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RESUMO

Rizobios sdo bactérias gram-negativas que vivem de maneira simbiotica nas raizes
de leguminosas induzindo a formacéo de nodulos. Dentro dos nddulos, essas bactérias, na sua
forma endossimbidtica, podem fixar o nitrogénio atmosférico e fornecé-lo para as células da
planta hospedeira. Diversas condi¢cbes ambientais sdo fatores limitantes para a fixacéo
bioldgica de nitrogénio e o desenvolvimento do vegetal, como estresse hidrico, salinidade, pH
e temperatura. Rhizobium tropici CIAT899 é uma estirpe de rizobio que forma efetiva
simbiose com Phaseolus vulgaris, esta estirpe mostra ser tolerante a diversos estresses
ambientais, incluindo altas temperaturas, ambientes acidos e de alta salinidade. Lectinas sdo
(glico) proteinas de origem ndo imune que se ligam especificamente e reversivelmente a
carboidratos, ou ainda a glicoconjugados. Devido essa capacidade de reconhecer
especificamente carboidratos, lectinas mostram ser uma importante ferramenta de estudo que
favorece a interacdo entre rizébio e planta hospedeira. Nesse trabalho buscamos demonstrar a
atividade das lectinas isoladas de sementes de Canavalia brasiliensis (ConBr) e Canavalia
ensiformis (ConA) sobre o crescimento “in vitro” de Rhizobium tropici. Os dados mostraram
que a lectina ConBr foi capaz de estimular de maneira significante o crescimento “in vitro”
de Rhizobium tropici. O efeito encontrado foi revertido na presenca do aclcar inibidor
(manose), sugerindo uma efetiva atividade lectinica. No entanto a lectina ConA néo
demonstrou nenhuma atividade sobre o crescimento do microrganismo. A lectina ConBr
associada com FITC, como ja era esperado, demonstrou interacdo com a superficie bacteriana,
esses resultados foram muito semelhantes aos obtidos com ConA, apesar dessa lectina néo
demonstrar qualquer atividade sobre o crescimento microbiano de Rhizobium tropici. A
diferenca na atividade biologica destas lectinas, apesar da alta similaridade, provavelmente ¢é

devido a diferenca estrutural nos seus dominios de reconhecimento de carboidrato.

Palavras-Chave: Crescimento bacteriano, fluorescéncia, lectinas; nitrogénio, rizébios, sitio de
ligagéo.



ABSTRACT

Rizobia are gram-negative bacteria that lives as symbiotic cells in roots of
leguminous inducing the formation of nodules. Inside of these nodules, these bacteria in their
endosymbiotic life style, fixate the atmospheric nitrogen and make it available for the cells
from the host plant. Different environment conditions are limiting factors for the biological
nitrogen fixation and for the plant development, like drought-stressed, salinity, pH and
temperature. Rhizobium tropici CIAT899 is a rizobia’s strain that has effective symbioses
with Phaseolus vulgaris, this strain shows tolerance to many different environment stress,
such as high temperatures, acid environment and high salinity. Lectins are (glico) proteins
from non-immune origin that binds specific and reversible to carbohydrates or to
glicoconjugates. Due to their capacity of recognizing specific carbohydrates, lectins shows to
be an important tool that helps the interaction between rizobia and the host plant. In this work
we tried to demonstrate the activity of the lectin isolated from Canavalia brasiliensis (ConBr)
and Canavalia ensiformis seeds on the in vitro growth of Rhizobium tropici. The data
demonstrate that the lectin ConBr was capable of stimulating, in a significant way, the in vitro
growth of Rhizobium tropici. The effect that was found was reverted in the presence of the
inhibitory sugar (mannose), suggesting an effective lectin activity. However the lectin ConA
didn’t show any activity on the growth of the microorganisms. The ConBr-FITC conjugates,
as been expected, showed interaction between the bacteria surface, these results were similar
with those from ConA, although this lectin doesn’t show any activity in the microbial growth
of Rhizobium tropici. The difference between the biological activities of these similar lectins,

probably is due to their structure differences in the carbohydrate binding domain.

