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DEFINIÇÕES E. ABREVIATURAS 

Con A 

SDS 

PI 

Concanavalina A 

e 

Dodecil sulfato de sódio 

Primeira fração não retida em cromatografia de afini 

dade em coluna de Sephadex G-50. 

PII 	Segunda fração não retida em cromatografia de afini- 

dade em coluna de Sephadex G-50. 

PIII 	Fração retida em cromatografia de afinidade em colu 

na de Sephadex G-50 e eluida com glicose. 

E  lcm. 	Coeficiente de extinção de uma solução a 1% em uma 

célula de lcm de caminho &tico. 

PHA 	Fitohemaglutinina de Phaóeo.eu4 vutgalL z. 

U.H. Unidade de hemaglutinação. Definida como o inverso 

da maior diluição de uma dada solução que ainda é ca 

paz de aglutinar uma suspensão de hemãcias a 2% em 

NaC1 0,15M. 

  



RESUMO 

As lectinas de Ca.navatia bA.aditien.4 L4 Mart., presentes 

exclusivamente nos cotilédones foram isoladas através de ex-

tração com solução de NaC1 0,15M, fracionamento com sulfato 

de amônio e cromatografia de afinidade em coluna de Sephadex 

G-50, podendo ser inibidas por glicose, frutose e manose, 	e 

requerendo Ca
++ 

e Mn
++ 

para sua atividade. 

A fração isolada por coluna de afinidade (PIII) 	mos- 

trou uma atividade especifica contra hemácias de coelho de 

1049 UH/mg de proteína e apresentou um coeficiente de extin- 
1% ção a 280 nm de E 
icm 

 12,53. Esta fração por eletroforese em 

gel de poliacrilamida com SDS e beta-mercaptoetanol, apresen-

tou bandas de 8.000, 13'.000, 23.000 e 26.000 daltons. 

Foi investigado o comportamento das lectinas durante a 

germinação de sementes de C. bAzus.ílienms -cus , e primeiros estã-

gios de desenvolvimento da plãntula. As sementes requerem um 

tratamento prévio com ácido sulfürico concentrado (50 minu-

tos) para quebrar a dorméncia. Peso seco, proteínas totais e 

atividade hemaglutinante dos cotilédones desaparecem paralela 

mente com a germinação da semente e não foi detectada ativida 

de hemaglutinante no eixo. Por cromatografia de afinidade em 

coluna de Sephadex G-50 notou-se que durante a germinação há 

uma mobilização diferencial das lectinas e das demais proteí- 

nas de peso molecular elevado. As lectinas são 	mobilizadas 

mais tardiamente, o que foi confirmado por eletroforese 	em 

gel de poliacrilamida com SDS onde se notou que as bandas ca-

racterísticas da fração PIII permanecem até o fim do experi-

mento (15 dias), a despeito das demais proteínas de peso mole 

cular elevado desaparecerem após 7 dias. 

Por imunoeletroforese em gel de agarose, em gel de aga 

rose contendo anti-soro (Rocket) e imunoeletroforese bidimen-

sional foi verificado que os arcos de precipitação dévidos as 

lectinas permanecem até o fim do período estudado, enquanto 
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que a--maior parte--das demais proteínas desaparecem a- partir 

dos 9 dias de germinação. 
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ABSTRACT 

The lectins present in the cotyledons of Canavatia 

btcusitienziz Mart. were isolated after extraction with 

0,15M NaC1, fractionation with ammonium sulfate and affinity 

chromatography in Sephadex G-50. These lectins can be 

inhibited by glucose, fructose and manose and require Ca
++ 

and Mn++ to show hemagglutinating activity. 

A fraction PIII, isolated by affinity chromatography, 

showed a specific activity against rabbit blood cells of 

1049 UH/mg protein and the extinction coefficient (E icm) at 

280 nm of 12.53. This fraction presented bands of 8000, 13000, 

23000 and 26000 daltons in polyacrylamide gel electrophoresis 

in presence of SDS and B-mercaptoethanol. 

The behavior of the lectins of C. bnoa.itienz.L4 during 

the first fifteen days of plant development were investigated. 

To break seed dormancy, the seeds were treated with 

concentrated sulphuric acid for 50 min. 

During germination there is a gradual reduction in dry 

weight, total soluble protein and hemagglutinating activity 

in the cotyledons. No hemagglutinating activity was detected 

in the axis during plant development. Crude extracts of 

cotyledons at various stages were passed through affinity 

column of Sephadex G-50 and their elutions profiles show that 

there is differential mobilization of the lectins and the 

other proteins with high molecular weight.' After polyacrylamide 

gel electrophoresis with SDS of the crude extracts it was 

observed that the other high molecular weight protein bands 

disappear on the 7 th day. However the lectins were mobilized 

later as the bands characteristics of the fraction PIII are 

present until the 15 th day. 

It was also shown by agarose gel immunoelectrophoresis, 

rocket immunoelectrophoresis and crossed immunoelectrophoresis 

that the immunoprecipitates of the lectins remain until the 
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end of the experiment.. In the case of the other p 

of the immunoprecipitates disappear after 9 days. 
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INTRODUÇÃO  

Lectinas são proteínas ou glicdproteínas que se combi-

nam especificamente com receptores (geralmente de natureza gli 

coprotéica) da superfície celular, ligando-se as células 	e 

chegando eventualmente a provocar a aglutinação das mesmas. 

Essas proteínas são ainda chamadas de fitohemaglutininas, pe-

lo fato de aglutinarem hemácias e serem freqüentemente encon-

tradas em vegetais. Elas podem aglutinar hemácias em certos 

casos com uma especificidade tão alta que algumas delas são 

utilizadas na identificação do tipo de sangue e no estudo da 

estrutura química dos determinantes de grupos sanguíneos. Des 

ta especificidade resultou o nome destas substâncias (lectina 

vem do latim "legere", escolher). (16,33,35,38,50,65) 

A primeira descrição de uma lectina foi feita 	por 

Stillmark em 1889, que observou a aglutinação de hemácias 

quando estudava o efeito tóxico de extratos de sementes de ma 

mona (Ricinuo communio) sobre o sangue. Após confirmar que o 

material responsável pela hemaglutinação era uma 	proteína, 

Stillmark chamou-a de Ricina (16,38,:64). Logo após Hellin des 

cobriu que o extrato tóxico da semente de Abnuó pn.ecato&iuz 

também aglutinava hemácias, e a aglutinina foi chamada de 

Abrina (63)'. Essas duas proteínas tóxicas constituíram valio-

so instrumento que auxiliou o bacteriologista Paul Erlich a 

formular os conceitos fundamentais da imunblogia í(38,,"64')- 

Durante muito tempo as lectinas permaneceram quase co-

mo uma curiosidade científica. Só recentemente, com a desco-

berta de algumas de suas propriedades mais importantes, é que 

elas passaram a despertar maior interesse dos pesquisadores e 

tem sido investigadas nos mais diversos sistemas. Apesar de 

estarem também presentes em bactérias, invertebrados e verte 

brados superiores, é principalmente em plantas que elas tem 

sido estudadas, se mostrando presentes notadamente nas fami- 
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lias Leguminoseae e Euphorbiaceae (16,33,35,38,39,63,65). 

A grande maioria das lectinas conhecidas, muitas das 

quais já foram isoladas e estudadas intensamente, é provenien 

te de sementes (33,39,40). Embora a semente seja normalmente 

o órgão mais rico em lectinas, elas também têm sido encontra 

das em outras partes da planta. Em Vicia cnacca foi encontra-

da lectina também em folhas (61). Eisler e Portheim (73) exa-

minando a presença de lectinas em plantas tuberosas, encontra 

ram lectinas em Hetianthu.4 tubeno.su4 somente em tubérculos. 
Allen e Neuberger (2) purificaram e caracterizaram uma lecti-

na de tubérculos de So!anum tubenozum. Lectinas foram ainda 

encontradas em casca de Robinia pzeudoacací,a (51) . Eisler e 

Portheim examinando a seiva de 47 espécies de euforbiãcias, 

usando hemácias de 7 espécies animais, encontraram lectinas 

não específicas em 26, apesar das sementes de todas as espé- 

cies se mostrarem inativas (72,73). Kauss e Glases (36) 	de- 

monstraram que paredes celulares de hipocótilos de VLgna rca-

dd.ata contém moléculas com atividade hemoaglutinante e Bowles 

e Kaus (15) mostraram que lectinas com diferentes especifici-

dade de ligação para açúcares estavam presentes em mitocõn-

drias, aparelho de Golgi, retículo endoplasmãtico e membranas 

plasmãticas de células do mesmo feijão. 

No decorrer do tempo, diversos autores tem mostrado di 

ferentes propriedades das lectinas, algumas das quais - 
	

são 

apresentadas na tabela 1. 

Embora as lectinas de Canavatia bActsitien4 4 Mart, te-

nham sido pouco estudadas (25), a Concanaválina A, lectina ex 

traída de sementes de Canava La enes L onm,.4, é uma das lecti-
nas mais bem estudadas e melhor caracterizadas. A Con A é uma 

proteína. que em pH fisiológico se apresenta como um tetrãme-

tro de subunidades idênticas, cada uma das quais contém sí-

tios para a ligação de Ca++, Mn++  e de açúcares (gl:i.cose, ma-

nose ou frutose) (12). A forma tetramérica predomina .-.em pH 

acima de 5,5 e possui um peso molecular de 110.000 daltons apro 

ximadamente (12). 0 uso da Con A na'análise do papel dos saca 
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TABELA 1: Propriedades gerais e aplicações das lectivas (16, 
23,47,64,65,69) 

Propriedade 	Aplicação 

Aglutinação de Tipagem sanguínea; estudo de substâncias de 

eritrócitos 	grupos sanguíneos; identificação de novos ti 

pos de sangue; diagnóstico de secretores. 

Aglutinação de Investigação da arquitetura de superfícies 

células malig- celulares e de diferenças de células malig- 

nas 	nas; base para novas pesquisas na terapia do 

câncer. 

Indução de mi- Estudo de cromossomas de células; 	detecção 

tose em linfó- de anormalidades cromossõmicas; indução da 

citos 	síntese de imunoglobulinas; estudo de even- 

tos que ocorrem durante a iniciação da divi-

são celular. 

Interação com Investigação da estrutura complexa de carboi 

sacarideos cons dratos da superfície de células animais, bac 

tituintes de térias e virus e partículas subcelulares. 

membranas celu 

lares 

Ligação de açü Estudo de sítios específicos de ligação de 

cares 	açúcares nas proteínas. 

Toxidez em ani Estudo do valor nutritivo de alimentos. 

mais 

Aglutinação de 

Leucócitos 

Inibição da síntese de proteínas 

Interação com mastócitos e basófilos 
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rídios de superfícies celulares, em aplicações biológicas e 

em isolamento de macromoléculas como polissacaridios e glico-

proteínas tem tido muito sucesso devido ao fato dessa lectina 

poder ser obtida em forma homogênea, ter suas características 

químicas e tridimensionais definidas e ter sua especificidade 

de ligação bastante estudada (12). Entre outras 	aplicações 

da Con A podemos citar o isolamento de glicoproteinas sanguí-

neas e de membranas, de virus, de polissacaridios, de certas 

enzimas, de células em culturas de tecidos, etc. (12). 

