temperatura otima da endo-f-mananase

Para as dosagens de atividade, foram utilizados 500 ul de substrato galactomananano de
Sesbania virgata a 0,5%, 50 pl de tampdo acetato de sédio pH 4,5 e 50 pl de extrato
correspondente a 110 horas de germinagdo. A endo-B-mananase foi incubada numa faixa de

temperatura de 0 e 55°C.

10.3.5 Focalizacao Isoelétrica

A focalizago isoelétrica foi obtida através do sistema Rotofor (Bio Rad). Uma alicota de 5
ml do extratos enzimatico provenientes das fragdes coletadas apés a aplicagdo do gradiente
NaCl na coluna de troca i6nica DEAE-celulose, foi dialisada contra tampdo acetato de
amédnio 5 mM pH 5,0. Adicionou-se 3 ml de solugdo de anfolinas da BioRad cobrindo a
faixa entre 3 e 10 de pH, completando com extrato e dgua deionizada até 60 ml de volume.

A corrida de eletrofocalizagio foi realizada com poténcia constante entre 10 a 20 W,
em equipamento refrigerado, monitorando-se a variagdo de voltagem até estabilizagdo da
mesma. Isto aconteceu em cerca de 3 horas de corrida, mantendo o equipamento em
funcionamento por mais de 1 hora, o que permitiu uma boa focalizagao.

Foram determinadas as atividades enzimaticas nas diferentes fragdes. A
identificacdo dos pontos isoelétricos ou da localizagdo das possiveis hidrolases

contaminantes foi efetuada através de substratos especificos (pNP-glicosideos).
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Apos a andlise de um grafico de pH das fracdes do Rotofor, pelas suas atividades
enzimaticas, definimos as fragdes a serem reunidas. Estas, contendo as atividades de
interesse, tiveram seu volume completado com agua deionizada e foram submetidas a uma
segunda focalizagdo isoelétrica. Observando os mesmos critérios da primeira corrida. Este

segundo experimento, tornou mais precisa uma defini¢do do ponto isoelétrico das enzimas.

10.3.6 Estabilidade da endo-p-mananase

O extrato enzimatico bruto foi incubado em tampdo acetato de sédio 1M pH 5,0 e em
tampao Tris HCI 0,5M pH 7.8 por 5 dias a 30°C. A cada dia, as atividades eram medidas
seguindo o mesmo protocolo, 500 pl de galactomananano de Sesbania virgata a 0,5%, 50pl

de tampao (acetato de sodio ou Tris HCI) e 50ul de extrato.

10.3.7 Efeito do tampdo de extragdo na estabilidade da endo--mananase

Em um intervalo de 24 a 168 horas, foram obtidos extratos enzimaticos foram efetuados a
cada 24 horas de duas formas distintas. A primeira em tampao Tris-HCl 20mM pH 7.8 e a
segunda em tamp@o acetato de sodio contendo cloreto de sédio, na proporgdo 1:4 e pH 5.0.
Em seguida, as atividades da enzima foram medidas e seu perfil catalitico foi acompanhado

e analisado.

10.3.8 Acdo da endo-f-mananase sobre diferentes substratos

Aliquotas referentes a reunido de amostras (apos a aplicagdo do gradiente de NaCl) da
coluna de troca idnica DEAE-celulose foram incubadas com galactomananos de diferentes
graus de ramificagdo. A razdo manose:galactose dos diferentes tipos de galactomananos
usados. eram todas conhecidas da literatura. Foram usados o galactomanano de Trigonella
foenum-graecum (razio M/G 1:1, Reid & Meier, 1970), galactomanano de Cyamopsis

tetragonolobus’ (razdo M/G 2,6:1, McCleary, 1983) galactomanano de Ceratonia siliqua
g

2 Comercialmente conhecido como Goma Guar.



(Locust bean gum - LBG?) de razdo M/G 3.8:1 (Dea & Morrison, 1975), galactomanano de
Sesbania virgata (razdao M/G 2:1, Buckeridge & Dietrich, 1990).

Incubou-se 60ul de extrato combinado (contendo a-galactosidase e endo-mananase)
da DEAE-celulose e de extrato contendo a mananase pura (Concanavalina A) com 500ul
dos diferentes substratos na concentragdo de 0,5%. Quando néo realizados com a reunido
das amostras contendo endo-mananase purificada, os ensaios foram realizados em
temperatura ¢ pHs 6timos com e sem adicdo de 62,5 mM de galactose no ensaio de
atividade.

Para a obtencdo desta concentracdo inibitéria da o-galactosidase de S. virgata,
ensaios enzimaticos com substrato sintético pNP-o-galactopiranosideo foram realizados
com as amostras reunidas da coluna DEAE-celulose, num gradiente de concentragao de 0 a
62,5 mM de galactose.

As quedas de viscosidade (atividade enzimatica), foram detectadas em: 0, 4, 8, 12,
30 e 60 min. Um tubo controle foi incubado paralelamente para certificar que nenhuma

alteracdo viscosimétrica se daria em fung@o do aquecimento prolongado dos substratos.

10.4 Imunolocalizacio da Endo-p-mananase e possiveis isoformas

10.4.1 Dot blot

Trinta sementes de um experimento que se estendeu do primeiro ao quinto dia de
germinagio em 4gua, foram coletadas. Estas foram dissecadas, separando-se embrido,
cotilédone, endosperma e tegumento. Os materiais obtidos foram homogeneizados
separadamente em solug@o tampdo Tris-HCI 50mM pH 7,8. Apés a filtragdo em nailon e
centrifugagdo a 10000 g por 10 minutos, obteve-se um sobrenadante que foi submetido a
dosagem de proteinas através do método de Bradford (1976). De cada extrato foi retirado
um volume correspondente a 100ug de proteinas, que foram liofilizados e ressuspendidos
em 100ul de Tris-HC] 50mM pH 7.8.

Os extratos foram, entio, aplicados em uma membrana de nitrocelulose (Wilians ef

al., 2001), em um volume correspondente de 4 pug de proteinas (sendo para endosperma a

* Comercialmente conhecido como Goma Caroba.
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concentragdo reduzida pela metade). Posteriormente, a membrana passou por todo o
processo de imunolocalizagdo descrito abaixo.

As membranas, foram incubadas numa solugdo de bloqueio contendo 0.1% de
gelatina, 1% de BSA (albumina de soro bovino) em tampao fosfato salino (PBS) pH 7,0
contendo algumas gotas de Tween 20, por 3 horas. Apdés o bloqueio foram incubadas
durante uma noite em 3ml de solug¢do contendo anticorpo anti-endo-f-mananase de café,
diluido na proporgdo de 1: 200 em tampéo fosfato PBS pH 7.0.

As membranas foram, entdo, lavadas por dez minutos, por quatro vezes, com S0mM
de Tris-HCI, pH 7.4, sendo incubadas por mais uma hora em 3 ml de solug¢do contendo um
segundo anticorpo anti-imunoglobulina de coelho, retirados de cabra, conjugado com
peroxidase diluido na propor¢éo de 1:200 em tampdo fosfato PBS. pH 7,0. As membranas,
apos a incubagdo, foram lavadas novamente, quatro vezes por dez minutos, com tampdao
50mM Tris-HCI, pH 7.4.

Apds todo o processo, foi adicionado as membranas, sob agitagido constante,
diaminobenzidina — DAB (0,05g em 100 ml 50mM Tris-HCl, pH 7.,4) e peréxido de
hidrogénio 0.03%. A reagdo foi interrompida pela lavagem com agua. As membranas
foram, entdo, analisadas, sendo que a presenca de reagdo, caracterizada por coloragdo
escura na regido de aplica¢do do extrato, indica a presen¢a da enzima endo-B-mananase ou,

possivelmente, a localizagdo de suas isoformas.

Uma nogdo generalizada dos procedimentos metodologicos relacionados a
purificagio, caracterizagdo e detecgdo das atividades da endo-B-mananase em diferentes
etapas de desenvolvimento e regides da semente de S. virgata, podem ser acompanhadas

pelo Fluxograma 1.
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Fluxograma 1: Através do fluxograma acima, pode-se acompanhar os procedimentos

metodolégicos que envolveram a purificagdo, caracterizagdo e detecgdo das atividades da

endo-B-mananase em diferentes regides da semente de Sesbania virgata.
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11. RESULTADOS

11. 1 Purificacdao da endo-p-mananase

11.1.1 DEAFE-celulose

Fez-se uso da técnica cromatografica de troca 16nica DEAE-celulose como primeiro passo
de purificagdo (Figura 5A). Aplicando-se o extrato bruto em uma coluna de 250ml de
volume, pode-se notar que a atividade deste (via viscosimetria) se concentra apds sua
passagem pela coluna (Tabela 2). Ainda na tabela, mesmo tendo eliminado parte da endo-
mananase, observa-se que esse passo de purificacdo também eliminou muitas proteinas
contaminantes acarretando em um consideravel aumento de atividade especifica, mesmo
considerando o fato da mananase ter eluido em conjunto com sua principal contaminante, a

o-galactosidase (Figura SA).

11.1.2 Coluna de afinidade Sepharose Concanavalina A

A Figura 5B mostra o perfil de elui¢do das fragdes reunidas da DEAE-celulose apds a
aplicagdo do gradiente de NaCl (Figura SA) contendo as atividades da endo-mananase e da
a-galactosidase apds a aplicagdo direta de a-metil-glucopiranosideo na concentragao de
250mM, a partir da fragdo 40 (seta vazada).

