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RESUMO - A comparagdo da metabolizacdo da lectina de Canavalia brasiliensis
com as demais proteinas de reservas durante a germinagao das sementes na presen-
¢a de luz foi acompanhada através da combinagio de dosagem de proteinas sohi-
veis, determinagao da atividade hemaglutinante, cromatografia de afinidade em co-
luna de Sephadex G-50 e eletroforese em gel de poliacrilamida em presenga de do-
decilsulfato de sédio (SDS) e 2-mercaptoetanol. Os resultados foram comparados
com resultados anteriormente obtidos com sementes germinadas na auséncia da luz
e ficou evidenciado que, mesmo com as plantulas fotossintetizando, a lectina de
Canavalia brasiliensis € preservada, sendo metabolizada apés as.demais proteinas
de reserva. Estes dados sugerem também que estas proteinas devam ter fungées
especificas durante o ciclo vital da planta e ndo se constituem apenas em pmteiugs
de reserva. -
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ABSTRACT - Canavalia brasiliensis seed lectin during germination in the pre-
sence of light. The mobilization of the lectin of Canavalia brasiliensis during seed
germination, in the presence of light, was studied in comparison with the reserve
proteins. Methods employed were determination of soluble protein content, he-
magglutinating activity, affinity chromatography on Sephadex G-50 column, and
PAGE-SDS. The results showed that the lectin was metabolized later than the re-
serve proteins suggesting that it may have a special function other than a simple
reserve protein.
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Introducao
As lectinas sao proteinas de origem nao imune, capazes de reconheci-
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mento especifico e ligacdo reversivel a compostos contendo carboidratos e de
aglutinar células e glicoconjugados, sem induzir qualquer modificagdo qufmica
nos mesmos (Goldstein er al., 1980; Kocourek e Horejsi, 1983; Barondes,
1988). Distribuidas amplamente na natureza e praticamente em todos os tipos
de organismos vivos elas tém sido mais estudadas, entretanto, nos vegetais. O
papel desempenhado pelas lectinas nos vegetais onde sdo encontradas €, ain-
da, desconhecido. Especula-se que elas poderiam agir como agentes mediado-
res da simbiose entre plantas e microorganismos (Hamblin e Kent, 1973; Bo-
hlool e Schimidt, 1974; Dazzo e Truchet, 1983; Diaz er al., 1989), proteger as
plantas contra o ataque de patégenos (Mirelman et al., 1975; Jansen et al.,
1976; Barkai-Golan er al., 1978; Mishkind et al., 1982; e ainda que seriam
simples proteinas de reserva. Uma das maneiras de contribuir para a eluci-
dagdo do papel endégeno das lectinas vegetais € acompanhé-las durante o ci-
clo vital da planta e compari-las com as demais proteinas de reserva das se-
mentes. Em sementes de Canavalia brasiliensis Mart., germinadas no escuro,
a lectina e demais proteinas de reserva cotiledondrias foram acompanhadas ao
longo da germinagéo, ndo sé pela atividade hemaglutinante como por métodos
fisico-quimicos e imunoquimicos, e foi mostrada uma metabolizagao diferen-
ciada da lectina em relagido as demais proteinas (Moreira e Cavada, 1984). O
presente trabalho tem como objetivo acompanhar, através de diferentes méto-
dos, a lectina de sementes de C. brasiliensis germinadas na presenga de luz e
confirmar ou ndo a sua metabolizagao diferenciada ja observada quando da
germinagdo no escuro, com o intuito de investigar uma provavel influéncia da
fotossintese nesta metabolizagao.

Material e métodos

Sementes de C. brasiliensis foram coletadas no Estado do Ceara

Condicoes de germinagao.

ApOs pré-tratamento com 4cido sulfiirico concentrado para quebrar a
dorméncia (Moreira e Cavada, 1984) as sementes foram colocadas para germi-
nar em potes contendo vermiculite previamente esterilizada e Umida. As se-
mentes foram imersas na vermiculite, e deixadas germinar na presenca da luz,
sem a adi¢ao de qualquer nutriente (apenas H-O. destilada e esterilizada) em
ambiente saturado de HoO. A quantidade de 4gua adicionada & vermiculite era
o suficiente para ndo necessitar de regas posteriores. Cotilédones e eixos
(plantulas sem os cotilédones) foram coletados a intervalos regulares (0, 3, 5,
7,10, 13, 17 e 21 dias ap6s o inicio da embebigdo). Amostras foram utilizadas
para a determinagio de peso fresco e peso seco (110°C, por 24 horas) € o res-
tante do material coletado foi imediatamente ligfilizado, moido e estocado a
49C até uso posterior.
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Extracdo de proteinas

Proteinas de farinhas de cotilédones e eixos embrionarios coletados fo-
ram extraidas com NaCl 0,15M (1:10, p/v) durante 4 horas e temperatura am-
biente, apés o que as suspensoes foram centrifugadas a 15.000 X g, a 4°C por
20 minutos, e os sobrenadantes utilizados para andlises posteriores.

Dosagem de proteinas

A determinagio de proteinas nos diversos extratos e fragoes foi feita se-
gundo o método de Bradford (1976) utilizando-se albumina sérica bovina co-
mo padrao. A absorbancia a 280 nm foi também utilizada para dosar proteinas
em eluatos cromatograficos.