Apesar de intensos estudos a função das lectinas - nas 

plantas ainda não foi completamente esclarecida, muito embora 

existam varias especulações. 

Tem sido proposto que lectinas presentes na superfície 

das raízes de leguminosas podem estar envolvidas na ligação 

especifica de bactérias do gênero Rh-.aob-.um. 	Hamblin e Kent 
(27) mostraram que PHA, a lectina de Phaseo.2u4 vu.2gani4, é ca 

paz de prender Rh.izob.,um- phaz eotL (bactéria simbionte de P. 

vcagan.í.) às raizes do hospedeiro em lugares sensíveis à in-
fecção (pelos radiculares). Dazzo e Brill também detectaram 

a presença de lectinas nos pelos radiculares de Tti6oZiurn ne- 

penz (21) . Bhuvaneswari et al (9) , Bohlool e Schmidt 	(13) , 
Worpert e Albersheim (77) e Wong (78), trabalhando com dife-

rentes espécies de leguminosas, mostraram a existência de in-

terações entre lectinas dos hospedeiros e as respectivas bac-

térias simbiontes. Entretanto, Rougé e Labrouse (60) mostra-

ram que apesar de haver interação entre a lectina do hospedei 

ro e a bactéria simbionte in vLtno, plentulas de ervilha são 
infectadas mesmo na ausência de lectinas nos tecidos radicula 

res. Esses autores sugerem, ao contrario, que as lectinas de-

vem desempenhar um papel de proteção das plantas jovens con-

tra infecções precoces nos primeiros estágios de desenvolvi-

mento. 

O fato das lectinas serem comumente encontradas: nos ór- 

gãos de reserva das plantas aliado ao fato delas se 	fixarem 

a açúcares, conduziram Liener em-1964 (38) a formular a hipó- 
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tese de que as mesmas tinham um papel de transporte e de re-

serva de açúcares. Entretanto, isto é contraditório para Mar- 

tin et al. (42) que observaram que os açúcares fixados 	às 

lectinas poderiam ser liberados por diálise contra água, 	e 

que a diálise de extratos de sementes de Phaó eolus £unaus 

não aumentava a atividade hemaglutinante dos mesmos, o que se 

ria observado se as lectinas dentro das sementes estivessem 

ligadas a açúcares. 

Alguns autores, por outro lado, sugerem que as lecti-

nas são "anticorpos vegetais" contra agentes patogenicos.Punin 

(53) levantou essa possibilidade quando observou que Bacatuz 

bottainuis e Bacittuz hiztoeya.uz eram aglutinados pelos extra- 
tos de Labünnum cap1num. As investigações de Albersheim 	e 

Anderson em 1971 (1) conduziram ao mesmo género de hipótese. 

Eles observaram que proteínas extraídas de feijão, de tomate 

e de sicõmoro inibem as poligalacturonases dos fungos que ata 

cam estas plantas. Pelo fato dessas enzimas serem utilizadas 

para hidrolizar as paredes esqueléticas dos hospedeiros, con- 

cluíram que as lectinas se opunham à entrada dos 	fungos. 

Jansen e Juster (34) observaram que a PHA causava a morte de 

larvas de gorgulho (Catto4 obnuchu4 macuIatu4) enquanto 	que 

Nordbring-Hertz e Matisson (47) estudando o modo de ação de 

determinados fungos sobre nematóides, encontraram uma lectina 

no fungo Anthnobotny4 otigoo poria, que o liga a carboidratos 

da superfície do nematõide atacado. 

Recentemente tem sido atribuído às lectinas um papel 

mitogênico no crescimento dos tecidos vegetais. A lectina de 

soja interage com células de calos de soja., aumentando o núme 

ro e o peso das células e a síntese de proteínas, três respos 

tas indicativas de atividade -mitogénica (32). Kauss e Glaser 

(36) sugerem que as lectinas presentes em paredes 	celulares 

de vegetais estão envolvidas em processos de crescimento celu 

lar. Bangerth et al (8) conseguiram obter a maturação de fru-

tos de tomate por desenvolvimento partenocárpico, borrifando 

flores de tomateiro que foram impedidas de serem polinizadas 

com uma solução aquosa de lectina de Phaz eoJ uns vutganí,5s .Larkin 
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(37) observou que lectinas extraídas de Canavatia enzi6onmiz, 

GI ycLne max L., RicintLs communíd L. e Anachi4 hí.pogaea L. são 
capazes de aglutinar protoplastos de diferentes 	espécies. 

Shepard e Moore (66) encontraram que a Con A aglutinava plas-

tidios de várias espécies. Finalmente Southworth (68) mostrou 

que a Con A e a PHA estimulam as anteras de flores de Litium 

tong.ígonum a emergirem seus tubos polinicos mais rapidamente. 

Howard et al (30) e Hankins (26), trabalhando com lec-

tinas de diferentes espécies, demonstraram através de técni-

cas imunoquimicas a conservação de várias regiões nas molécu-

las de diversas lectinas durante a evolução. Eles concluíram 

que este fato poderia ser muito valioso para evidenciar fun-

ções fisiolõgicas importantes das lectinas nas plantas. Resul 

tados semelhantes foram obtidos por Oliveira (49) trabalhando 

com lectinas de três representantes do gênero Antocanpu.z. Es-

te autor encontrou, além de diversas propriedades químicas e 

fisicoquimicas semelhantes, estreito relacionamento imunológi 

co entre todas essas lectinas, o que o levou a sugerir a con-

servação de certas partes das moléculas (determinantes antigê 

nicos) durante a evolução das três espécies a partir de um an 

cestral comum, evidenciando com isso um papel fisiológico im-

portante para as mesmas. 

Embora lectinas presentes em sementes quiescentes de 

várias espécies já tenham sido bastante estudadas, poucos tra 

balhos existem sobre o comportamento destas proteínas durante 

a germinação das sementes e primeiros estágios de desenvolvi-

mento das plãntulas. 

Rougé (57,58) estudando a evolução das lectinas 	de 

lentilha durante a germinação observou que as lectinas e as 

globulinas cotiledonárias desaparecem paralelamente ao longo 

da germinação, enquanto que as lectinas do embrião desapare-

cem mais rapidamente do que as demais proteínas embrionárias. 

Estudando as lectinas de P.izum za ivum, o mesmo autor obser-

vou também que no decorrer da germinação as lectinas presen-

tes no eixo desaparecem rapidamente e aquelas dos cotilédones, 
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mais--lentamente,--enquanto--que----as--presentes no tegumento perma __ 

necem constante (59). Pueppk et al (52) estudando a distribui 

ção de lectinas de soja nos diferentes tecidos de G!ye».ne max, 

observaram que as mesmas estavam presentes em todos os teci-

dos da plãntulas mas que desapareciam com o desenvolvimento 

da mesma, não sendo detectadas em plantas com duas a três se-

manas. 

O aparecimento da lectina parece coincidir com o apare 

cimento da capacidadegerminativa, e é possível que ela este-

ja implicada no controle da divisão celular durante a germina 

ção (4). Renkonen (54) e Renkonen e Karjane (55) constataram 

que extratos salinos de sementes verdes de Vicia cnacca ini-

bem as aglutininas normais da planta e que, durante o desen-

volvimento da semente, o aparecimento da atividade hemagluti-

nante coincide com o do poder germinativo da semente. Martin 

et al (42) estudando o conteúdo de lectinas em Pha.eoYu4 tuna 

tu4, da polinização à germinação, encontraram que durante a 

maturação da semente havia um aumento na atividade hemagluti 

nante, apresentando o grão maduro a maior atividade, princi- 

palmente nos cotilédones. Trabalhando com 	Lens eu.UnanLo , 

Howard et al (31), observaram que as lectinas presentes 	nos 

cotilédones e embriões de sementes maduras desaparecem 	da 

planta após a germinação e aparecem durante a maturação. 	Os 

trabalhos de Mialonier (43) confirmam esses resultados 	com 

Ph a s e o e u6 v ut g antio . 

O presente trabalho foi realizado com o intuito de con 

tribuir para o esclarecimento do papel fisiológico das lecti-

nas, através do estudo do comportamento dessas proteínas du-

rante a germinação. Foi feito um estudo de isolamento e carac 

terização parcial de lectinas de uma espécie nativa do gênero 

Canava.2.ia (CanavaZia 6)Lasitien6i Mart.) . De posse de algumas 

de suas propriedades foi investigado o comportamento das lec-

tinas durante a germinação e primeiros estágios de desenvolvi 

mento das plãntulas. 

1  



II, MATERIAIS E MÉTODOS  

1. MATERIAIS 

1.1. Sementes 

No presente trabalho foram utilizadas sementes de Cana 

valia bna.zi.2ienisiz Mart., coletadas no município de Iguatu-CE 

no ano de 1978. 

1.2. Sangue de coelho 

Amostras de sangue de coelho foram obtidas de animais 

adultos e saudáveis criados e mantidos em bioterio. 

1.3. Outros materiais 

Albumina sérica bovina - Fração V 96-99%, lote 	126c- 

-o199 da Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA. 

Acrilamida e N-N' - metil enobisacril amida -Eastman Or-

ganic Chemicals, Rochester, New York, EUA. 

Sephadex G-50 super fina - Pharmacia, Uppsala, Suécia. 

5-5-Dietil barbiturato de sadio - E. Merck, Darmstadt, 
Alemanha. 

Acido dietil barbitúrico - Atlãntida Representações e 

Importações Ltda., RJ, Brasil. 

Agarose - Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA. 

Dodecil sulfato de sadio - E. Merck, Darmstadt, Alema- 
nha. 

Beta-mercaptoetanol - E. Merck, Darmstadt, Alemanha. 

8 
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Adjuvante completo de Freund - B-D Mérieux, França. 

Os demais reagentes utilizados foram de grau analíti-

co e obtidos comercialmente. 

2. MÉTODOS 

2.1. Preparação da farinha de sementes quiescentes  

Após a eliminação do tegumento, as sementes quiescen- 

tes de C. bta6itienisiz foram moldas em moinho de 	laminas 

(Wiley) acoplado com peneira de 60 malhas/polegada 	linear 

(60 mesh)_. A farinha obtida foi acondicionada em frasco herme 

ticamente fechado e mantido à temperatura ambiente. 

2.2. Condições de germinação 

Sementes de C. bh.aóittienziz foram imersas em acido sul 

fúrico concentrado durante 50 minutos com agitação ocasional 

e em seguida lavadas exaustivamente com água destilada e imer 

sas em solução de hipóclorito de sadio (5,2% de cloro ativo) 

por 5 minutos. As sementes foram então colocadas para germi-

nar entre duas folhas de papel de filtro 80g/m2  (30 x30cm) une 

decidas com água destilada e as folhas enroladas sobre 	si 

mesmas.- Os rolos (5 sementes cada) foram então colocados 	em 

cubetas com 100m1 de água destilada dispostas dentro de cubas 

protegidas da luz. Cubas, cubetas e bancada de trabalho foram 

previamente lavadas e deixadas com solução de hipoclorito de 

sódio durante a noite. 