Observa-se que houve concentragdo da atividade da a-galactosidase, enquanto a
atividade da endo-mananase parece ter se espalhado a ponto de podermos reunir algumas
fracdes livres da contaminagdo pela o-galactosidase (da fragdo 60 at€ a 70, representadas
pelas setas pretas da Figura 5B). Apés quantificagdo de proteinas, estas fragdes reunidas
foram submetidas a andlise por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE e uma
{inica banda foi detectada apos revelagdo com prata (Figura 6B). Esse passo, apesar de
fornecer a banda pura na analise por eletroforese, parece nao ter favorecido o aumento de

atividade especifica (Tabela 2).
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Fig. 5: Passos para a purificagdo da endo-B-mananase. A: Perfil de elui¢do das atividades de
endo-mananase (0) e a-galactosidase (4) em coluna de troca idnica DEAE-celulose, bem como
o perfil protéico das amostras em leitura a 280 nm (X). A linha inclinada representa um
gradiente de concentragdo de 0 a 0,5 M de NaCl a partir da fragdo 40. B: Perfil de eluigdo das
atividades de endo-mananase () e a-galactosidase (4) em coluna de afinidade Sepharose-
Concanavalina A, onde a seta vazada representa a aplicacdo de o-metil-glucopiranosideo na

concetracdo de 250 mM. As fragdes entre as setas negras foram reunidas e submetidas a

eletroforese. 50



Tabela 2: Purificagdo da endo-mananase do endosperma das sementes de Sesbarnia virgata

Passos de Proteina Ativ. Total Ativ. Especifica Fator de Rendimento

purificacio Total (mg) (U.visc / vol.) (U.visc / mg prot) Purifica¢ao (%)
Bruto 11333,33 680000 600 1 100
DEAE 13,88 65000 4683 7.8 9.6
Con A 1,9 8800 4632 7.9 1.3

11. 2 Caracterizagio da endo-p-mananase

11.2.1 Bio Gel P-60

Foi aplicada a reunido das fragdes (apos aplicagdo do gradiente de NaCl) provenientes da
DEAE-celulose (Figura 5A) em uma coluna de exclusdo molecular Bio Gel P-60, cuja
resina fora hidratada em tampao Tris HCI pH 7.8. A resina foi calibrada com proteinas
marcadoras de peso conhecido para a aplicagdo de 3 ml de extrato concentrado (pull
DEAE) contendo a endo-mananase ¢ a o-galactosidase.

Na Figura 6A, pode-se notar que houve separagdo das enzimas. Sendo que a o-
galactosidase eluiu primeiramente em um volume corresponde a 45 KDa (corroborando
com resultados anteriores ainda ndo publicados, Buckeridge & Dietrich — comunicagdo
pessoal) enquanto que a endo-mananase eluiu logo em seguida num volume correspondente

4 moléculas com 36 KDa. Isto permitiu o calculo mais preciso de seus pesos moleculares.

11.2.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Na Figura 6B acompanha-se em 1 o padrdo de proteinas da Bio Rad corado com
Coomassie Brillhant Blue R250 0,1%. O peso de suas respectivas bandas € encontrado ao

lado (Daltons). Em 2 tem-se o resultado da reunido das fragdes de 60-70 da Figura
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Fig. 6: Determinagdo do peso molecular (PM) da endo-B-mananase na conformagéo nativa ¢ desnaturada.
A: Perfil de elui¢do das atividades e detecgdo do PM da endo-mananase () e da a-galactosidase (#) em
coluna de exclusdio molecular Bio Gel P-60 calibrada. B: Determina¢do do PM da mananase em
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE das amostras reunidas da Figura 5b (setas negras), onde
2 corresponde 100 pg de proteina na amostra aplicada e 3 corresponde a 150 pg (impregnagdo pela prata).

Na pista 1, o padrdo revelado em solu¢do de Coomassie Brilliant Blue (PMs em Daltons a esquerda).
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5B (setas pretas) com quantificagdo protéica equivalente a 100pg, e, em 3, a reunido das
mesmas fra¢gdes com quantificag@o protéica equivalente a 150ug , ambas submetidas a
impregnag¢do pela prata.

Em ambos os casos, apenas uma banda foi detectada. Calculados os respectivos Rfs,
desnaturada ou em gel de poliacrilamida, a endo-mananase apresentou peso molecular em

torno de 30Kda.

11.2.3 pH dtimo da endo-f-mananase

Na Figura 7A nota-se que, na faixa de pH estuda, a atividade da endo-mananase aumenta
bruscamente entre pH 2,5 e pH 3, sendo que a atividade enzimatica mais significativa foi

correspondente a um platd que se estende entre os pHs 3.5 ¢ 5.

11.2.4 Temperatura étima da endo-f-mananase

A Figura 7B mostra que a atividade hidrolitica da endo-mananase aumenta ao longo da
faixa de temperatura até 50° C utilizada. A temperatura étima da enzima estd em torno de
50°C. Isto favoreceu os demais ensaios de atividade enzimatica, que foram efetuados em

temperatura 6tima ou proxima a ela (45° C) por medida de seguranga.

11.2.5 Focalizacdo Isoelétrica

Apbs analise por focalizagdo isoelétrica preparativa em ROTOFOR (Figura 7C), observa-
se que tanto a endo-mananase como a o-galactosidase possuem o mesmo ponto isoelétrico

em pH 4.5.

11.2.6 Estabilidade da endo--mananase

A Figura 8A mostra que a endo-mananase em um periodo de incubag@o de 5 dias, possui
uma maior estabilidade em pH 7,8, enquanto que, durante 0 mesmo periodo, em pH 5 apds

1 dia de incubacdo, somente 30% da atividade permaneceu, tendo esta desaparecido do

segundo dia em diante. Concluiu-se entdo que a mananase poderia ser armazenada em pH
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7.8 e sua atividade poderia ser detectada na condi¢do maxima apenas convertendo o pH

para 5 no momento do ensaio.

11.2.7 Otimizacdo da extra¢do da endo-f-mananase

Em um experimento em que a enzima era extraida a cada 24 horas até¢ um periodo
correspondente de 168 horas de crescimento da plantula (Figura 8B) pdde-se notar que em
meio a uma extra¢do enzimatica em tampao Tris HCI 20mM pH 7.8 a atividade catalitica
da endo-B-mananase se mantém mais elevada durante todos os periodos de extragdo (como
era de se esperar devido a sua estabilidade nesse pH). Diferentemente assim, da extracdo
em acetato de sodio e cloreto de s6dio 50 mM pH 5 que era utilizada anteriormente a esse
resultado.

Através deste modo de extragdo, houve um rendimento catalitico inferior quando
comparado & extragdo em tampdo Tris HCl. Cabe citar que a enzima foi extraida e
armazenada em pH 7.8, mas no momento do ensaio viscosimétrico para a detecgdo de

atividade, o pH era corrigido para 5 (préximo ao pH 6timo da enzima).

11.2.8 A¢do da endo-f-mananase sobre diferentes substratos

A principal contaminante da endo-mananase, a o-galactosidase (uma exo-enzima
desramificadora), pode ser inibida pelo seu proprio produto. No caso, a c-galactosidase
desse sistema hidrolitico, € inibida por uma concentracio de 62,5 mM de galactose
adicionada na incubagio no momento do ensaio. Esse perfil de inibicdo pode ser
acompanhado na Figura 9A.

Desta forma, quando se desejou obter atividade das duas enzimas (endo-mananase e
o-galactosidase) utilizou-se uma aliquota do extrato concentrado proveniente da reuniao
das fragdes eluidas pos-gradiente (NaCl) da coluna DEAE-celulose (Figura 5A). De modo
semelhante, quando se desejou obter atividade exclusiva de mananase, utilizou-se dois tipos
de aliquotas: uma proveniente da elui¢do da coluna DEAE-celulose, com 62,5 mM de
galactose adicionados no tampdo e outra referente a reunido das fragdes com atividade

exclusiva de mananase eluidas da coluna Sepharose Cancanavalina A (Figura 5B).
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Fig. 8: Estabilidade da endo-p-mananase. A: Perfil de atividade da endo-mananase ao longo de
1 semana de incubagdo em tampdo acetato de sodio pH 5 (O) e em tampéo Tris HCI pH 7.8
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convertido para 5. B: Perfil de atividade da endo-mananase ao longo de um experimento de 163
horas de desenvolvimento de plantula. A cada 24 horas a enzima foi extraida em pH 5 (O) e

em pH 7.8 (#) e sua atividade catalitica foi dosada em condi¢des otimas (Figuras 7a e 7b).
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Na Figura 9B, acompanha-se as atividades enzimaticas provenientes da degradagao
de galactomananos, com diferentes graus de ramificagdo, incubados com a reunido das
amostras apos passagem pela DEAE-celulose (Figura SA) (com ou sem inibigdo com 62,5
mM de galactose) (Figura 9A) e pela Concanavalina A (endo-mananase isolada) (Figura
5B).