Eletroforeses

Experimentos de eletroforese em gel de poliacrilamida em presenga de
dodecilsulfato de sédio (SDS) e 2-mercaptoetanol foram desenvolvidos em
placas segundo a técnica de Laemmli (1970).

Atividade hemaglutinante

A atividade hemaglutinante dos diferentes extratos e fragées foi determi-
nada como descrito anteriormente (Moreira e Perrone, 1977) utilizando-se so-
lugdes de hemécias de coelho. a 2%. A atividade hemaglutinante especifica foi
expressa como unidade de hemaglutinacao (U.H.).mg™". Uma U.H. foi estabe-
lecida como a concetragdo de proteinas por ml no ultimo tubo que apresentou
hemaglutinagio visivel.

Cromatografia de afinidade

Os extratos de cotilédones com diferentes dias de germinagao foram
aplicados a uma coluna (1x30cm) de Sephadex G-50 equilibrada com NaCl
0,15M contendo Ca2t 5mM e Mn2t mM. A coluna foi inicialmente eluida
com a solucao de equilibrio e em seguida com a mesma solugao contendo gli-
cose 0,1 M ou com tampao glicina-HC1 0,1 M, pH 2,6 contendo NaCl 0,15
M. As diferentes fragdes obtidas foram dialisadas contra dgua, liofilizadas e
estocadas para uso posterior.

Resultados e discussio

As figuras 1, 2 e 3 apresentam os resultados obtidos para peso fresco,
peso seco e protefnas soliveis e atividade hemaglutinante em cotilédones de
C. brasiliensis coletados ao longo da germinagao em presenga da luz. Nao foi
detectada atividade hemaglutinante nos eixos. Estes dados confirmam aqueles
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Figura 1 — Peso fresco de cotilédones (0-0) e de eixos (8—®) de Canavalia brasiliensis
ao longo da germinagao na presenca de luz.
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Figura 2 — Peso seco de cotilédones (0-0) e de eixos (@) de Canavalia brasiliensis ao
longo da germinagao na presenga de luz.
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Figura3 — Contendo protéico (0-0) e atividade hemaglutinante (8—®) de cotilédones de
Canavalia brasiliensis ao longo da germinagdo na preenca de luz.
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Figura 4 — Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS e betamercaptoe-
tanol. Amostras: 1 e 9, Lectina de Canavalia brasiliensis (Pyyp); 2 a 8 protei-
nas extraidas de farinhas de cotilédones com 3, 5, 7, 10, 13, 17 e 21 dias de
germinagao na presenca de luz. A: Py; B: Pypy, subunidade de 26 KD.
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Figura 5 — Cromatografia de afinidade em coluna de Sephadex G-50, de extrato de co-
tilédones de Canavalia brasiliensis ao longo da germinagido na presenga da

luz. (Py): proteinas com PM elevado: (Pyyp): Lectina.
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obtidos quando as sementes sio germinadas no escuro (Moreira e Cavada,
1984), com a diferenga de que na germinagao na auséncia de luz os cotilédo-
nes eram exauridos com 15 dias enquanto que na presenga da luz, mesmo na
auséncia de qualquer nutriente externo, isto sé ocorreu 21 dias apds o inicio
da embebigao.

Quando se analisa os teores de proteinas e a atividade hemaglutinante
(Figura 3) corrobora-se a idéia ja surgida durante o estudo da germinagao no
escuro, de que a lectina de C. brasiliensis desaparece concomitantemente com
as demais proteinas de reserva. Entretanto, quando se analisa, por cromatogra-
fia de afinidade em coluna de Sephadex G-50 (Figura 5), o comportamento
das proteinas soliveis, ao longo da germinacéao pa luz, percebe-se nitidamente
que a lectina (Pypp) € metabolizada mais tardiamente que as proteinas de reser-
va (Pp). Estes resultados sao evidenciados por eletroforese das proteinas soli-
veis dos cotilédones obtidos ao longo da germinacao (Figura 4) onde perce-
be-se que a principal banda representante das proteinas de reserva (Py) desapa-
rece do 52 para o 72 dia de germinagao, enquanto que a principal banda repre-
sentante da lectina (P, subunidade de 26 KD) permanece ao longo do perfo-
do estudado.

Em estudos anteriores foi mostrado que no escuro a lectina de sementes
de C. brasiliensis é metabolizada de uma maneira diferenciada quando compa-
rada com as demais proteinas de reserva cotiledonarias (Moreira e Cavada,
1984). Esta metabolizagao diferenciada é confirmada, agora, também na pre-
senga de luz, indicando que, mesmo fotossintetizando, esta lectina € preserva-
da. Estes resultados reforgam a idéia de que a lectina de Canavalia brasilien-
sis ndo tem fungdo apenas de proteina de reserva e que na realidade ela seria
preservada por possuir outra fungio especifica (embora ainda desconhecida)
durante o processo de estabelecimento da planta. Apés desempenhar seu pa-
pel, a lectina seria entdao metabolizada e utilizada como reserva de aminoéci-
dos.
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