2.3. Analise elementar 

2.3.1. Determinação de umidade 

Para a determinação da umidade, pesa-filtros 	tarados 

contendo 200mg de amostra foram colocados em uma estufa 	a 

110°C durante 24 horas, e em seguida mantidos em um desseca- 
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dor até atingir a temperatura ambiente, sendo então, pesados 

e recolocados na estufa por mais 3 horas, repetindo-se a eta-

pa anterior até se obter pesos constantes. O teor de umida-

de foi calculado pela perda percentual de peso das amostras. 

2.3.2. Determinação de nitrogénio total 

O nitrogénio total da farinha de C. btazitienzi4 	foi 

dosado pelo método de semi-micro-Kjeldahl (28). 

Para a mineralização foram utilizadas amostras 	de 

200mg, as quais foram adicionados 3m1 de ácido sulfúrico con- 
centrado e 0,5m1 de sulfato de mercúrio a 14%. Após a minera-

lização, as amostras foram diluídas com água desionizada para 

um volume de 100m1. Para a destilação foram usadas aliquotas 

de 10m1 es quais foram adicionados 12m1 de NaOH a 50%, 200mg 

de zinco em p6 e 2m1 de tiossulfato de sõdio a 20ó (7). A amõ 

nia liberada foi coletada em 10m1 de ácido bõrico a 2% e titu 

lada com HC1 0,1 N. 

2.3.3. Determinação de lipidios totais 

O teor de lipídios totais foi determinado conforme des 
crito por Triebold (70), substituindo-se éter por hexana. 

As amostras contendo 2 a 3 g foram pesadas em cartu- 

chos de papel de filtro e colocadas em um extrator 	Soxhlet 

com hexana normal. Após a extração o solvente foi evaporado 

em banho-maria a 70°C e o extrato hexãnica pesado. O teor de 

lipidios foi calculado pela relação entre o peso do resíduo 

do balão de extração (lipídios extraídos) e o peso seco 	da 

amostra e expresso em percentagem. 

2.3.4. Determinação de cinzas 

Para determinar o teor de cinzas, cápsulas de porcela-

na contendo de 1 a 2g de amostra foram colocadas em uma mufla 

a 600°C durante 3 horas, até a incineração completa da mate- 
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ria orgânica. A seguir a cápsula foi transferida para um des 

secador onde permaneceu até atingir a temperatura ambiente, 

sendo então, determinado o peso do resíduo. 0 teor de cinzas 

foi calculado como a relação entre o peso do resíduo e o peso 

da amostra e expresso em percentagem (70). 

2.4. Determinação de peso fresco e peso seco 

O peso fresco,e o peso seco dos cotilédones e eixos 

foram determinados a partir de medidas de umidade jã descri-

tas no item 2.3.1. 

2.5. Preparação de extratos  

Cotilédones e eixos (aqui considerados como todo o res 

to da semente ou da plântula) foram usados separadamente para 

a preparação de extratos. O material foi macerado em almofa-

riz e extraído com NaC1 0,15 M por 1 hora. Os extratos obti-

dos foram filtrados em lã de vidro, guardados no congelador e 

os resíduos desprezados. 

2.6. Determinação de proteínas  

A concentração de proteínas solúveis nos diversos ex-

tratos foi detelminada pelo método de microbiureto (6) utili-

zando-se um espectrofotõmetro Beckman DU para se fazer as lei 

turas a 330nm e albumina serica bovina como padrão. 

2.7. Detetiuinação da atividade hemaglutinante  

Para a detelminação da atividade hemaglutinante foi em 

pregado o método descrito por Moreira (44) modificado para o 

uso de hemãcias de coelho e presença de Ca++  e Mn++. 	Foram 

usados dois tipos de ensaios detalhados a seguir. 
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2.7.1. Ensaio em tubo 

Este tipo de ensaio foi utilizado para determinações 

de atividade específica e feito como se segue. 

Partindo-se da solução a ser dosada foram feitas, 	em 

tubos de hematõcrito, diluições seriadas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 

etc.) com uma solução de NaC1 0,15 M contendo CaC12  2mM 	e 

MnC12  2mM. A 0,5m1 de cada diluição foi adicionado igual volu 

me de uma suspensão de hemãcias a 2%. Os tubos foram coloca-

dos- em um banho-maria a 37°C por 30 minutos, e mantidos poste 

riormente â temperatura ambiente por mais 30 minutos, 	sendo 

então, analisados com respeito à aglutinação das hemãcias. O 

título de hemaglutinação de uma dada amostra foi considerado 

como sendo o inverso da última diluição que apresentou hema-

glutinação total. 

2.7.2. Ensaio em placa de microtitulação 

Este tipo de ensaio foi usado principalmente para acorn 

panhar a atividade hemaglutinante em efluentes de colunas cro 

matogrãficas e para ensaios de inibição, e o equipamento uti-

lizado foi fornecido pela Cook Engineering Company. 

A placa de poliestireno (8 x 12 x 1 cm) consiste de 96 

poços de-fundo cônico-dispostos- em 8 fileiras de- -- -12 poços 

(ver figura 1). 

O ensaio consistiu em colocar, com o auxílio de uma mi 

cropipeta, uma gota (25p1) de NaC1 0,15 M'contendo CaC12  2mM 

e MnC12  2mM em cada poço. A seguir, usando-se microdiluido-

res, que também transferem 25p1, foram feitas diluições seria 

das ao longo de cada fileira. Então, com a micropipeta, 	foi 

adicionada uma gota de uma suspensão de hemãcias a 2% 	(em 

NaC1 0,15 M) em cada pogo. Em seguida as placas foram incuba-

das por 30 minutos a 37°C e deixadas à temperatura ambiente 

por mais 30 minutos. Os títulos foram determinados observan-

do-se a maior diluição que ainda apresentou hemaglutinação to 

tal. 
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2.8. Ensaio de inibição da atividade hemaglutinante 	Por, 

açucares= simples  

O ensaio de inibição da atividade hemaglutinante 	da 

fração F 50/90 de C. bh.ab,ít ien4.ts (5mg/m1) foi realizado 	em 

placas utilizando-se soluções (1 M) de glicose, frutose e ma-

nose e hemãcias de coelho a 2%. 

Em uma placa de microtitulação foram feitas diluições 

seriadas (no sentido de A para H) da solução do açúcar sob in 

vestigação com NaC1 0,15 M contendo CaC12  2mM e MnC12  2mM. A 

seguir, foram feitas diluiçóes seriadas da fração ativa 	(no 

sentido de 1 para 12) (Fig. 1). Após 30 minutos à temperatura 

ambiente, foi adicionada em cada poço 1 gota da suspensão de 

hemãcias e a placa colocada na estufa (37°C) por 30 minutos e 

em seguida à temperatura ambiente por mais 30 minutos, quando 

os títulos de hemaglutinação foram determinados como descrito 

no item 2.7.1. 

2.9. Fracionamento das Proteínas  

2.9.1. Extração de proteínas de sementes quiescentes 

Farinha de sementes quiescentes de C. btcauiZienz i,s, pre 

parada como descrito no item 1, foi submetida à extração com 

NaC1 0,15 M durante 4 horas à temperatura ambiente com agita 

ção ocasional. Após esse tempo o material foi centrifugado a 

16.000 xg por 20 minutos a 4°C sendo o precipitado despreza-

do. O sobrenadante, aqui denominado de Extrato Total, foi en-

tão dialisado contra tampão acetato 0,033 M pH 5,0 durante 24 

horas a 7°C seguido de diãlise contra água por mais 24 horas 

também a 7°C. Após liofilização, o material foi estocado 	a 

7°C para uso posterior. 



Amostra 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A  000000000000 
B 000000000000 

c 00000000000  
D  00000000000  

000000000000  

F  000000000000 
000000000000 

H  000000000000 

Figura 1 - Placa de microtitulação 
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2.9.2. Fracionamento das proteínas por diálise 

As albuminas e as globulinas foram obtidas a partir de 

Extrato Total dialisado contra tampão acetato 0,033 M pH -5,0 

e contra ãgua (ver item anterior) e centrifugado a 16.000 xg 

por 20 minutos a 4°C. 0 sobrenadante (albuminas) e o precipi- 

tado (globulinas) foram então liofilizados e guardados a 

para uso posterior. 

70C 

2.9.3. Fracionamento do Extrato Total por precipita-

ção salina 

O Extrato Total foi submetido à precipitação com dife-

rentes concentrações de sulfato de amônio, por um período de 

4 horas a temperatura ambiente com agitação ocasional. 	Apôs 

centrifugação a 16.000 xg por 20 minutos a 4°C, os precipita-

dos -foram -ressuspensos, dialisados exaustivamente contra ãgua 

destilada, liofilizados e estocados a 7°C para uso posterior. 

2.10. Cromatografia de afinidade em Sephadex G-50  

Os experimentos de cromatografia de afinidade 	em 

Sephadex G-50 foram desenvolvidos em uma coluna 	medindo 

19 x 1,3cm, preparada segundo Determan (22). 0 gel foi deixa-

do entumescer em água por 24 horas, e a coluna preparada dei-

xando-se o gel sedimentar por gravidade, sendo a seguir equi-

librada com NaC1 1 M contendo CaC12  5mM e MnC12  5mM. A amos-

tra dissolvida na solução de equilíbrio, foi aplicada à colu-

na e eluida, inicialmente com a mesma solução até liberação 

de todo o material não retido, sendo então eluida com uma so-

lução de glicose 0,1 M na solução de partida. Toda a eluição 

foi feita a um fluxo constante de 30m1/h e a absorbãncia 	a 

280nm do efluente foi acompanhada em um sistema LKB-Uvicord 

II. Os efluentes da coluna, recolhidos em um coletor 	LKB 

KadiRac, tiveram posteriormente suas absorbãncias determina-

das a 280nm (espectrofotômetro Beckman DU), e a atividade he-

maglutinante determinada pelo método de aglutinação já des- 
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crito em 2.7.2. 

2.11. Espectros de absorção 

Os espectros de absorção das diferentes frações foram 

determinados utilizando-se um espectrofotõmetro Varian de du-

plo-feixe, com cubetas de quartzo de lcm de caminho õtico. As 

soluções foram preparadas dissolvendo-se as frações em NaC1 

0,15 M. 

2.12. Eletroforese em gel de poliacrilamida 

2.12.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida conten-

do SDS 

Os experimentos de eletroforese em gel de poliacrilami 

da em presença de SDS foram desenvolvidos segundo Weber 	e 

Osborn (75), e os pesos moleculares determinados segundo Xa-

vier Filho e Moreira (79). 