Nessa mesma figura, percebe-se que todos os galactomananos foram hidrolizados
quando incubados com ambas as enzimas (extrato DEAE-celulose sem inibigdo com
galactose). A maior porcentagem de degradagdo correspondeu ao galactomanano de
sementes de Ceratonia siligua (ou LBG) e, a menor, ao galactomanano de Trigonella
foenum-graecum, indicando que a porcentagem de hidrolise, nessas condigdes, €
inversamente proporcional ao grau de ramifica¢do dos substratos utilizados.

Quando utilizado o extrato com a endo-mananase pura ou inibindo-se a a-
galactosidase dos extratos provenientes da DEAE-celulose com uma concentragéo de 62,5
mM de galactose, nota-se que ndo ocorre hidrélise do galactomanano de T. foenum-
graecum. Os demais galactomananos sdo degradados, porém suas respectivas porcentagens
de hidrdlise sdo inferiores as porcentagens dos mesmos quando incubados com extrato

contendo ambas as enzimas (endo-mananase e o-galactosidase).

11.3 Localizacio da endo-mananase na germinacio e crescimento de plantula

11.3.1 Detecciio da endo-mananase na germinagdo e crescimento inicial da plantula

Na Figura 10A, observa-se que a atividade da endo-B-mananase apresenta discreto
aumento no final da germinagdo (24 horas) e, ao longo do periodo de crescimento inicial da
plantula, aumenta significativamente. O periodo correspondente a uma maior atividade
catalitica é o periodo de 120 horas. Apds este periodo, a atividade comega a declinar até
168 horas.

No experimento de Dot Blot (Figura 10B), nota-se que houve reagdo da endo-f-
mananase de Sesbania virgata com o anticorpo anti-endo-f-mananase de café (reagdo
amarronzada) nos dois tecidos, endosperma e tegumento (testa). No endosperma, ndo se

nota reacio durante a germinago, enquanto que, no tegumento, ocorre reagdo da enzima,
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Fig. 10: (A): Atividade da endo-B-mananase na germinagdo e crescimento plantula de S. virgata. A
cada 24 h, a enzima foi extraida e sua atividade detectada (@) a medida em que se acompanhou a
queda do peso da massa fresca do endosperma promovida por sua degradagdo (O). A seta
representa o inicio da protrusdo da radicula (aprox.30h). (B): reagdo da enzima com anticorpo anti-
mananase de café em alicotas de 5 pl de dois tipos de extrato de diferentes periodos (endosperma e
tegumento, isolados) depositadas sobre uma membrana de nitrocelulose. Como a atividade no

endosperma é maior do que no tegumento, os extratos foram diluidos 2 para facilitar a comparagao.
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principalmente durante a germinac¢do. Ainda na Figura 10B, nota-se que no endosperma a
concentragdo de endo-mananase, aumenta até 96 horas, sendo que, apds este periodo, sua
concentracdo diminui até 144 horas. No tegumento (casca), as variagdes na concentracdo de
endo-P-mananase foram inversas ao que ocorreu no endosperma. Sua concentragdo diminui
significativamente durante o desenvolvimento da semente, sendo elevada nos periodos de

24 e 48 horas e baixa nos periodos de 120 e 144 horas.

11.3.2 Detec¢do da endo-mananase na germinagdo em diferentes partes da semente

Para melhor compreensdo do processo de germinagdo e objetivando detectar a atividade ou
presen¢a de alguma isoforma da endo-mananase em regides distintas da semente de S.
virgata, estabeleceu-se um experimento para a detec¢do da atividade da mananase de 10 a
40 horas de germinag¢do, variando de 5 em 5 horas. Constatou-se entdo (Figura 11) um
consideravel aumento de atividade de mananase na area proxima da protrusdo radicular
(Cap) em 25 horas.

Ainda na Figura 11, em contrapartida, nota-se que o perfil de atividade na ponta da
radicula (Rad) durante o gradiente ¢ inverso ao perfil de atividade na area correspondente a
lateral da semente (Laf). Assim, na ponta da radicula, a maior atividade detectada
corresponde a 10 horas de germinagdo, para depois seguir diminuindo até desaparecer em
40 horas. A atividade detectada no local referente & lateral da semente (Laf), tendeu a
aumentar durante o experimento, sendo que a sua intensidade fo1 muito baixa no periodo
correspondente & germinagdo, para aumentar no decorrer do desenvolvimento da semente

(Figura 10A).
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Fig. 11: Atividade da endo-mananase em diferentes partes da semente de S. virgata. Os
extratos foram preparados em tampao Tris HCI pH 7,8 20mM usando trés partes (tecidos)
distintas da semente (extratos preparados na mesma relagdo massa/volume). Os tecidos

usados foram: ponta da radicula (Rad), lateral da semente incluindo casca e endosperma

(Lat) e casca e endosperma da area de protrusdo da radicula (Cap).
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12. DISCUSSAO

12.1 Purificacao da endo-mananase

12.1.1 Matriz de Troca ionica - DEAE-celulose

Este passo (Figura SA) pode ser considerado efetivo uma vez que concentra e purifica
significativamente a atividade de ambas as enzimas (endo-mananase e ca-galactosidase),
apesar de ndo separa-las (Tabela 2). Quando comparadas, as atividades especificas do
extrato bruto eram inferiores as atividades das amostras reunidas apos a passagem pela
coluna DEAE-celulose. Desta forma, no extrato bruto, mesmo partindo de cerca de 11
gramas de proteina, a atividade especifica da endo-mananase correspondeu a 600
U.visc/mg de proteina, enquanto que, apos a passagem pela DEAE-celulose, esta atividade
especifica aumentou mais de oito vezes (Tabela 2).

Ainda na Figura 5A, observa-se pouca atividade da endo-mananase e o-
galactosidase nas primeiras 30 fragdes e uma significativa atividade de ambas nas fragdes
eluidas apés a aplicagdo de um gradiente de NaCl variando de 0 a 0,5 M (a partir da fragao
40). Isto mostra que tanto a endo-mananase quanto a o-galactosidase aderem a matriz de
DEAE e ambas sdo eluidas em conjunto. Apesar disso, as atividades detectadas antes da
aplicagdo do gradiente, ndo sdo conseqiiéncia de uma possivel saturagéo da matriz. Isto
porque, se considerarmos o perfil das amostras em leitura 280 nm, vemos (Figura SA) apés
o gradiente que hd apenas um pequeno pico, o que quer dizer que a concentragdo de
proteinas retida ndo é suficiente para saturar a matriz. Nenhum experimento foi feito
objetivando detectar possiveis isoformas das duas enzimas que nao aderissem a DEAE-
celulose, sugerindo que a elevada perda da atividade total da mananase nesse passo (Tabela
2) pode ser justificada pela quantidade de enzimas que n&o aderiram & matriz e, portanto,
ndo foram reunidas.

Considerando a eluicdo conjunta (depois do gradiente) de ambas as enzimas, pode-
se aparentemente sugerir que ndo existem grandes diferengas ionicas entre elas. O passo de
concentracio em DEAE-celulose promoveu aumento de atividade da endo-f-mananase ¢

fez com que a atividade especifica aumentasse, em virtude da eliminagdo das proteinas nas
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primeiras fragdes. Além disso, sabe-se que a concentra¢do de extratos enzimaticos
normalmente melhora sua estabilidade, uma vez que proteinas contaminantes s3o
eliminadas. Isto porque, boa parte destas proteinas contaminantes podem tratar-se de
proteases estas, por sua vez, poderiam influenciar tanto na quantidade como na atividade da

mananase em questao.

12.1.2 Matriz de Afinidade Biologica - Sepharose Concanavalina A

O préximo passo foi aplicar o extrato formado pela reunido das fragdes que aderiram a
DEAE-celulose (Figura 5A) em uma coluna de afinidade Concanavalina A (Figura 5B),
uma vez que haviam evidéncias em nosso laboratério de que a a-galactosidase aderia a esta
matriz (Buckeridge & Dietrich, comunicagéo pessoal).

Assim, caso a endo-mananase ndo fosse retida haveria separacdo de ambas as
enzimas, mas nesse caso, ambas interagiram com a matriz da coluna (Figura 5B). Mesmo
assim, a aplicagdo de a-metil-glucopiranosideo na concentragdo de 250 mM concentrou a
atividade da a-galactosidase e dispersou a atividade de mananase de tal forma que pudemos
reunir fragdes de endo-mananase pura. Esse resultado indicou claramente que a o-
galactosidase possui uma afinidade menor pela matriz de pectina (Concanavalina A) do que
a endo-mananase. Nesse contexto, em purifica¢cdes futuras poderemos separar e eluir
concentradamente as atividades das duas enzimas. Ou seja, com uma concentragdo menor
de o-metil-glucopiranosideo inicialmente, serd suficiente para desprender a a-
galactosidase, para depois, subseqiientemente, eluir a endo-mananase com um concentragao
maior.

Este passo, foi definitivo para a purificagdo da endo-mananase da regido genérica
(Laf) do endosperma (ver banda pura na Figura 6B) e também serviu como contribui¢do
para a caracterizagdo da mesma, isto €, a endo-B-mananase purificada do endosperma das
sementes de S. virgata (Figura 5B), é uma glicoproteina, uma vez que interage com a
matriz, contendo manose e/ou glucose na sua estrutura..