Keys-words: Bacterial growth, fluorescence, lectins, nitrogen, rizobia, binding domain.
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1. INTRODUCAO

1.10 NITROGENIO

O nitrogénio é considerado um dos nutrientes mais limitantes para o crescimento
de plantas no seu ambiente natural (FRANCO & DOBEREINER, 1994). Nos vegetais é 0
componente responsavel por varias reacdes além de fazer parte da estrutura da clorofila, de
enzimas e proteinas. Por ser elemento essencial, seu balanco afeta a formacdo de raizes, a
fotossintese, a producdo e translocacdo de fotoassimilados e a taxa de crescimento entre
folhas e raizes, sendo o crescimento foliar primeiramente afetado ( TAIZ & ZIEGER, 2004).
Sua auséncia bloqueia a sintese de citocinina, hormonio responsavel pelo crescimento das
plantas, causando reducdo do seu tamanho e conseqlientemente reducdo da producéo
econdmica das sementes (MENGEL e KIRKBY, 1987). Portanto € um nutriente requerido em
grandes quantidades pelas culturas, sendo comum ocorrer deficiéncia na maioria dos sistemas
agricolas (SMITHSON & GILLER, 2002).

A atmosfera contém cerca de 80% de nitrogénio molecular (N,). Porém, apesar da
abundancia de nitrogénio na atmosfera, este elemento ndo esta diretamente disponivel para 0s
organismos vivos, apenas a forma mais reduzida deste elemento pode ser assimilado. A
maioria das plantas obtém o nitrogénio do solo sob a forma de ion nitrato (NO3') e ion nitrito
(NO,") havendo algumas que o absorve sob a forma de ion amonio (NH,"). A obtencio de
nitrogénio da atmosfera requer a quebra de uma ligacdo tripla covalente de excepcional
estabilidade, entre os dois 4&tomos de nitrogénio, para produzir amonia (NH3) ou nitrato (NO3~
). Tais reacdes, conhecidas como fixacdo do nitrogénio, podem ser obtidas por processo
industrial e por processo natural (TAIZ & ZEIGER, 2004). A vida das plantas depende da
manutencdo de uma concentracdo adequada de nitrogénio em seus tecidos, e a vida dos
animais depende da vida das plantas, ja que a utilizam como alimento (MALAVOLTA e
MORAIS, 2006).

Segundo Schlesinger (1997), aproximadamente 190 x 10% g de nitrogénio sdo
fixados por ano através de processos naturais como reldmpagos, reacdes fotoquimicas e
fixacdo biologica através de bactérias ou algas azuis (cianobactérias), estas altimos

responsaveis por aproximadamente 90% da fixacdo bioldgica do nitrogénio.
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Nitrogénio
atmosférico

Fixacdo
g industrial

Fixacao
X bioldgica

Compostos
nitrogenado:

Y / ; W na chuva
Desnitrificadores L M & '5’ .o‘\ﬁ/ = ,w;,Wn-MWW L ‘”‘W"'Ih,.

jﬂ,ﬂl M

i . )
Nitrato Imobilizacao Matéria %dores de N, de vida livre

(NO37) por bactérias —Y | orgénica morta | ¢ _—

e fungos

Fezes e cadaveres

Mineralizagao

amonificagao
Nitrito ( 5a0)

Perda por -
hxiviaséo (NO2) \_ /?rr\‘nﬁ;l;)
Figura 1. Representagdo esquematica do Ciclo do nitrogénio (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Entre as principais fontes de nitrogénio para a cultura de grdos, como o feijao e
soja, destacam-se: o0 solo, através da decomposicdo da matéria organica, a aplicacdo de
adubos nitrogenados e a fixacdo bioldgica do nitrogénio (HUNGRIA et al., 1997;
MERCANTE et al., 1999).

O nitrogénio é o nutriente absorvido em maior quantidade pelas leguminosas
(HAAG et al., 1967). A disponibilidade de nitrogénio mineral para as plantas esta na
dependéncia direta da continua decomposicdo da matéria organica (mineralizacdo do N) e da
adubacdo nitrogenada, sendo o processo de fixacdo bioldgica do nitrogénio atmosférico
restrito a microrganismos que ocorrem livremente no solo ou em associacdo com espécies
vegetais. A aplicacdo de nitrogénio mineral nos solos tropicais pode apresentar, as vezes,
baixa frequéncia de resposta (FRANCO, 1977). O aproveitamento do nitrogénio do
fertilizante € normalmente inferior a 50%, podendo, em determinadas situacdes, em solos
arenosos, atingir entre 5 e 10% (DUQUE et al., 1985).

Prevé-se que a medida que a agricultura se intensifica e as produtividades
aumentam, o consumo de nitrogénio devera aumentar como ja acontece em algumas regides
do Brasil, e como consequéncia um valor relativamente alto (RAIJ, 1991; BELLAVER e
FAGUNDES, 2009).

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization), cerca de 50% da
responsabilidade pelo aumento de produtividade agricola se deve aos fertilizantes, e
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considerando o papel preponderante do N na agricultura, o adequado suprimento e uso dos
fertilizantes nitrogenados se tornam primordial para que o pais possa se tornar um grande
produtor agricola mundial (Fonte: Food and Agriculture Organization).