As amostras lfofilizadas das diversas frações (Extra-

to Total, albuminas, globulinas, frações precipitadas com sul 

fato de amõnio, frações obtidas por filtração em gel e extra- 

tos de cotilédones e de eixos de sementes quiescentes e 	de 

plántulas) (2mg/ml) foram dissolvidas em tampão 	fosfato 

0,01 M pH 7,0 contendo 1%--de- SDS e deixadas em repouso 	por 

uma noite. Antes da aplicação a cada amostra foram adiciona- 

dos azul de bromofenol a 0,05% (para visualização da 	frente 

de corrida) e sacarose a 20% para torná-las mais densas e fa- 

cilitar a aplicação. Para cada fração foram aplicadas 	amos- 

tras de 20 e 50u1. Foi usada uma corrente constante de 	7MA 

por tubo durante cerca de .4 horas. A localização das 	bandas 

de proteína foi feita imergindo-se as colunas de gel em uma 

solução de Coomassie Brilliant Blue 0,005% em metanol + ácido 

acético + água (5 + 1 + 5), durante pelo menos 16 horas. 	O 

descoramento foi feito em uma solução de ácido actetico a 7%. 
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2.12.2. Eletroforese de amostras tratadas com betamer 

captoetanol em gel de poliacrilamida contendo 

SD S 

Os experimentos de eletroforese em gel de poliacrilami 

da com SDS de amostras tratadas com beta-mercaptoetanol foram 

feitos seguindo-se de perto o método de Weber e Osborn (75) e 

os pesos moleculares calculados segundo Xavier-Filho e Morei-

ra (79). 

As amostras (as mesmas usadas no item anterior) foram 

dissolvidas em tampão fosfato 0,01 M pH 7,0 contendo SDS 1% e 

beta-mercaptoetanol 1%, e incubadas a 100°C por 10 minutos. 

As eletroforeses foram desenvolvidas nas mesmas condi 

ções do item anterior. 

2.13.-Preparação de anticorpos (coelho) contra proteínas  

de C. b tca.i, i.2i e nz J,  

Dois coelhos devidamente marcados foram sensibiliza-

dos, um com o Estrato Total de C. btcazittien4Á.4 e outro com a 

fração PIII obtida por cromatografia de afinidade em coluna 

de Sephadex G-50 da fração F 50/90 de C. btcaziti .n4-.ó. 

Em cada coelho a sensibilização inicial foi feita por 

injeção intramuscular na coxa, de 10mg de amostra dissolvidos 

em 0,5m1 de NaC1 0,15 M + 0,5m1 de adjuvante completo 	de 

Freund. Após 21 dias foi feito o primeiro reforço, que consis 

tiu em injeção subcutãnea, nas costas, de 10mg de amostra dis 

solvidos em 1,0m1 de NaC1 0,15 M. No 36? dia foi feita a pri-

meira sangria na orelha e dado um novo reforço, igual ao ante 

rior. A partir de então, de 7 em 7 dias, foram feitas 	san- 

grias e reforços, até se obter quantidades satisfatórias de 

anti-isoro. Em cada sangria, o sangue foi deixado coagular a 

37°C por 1 hora e o soro obtido foi separado dos coãgulos por 

centrifugação a 4.800 xcg por 15 minutos. Apõs a obtenção de 

quantidades suficientes, os anti-soros foram reunidos e preci 
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pitados com uma solução de sulfato de amanio a 33% de satura-

ção por 4 horas. Apõs centrifugação (4.800 xg por 20 minutos) 

o precipitado foi ressuspendido e dialisado contra água por 

24 horas, liofilizado e estocado a 7°C em ambiente seco. 

Antes da sensibilização dos animais, soro foi colhido 

e usado como controle nos experimentos imunoquimicos. 

2.14. Imunoeletroforese em gel de agarose 

Os experimentos de imunoeletroforese foram feitos se-

guindo-se de perto a técnica descrita por Clausen (19) utili-

zando-se agarose a 1% com azida sódica a 0,02% em tampão Vero 

nal 0,075 M pH 8,6 contendo lactato de cálcio 0,08% 	(tampão 

Veronal Ca). Em cada placa foram feitas duas canaletas, 	uma 

para receber o anti-soro contra o Extrato Total de C. b'caisL-

Zienziz e a outra o anti-soro contra o pico ativo PIII, e um 

poço entre as canaletas, onde foi aplicada a amostra (antíge-

nos) . 

A eletroforese foi desenvolvida durante 3 horas 	com 

tensão constante de 7 volts/cm. Após a corrida eletroforéti 

ca, os anti-soros foram postos nas canaletas e deixados difun 

dir. Estabelecidos os arcos de precipitação, o material solú-

vel foi retirado por imersão das placas em solução salina 0,9% 

durante pelo menos 48 horas, seguida de lavagem em água desti 

lada por 1 hora, após o que as placas foram postas a secar em 

estufa a 37°C. A revelação foi feita por coloração em Ponceau 

S (0,1% em-ácido acético 2%) seguido de Verde Brilhante (0,1% 

em ácido acético 2%) e o=excesso de corante retirado com uma 

solução de ácido acético 7%. 

Esta técnica foi utilizada para a análise de extratos 

de cotilédones e eixos de sementes quiescentes e de plántulas 

com diferentes dias de germinação. 
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2.15. Imunoeletroforese em gel de agarose  contendo  anti-so  

ro 

Estes experimentos foram feitos em placas de 	vidro 

(10 x 9 x 0,1 cm) seguindo-se de perto o método descrito por 

Weeke (76) . 

Gel de agarose 

anterior e contendo o  

a 1% (10m1) preparado conforme o 

anti-soro desejado a uma concentração 

.item 

de 0,1% foi deixado solidificar entre duas placas de vidro se 

paradas por um espaçador de lmm. Após solidificação uma das 

placas de vidro e o espaçador foram retirados e no gel foram 

feitos poços a lcm da base e separados 0,6cm um do outro. 	A 

cada pogo foi aplicado 7u1 de uma solução (20mg/m1) da amos-

tra a examinar, e a eletroforese foi desenvolvida em corren-

te constante de 20 volts/cm por 15 horas. Após a eletrofore-

se, as placas foram lavadas, secas e coradas nas mesmas condi 

çaes do item anterior. 

2.16. Imunoeletroforese bidimensional em gel de agarose  

Os experimentos foram feitos em placas 	de 	vidro 

(10 x 9 x 0,1cm) seguindo-se de perto a técnica descrita por 

Weeke (76) . 

Gel de agarose a 1% (2m1) preparado conforme o item 

2.14. foi deixado solidificar entre duas placas de vidro sepa 

radas por um espaçador de lmm. Após solidificação uma das pla 

cas e o espaçador foram retirados, aparando-se as extremida-

des do gel para ficar com uma largura de lcm, fazendo-se um 

pogo em uma das extremidades. Neste pogo aplicou-se Sul 	da 

amostra a ser analisada (50mg/m1) e a eletroforese foi desen-

volvida em corrente constante de 30 volts/cm por 3 horas.Após 

esta primeira eletroforese, as placas foram remontadas com o 

espaçador e foi colocado entre as mesmas gel de agarose a 1% 

(8m1) contendo o anti-soro desejado (0.1%). Após solidifica-

ção (onde os dois géis ficaram perfeitamente unidos), o espa-

çador e uma das placas foram retirados e uma segunda eletrofo 
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rese__(no sentido perpendicular a primeira) foi desenvolvida 
com uma corrente constante de 20 volts/cm por 15 horas. Final 

mente as placas foram lavadas, secadas e coradas conforme o 

item 2.14. 

F 



III1 RESULTADOS  

1. CARACTERIZAÇÃO DA SEMENTE DE Cdnavatia  bnazd..2.ien6.iL  

A semente de C. btcaz.iZí.eni,iz ë caracterizada por apre- 
sentar cor escura, forma eliptico-oval, achatada, com 	hilo 

oblongo e ter um peso médio de 0,8g, 75,390- 'do qual é 	consti 

tuido pela amêndoa. 

Quando foi determinada a composição mínima da semente 

de C. bhaz.itien4,4 , foram encontrados os resultados apresen-
tados na Tabela 2, onde se nota um elevado teor de proteína e 

um baixo conteúdo de lipídios. 

2. ISOLAMENTO E CARACTERIZAÇÃO PARCIAL DAS LECTINAS DE C. bn.a 

z AiÁ e nz .i4 

2.1. Extração e fracionamento por diálise das proteínas de 

C. bncbsiZien.o•i4  

Quando a farinha de sementes quiescentes (sem tegumen-

to) foi submetida a extração com NaCl 0,15 M na proporção de 

1:20 (p/v)_ e posterior fracionamento por diálise contra tam-

pão acetato 0,033 M pH 5,0 e seguido de diálise contra água, 

foram obtidos de resultados apresentados na Tabela 3. 

Pelos resultados obtidos pode-se notar que a quase to-

talidade das proteínas e da atividade hemaglutinante extraí-

das estão localizadas nas globulinas. A dependência da ativi-

dade com relação a Ca++ e Mn
++ 

 foi testada, encontrando-se que 

os títulos de hemaglutinação s6 são repetitivos em concentra 

ções a partir de 2mM. 
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TABKLA 2 - Composiçãq minima de sementes de C. bnczasi.2.ien6 L 
com base no peso seco e expressa em percentagem 

22 

teor na amostra (%) 
Constituinte 

semente-integra 	améndoa 

Umidade 

Proteína bruta* 

Lipídios 

Glicidios** 

Cinzas 

r 

(9,13) 

29,10 

1,50 

65,88 

3,52 

(12,47) 

38,24 

2,05 

56,53 

3,18 

* Nitrogénio total x 6,25 

** Obtido por diferença 



TABELA 3 - Teor de proteína e atividade hemaglutinante em frações de Canava-e-La 
biuz4- Len~stio 

Fração 
teor de proteína 

mg P/g de farinha 

atividade hemaglutinante 

UH/g farinha 	UH/mg proteína 

purificação 

x 

Extrato Total 142,6 3.792 26,6 1 

Albumina • 3,9 118 30,0 1,13 

Globulina 109,9 3.593 32,7 .1,23 

F 0/50 20,2. 1.030 51,0 1,90 

F 50/90 65,1 8.507 130,6 4,90 

PIII 	(tratado) 22,4 23.551 1.049,2 39,4 
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2.2. Fracionamento do Extrato Total por precipitação com 

sulfato de amónio  

Os resultados obtidos quando o Extrato Total foi subme 

tido a fracionamento por precipitação com sulfato de amónio 

são apresentados na Tabela 4 e Figura 2, onde se pode obser 

var que apenas 5% da atividade hemaglutinante encontrada até 

90% precipita com 50% de saturação. 

2.3. Obtenção da fração 50/90 

De posse dos dados obtidos no fracionamento, tanto por 

diálise como por precipitação com sulfato de amônio, foi esco 

lhida a fração do extrato total que precipita entre 50 e 90% 

de saturação-para fracionamento posterior. 

2.4. Ensaio de inibição da atividade hemaglutinante da fra 

ção F 50/90  

Os resultados obtidos quando foi investigada a .:inibi-

cão da atividade hemaglutinante da fração F 50/90 de,C. bnazi 

tienziz por açúcares simples são apresentados na Tabela 5, on 

de podemos ver que dos três açúcares estudados, a glicose se 

mostra mais potente em inibir a atividade. 

Foi investigada ainda a interação entre lectina e soro 

normal de coelho, tendo sido encontrado que, embora não haven 

do precipitação do soro com a lectina, alguma substancia do 

soro inibia a atividade hemaglutinantp.,:;senclo lml de soro ca-

paz de inibir a atividade de 1,31mg da fração. 