Mesmo considerando a efetividade do passo na purificagdo da endo-mananase para
a obtencdo da banda pura (Figura 6B), de acordo com a Tabela 2, houve uma perda

significativa da atividade mananasica total e pouca queda na atividade especifica. Neste



caso conclui-se que, apesar do passo isolar a endo-mananase definitivamente, ndo
contribuiu para aumento de atividade, muito menos para o rendimento na purifica¢io. Esse
resultado também sugeriu que, para um maior rendimento da atividade da endo-mananase,
in vivo, talvez seja necessaria a presenca de um cofator para a otimiza¢do catalitica da

enzima em meio a hidrélise.

12.2 Caracterizacio da endo-mananase

12.2.1 Obteng¢do do peso molecular da endo-mananase em Biogel P-60 ¢ SDS-PAGE

Endo-B-mananases e o-galactosidases apresentam uma grande diversidade de pesos
moleculares. Os resultados de Mujer ef al. (1983), por exemplo, reportam o isolamento de
duas isoformas distintas de «-galactosidase de endosperma de cdco, cujos respectivos pesos
moleculares foram 23 KDa e 26,6 KDa enquanto os resultados de Pressey (1989), apontam
como 43 KDa para o peso molecular de uma das endo-B-mananases de frutos de tomate.

No caso de Sesbania virgata, Buckeridge & Dietrich (resultados ndo publicados) ja
haviam observado que a o-galactosidase de suas sementes apresentavam um peso
molecular de 45 KDa. Decidiu-se, portanto, utilizar a filtragdo em gel com Biogel P-60
inicialmente como tentativa de purifica¢do, mas também para conhecer o peso molecular da
endo-B-mananase de Sesbania virgata.

Na Figura 6A pode-se notar que houve separagao entre a a-galactosidase e a endo-
mananase. Sendo que a o-galactosidase eluiu primeiramente em um volume corresponde a
um marcador de 45 KDa (corroborando com resultados ndo publicados obtidos por
Buckeridge & Dietrich) enquanto que a endo-mananase eluiu logo em seguida num volume
correspondente a um marcador de 36 Kda, uma vez que fez-se a média entre as fragdes com
maior atividade manandsica. Isto permitiu a deteccdo, bem como a separagdo das duas
enzimas devido aos seus diferentes pesos moleculares.

Nota-se ainda na Figura 6A, que ndo ha qualquer referéncia ao perfil protéico das
fracdes coletadas, ndo sendo possivel a detecgdo deste devido a uma perda significativa da
quantidade total de proteinas do extrato bruto em relagdo ao primeiro passo de purifica¢do

(Tabela 2), seguida de uma maior perda nessa etapa. A atividade das duas enzimas nestas
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fracdes € altamente especifica, no sentido de que parece ndo haver qualquer proteina
contaminante, como indica a propria figura. Tentou-se fazer uma eletroforese em SDS-
PAGE com a reunido destas fragdes, mas ndo havia proteina suficiente para detectarmos as
bandas, uma vez que o extrato aplicado nessa coluna foi o proveniente das reunides das
fracdo da DEAE-celulose. Nesta reunido, conforme a Tabela 2, a quantidade de proteina ¢
pequena. Mesmo assim. esse experimento foi eficiente para sabermos o peso molecular da
endo-mananase (36KDa), contribuindo ainda mais para a sua caracterizagao.

Em rela¢do a Figura 6B, as fracGes reunidas da Concanavalina A (Figura 5B),
foram submetidas a corrida em gel de poliacrilamida e o peso molecular da banda
correspondente a endo-mananase ¢ de 30 KDa. A diferenca existente entre o peso da
enzima considerando ambas as técnicas (de 6 KDa) sugere que o peso da enzima ativa ¢
diferente de seu peso molecular em condi¢es desnaturantes. Observacdo que pode ser
valorizada pela detecgdo do peso molecular em SDS-PAGE de 30 KDa. Sendo assim, as
bandas purificadas da enzima confirmam seu isolamento e fornecem informagdes sobre seu

peso quando atingida a estrutura terciaria de sua conformagéo.

12.2.2 pH otimo da endo-mananase

Antes de iniciar o procedimento de purificacido da endo-f-mananase da regido generica do
endosperma (Laf), todo um cronograma da caracterizagao e conhecimento da enzima foi
desenvolvido. Dai a importéancia da detecgdo do pH 6timo da mesma, que corresponde a
uma faixa entre 3 e 5 (Figura 7A). Este pH detectado, parece ter se mostrado caracteristico,
uma vez que outras mananases, como a endo-p-mananase do endosperma de sementes de
Trigonella foenum-graecum L. caracterizada por Reid ef al. (1977), que possui uma faixa
de pH 6timo proxima: 4,9.

Considerando que toda enzima possui um pH onde sua atividade catalitica €
méxima, o pH 6timo, as curvas de variagdo de atividade em diferentes valores de pH,
refletem o pH no qual importantes grupos doadores ou receptores de prétons no sitio
catalitico estio em estados de ionizagdo adequados para a catalise (Lehninger, 1989). A
partir de entdo, quando esta faixa de pH 6tima foi detectada, todos os ensaios de atividade

foram efetuados neste pH 4.5 ou 5, o que permitiu méxima detecgdo de atividade catalitica.



Este resultado possibilitou adquirir o melhor rendimento catalitico da enzima
durante os ensaios de sua atividade, o que permitiu concluir que a endo-mananase se trata
de uma hidrolase 4cida. Outras hidrolases acidas (mananases) também sdo encontradas na
literatura e as duas enzimas que iniciam o processo de degradagdo, a-galactosidase e endo-
mananase, apresentam curvas de atividades semelhantes numa faixa de pH. Neste caso,
pode-se considerar que as mananases, em geral, apresentam um 6timo de atividade (pH) em
torno de 4 e 5 (McCleary, 1983), o que corrobora a endo-mananase isolada cujo pH étimo

corresponde a uma faixa entre 3 e 5.

12.2.3 Ponto isoelétrico da endo-mananase

Detectou-se os respectivos pontos isoelétricos da endo-B-mananase e da a-galactosidase
(Figura 7C). Com este resultado, pode-se mostrar claramente porque o rendimento
catalitico da enzima € inferior quando extraido e/ou armazenado em pH 5 (praticamente seu
pH 6timo) (Figuras 8A e 8B). O que acontece é que, depois de um dado tempo, seja de
incubagdo ou armazenagem, ndo se detecta mais atividade hidrolitica nos extratos em pH 3
porque simplesmente, a enzima precipita. Isto porque o pH 5 é extremamente préximo ao
seu ponto isoelétrico (4,5).

Sabe-se que multiplas isoformas da endo-mananase sdo responsaveis pela
degradagdo do endosperma, sendo que estas sdo relacionadas a eventos germinativos € pos
germinativos (Nonogaki er al., 2000; Mo & Bewley, 2002). Neste caso, essas isoformas
endosperma-especificas, tanto em monocotiledéneas como dicotiledoneas, podem ser
separadas pelos seus respectivos pls (Dirk er al, 1995). A maioria das isoenzimas de
mananases endospermaticas detectadas por Dirk ef al. (1995), apresentam um ponto
isoelétrico entre 4,3 e 4,8. Desta forma, a mananase em questdo, cujo pl € 4.5, parece ser
semelhante as estas ja caracterizadas hidrolases.

Mas fisiologicamente, qual seria a vantagem de uma hidrolase de parede celular tao
importante possuir pH 6timo e o pl tdo préximos como observado por muitos autores na

literatura (Tabela 3) ?
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Tabela 3: Tabela mostrando a igualdade ou proximidade entre pl ou pH 6timo de outras

endo-mananases de diferentes fontes, 1soladas por outros autores.

Fonte da
Mananase Pl pH Referéncia
Sementes McCleary,
de Alfafa 42 2 1983
Sementes 4 45 Dirk et af.
Medlicago sativa d 1995
Sementes de 5 Nonogaki &
Tomate 5 Morohashi,
Sementes de 1996
Tomate 5 2 5 Bewley e? al,
(isoforma) ' 1997

Atualmente, muito se conhece a respeito da influéncia dos hormonios vegetais
endégenos em relagdo ao crescimento e expansdo celular. A auxina, por exemplo, causa
expansdo nas paredes celulares, uma expressao empregada para designar as propriedades
“elasticas”, das paredes celulares das células tratadas com esse horménio (Salisbury &
Ross, 1992).

Em 1987, Ray descreveu trés mecanismos que objetivaram explicar como essa
expansio celular ocorre na presenga do horménio em questao. Uma das trés hipdteses ficou
conhecida como a Teoria do Crescimento Acido, onde a auxina teria a fungfo de induzir as
células receptoras a secrecdo de fons de hidrogénio nas paredes primadrias, causando
diminuicdo do pH (acidificagdo do meio). Presume-se que a diminui¢@o do pH influenciaria
a ago de hidrolases de parede que, ao atingir um valor préximo ao seu pH 6timo de agdo,
trabalhariam com uma maior velocidade em condigdes totalmente otimizadas. Isto porque,
como a endo-mananase caracterizada neste trabalho, a maioria das enzimas de parede
celular é inativa ou apresenta baixa atividade em pHs elevados (Rayle & Cleland, 1979;
Taiz. 1984: Evans, 1985; Cleland, 1987a e 1987b).

Assim, como a maioria das demais hemicelulases, acredita-se que a endo-manase de
sementes de S. virgata, s6 apresenta este Otimo de pH, por tratar-se de um pH
extremamente proximo a maioria dos pHs 6timos de enzimas que agem na parede celular.