2.5. Cromatografia de afinidade em coluna de Sephadex G-50  

da fração F 50/90  

A Figura 3 mostra os resultados obtidos quando a fra-

ção F 50/90 foi fracionada em coluna de Sephadex G-50. Pode-

-se notar que embora tenha havido uma perda de atividade na 

i 



TABELA 4 - Teor de proteína e atividade hemaglutinante no Extrato Total e nas fra 
ções obtidas por precipitação com sulfato de amônio 

intervalo de 
saturação 

(%) 

teor de proteína 

mg/g de farinha 

atividade hemaglutinante 

UH/g de farinha 	UH/mg de proteína 

Extrato Total 142,60 3.792 26,6 

0/20 5,53 160 28,9 

0/30 7,63 80 10,5 

0/40 14,06 240 17,1 

0/50 20,20 400 19,8 

0/60 36,24 2.560 70,6 

0/70 65,86 5.120 77,7 

0/80 84,95 7.680 90,4 

0/90 85,34 7.680 90,0 

0/100 68,31 3.840 56,2 



— 	hs=aglutinante das fraçOes precipitadas 

de amônio a diversos níveis de satura 
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TABELA 5 - Inibição da atividade hemaglutinante da 	fração 

F 50/90 poF açúcares simples. 

Açúcar 	 mg de açúcar/mg de proteína* 

Glicose 	 31,91 

Manose 	 143,16 

Frutose 	 282,13 

Galactose 	 não inibiu 

* mg de açúcar necessários para inibir a atividade hemagluti 

nante de lmg de fração F 50/90 de C. bnQztiZienzti6. 



Figura 3 - Cromatografia de afinidade da fração F 50/90 em co 

luna de Sephadex G-50 equilibrada com NaC1 1 M con 

tendo CaC12  5mM e MnC12  5mM, seguido de NaC1 1 M 

contendo CaC12  5mM, MnC12  5mM e glicose 0,1 M. 

Amostra: 10mg/2m1. Fluxo: 30m1/hora. Frações: 3,6m: 

(®-- e—) A 2 8 0 nm (o-- o—) U.H. 
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fração não retida, praticamente toda a atividade foi _eluída 

na fração PIII. 

A fração PIII foi dialisada exaustivamente contra NaC1 

0,15 M e em seguida contra água. Apesar desses tratamentos a 

atividade específica permaneceu baixa (possivelmente inibida 

por glicose residual). Quando porém, a fração foi 	incubada 

com ácido acético 1 M por 20 minutos, e dialisada exaustiva-

mente contra NaC1 0,15 M, a atividade específica foi aumenta-

da cerca de 10 vezes, conforme pode ser visto na Tabela 3. 

0 esquema geral de obtenção da fração PIII é mostrado 

na Fig. 4. 

2.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida em presença de 

SDS 

A figura 5A mostra os resultados obtidos quando Extra-

to Total, Albuminas, Globulinas e frações F 0/50, F 50/90, PI 

e PIII foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilami 

da em presença de SDS. As bandas visíveis nesses experimentos 

variam dentro de uma faixa de pesos moleculares de 10.000 a 

50.000 daltons, quatro das quais (8.000, 13.000, 23.000 	e 

26.000 daltons) estão presentes em todas as frações 	ativas, 

apresentando-se a fração PIII composta predominantemente pela 

banda de peso molecular de 26.000 daltons. 

As mesmas amostras, quando tratadas previamente com be 

ta-mercaptoetanol, e submetidas a eletroforese em gel de po-

liacrilamida em presença de SDS são mostradas na Figura 5B,on 

de se verifica que o numero e o tipo de bandas é praticamen-

te o mesmo do tratamento anterior. 

2.7. Espectros de absorção  

Quando foram determinados os espectros de absorção do 

Extrato Total, fração 50/90 e fração PIII (tratada com ácido 

acético), foram obtidos os resultados mostrados na figura 6. 



Figura 4 - Esquema de obtenção da fração ativa PIII a partir 

da farinha de C. bnaL Len4i4 . 
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Figura 5 - Eletroforese em gel de poliacrilamida das frações protéicas, 

tratadas (A) e não tratadas (B) com beta-mercáptoetanol. Amos 

tras: (1) Extrato Total, (2) globulinas, (3) albuminas, 	(4) 

fração F 0/50, (5) fração F 50/90, (6) fração PI e (7) fração 

PIII . 
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Figura 6 - Espectro de absorção do Extrato Total (o—o), fra 

ção F 50/90 (o—o) e fração PIII (10-0) de C. bna-

z iZien4 Ló , dissolvidas em NaC1 0,15 M. 



2 50 
	

300 	 350 

COMPRIMENTO DE ONDA (rim) 

1.5 

I.0 

A
B

S
O

R
B

Â
N

C
T

A
 

0.5 

32 



33 

Os espectros foram determinados a partir de soluções conten-

do 0,77, 0,76 e 1,0mg/m1 (determinadas pelo método de micro-

biureto) de proteína, respectivamente. 

Foi encontrado, a partir desses dados o valor 	de 

E 
lcm 13,52 para o coeficiente de extinção da fração PIII. 

3. COMPORTAMENTO DAS LECTINAS DURANTE A GERMINAÇÃO E PRIMEI- 

ROS ESTAGIOS DE DESENVOLVIMENTO DE C. brt.az  i,.2ienz tib  

3.1. Determinação das condições ótimas de germinação  

As sementes de C. btazitien.4 í4 não foram capazes 	de 

germinar sem tratamento prévio para quebrar a dormência. Com  

a finalidade de se encontrar as condições ótimas, as sementes 

foram tratadas com ácido sulfúrico concentrado por diferentes 

períodos de tempo (desde 5 até 60 minutos), tendo-se encontra 

do o tempo de 50 minutos como aquele em que apresentou 	uma 

maior percentagem de germinação e uma maior uniformidade das 

plãntulas. 

3.2.-- Peso fresco de --cotilédones e -eixos 

Quando foi investigada a variação de peso fresco de co 

tilédones e de eixos (aqui compreendido como o resto da semen 

te ou da plãntula depois de retirados os cotilédones), de se-

mentes quiescentes e de plãntulas de C. btcaz. benzi., durante 

o período estudado (Tabela 6 e 7 e Figura 7), foi notado que 

embora o peso fresco do eixo cresça continuamente durante to-

do o período investigado (no 159 dia atinge cerca de 650 ve-

zes o valor inicial), o peso fresco dos cotilédones 	cresce 

até o 59 dia, decrescendo lentamente a partir dai, para alcan 

çar no 159 dia um valor ainda elevado (cerca de 1,5 vezes o 

valor inicial). 
`ái296826  ~~~ 

UFC
Caixa de texto
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TABELA 6 - Peso fresco e peso seco de cotilédones de C. biLa.i, 

2,í,en4 tio ao longo da germinação 

Cotilédones 
(dias) 

Peso fresco 
mg/parte 

Peso seco 
mg/parte 

0 329,8 305,5 

1 464,9 ± 30,7 305,5 ± 16,0 

3 607,5 ± 	30,6 266,3 ± 	0,5 

5 636,4 ± 	37,0 198,8 ± 16,5 

7 609,4 ± 	26,0 123,6 ± 	6,4 

9 582,4 ± 44,0 71,6 ± 	8,5 

12 546,4 ± 53,2 48,4 ± 	4,5 

15 486,9 ± 	60,3 30,2 ± 	2,4 



G. 

TABELA 7 - Peso fresco e peso seco de eixos de C. bnaziti en- 
zti4 ao longo da germinação 

Eixos 
(dias) 

Peso fresco 
mg/parte 

Peso seco 
g/parte 

0 7,8 6,8 

1 11,8 ± 	4,6 6,8 ± 	0,33 

3 323,4 ± 	19,8 38,7 ± 	8,41 

5 1.250,6 ± 	109,5 116,1 ± 	5,40 

7 2.906,2 ± 128,0 224,4 ±28,40 

9 3.620,7 ± 168,8 330,3 ±44,80 

12 4.585,4 ± 	601,0 345,1 ± 	6,40 

15 5.096,0 ± 468,0 357,9 ± 	0,10 
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Figura 7 - Variação de peso fresco de cotilédones 	e ei: 

de sementes quiescentes e de plãntulas de C. b, 

ó.ct.íenó.c_ó ao longo da germinação. 
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3.3. Peso seco de cotilédones e eixos 

Quando foi acompanhada a variação de peso seco de co 

tilédones e de eixos de sementes quiescentes e de plãntulas 

com diferentes dias (Tabela 6 e 7 e Fig. 8), foi notado que, 

enquanto o peso seco dos eixos cresce com o tempo de germina- 

ção, atingindo no 159 dia um valor de 50 vezes o valor 	ini- 

cial, o peso seco dos cotilédones decresce continuamente, até 

atingir naquele dia o valor de 10% do peso inicial. 

3.4. Teor de proteínas em cotilédones e eixos 

Os teores de proteínas solúveis de cotilédones de se-

mentes quiescentes e de plãntulas durante a germinação de C. 

btcaz..ttienoío são mostrados na Tabela 8 e na Figura 9, onde se 

nota um decréscimo durante todo o período estudado, atingin-

do no 159 dia um teor igual a apenas 3,4% do valor inicial. 

Os teores de proteínas solúveis de eixos de sementes 

quiescentes e de plãntulas durante a germinação de C. ImAisi-

tienziz são mostrados na Tabela 9 e na Fig. 10, onde se nota 

um aumento até o 99 dia (cerca de 27 vezes o valor inicial) 

decrescendo, então, até o 159 dia. 

3.5. Atividade hemaglutinante  

A atividade hemaglutinante em cotilédones de sementes 

quiescentes e de plãntulas durante a germinação de C. bnazi-
q.íenzis é mostrada na Tabela 8 e na Figura 9, onde se nota um 
aumento de atividade no 19 dia e um subseqüente decréscimo ao 

longo da geminação até desaparecer quase totalmente (1,2% do 

valor inicial) no 159. dia. 

Quando experimentos semelhantes foram feitos com extra 

tos de eixos, entretanto, não foi detectada qualquer ativida-

de hemaglutinante durante todo o período estudado. 



Figura 8 - Variação de peso seco de cotilédones e eixos de se 

mentes quiescentes e de plãntulas de C. btcaziZi n-

ó.í z ao longo da geifflinação . 
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TABELA 8 - Teor de proteínas solúveis e atividade hemagluti-
nante em cotilédones de C. bhazitienz-í,4 ao longo 
da germinação 

Cotilédones 
(dias) 

mg P/parte UH/parte UH/mg P 

0 49,95 8.694 174,1 

1 45,51 	± 	3,15 12.490 ± 510 274,5 

3 47,32 ± 	0,73 10.397 	± 	2.956 219,7 

5 36,53 ± 	4,37 7.956 ± 	2.928 217,8 

7 17,80 ± 4,88 6.227 ± 24-0 349,8 

9 7,20 ± 2,25 1.555 ± 314 216,0 

12 6,30 ± 	0,97 552 ± 366 87,6 

15 1,68 ± 	0,15 105 ± 46 62,5 



Figura 9 - Teor de proteínas (r--.--.) e atividade hemagluti-

nante (o--o--o) de cotilédones de sementes quies-

centes e de piantulas de C. bnazitiev -Lo ao longo 

da germinação. 
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TABELA 9 - Teor de proteínas solúveis em eixos de C. 
.e-íeKz,í.z ao longo da germinação 

Eixos 
(dias) 

mg proteína/õrgão 

0 1,70 

1 1,90 ± 	0,324 

3 10,27 ± 	0,320 

5 15,25 ± 	2,059 

7 40,45 ± 	0,895 

9 46,62 ± 	0,473 

12 43;33 ± 	4,245 

15 38,44 ± 	6,478 
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FIGURA 10 - Teor de proteínas de eixos de sementes quiescen- 

tes e de plãntulas de C. b tcais ,íLienis 	ao longo 	da 

germinação. 
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3.6. Cromatografia de afinidade de extratos de cotilédones  

e eixos 

Quando foram feitas cromatografias de afinidade em co-

lunas de Sephadex G-50 de extratos de cotilédones de sementes 

quiescentes e de plãntulas durante a germinação de C. 	bnazi 

£tienzLL, foram obtidos os resultados apresentados na Figura 

11. A :relação entre as proteínas de alto peso molecular (PI) 

e aquelas-com atividade hemaglutinante (PIII) é apresentada 

na Figura 12. 

Pelos dados obtidos nós podemos observar que tanto a 

fração PI (que encerra as proteínas de peso molecular maior 

que 30.000 daltons) como a fração PIII (que encerra as lecti- 

nas) decrescem durante_ a germinação, enquanto a fração 	PII 

(que encerra provavelmente peptídios pequenos) cresce conti-

nuamente. 

Experimentos semelhantes foram realizados com eixos de 

sementes quiescentes e de plãntulas obtidas em diversos tem-

pos de germinação (Figura=13). E interessante ressaltar que 

não se observou, nestes experimentos, a presença da 	fração 

PIII. 

3.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida em presença de 

SDS de extratos de cotilédones  

Extratos totais obtidos de cotilédones de 	sementes 

quiescentes e de plãntulas com diferentes tempos de germina 

ção foram tratados com beta-mercaptoetanol 1% e submetidos a 

eletroforese em gel de poliacrilamida em presença de 	SDS. 

Os resultados obtidos (Figura 14) mostraram a presença de vã-

rias bandas de proteínas, variando na faixa de peso molecular 

compreendida entre 8.000.e 60.000 daltons, duas das 	quais 

(26.000 e 44.000 daltons) se destacam das demais. Enquanto a 

banda de 26.000 daltons se mantém ao longo da germinação,aque 

la de 44.000 daltons desaparece depois do 5c2). dia. 	Notou-se 

também o aparecimento de uma banda de forte intensidade com 



Figura 11 - Cromatografia de afinidade de extratos de cotilé-

dones de sementes quiescentes e de pldntulas de 

C. 	btca4. Líen6.i. em coluna de Sephadex G-50 equili 

brada com NaC1 1 M contendo CaC12  5mM e MnC12  

5mM, seguido de NaC1 1 M contendo CaC12  5mM, MnCl2  

5mM e glicose 0,1 M. Amostras: l4mg/lml. 
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Figura 12 - Teor de proteínas nas frações PI (0-41--*) e PIII (o--o--o) 

obtidas por cromatografia de afinidade em coluna de Sephadex 

G-50 de cotilédones de sementes quiescentes e de ...plántulas 

ao longo da germinação. Os valores' (%) são apresentados em 

relação ao teor encontrado em cotilédones de sementes quies 

centes. 
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Figura 13 - Cromatografia de afinidade de extrato de eixc 

sementes quiescentes e de plãntulas de C. 6, 

tienziz em coluna de Sephadex G-50 	equili] 

com NaC1 1 M contendo CaC12  5mM e MnC12  5mM, 

guido de NaC1 1 M contendo CaC12  5mM, MnC12  

glicose 0,1 M. Amostras: 10mg/lml. 
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Figura 14 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 	contenc 

SDS de extrato de cotilédones de sementes guie 

centes (1) e plãntulas de 1 dia (2), 3 dias (3 

5 dias (4) , 7 dias (5) , 9 dias (6) , 12 dias (7) 

15 dias (8), tratados com beta-mercaptoetanol. 





48 

peso molecular de 23.000 daltons no 59 dia. 

3.8. Eletroforese em gel de poliacrilamida em presença de 

SDS de extratos de eixos. 

Extratos obtidos de eixos de plântulas com diferentes 

tempos de germinação foram tratados com beta-mercaptoetanol 1% 

e submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida em pre-

sença de SDS. Os resultados obtidos (Figura 15) mostraram a 

presença de várias bandas, notadamente na faixa de peso mole-

cular entre 30.000 e 75.000 daltons. Foi notada também a au- 

séncia da banda de 26.000 daltons, característica das 	fra- 

ções ativas.__ 

3.9. Imunoeletroforese em gel de agarose de extratos de 

cotilêdones  

Quando foram feitas imunoeletroforeses em gel de agaro 

se de extratos totais de cotilédones de sementes quiescentes 

e de plântulas com diferentes tempos de germinação, 	utili- 

zando-se anti-soros preparados contra Extrato Total e fração 

PIII de sementes quiescentes, foram obtidos os 	resultados 

apresentados na Figura 16. Nota-se nos cotilédones de semen-

tes quiescentes a presença de pelo menos 8 arcos reconhecidos 

pelo anti-soro contra Extrato Total, 3 dos quais responsáveis 

pela maior parte das proteínas e que diminuem sensivelmente de 

intensidade com a germinação. Por outro lado, percebe-se tam-

bém a presença de 5 arcos reconhecidos pelo anti-soro contra 

a fração PIII, que praticamente se mantém ao longo da germina 

ção. 

3.10. Imunoeletroforese em gel de agarose de extratos de 

eixos 

Quando foram feitas imunoeletroforeses em gel de agaro 

se em extratos totais de eixos de sementes quiescentes e de 

plântulas com diferentes dias de germinação, usando os mes- 



Figura 15 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 	contendo 

SDS de extrato de eixos de plãntulas de 1 dia (1), 

3 dias (2) , 5 dias (3) , 7 dias (4) , 9 dias (5) , 12 

dias (6) e 15 dias (7) , tratados com " -.beta-mer-

captoetanol. 
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Figura 16 - Imunoeletroforese em gel de agarose de extrato de 

cotilëdones de sementes quiescentes (1) e plãntu-

las de 1 dia (2) , 3 dias (3) , 5 dias (4) , 7 dias 

(5) , 9 dias (6) , 12 dias (7) e 15 dias (8) , con- 

tra anti-soros preparados contra Extrato 	Total 

(A) e contra a fração PIII (B). Amostras: 0,28mg. 
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mos anti-soros utilizados nos experimentos anteriores, foram 

obtidos os resultados apresentados na Figura 17. Nota-se nos 

extratos de eixos de sementes quiescentes a presença (de bai-

xa intensidade) de pelo menos 6 arcos reconhecidos pelo - an-

ti-soro contra Extrato Total, que desaparecem quase por com-

pleto já no 39 dia de germinação. Quando se examina os resul-

tados obtidos com anti-soro contra a fração PIII se nota ape-

nas um arco extremamente fraco que desaparece apôs o 39 dia. 

3.11. Imunoeletroforese em gel de agarose contendo anti-so 

ro contra Extrato Total e fração PIII  

Com a finalidade de se ter uma melhor identificação das 

frações ativas, foram feitos experimentos de imunoeletrofore-

se das várias frações obtidas durante o isolamento das lecti- 

nas de C. fm.a6tit-clen 	em gel de agarose contendo 	anti-soro 

contra Extrato Total e fração PIII. Os resultados obtidos são 

mostrados nas figuras 18 e 19. 

3.12. Imunoeletroforese de extratos de cotilédones e eixos 

em gel de agarose contendo  anti-soro contra Extrato 

Total e fração PIII  z 

Experimentos semelhantes foram feitos com extratos de 

cotilédones de sementes quiescentes e de plãntulas com dife_: 

rentes dias de germinação (Fig. 20 e 21). Notou-se que com o 

anti-soro preparado contra o Extrato Total o pico maior pre- 

sente no Extrato Total (Fig. 20), e que corresponde ao 	pico 

maior na fração PI (Fig. 18), começa a desaparecer a 	partir 

do 99 dia, enquanto que picos menores, também presentes no Ex 

trato Total, e que correspondem a fração PIII, se mantém ao 

longo da germinação. Isto é confirmado quando experimentos se 

melhantes foram feitos com anti-soro preparado contra a fra-

ção PIII (Fig. 21). 

Usando extratos de eixos de sementes quiescentes e de 

plãntulas com diferentes dias de germinação, notou-se que, en 



Figura 17 - Imunoeletroforese em gel de agarose de extrato de 

eixos de sementes quiescentes (1) e de plãntulas 

de 1 dia (2) , 3 dias (3) , 5 dias (4) , 7 dias 	(5), 

9 dias (6) , 12 dias (7) e 15 dias (8) , contra an-

ti-soros preparados contra Extrato Total e contra. 

a fração PIII. Amostras: 0,28mg. 





Figura 18 - Imunoeletroforese em gel de agarose contendo an-

ti-soro contra Extrato Total. Amostras: Extrato To 

tal (1) , Globulinas (2) , Albuminas (3) , 	F 0/50 

(4) , F 50/90 (5) , PI (6) e PIII (7) . 	Amostras: 

0,14mg. 





Figura 19 - Imunoeletroforese em gel de agarose contendo an- 

ti-soro contra a fração PIII. Amostras: 	Extrato 

Total (1) , Globulinas (2) , Albumina (3) , 	F 0/50 

(4) , F 50/90, PI (6) e PIII (7) . Amostras: 0,14mg. 
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Figura 20 - Imunoeletroforese em gel de agarose contendo an-

ti-soro contra Extrato Total. Amostras: cotilédo-

nes de sementes quiescentes (1) e de plãntulas 1 

dia (2) , 3 dias (3) , 5 dias (4) , 7 dias 	(5) , 	9 

dias (6), 12 dias (7) e 15 dias (8). 	Amostras: 

0,14 mg. 





Figura 22 - Imunoeletroforese em gel de agarose contendo an-

ti-soro contra Extrato Total. Amostras: eixo de 

sementes quiescentes (1) e de plãntulas de 1 dia 

(2) , 3 dias (3) , 5 dias (4) , 7 dias (5) , 	9 dias 

(6), 12 dias (7) e 15 dias (8). Amostras: 0,14mg. 
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quanto com o anti-soro contra o Extrato Total (Fig. 22) havia 

o aparecimento de picos fracos em extratos de eixos de semen 

tes quiescentes e que desaparecem após o 59 dia, contra o an-

ti-soro pr3parado contra a fração PIII não houve o aparecimen 

to de qualquer pico. 

3.13. Imunoeletroforese bidimensional em gel de agarose  

• Quando foram feitos experimentos de imunoeletroforese 

bidimensional com extratos de cotilédones de sementes quies- 

centes e de plãntulas com diferentes dias de germinação, 	em 

gel de agarose contendo anti-soro contra Extrato Total, foram 

obtidos os resultados apresentados nas Figuras 23 a 30. 

Dos resultados obtidos foi notado a presença de pelo 

menos 9 picos nos extratos de cotilédones de sementes quies-

centes, alguns dos quais desaparecem já nos primeiros dias de 

germinação, enquanto que outros se mantêm até o 159 dia. Deve 

ser aqui ressaltado a presença de um pico difuso que parece 

ser característico da lectina. 