Conforme a Tabela 3, muitos autores descreveram essa semelhanga entre o pH 6timo e pl
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em mananases de diferentes fontes, mas néo relataram sua conseqiiéncia fisiolégica. Talvez
essa semelhanga possa ser explicada pela propria caracteristica de degradagdo da endo-
mananase observada no sistema de mobiliza¢@o do galactomanano da Sesbania virgata.

Quando esta degradagdo endospermatica ¢ acompanhada, através de cortes
histolégicos tratados com anticorpo anti-mananase de café (Tonini, Lisboa, Mazzoni-
Viveiros e Buckeridge, resultados ndo publicados), percebe-se que ela é completamente
irregular. Neste experimento, ao longo da germinagdo e do periodo de crescimento inicial
da plantula, a presenga da endo-mananase ¢ acompanhada através da reag@o cruzada com o
anticorpo anti-mananase de café e a atividade da endo-mananase € observada pelas lacunas
na parede celular (provenientes da mobilizagdo). Um motivo provdvel para essa
irregularidade seria a propria caracteristica fisiologica de agdo desta mananase em sementes
de S. virgata, que seria limitada e estaria acontecendo desordenadamente em varias regides
da lateral da semente ao mesmo tempo. Ou seja, em meio ao processo de mobilizacdo, a
enzima seria produzida (ou liberada) para uma acdo a curto prazo, agindo localmente
(préximo ao seu local de sintese) e precipitando em seguida.

Se o sistema de degradagdo do galactomanano de S. virgata, funcionar desta forma,
pode-se sugerir um modelo de degradagéo em patchiness ou “em pulsos desordenados ou
aleatorios”. Assim, esses “pulsos” de degradagdo espagadas e momentaneas, facilitariam a
drenagem dos produtos desta mobilizagio para o embrido. A possibilidade de uma
drenagem lenta de substrato para o crescimento da plantula, fisiologicamente seria
plausivel, pois evitaria o acimulo de grandes quantidades de produto (sacarose) em
algumas regides do endosperma, contribuindo também para que ndo haja desperdicio do
produto da degradagdo pela mananase. Num sistema de mobilizagdo deste tipo, a
distribuicdo e transporte dos produtos de degradagdo seria provavelmente mais eficiente,
uma vez que pouparia energia e desperdicio de material orgénico necessario a esse
crescimento.

Pelo Modelo Esquemitico 2, pode-se imaginar o que poderia estar ocorrendo na
degradagdo do galactomanano na parede celular das células endospermaticas da S. virgata
em presenca da auxina. Assim, no primeiro pulso de degradagdo, que estaria ocorrendo em

condigdes acidificadas, o pH inicial da parede celular estaria numa faixa em torno de 5.
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Modelo Esquematico 2: Idéia de como a degradagic em Patchiness favorece a drenagem
lenta de substrato para o desenvolvimento do embrido que, ao crescer, induziria a produgdo
de auxina. Esta, por sua vez, através do bombeamento de protons, acidificaria a parede
celular atingindo o 6timo de agdo da endo-B-mananase promovendo um novo Patchiness,

até uma precipitagdo isoelétrica subsequente.
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Nessas condicOes, teriamos, a principio, a mananase, em conjunto com a
galactosidase e a exo-manosidase, hidrolisando a parede de forma otimizada. Em seguida, a
endo-mananase precipitaria isoeletricamente. A medida que os produtos de degradagdo
(manose e galactose), juntamente com ions de hidrogénio, vdo sendo importados para
dentro das células embrionarias. o pH da parede celular temporariamente aumentaria
devido ao importe de protons.

Com o aumento do pH, parte das mananases precipitadas seriam resolubilizadas.
Conforme os produtos da degradagdo forem sendo utilizados para o crescimento do
embrido este, ao crescer, induziria produgdo de auxina. Esse horménio endogeno, mediante
ao consumo de ATP e bombeamento de prétons de hidrogénio promoveria nova
acidificacdo da parede celular. Nesse momento, com um pH em torno de 4.5 ou 3,
novamente seriam restabelecidas condigdes Otimas para a acdo da endo-mananase que
agiria mais uma vez em seu Otimo-catalitico promovendo um novo pulso de degradag@o.
Assim, ao degradar o galactomanano em condigdes otimas, a endo-mananase precipitaria
logo em seguida possibilitando uma absor¢do liquida mais lenta de produto de hidrdlise
pelas células embrionarias. Baseado nessa descrigdo hipotética, acreditamos na
possibilidade de um evento fisioloégico ciclico, ou seja, 0 mesmo procedimento seria
repetido para novos e sucessivos pulsos até hidrolise total do galactomanano da parede
celular.

Em relacéo a o-galactosidase, seu pl corrobora resultados obtidos com sementes de
Phoenix dactylifera L., cujos extratos endospermaticos apresentaram atividade de trés
galactosidases. Estas, possuem pls de 4,4; 4,6 e 4.9 respectivamente (Sekhar & Demanson,
1990), ou seja, pls extremamente proximos ao da a-galactosidase detectada. Semelhangas
com outras galactosidases da literatura também puderam ser observadas. No que se refere a
sementes de guar, McCleary em 1983, usando uma coluna de afinidade com uma resina de
galactopiranosidio, encontrou um pico de atividade de o-galactosidases endospermaticas.
Estas, por sua vez, quando submetidas a eletrofocalizac@o, apareceram sob a forma de uma
grande quantidade de bandas que diferiram entre si segundo seus respectivos pls, que nao
variaram além de um intervalo compreendido entre 3,9 e 5.5. Em extratos com sementes de
alfafa (Medicago sativa), McCleary (1981), purificou outra a-galactosidase, cuja

focalizacdo isoelétrica apresentou uma tnica banda com pl equivalente a 4.6.
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12.2.4 Temperatura otima da endo-mananase

A 50° C, a atividade catalitica da endo-mananase, apesar de ndo condizer com a situagéo in
vivo, é muito mais significativa, e pode ser mais facilmente detectada (Figura 7B). Como a
endo-mananase isolada do endosperma de sementes de guar, onde o 6timo de atividade
também ¢ 50° C (McCleary, 1983), a enzima das sementes de Sebania virgata ndo se
mantém estavel por mais de 15 minutos nesta condi¢do de incubagao.

Fazendo uso desta nova ferramenta que também caracteriza a endo-mananase no
extrato bruto, otimizamos ainda mais o ensaio da sua atividade. Esta tltima, pdde, a partir
de entdo, ser detectada com maior precisdo e rendimento.

Mesmo considerando que, em pH 4cido e elevadas temperaturas (50° C, por
exemplo), geralmente as f-mananases, quando incubadas com galactomanano, induzem a
uma rapida diminuigdo de viscosidade (McCleary, 1983), cabe lembrar que, a queda de
viscosidade, (pardmetro determinante da atividade), ndo é em fungdo do aquecimento
prolongado do substrato (galactomanano). Nesse ponto, um tubo controle contendo
substrato, enzima desnaturada (extrato fervido) e tampao acetato de sédio proporcional aos
volumes dos demais tubos, foi incubado paralelamente e nenhuma queda de viscosidade foi

registrada.

12.2.5 Estabilidade da endo-mananase

Numa purificacio enzimatica classica de hidrolases de polissacarideos, normalmente usam-
se duas técnicas cromatograficas de troca idnica: DEAE-celulose e CM-celulose. Os pHs de
uso de ambas as matrizes sdo respectivamente 7.8 e 5 (Buckeridge & Reid, 1994). Restava
saber se a endo-mananase era estavel em ambos os pHs. Por este motivo optamos pela
utilizacdo deste experimento que objetivou o conhecimento da estabilidade da enzima.
Concluiu-se que a endo-B-mananase € estavel em pH 7.8 e instdvel em pH 5.

Este experimento (Figura 8A) serviu para a decisdo de ser utilizada a DEAE-
celulose como a primeira estratégia ou passo a ser utilizado na purificagdo, e também para a
determinacdo da estabilidade da endo-mananase. Assim, com estes resultados podemos
sugerir que a endo-mananase pode ser incubada em pH 4,5 ou proximo a ele (5), para

detectar o 6timo de sua atividade catalitica mas tem que ser armazenada em pH 7,8 para
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que se mantenha estavel, reduzindo a possibilidade de desnatura¢éo durante o processo de

purificagao.

12.2.6 Otimizacdo de extracdo da endo-mananase

Uma vez que fora entendido que a enzima possuia estabilidade em pH 7,8 quando
armazenada nestas condigdes, pensou-se que uma extra¢do também neste pH, pudesse
contribuir com um maior rendimento nos ensaios de atividade. Assim, este experimento
comparativo foi efetuado utilizando-se duas técnicas distintas de extracéo (Figura 8B).

Com isto, concluiu-se que a endo-mananase pode ndo so ser armazenada em pH 7.8,
mas também extraida nessas condi¢des. Da mesma forma que a atividade da enzima pode
ficar estavel em temperatura adequada (5°C) e em pH 7.8 por longo tempo, também ha
possibilidade de detectar o maximo de sua atividade catalitica durante todo o processo de
purificagdo através da simples alteragdo do pH, no momento do ensaio de atividade, para
pH 4.5 ou 5, néo sendo necessario, portanto, a sua extragéo neste pH.