- _=Inzele cforese em gel de agarose contendo an-

ti-soro contra a fração PIII. Amostras: cotilédo-

nes de sementes quiescentes (1) e de plãntulas d 

1 dia (2) , 3 dias (3) , 5 dias (4) , 7 dias (5) , 

dias (6) , 12 dias -(7) e 15 dias (8) . 	Amostras: 

0,14mg. 





Figura 23 - Imunoeletroforese bidimensional em gel de agaro-

se contendo anti-soro contra Extrato Total de ex-

trato de cotilédones de sementes quiescentes. Amos 

tras: 0,2mg. 





Figura 24 - Imunoeletroforese bidimensional em gel de agaro-

se contendo anti-soro contra Extrato Total de ex. 

trato de cotilédones de plãntulas de 1 dia. Amos 

tray: 0, 2mg. 





Figura 25 - Imunoeletroforese bidimensional em gel de agaro-

se contendo anti-soro contra Extrato Total de ex-

trato de cotilédones de plãntulas de 3 dias. Amos 

tras: 0,2mg. 

• 





Figura 26 - Imunoeletroforese bidimensional em gel de 

contendo anti-soro contra Extrato Total de e_==_ 

to de cotilédones de plántulas de 5 dias. 

tras: 0,2mg. 





Figura 27 - Imunoeletroforese bidimensional em gel de a_==: 

contendo anti-soro contra Extrato Total de 

to de cotilédones de plãntulas de 7 dias. 

tras: 0,2mg. 





Figura 28 - Imunoeletroforese bidimensional em gel de agarcse 

contendo anti-soro contra Extrato Total de extra- 

to de cotilédones de plãntulas de 9 dias. 	A:.cs- 

tras: 0,2mg: 
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Figura 29 - Imunoeletroforese bidimensional em gel de agarose 

contendo anti-soro contra Extrato Total de extra-

to de cotilédones de plãntulas de 12 dias. Amos-

tras: 0,2mg. 





Figura 30 - Imunoeletroforese bidimensional em gel de agarose 

contendo anti-soro contra Extrato Total de extra-

to de cotilédones de plàntulas de 15 dias. Amos-

tras: 0,2mg. 





IV, DISCUSSAO  

A fração globulínica do extrato de sementes de C. biLa- 

6ti2íensLo encerra a quase totalidade das lectinas e das 	de- 

mais proteínas, enquanto somente 3,5% da proteína não dialisá 

vel e 5,2% da atividade total encontram-se na fração albumini 

ca. Por outro lado, quando o Extrato Total é fracionado por 

precipitação com sulfato de amónio, 89% da atividade é retida 

na fração F 50/90. A atividade hemaglutinante é 	estimulada 

pela presença de Ca
++ 
 e Mn++  e inibida por glicose e mais fra 

camente por manose e frutose. De uma maneira geral esses da-

dos são concordantes com aqueles encontrados na literatura pa 

ra a Concanavalina A (12). 

Do mesmo modo que a Con A, as lectinas de C. btca.í-Uen 

4L6 também mostram afinidade por Sephadex, podendo, portanto, 

serem fracionadas por cromatografia de afinidade em coluna des 

te polímero de dextrana. A fração retida PIII (tratada 	com 

acido acético) apresentou uma purificação de 39,4 vezes 	com 

relação ao Extrato Total. 

A atividade hemaglutinante total aparentemente aumen-

tou durante todo o processo de fracionamento (Tabela 3). Este 

aumento é devido, provavelmente, à eliminação de inibidores de 

atividade hemaglutinante presentes quer no Extrato Total-., quer 

nas frações subseqüentes. Entre esses inibidores devemos des-' 

tacar não só açúcares livres, como amido. A presença de subs- 

tancias que inibem a hemaglutinação foi mais notada 	quando 

foi feita extração da - farinha com NaC1 0,15 M contendo 	Ca++ 
 

e Mn 

Os dados aqui apresentados não estão em concordância 

com aqueles encontrados por Gomes (25) para a atividade hema-

glutinante poie ele encontrou que a totalidade da mesma preci 

pitava entre 35 e 50% de saturação de sulfato de amônio e não 
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estabeleceu a necessidade de Ca++  e Mn
++
. 

 

Por eletroforese das diversas frações obtidas no isola 

mento em gel de poliacrilamida contendo SDS foi notada a pre- 

sença de até 15 bandas, 4 das quais (pesos moleculares 	de 

8.000, 13.000, 23.000 e 26.000 daltons), características 	da 

fração PIII, estão presentes em todas as frações ativas, des 

tacando-se em intensidade a banda de peso molecular de 26.000 

daltons. Esta banda corresponde provavelmente as lectinas,sen 

do as outras 3 aparentemente contaminantes. 

Quando estas mesmas amostras, tratadas previamente com 

beta-mercaptoetanol, foram submetidas ao mesmo tipo de experi 

mento, apresentaram poucas diferenças quanto ao tipo de ban-

das, sendo notado apenas que determinadas bandas com peso mo-

lecular acima de 50.000 daltons desaparecem, notadamente nas 

frações albuminicas e F 50/90. 

A fração PIII apresentou um espectro de absorção ca-

racterístico de proteínas bom el-evadõ teor de aminoácidos aro 

máticos, com um máximo de absorção a 280nm. O coeficiente de 
% 

extinção encontrado para a fração PIII (E lcm 
	

13,52) é da 

mesma ordem do citado na literatura para a Con A (12). 

As sementes de C. bnaz,ítienziz se mostraram incapazes 

de germinar sem sofrer um tratamento prévio com ácido sulfúri 

co concentrado por 50 minutos. A-dormência dessas sementes se 

deve provavelmente à impermeabilidade à água e/ou resistência 

mecânica do tegumento, precisando o mesmo ser escarificado pe 

lo ácido sulfúrico para que a semente sofra embebição, desen-

cadeando com isso o processo germinativo. 

O acréscimo de peso fresco dos cotilédones até 	o 59 

dia de germinação, provavelmente, se deve à absorção de água 

e o decréscimo subseqüente e continuo ao longo da germinação 

se deve à degradação de suas reservas para a síntese de teci-

dos da plàntula, cujo eixo cresce em peso fresco continuamen-

te com a germinação. 

O peso seco dos cotilédones decresce durante todo 	o 
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processo, apresentando um comportamento bastante semelhante 

ao observado para o teor de proteínas e a atividade hemagluti 

nante durante todo o período estudado, enquanto que o peso se 

co .dos eixos cresce constantemente, devido à translocação das 

reservas cotiledonárias para o mesmo. Foi notado também que o 

peso total (2 cotilédones + eixo) decresce continuamente du-

rante a germinação, atingindo até o 159 dia um valor que cor-

responde a 67,7% do valor inicial. Esta diminuição de peso se 

deve provavelmente a perdas durante o metabolismo de energia 

da planta. 

O comportamento encontrado para as proteínas solúveis 

ao longo da germinação foi característico, com um decréscimo 

constante das -proteínas cotiledonárias e um aumento das pro- 

teínas do eixo até o 99 dia, seguido de um decréscimo 	lento 

até o 159 dia. Este comportamento pode ser explicado por uma 

mobilização de proteínas dos cotilédones para o eixo até o 99 

dia, quando os cotilédones estão praticamente exauridos; 	o 

decréscimo subseqüente no eixo se deve, provavelmente, a imo-

bilização de proteínas solúveis como proteínas estruturais. 

Não foi detectada atividade hemaglutinante nos extra-

tos de eixo durante todo o período estudado. Nos cotilédones 

esta atividade sofre um rápido acréscimo no primeiro dia, de-

vido provavelmente à eliminação de inibidores ou liberação de 

ativadores. A seguir, a atividade• decresce continuamente com 

a germinação, apresentando um comportamento muito semelhante 

ao das proteínas cotiledonárias. Esses últimos resultados es- 

tão de acordo com os obtidos por Rouge (57), levando-se 	a 

acreditar na possibilidade de haver uma mobilização parale-

la dessas proteínas. 

Quando se observou o comportamento das proteínas 	ao 

longo da germinação por cromatografia em Sephadex G-50 de ex-

tratos tanto de cotilédones como de eixos, foi notado que em 

ambos há uma diminuição sensível da fração PI de peso molecu 

lar elevado (acima de 35.000 daltons) e um aumento paralelo 

da fração PII de peso molecular baixo (abaixo de 5.000 	dal- 

tons) ao longo da germinação. Este aumento de PII parece ser 
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devido ã degradação das proteínas de peso molecular elevado. 

Ao se examinar o comportamento das lectinas através- da 

sua afinidade pela coluna de Sephadex G-50, dado pela quanti-

dade de proteína retida (fração PIII) foi verificado durante 

todo o período investigado a ausência completa de 	lectinas 

nos extratos de eixos. Nos cotilédones (Fig. 11 e 12), por ou 

tro lado, foi notado que embora houvesse mobilização ao longo 

da germinação, esta não acompanhava a mobilização das protel 

nas de peso molecular elevado (PI). O aparente desacordo en- 

tre este comportamento e o paralelismo encontrado entre 	o 

teor de proteína e a atividade hemaglutinante ao longo 	da 

germinação (Fig. 9) pode ser explicado lembrando-se que nes-

tes experimentos o teor de proteínas foi determinado pelo mé-

todo de microbiureto que revela ao mesmo tempo tanto PI como 

PII, não deixando aparecer a mobilização PI } PII. 

Esta hipótese de um comportamento diferenciado é con-

firmada pelos experimentos de eletroforese em gel de polia-

cri-lamida com SDS e beta-mercaptoetanol, dos extratos de coti 

lédones, onde se nota ao longo da germinação o desaparecimen-

to da principal banda de peso molecular elevado (44.000 dal-

tons) característica da fração PI, enquanto aquela banda ca-

racterística da fração PIII (26.000 daltons) peLmanece até o 

fim do período estudado, dando assim uma forte indicação de 

quo as lectinas são conservadas, pelo menos nas suas estrutu 

ras monoméricas, até o 159 dia de getI«inação. 

Em experimentos semelhantes feitos com extratos de ei-

xos foi notada a ausência de bandas características das fra-

ções ativas, confirmando a ausência de lectinas nos mesmos. 

Quando se examina os, resultados obtidos por imunoele-

troforese em gel de agarose (Figura 16), em cotilédones de se 

mentes quiescentes e de plãntulas com diferentes dias, podem 

ser notados dois grupos de arcos, um deles de baixa mobilida-

de que quase não sai da origem, que é reconhecido tanto pelo 

anti-soro contra Extrato Total como pelo anti-soro contra a 

fração PIII e um segundo grupo, no qual se destaca um 	arco 
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forte, que á reconhecido apenas pelo anti-soro contra o Extra 

to Total. Durante a germinação pode ser notado que este arco 

desaparece depois de nove dias enquanto que o grupo reconheci 

do pelos dois anti-soros permanece presente. 

Esta interpretação pode ser confirmada pelos experimen 

tos de imunoeletroforese em gel de agarose contendo anti-soro 

(Fig. 20 e"21) onde se nota que os picos de maior intensidade 

(comparar com a Fig. 18) correspondem á fração_PI e as bandas 

de menor intensidade e difusas correspondem ã fração PIII (ver 

Fig. 19). Pelas figuras 20 e 21 podemos ver que as proteínas 

correspondendo à fração PI desaparecem depois do 99 dia en-

quanto que aquelas correspondentes à fração PIII permanecem 

sem alteração até o 129, diminuindo apenas no 159 dia. 

Os experimentos realizados com extratos de eixos, tan- 

to de imunoeletroforese em gel de agarose (Fig. 17) como 	de 

imunoeletroforese em gel de agarose contendo anti-soro con-

tra Extrato Total (Fig. 20), apresentam bandas corresponden-

tes ã fração PI, que desaparecem após o 59 dia. 

As Fig. 23 a 30 parecem confirmaras especulações aci 

ma. A fração PI parece ser responsável pelo pico maior, 	que 

se apresenta com uma intensidade elevada tanto nos experimen 

tos de imunoeletroforese bidimensional como nos experimentos 

se imunoeletroforese em gel de agarose contendo anti-soro, di 

minui sensivelmente de intensidade depois do 99 dia. A fração 

PIII, por sua vez, que parece ser responsável por aqueles pi-

cos difusos de mobilidade pequena e baixa intensidade, encon-

trados nestes mesmos experimentos, permanece presente ate.o fim 

do período estudado. 

Examinando o conjunto de experimentos podemos ver que 

embora as lectinas jã estejam solúveis na semente quiescente, 

aparentemente parte das mesmas ou estão inibidas ou não estão 

com a estrutura quaternária estabelecida, pois embora 	sejam 

capazes de se prender à coluna de Sephadex G-50, o que requer 

apenas 1 sitio de ligação, não são capazes de aglutinar hemá-

cias (2 sítios de ligação). Nas primeiras horas após o inicio 
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do processo germinativo, com a diminuição dos inibidores ou 

aparecimento_ das condições ideais para a formação da estrutu-

ra quaternária, a atividade plena das lectinas é estabelecida. 

A partir de então há provavelmente um desarranjo na estrutu-

ra quaternária com uma diminuição da capacidade de aglutinar 

hemácias, mantendo-se, porém, por mais tempo, a capacidade de 

se ligar â coluna de Sephadex, indicando a presença pelo me-

nos das subunidades monoméricas (eletroforese em gel de polia 

crilamida com SDS) e os grupamentos antigènicos (experimentos 

imunoquimicos). 



V, CONCLUSÕES  

1. As lectinas de sementes de Canava.Ua brca6i.2ien~iZ po-

dem ser isoladas por cromatografia de afinidade em coluna de 

Sephadex G-50, requerem Ca
++ 

e Mn++ para apresentarem ativida 

de hemaglutinante e são inibidas por glicose, frutose e mamo-

se. 

2. A atividade hemaglutinante das lectinas de C. bnai-Ei-

en~.í.Ó se concentra principalmente na fração do Extrato Total 

que precipita entre 50 e 90% de saturação de sulfato de ame-

nio. 

3. Em cromatografia de afinidade em coluna de 	Sephadex 

G-50 praticamente toda a atividade hemaglutinante se concen 

tra na fração retida. 

4. Experimentos de eletroforese em gel de poliacrilamida 

demonstram a presença de quatro bandas em todas as 	frações 

ativas de C. bhazi2 iens,Lz , com pesos moleculares de 	8.000, 

13.000, 23.000 e 26.000 daltons, destacando-se aquela de peso 

molecular de 26.000 daltons. 

5. As sementes de C. bna6iEtien~iz s6 germinam 	mediante 

tratamento prévio para quebrar a dormência. 

6. 0 comportamento de peso seco, do teor de proteínas so-

lúveis e da atividade hemaglutinante nos cotilédones no decor 

rer da germinação mostraram-se paralelos. 

7. Durante todo o período estudado o teor de proteínas so 

lúveis nos eixos cresceu continuamente, enquanto que a ativi-

dade hemaglutinante não foi detectada nos mesmos. 

8. No decorrer da germinação de C. btl.a~itienzid as lecti- 
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nas são mobilizadas mais tardiamente que as demais proteínas 

de alto peso molecular. 

9. Não foi detectada a presença de proteínas apresentando 

afinidade por coluna de Sephadex G-50 em extratos de eixos, 

em nenhum momento da germinação, bem como não foi encontrado 

nos mesmos bandas com PM de 26.000 daltons, 	características 

das frações ativas. 

10. As bandas de peso molecular de 26.000 daltons, caracte 

risticas das frações ativas de C. bnaz.í..e.í.enzi_z , são mobiliza 

das mais tardiamente que as demais proteínas de peso molecu-

lar elevado. 

11. Experimentos imunoquimicos mostraram haver mobilização 

dos arcos das frações ativas mais tardiamente do que as de-

mais proteínas sem atividade. 

12. Durante a germinação de sementes de C. btca.í..2.í.enz í o ; 

há provavelmente uma ativação inicial das-lectinas seguida de 

uma desorganização da estrutura quaternária, que se reflete 

primeiro na atividade hemaglutinante e depois na 	afinidade 

por dextrana, mas conservando-se ate mais tarde pelo :menos 

as formas monomericas. 	 - 
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45 - G.1.12 LECTINAS DE SEMENTES DE FEIJÃO DE BOI ( Canavalia brasiliensis ) 
Benildo de Sousa Cavada e Renato de Azevedo Moreira.  Dept. de Bioquímica e Biologia Mo-
lecular, Universidade Federal do Ceara, Caixa Postal 1065, Fortaleza, Ceará. 

As lectiúae são proteinaa que possuem sítios de reconhecimento ou de ligação que 
as tornam capazes de formar complexos com as carboidratos presentes na superfície celu-
lar, Eossibilitando assim a agglutinação das mesmas. Atraves desta interação as lecti - 
nas sao responsabilizadas por uma serie de efeitos fisiológicos desde a aglutinação de 
eritrõcitos e leucócitos atã interação com bactërias do solo ( tipo Rhizobium ). Para 
melhor compreender os diversos papéis desmpenhados pelas lectinas na planta é necessa - 
rio a purificação das mesmas. Visando isto estão sendo estudadas as lectinas presentes 
em sementes de Canavalia brasiliensis. 

Extratos salinos (NaC1 0,15 M) de sementes de C. brasiliensis contém uma alta ati-
vidade hemaglutinante (960 UH/g de farinha). Apõs diâliae contra água,`preticamente to-
da a atividade hemaglutinante se concentra na fração globulinica (cerca de 90%). Por 
fracionamento com sulfato de amônio toda a atividade se concentra na fração que pFeci - 
pita entre 50 e 80% de saturação. Quando a fração ativa é.submetida a cromatografia em 4 
coluna de Sephadex G-50, em NaCl 0,15 M, toda a atividade hemaglutinante fica retida eu 
quanto as proteínas inativas são eluidas. A atividade só ë eluida com uma solução de 
NaC1 0,15 M. Most++u-se finda que as lectinas de C. brasiliensis necessitam de ions di-' 
valente como o Ca 	e Mn 	para se tornarem ativas, e tem sua atividade inibida em pre- 
sença de glicose 
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Supplement to: 

Board 16 

HEMAGGLUTINATING ACTIVITY DURING THE GERMINATION OF 
Canavalia brasiliensis 

B.S.Cavada d R.A.Moreira, Dept Bioquimice e Biologia 
Molecular,Univ.Fed.Ceara,CP 1065,Fortaleza(CE)Brasil 

Changes in size, fresh and dry weight, protein con-
tent and hemagglutinating activity were followed dur 
ing germination and initial stages of development of 
Canavalia brasiliensis as a preliminary approach to 
study the role of lectins in plants.Seedswere soaked 
in conc. H 50 for 50 min,and then grown without nu-
trients,in~ moist-dark-chamber,— -et-309C. -Sample lots 
of seedlings were harvested at 2 day intervals up to 
the 15th day.The protein content,extracted with NaC1 
pH 6.0, remains constant up to the 3rd day and then 
decreases to a constant value from the 9th day. The 
hemagglutinating activity,present only in the cotyle 
dons(8700 HU/part) increases in the first day (12500 
HU/part)and then decreases to a constant value (1500 
HU/part) from the 9th day.The hemagglutinating acti-
vity decrease follows the protein depletion as well 
as the decrease in dry weight, indicating that the 
lectins may belong to the group of reserve proteins, 
having no active function during the first atages of 
germination. 	(Grants from CNPaBFINEP) 
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'`_Jiu"(E'TC C CARACTERIZAÇÂ0 PARCIAL DE LECTINAS PRESENTES EM SE 

".LxTES SE Canavalia brasiliensis  Mart. 

b. S. CAVADA e R. A. ''.CREIRA 

Dept. de bioquímica e biologia Molecular - Universidade Federal 

do Cearã, Caixa Postal 1065, Fortaleza, CearS. 

Dando continuidade Is investigações feitas com lectivas de 

Canavalia brasiliensis  Mart. C. Cavada,b.S. e Noreira,R.A.- 31 

P.A. SSPC, 1979), foram feitos estudos de caracterização parci-

al da fração que precipita entre SO e 90% de saturação de sulfa 

to de am5nio e da fração isolada por cromatografia de afinidade 

em coluna de Sephadex C-50 C P3 ). 

As lectivas de C. brasiliensis  Mart. se caracterizam por a-

presentarem fraca atividade contra hemácias humanas, mas valo-

res elevados quando testadas com hcmãcias de gato e coelho. 

Quando a fração 50/90 foi submetida a inibição por açucares sim 

pies foi encontrado que glicose, manose e frutose inibem esta a 

tividade (31,9, 143,2 e 282,1 mg/mg de fração respectivamente), 

enquanto galactose não foi capaz de inibir a atividade hemaglu-

tinante aesmo em soluções com até 5 x 103  mg/mg de fração. E in 

teressante ressaltar que a manose, em concentrações iguais ou 

superiores a 512 mg/mg de fração comporta-se como um ativador, 

enquanto e■ concentrações inferiores inibe a atividade hemaglu-

tinante. Verificou-se ainda que 1 ml de soro normal de coelho 

capaz de inibir a atividade hemaglutinante de 1,31 mg de Extra-

to Total de C. brasiliensis  'art. 

0 Extrato Total quando submetido a eletroforese em gel de 

poliacrilamida em presença de SDS e beta-mercaptoetanol apresen 

tou 9 bandas principais com PM variando de 10.000 a 50.000 dal-

tons, quatro das quais estio presentes em todas as frações ati-

vas ¡ apresentando-se a fração P3 composta predominantemente 

por subunidades de PM de 26.000 daltons. 

Por imunoeletroforese em gel de agarose contendo antissoro 

contra Extrato Total de C. brasiliensis N.art., das diversas fra-

ções, notou-se a presença de pelo menos S bandas,2 das quais são 

semprm encontradas em experimentos semelhantes com antissoro con 

tra a fração P3, indicando a presença de 2 entidades antiginicas 

naquela fração ativa. 	(CAPES, CNPq, FINE?, UFC) 

T Reunião Regional da Sociedade brasileira 

de Bioquímica - Fortaleza, setembro, 1980. 

Publicado no Livro de Resumos 
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