Das trés enzimas descritas no mecanismo de degradacdo e mobilizagdo do
galactomanano, a endo-B-mananase € a que precisa de uma menor concentragdo de sal para
ser extraida da parede celular (Mo & Bewley, 2002). Isso explica, além da estabilidade em
Tris HC] pH 7.8 observada na Figura 8A, o rendimento catalitico durante a extra¢éo nessa
molaridade (20 mM). Ndo sendo necessérias elevadas concentragdes de sais para extrair
esta enzima da parede celular, a enzima pode ser extraida sem riscos de mudangas
conformacionais em sua molécula, ocasionadas por interven¢des na camada de solvatagio
proteina-agua (Stryer, 1995).

Resultado semelhante pode ser encontrado em McCleary (1983) que, ao purificar as
trés enzimas de degradagdo (a-galactosidase, exo-manosidase e endo-B-mananase) em
sementes de guar, constatou que, tanto a o-galactosidase quanto a endo-B-mananase
apresentam atividades mais significativas quando extraidas em pH 8 num tampdo de baixa
molaridade de sal.

Cabe ainda salientar que nosso experimento mostrou que o periodo de 120 horas de
germinagdo correspondeu ao periodo de maior atividade hidrolitica da endo-mananase

(Figura 8B), corroborando o outro experimento de caracterizagéo (Figura 10A).



12.2.7 Atividade da endo-mananase sobre diferentes substratos

Em geral nos mananos, existe uma relagéo inversa entre a quantidade de galactoses ligadas
e o nivel de hidrdlise pela endo-mananase (McCleary & Matheson, 1983). Desta forma,
acredita-se que o motivo para tal diferenca nas porcentagens de hidrolise dos
galactomananos esteja relacionado com a ramificag@o destes polimeros (Figura 9B).

O galactomanano de sementes de Ceratonia siliqua (LBG) apresentou uma maior
susceptibilidade a catalise, isto porque, para cada ramificacdo de galactose deste
carboidrato, ha um intervalo médio de cerca de 2,8 mondmeros de manose (até a proxima
ramificacdo com galactose). Em termos de espacamento, tal intervalo torna mais facil a
acdo da endo-B-mananase nas ligagdes do esqueleto central da molécula, podendo degrada-
la com maior rapidez. Esse padrdo de hidrolise da endo-mananase de S. virgaia, parece
corroborar a agdo de mananases ja descritas como a do Bacillus subtillis (McCleary, 1979),
Trichurus spiralis (Reese & Shibata, 1965) e sementes germinadas de outras leguminosas
(McCleary, 1979) todas elas apresentando agdo limitada sobre galactomananos muito
ramificados.

Quando analisadas as quedas viscosimétricas exponenciais dos galactomananos
utilizados antes de transforma-las em quedas lineares, para depois, pela inclinagdo destas,
atingir a unidade viscosimétrica (item 10.2.4) observam-se muitas diferencas.

A queda viscosimétrica do galactomanano de S. virgata por exemplo, difere da
queda do guar porque o seu intervalo de ramifica¢do € ligeiramente maior. Ou seja. para
cada ramificagdo com galactose, ha um espagamento de 1,1 mondémeros de manose, ao
passo que o espagamento M/G da goma guar ¢ 1,8:1. Mesmo, a principio, parecendo uma
diferenca (espagamento) ndo tdo significativa, nota-se que o perfil viscosimétrico das duas
quedas exponenciais (ndo mostradas), difere entre si, assim como a propria porcentagem de
degradagdo (Figura 9B).

Baseado nestas diferengas de hidrélise, pode-se sugerir que, de alguma forma, a
ramificagdo do polimero modula a agdo catalitica das duas enzimas presentes das fragdes

reunidas de DEAE dosado: a-galactosidase e endo-f3-mananase.



Quando analisada a queda viscosimétrica referente a degradagdo do galactomanano
de 7. foenum graecum, percebe-se que a degradagdo ocorreu, porém de forma mais lenta.
Ap6s um tempo de incubagdo de 120 min, a viscosidade deste galactomanano atingiu o
mesmo tempo de escoamento dos demais substratos (resultados ndo mostrados). Desta
forma, pode-se entender porque a porcentagem de hidrélise no polimero desta espécie ¢é
inferior as demais. Como citado, a razdo M/G deste galactomanano € 1:1, o que explica a
dificuldade catalitica da endo-mananase apontada na Figura 9B. E possivel que a estrutura
altamente ramificada deste polimero, mesmo conferindo a ele uma elevada solubilidade,
dificulte a acdo catalitica da mananase. Este ponto, explica o motivo da necessidade de agéo
concomitante da endo-mananase e da a-galactosidase na degradagdo dos mananos puros
(Mo & Bewley, 2002).

Assim, comparando as porcentagens de hidrélise deste com os demais carboidratos,
sugerimos que a dificuldade de degradagdo por parte da enzima, se deve a cobertura dos
sitios de agdo da endo-mananase no esqueleto central da molécula (promovida pela alto
grau de ramificagdo) (Modelo Esquematico 3A). Isto faz com que a a-galactosidase aja
primeiro para desramificar o galactomanano da T. foenum graecum, removendo as
galactoses para que, depois disto, a mananase possa desempenhar sua acdo (Modelo
Esquematico 3C).

No mesmo extrato (DEAE-celulose), se inibirmos a o-galactosidase com uma
concentracdo de 62,5 mM de galactose (Figura 9A), nota-se uma acentuada diminui¢édo da
hidrélise por parte da endo-mananase. Desta forma, como a a-galactosidase permanece
inibida pelo seu préprio produto, tendo o seu sitio de agéo preenchido por galactoses livres
propositadamente adicionadas, ela nio consegue desempenhar sua agdo. Ou seja, nao
havendo desramificacdo do polimero, ndo pode haver agdo da endo-B-mananase, uma vez
que ela ndo consegue clivar a molécula em seu ponto de agdo do esqueleto central (Modelo
Esquematico 3B). Consecutivamente, ndo ha hidrélise do material nestas condigdes
inibitérias da contaminante. Mesmo com a c-galactosidase inibida, os outros substratos
foram degradados normalmente (proporcionalmente ao seu grau de ramificagdo). O
espacamento entre suas ramificagdes (galactoses), aparentemente permitiram a ancoragem
da enzima na cadeia central do carboidrato e ela conseguiu degradar seu substrato (Modelo

Esquematico 3D).
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Modelo Esquemitico 3: Atividade da endo-B-mananase na presenca ¢ auséncia da -
galactosidase sobre galactomananos de diferentes razoes M/G. Pode-se observar que a
atividade da endo-mananase é modulada pela ramificagdo do substrato. Desta forma, as
cadeias laterais de galactose, ndo permitem que a endo-mananase pura (A) ou com a -
galactosidase inibida (B) atinja o esqueleto central da molécula e clive as ligagoes (-1,4.
Quando incubada em conjunto com a o-galactosidase, a enzima consegue agir, uma vez
que o galactomanano seja desramificado (C). Em galactomananos com razbes M/G acima
de 1,8:1 na presenga, auséncia ou com a o-galactosidase saturada por galactose livre, a

endo-mananase é capaz de hidrolisar o substrato (D).
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Resultado semelhante pode ser acompanhado na mesma Figura 9B. Desta vez, os
mesmos substratos foram incubados com extrato contendo a endo-fB-mananase pura
(Figura 5B) e parece ter ocorrido um perfil de escoamento semelhante (quedas
viscosimétricas ndo mostradas). Da mesma forma, sem a a¢do catalitica-desramificadora da
o-galactosidase (seja por inibigdo ou auséncia) a endo-mananase nao consegue degradar o
galactomanano da 7. foenum-graecum (razdo M/G = 1:1) (Modelo Esquematico 3A e 3B).
Neste caso, como ja sugerido, atribui-se a dificuldade de hidrdlise ao elevado grau de
ramificacdo. Em sementes de Gleditsia triacanthos (“honey locust™), por exemplo, a f3-
mananase requer, ao menos, duas unidades de manoses nao ramificadas com galactose
adjacentes no esqueleto central do galactomanano para que a hidrolise ocorra (McCleary et
al., 1976).

Estes resultados, favorecem ainda mais a idéia de que as ramificagdes dos
galactomananos modulam a a¢@o das mananases. Assim, a ramificagdo da cadeia, ndo
permite a clivagem da molécula pela endo-mananase antes que o carboidrato sofra a agdo
desramificadora da a-galactosidase. Isto €, a a-galactosidase age primeiro para depois
trabalhar em conjunto com a mananase, hidrolisando o polimero até oligossacarideos ainda
ramificados ou eventualmente de um tamanho que os tornem soluveis. Se considerarmos
como produto da hidrélise da mananase, oligossacarideos relativamente grandes, o
resultado das incubagdes seria um precipitado branco e insoluvel (o que ndo foi observado),
atribuido ao manano desramificado que € o produto da hidrdlise de ambas as enzimas livres
da ac#o final da exo-manosidase (McCleary, 1980).

Esta sugestdo de ac@o difere da mobilizagdo deste polimero no tomate (Mo &
Bewley, 2002), onde os autores sugerem que a endo-mananase € a o-galactosidase tém
agdo concomitante, porque, ao término da incubagéo, notificam a presenga do precipitado
insoluvel (manano). Nesse caso, os oligossacarideos detectados no produto sdo
relativamente grandes, ou seja, desgalactosilados parcial ou totalmente, ndo possuem

tamanho reduzido que lhes confiram solubilidade.
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12.3 Deteccao de atividades tecido-especificas da endo-mananase

12.3.1 Atividade manandsica Germinativa e Pos-germinativa

Este experimento (Figura 10A) foi de grande importancia, uma vez que se objetivava
conhecer o periodo mais conveniente a extragao da enzima. Sendo assim, mediante a todas
as técnicas de purificagdo enzimaticas aqui utilizadas, que normalmente promovem
aumento de atividade especifica a medida que eliminam proteinas contaminantes
(Lehninger, 1989), o extrato enzimdtico bruto utilizado deveria estar em sua méxima
atividade hidrolitica.

Mesmo considerando que o periodo de extragdo onde encontramos maior atividade
€ o de 120 horas (Figura 10A), para evitar problemas com o possivel ataque de proteases
relacionadas com a parte final do processo de mobilizagdo, optamos por utilizar extratos em
110 h para os procedimentos de purificagdo enzimatica, que continham alta atividade de
mananase. Além disto, este periodo adotado, coincide com o inicio da queda do peso fresco
do endosperma da semente (Figura 10A); que ¢ conseqgiiéncia da mobilizagdo da reserva do
endosperma para fornecimento de carbono para a manutengdo e desenvolvimento do
embrido (Buckeridge & Dietrich, 1996).

Ainda na Figura 10A, mesmo antes do inicio da queda do peso fresco do
endosperma e do pico de atividade (120 h), observa-se um significativo aumento da
atividade da endo-mananase, caracteristico de periodos pds-germinativos. Porém, este
aumento de atividade s € notado em sementes que apresentaram protrusdo radicular
seguida por seu estabelecimento no substrato antes de iniciar o crescimento da plantula (Mo
& Bewley, 2002).

Um ligeiro aumento de atividade em 24 h (periodo anterior a protrusdo da radicula,
representado pela seta na figura, nas sementes de S. virgara) seguido de sua posterior
discreta queda em 48 h, corrobora resultados encontrados durante o desenvolvimento de
sementes de tomate (Mo & Bewley, 2002). Nestas sementes, onde se considera o final da
etapa de germinagdo o periodo de 36 h (protrusdo radicular) (Nonogaki, et al., 2000), a
atividade da endo-B-mananase também ¢ detectada discretamente pouco antes da protrusdo
da radicula para depois, apds ligeira queda, aumentar bruscamente apds a germinagdo

(Toorop et al., 1996; Still & Bradford, 1996).



Na Figura 11, a atividade da endo-mananase na ponta da radicula (Rad), mostrou-
se elevada no periodo de 10 h de germinagdo sendo que, apds o término deste evento
(germinagdo), diminui até ndo ser mais detectada no periodo de 40 h. A atividade elevada
neste periodo, parece estar relacionada com o mecanismo de protrusdo da radicula, onde
seria necessaria a presenca da mananase para degradar o endosperma adjacente a ponta
desta (Cap).

Considerando duas das principais caracteristicas dos mananos puros, a constri¢ao
mecénica e a prote¢do (Buckeridge et al, 2000a); sugere-se que a atividade enzimatica
deste periodo ndo estaria relacionada com o mecanismo de degradacdo de reservas, mas sim
com um processo de “diminui¢do da resisténcia” para a radicula emergir. Entende-se neste
ponto que, como em tomate, a radicula ndo s6 emerge rompendo a casca (restrigdo fisica)
por agdo mecanica (puncture force) em meio a protrusdo, como também parece estar claro
que, este processo esta associado a eventos enzimaticos (Groot & Karssen, 1987). A
exemplo disso, observa-se a elevada atividade mananasica na ponta da radicula (Rad) no
periodo de 10 h de germinagéo.

Quando observadas as atividades relacionadas ao endosperma proximo a esta area
de protrusdo (Cap) (Figura 11), pode-se constatar que, no periodo de 10 a 15 h (maior
atividade na ponta da radicula) ela encontra-se baixa. Durante o desenvolvimento que se
segue, a atividade da endo-mananase tende a aumentar até um méximo de atividade em 25
h, periodo que coincide com o comego da protrusdo radicular da maioria das sementes de S.
virgata (até 30 h). Esse aumento de atividade neste periodo (25 h), também pode ser
observado na forma do primeiro pico de atividade (24 h) detectada no experimento da
Figura 10A.

Constatadas as atividades de mananase nestas areas (em intervalos temporais
distintos), pode-se sugerir que, para a protrusdo da radicula, num primeiro instante (10-15
h) torna-se necesséria, além da for¢a mecanica promovida pelo crescimento do eixo
embrionario, a atividade da endo-mananase para uma primeira degrada¢do da area
endospermatica restritiva adjacente ao local de protrusdo. Em seguida, uma vez tendo quase
emergido, uma nova atividade mananasica préxima a essa area (Cap), apresentara um
6timo de atividade hidrolitica (24 h) para continuar agindo com o objetivo fisiologico de

continuar a ceder espago fisico para esta protrusao.
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A atividade ao redor da radicula semi-emersa, mobiliza o tecido constritor e esta
radicula pode aumentar de calibre sem qualquer limitagdo fisica por parte do endosperma.
Em tomate, ja se sabe que a a¢do de apenas uma endo-mananase, ndo ¢ suficiente para que
a germinagéo se complete (Toorop ef al., 1996; Mo & Bewley, 2002). Neste ponto se, em S.
virgata, como em tomate, ocorrem duas isoformas da endo-mananase, as duas estariam
presentes ao mesmo tempo durante o periodo que antecede a protrusdo da radicula e o
inicio do processo de mobilizagdo de reservas.

Ainda nessa figura, durante todo o experimento nota-se um aumento de atividade
hidrolitica na area lateral da semente (Lar). Com base nos dados da Figura 10A, pode-se
sugerir que esta continuard a aumentar até culminar num 6timo de atividade correspondente
a 120 h de desenvolvimento de plantula (Figura 10A). Obviamente, esta atividade da
mananase esta relacionada apenas com eventos pds-germinativos, entre eles, a mobiliza¢do
da reserva endospermatica da semente (galactomanano) (Buckeridge & Dietrich, 1996).

Quando comparadas as atividades da lateral da semente (Lar) com a regiao ao redor
da radicula (Cap), percebe-se que em 24 h, ambos os tecidos apresentam aumento de
atividade enzimatica. Considerando que em 120 h (pico de atividade mananésica na lateral
do endosperma), a area Cap ndo passa de uma mero “residuo de tecido” ja completamente
atravessado pela radicula podemos, baseados nestas atividades temporalmente distintas e
em diferentes tecidos, especular sobre a existéncia de outras isoformas (pelo menos
considerando tratar-se de outra mananase que apresenta atividade em tecido e eventos
temporais de desenvolvimento distintos). E 0 que observam diversos autores em sementes
de Datura ferox que também expressam atividade de endo-mananase antes da protrusdo da
radicula (Sanchez & de Miguel, 1997). Estudos de microscopia destas sementes mostraram
que, o galactomanano do endosperma da 4rea proxima ao local de emersdo radicular ¢
notadamente degradado antes dos primeiros indicios de protrusdo (Sanchez er al., 1990;
Mella et al., 1965).

Em sementes de tomate, a atividade da mananase aparece inicialmente no
endosperma da regido proxima a radicula pouco antes de sua emersdo e depois,
subseqiientemente, ap6s a protrusdo, bruscamente aumenta no endosperma da regiao lateral
da semente (Groot ef al., 1988; Nonogaki e al., 1992; Nomaguchi et al., 1995; Nonogaki &

Morohashi, 1996). Desta forma, se o mecanismo germinativo funcionar de forma
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semelhante ao descrito em tomate, € possivel que existam, como observado por Nonogaki
et al. (2000) pelo menos trés transcritos génicos diferentes: um ao redor da area de
protrusdo e outro na area correspondente a lateral da semente. Nossos resultados discutidos
neste item permitem, entdo, especular ainda sobre a existéncia de um terceiro transcrito na
area referente a ponta da radicula. Sendo assim, apesar de ndo existirem evidéncias
definitivas € totalmente plausivel acreditar na existéncia de duas isoformas da endo-
mananase pos-germinativa (120 h) isolada: a primeira na ponta da radicula (pico de
atividade em 10 h) e a segunda na regidao Cap (pico de atividade em 25 h). Do contrério,
acredita-se que, evolutivamente falando, ndo haveria necessidade da existéncia de
atividades mananasicas em eventos de desenvolvimento distintos e, sobretudo, em regides
(tecidos) totalmente diferentes.

Apesar de ndo mostrado, preparou-se extratos enzimaticos a partir do embrido e,
também foram acompanhadas as atividades ao longo da germinagédo e do crescimento de
plantula e, nesse caso, as atividades detectadas foram baixas. Isso estaria de acordo com o
fato de que, no tecido embrionario, pelo menos em monocotiledoneas, usualmente ¢
detectada um nimero muito inferior de isoformas de endo-mananases quando comparado
com o tecido endospermatico (Dirk ef al., 1995).

Ainda nfo podemos fazer afirmagdes sobre a ocorréncia de isoformas da endo-f3-
mananase isolada e caracterizada no presente trabalho. Porém, com os resultados deste
experimento, podemos especular que, como em tomate, qualquer que seja o numero destas
possiveis isoproteinas existentes na semente de S. virgata, elas podem ser caracterizadas
como enzimas tecido-especificas (Toorop ef al., 1996).

Nio a atividade, mas a presen¢a da endo-B-mananase pdde ser acompanhada
durante parte da germinag8o e o crescimento de plantula através da reagao cruzada entre a
endo-mananase e o anticorpo anti-mananase de café nos experimentos de Dot Blot na
Figura 10B. Entre os dois tecidos, endosperma e tegumento, observa-se uma concentragao
de endo-mananase inversa ao longo do desenvolvimento da semente. Entre 24 e 48 h, no
endosperma, a concentragdo de mananase € baixa e aumenta até o periodo de 144 h de
crescimento de plantula, no tegumento (casca), nos primeiros periodos, sua concentragdo €

alta e segue diminuindo até 144 h.
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Os extratos foram preparados com os tecidos (endosperma e tegumento) referentes a
semente toda, ndo havendo discriminacdes de parte especificas. Sendo assim, tais
observagdes sugerem que, pouco antes do término da germinacdo (24 h), a endo-mananase,
em sua maior concentra¢do, permanece na casca e, a medida que o embrido desenvolve, ela
parece ser liberada para o endosperma com o objetivo de promover a prépria mobilizagao
do galactomanano. Assim, o0 aumento da concentragdo da enzima observado neste tecido ao
longo do desenvolvimento, provavelmente estd relacionado com a deteccdo da endo-
mananase degradando o galactomanano. Afinal, como se observa em 96 h, periodo em que
se nota consideravel degradacdo do endosperma em funcdo da propria queda da massa
fresca deste (ver Figura 10A), hd aumento da concentragdo da endo-mananase no tecido de
reserva enquanto, na casca, cujo total rompimento € visualmente constatado em 96 h, a
concentra¢do da enzima ja ¢ minima.

Mesmo considerando que, o que se observa na reagéo cruzada mananase — anticorpo
ndo se trata de atividade mananadsica, mas de sua localiza¢do e concentragdo, o que se pode
concluir € que, contrariamente ao que se pensava (Buckeridge & Dietrich, 1996), a camada
de aleurona (Figura 1) ndo parece ser a Unica responsavel pela produgdo da endo-f-
mananase em sementes de S. virgata. Sendo assim, mesmo que o tegumento nao seja, como
a camada de aleurona, um local de produ¢do de endo-mananase, certamente ndo pode ser
considerado um tecido morto, cuja fungdo seria apenas prote¢do ¢ mediador de embebigao,
mas sim um tecido vivo e diretamente responsavel pela mobilizag@o do galactomanano com
um papel fisiolégico muito importante em relagdo ao crescimento de plantula.

Os resultados discutidos nesse item (Figuras 10A e 11), também contribuiram mais
uma vez para evidenciar a qualidade multifuncional do galactomanano (reserva, embebigao
e dureza) que, poderia ser explicada através do conceito ou Teoria de Transferéncia de
Fung¢des proposto, para polissacarideos de parede celular, por Buckeridge & Reid (1996).
Essa teoria sugere que os polissacarideos de reserva de parede em Leguminosas poderiam
ter passado por etapas de fransferéncias de fungdes no decorrer do processo evolutivo, 0s
quais seriam parte das transformagdes que levaram a formag&o de uma parede de reserva a
partir da parede primaria.

O mecanismo geral pelo qual a transferéncia de fungdo poderia ter operado pela

evolucdo foi sugerido por Buckeridge er al. (2000a). De acordo com essa hipétese, um



polissacarideo teria uma fun¢do primaria e, pelo menos, uma secundaria, sendo que essas
funcdes distintas seriam exercidas de forma diferente. Assim, diferentemente das
Solanéaceas, em Leguminosas, por exemplo, a maioria dos polissacarideos de reserva teria
esta propria fungdo como principal (Buckeridge ez al., 2000c), sendo que a de controle da
embebicdo da semente (devido a caracteristicas de solubilidade desse polimero, até mesmo
exploradas na industria) parece ser considerada a func¢do secundaria em termos de
importancia (Edwards et al., 2002). Mesmo assim, ndo se pode descartar a possibilidade de
que esta fungdo de controle de embebigdo dos galactomananos (Reid & Bewley, 1979) seja
meramente acidental ou, conforme previamente citado, uma simples conseqliéncia das
propriedades hidrodinamicas deste polimero.

Em contrapartida, no caso de mananos de ndo-leguminosas, a retirada (ou nao
colocacdo em meio a biossintese) das galactoses permite interagdes moleculares ao longo
das cadeias principais, conferindo grande dureza ao endosperma (Buckeridge ez al., 2000c).
Isto estd provavelmente relacionado ao fendmeno de pds-maturagdo que ocorre em Palmae
e outras espécies, estando ligado ao controle de protrusdo da radicula, como no caso do
tomate (Nonogaki et al., 2000).

Uma vez comparadas e localizadas as semelhangas entre os eventos germinativos
das sementes de tomate e S. virgata, este trabalho, pela primeira vez indica a existéncia e
importancia da terceira fungdo (dureza) em Leguminosas, uma vez que a restri¢do fisica e
degradacio do endosperma proximo a area de protrusdo da radicula € tdo evidente quanto
em sementes de tomate (exemplo da familia Solanacea). Nessas sementes acumuladoras de
manano, cujo endosperma € muito mais fino quando comparado ao endosperma de S.
virgata, esse tecido estd muito mais relacionado com restrigao fisica, prote¢do e dureza do
que com mobilizagdo de reservas. Obviamente, pelo menos em Sesbania vigata, cuja a
importincia do endosperma como acumulador de reservas ¢ clara, depois das
particularidades aqui discutidas, a propriedade de dureza e resisténcia fisica do
galactomanano (evidenciada pelas atividades tecido-especificas e temporalmente distintas
da area proxima a protrusdo da radicula) parece ser tdo importante e significativa quanto as

fungdes de embebigdo e reserva.
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13. CONCLUSOES

- O periodo onde ha maior atividade de endo-mananase, por isso adotado para a extragéo da
enzima, na regido genérica do endosperma, corresponde a 110h de desenvolvimento de

plantula.

- O pH 6timo da endo-mananase no extrato bruto correspondeu a um platd entre 3 e 5, com
um ponto isoelétrico igual a 4,5 e temperatura otima de 50° C. Essa enzima ¢ uma
glicoproteina com atividade estavel (por pelo menos trés dias) quando armazenada e

extraida em pH 7,8.

- A atividade da endo-mananase pode ser concentrada em resina de troca idnica DEAE-
celulose sendo que, nesse passo de purificagdo ocorre aumento de atividade especifica e

separac¢do de proteinas contaminantes.

- A atividade da o-galactosidase interfere nos ensaios viscosimétricos da atividade da endo-
mananase sendo que, pode ser inibida com uma concentragdo de 62,5 mM de galactose.
Neste caso, a ramificacio dos diferentes tipos de galactomananos modula a agéo das duas

enzimas em conjunto, influenciando a degradagao.

- Pode-se sugerir que a a-galactosidase, no sistema de degradag@o dos galactomananos, age
primeiro desramificando o polimero para expor os sitios de clivagem para endo-f-
mananase na esqueleto central do substrato. No caso da endo-B-mananase, na auséncia da

a-galactosidase, ndo age sobre substratos com razdo G/M menor do que 1,8:1.

- O peso molecular da endo-mananase determinado por gel filtragdo corresponde a 36 KDa

enquanto que, em gel de poliacrilamida SDS-PAGE foi 30 KDa.

- O endosperma, o tegumento e 0 eixo embrionario das sementes de Sesbania virgata, estdo
envolvidos na sintese e distribuicio da endo-B-mananase relacionada ao processo de

degradacio do galactomanano, seja em eventos germinativos ou pOs-germinativos.



- Em 144 horas de desenvolvimento de plantula, ha decaimento da atividade catalitica da

endo-mananase € isto coincide coma diminuigdo do peso fresco do endosperma.

- A atividade da endo-PB-mananase no periodo referente a 24 horas de germina¢do estd
possivelmente relacionada com a degradagdo do mesmo na regido lateral e, especialmente,
proxima da radicula. Para o seu desenvolvimento, na semente de Sesbania virgata existem
pulsos de atividade catalitica da mananase em diferentes periodos de desenvolvimento,
como por exemplo o de 24 horas (mais discreto) e o de 120 horas. A atividade encontrada
no periodo de 24 horas esta relacionada com a remogdo do endosperma na regido de
protus@o da radicula, permitindo que esta possa emergir. Em relagdo a ponta da radicula, a
atividade esta relacionada com o auxilio para a sua propria protrusdo. Sendo que, para a

protrusdo radicular sdo necessarias forga mecanica (puncture force) e eventos enzimaticos.

- A atividade da endo-mananase do periodo de 120 horas estd relacionada com a
mobilizagdo completa das reservas para o embrido. Sendo que a enzima pode ser localizada
em eventos germinativos temporalmente muito distintos € em tecidos completamente
diferentes, o que permite sugerir a presenga de isoformas da mesma durante a germinagéo €

desenvolvimento da plantula.
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