A uréia é o fertilizante mais produzido e mais utilizado no Brasil e no mundo,
sendo justificado pelo custo de producdo e alto teor de nitrogénio (MALAVOLTA e
MORAIS, 2006). Em 2007 a producgdo mundial de uréia alcangou 134,7 milhdes de toneladas

de produto (Fonte: Food and Agriculture Organization).

Tabela 1. Principais caracteristicas da uréia.

Item Valor

Cor Branco cristalino
Teor de N % (minimo) 45

Ponto de fuséo 132,7°C
Densidade 1,335
Solubilidade (g/100mL d’agua) a 25°C 119

Ponto higroscépico (umidade critica) a 30°C 72

O uso de adubos nitrogenados representa um alto valor econdmico, além de
possuir um grande custo ecoldgico, resultantes das grandes perdas, ja que cerca de 50% do
total de adubo aplicado no solo é perdido, principalmente pelo processo de lixiviacdo
promovido pelas aguas da chuva e irrigacdo (SIQUEIRA et al., 1994; STRALIOTTO et al.,
2002). Desta forma, o manejo adequado da adubagdo nitrogenada representa uma das
principais dificuldades paras as culturas de grdos, uma vez que a aplicacdo de doses
excessivas de nitrogénio, além de aumentar o custo econdmico, representa Serios riscos ao
ambiente, enquanto a utilizacdo em quantidades insuficientes pode limitar a produgéo
(SANTOS et al., 2003).

Apesar de ser o nutriente mais abundante da atmosfera terrestre o nitrogénio nao
figura como constituinte de qualquer rocha terrestre. Talvez seja por este motivo que ele é o
elemento mais caro dos fertilizantes, pois, para sua formacéo, € necessaria diversas reacoes
quimicas, as quais necessitam de muita energia. Isso € justificado pelo fato da dificil sintese e
alto custo energético da formagdo do NHs (16800 Kcal/Kg contra 2100 Kcal/Kg do K20). A
dificil reacdo de sintese é ratificada, em parte, pela reagdo de transformacdo do gas Nz, um
composto super estavel. Essas moleculas contém uma triplice ligagdo covalente muito estavel,

sendo necessério 2,2 x 10° Kcal/Kmol para quebréa-la. Além disso, a reacdo de formacio da
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amonia (NHs), composto mais importante para a produ¢do de adubos nitrogenados, também
requer um alto custo energético. A estimativa é de que sejam gastos seis barris de petroleo
para cada tonelada de NH3 sintetizada atraves do processo industrial de fixacdo de nitrogénio
(HUNGRIA et al., 2001).

A fixacdo do nitrogénio pela associagdo entre rizobios e leguminosas fixa o
nitrogénio atmosférico, fornecendo-o & planta na sua forma assimilavel. E uma alternativa que
pode substituir, ainda que parcialmente, a adubacéo nitrogenada, resultando em beneficios aos
produtores (FERREIRA et al., 2009). Varios estudos tém demonstrado que é possivel
otimizar o processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio para a cultura de grdos em condicbes
de campo (HUNGRIA et al., 1997; PELEGRIN et al., 2009). Segundo Moreira (2005) a
fixacdo bioldgica de nitrogénio na soja é capaz de fornecer todo o nitrogénio que a cultura
necessita: estima-se, que com esse efeito, tem-se uma economia no Brasil, em termos de
adubo nitrogenado, da ordem de um bilh&o de dolares.

Ferreira e colaboradores (2000) e Venturini e colaboradores (2002) compararam a
utilizacdo do Rhizobium tropici com a adubagdo quimica de nitrogénio e concluiram que a
pratica da inoculacdo pode possibilitar a ndo utilizacdo de nitrogénio sem afetar os
componentes de producdo, obtendo médias de produtividade do feijoeiro entre 2.040 a 4.330
kg.ha™ (FERREIRA, et al. 2000 e VENTURINI, et al. 2002).

Straliotto (2002) destaca ainda que o feijoeiro quando inoculado com o rizébio,
pode chegar a gerar produtividade entre 1.500 e 2.000 kg.ha™, e quando associado a
suplementacdo com adubo nitrogenado ocorre um aumento no crescimento dos nddulos e
maior fixacdo bioldgica, fazendo com que o patamar de producéo supere os 3.000 kg.ha™
(STRALIOTTO, 2002).

1.2 FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO

A fixagdo bioldgica do nitrogénio atmosférico (FBN) é um dos processos
microbianos mais bem estudados e explorados tecnologicamente relacionados a agricultura. A
inoculacdo de sementes de leguminosas com bactérias diazotroficas é pratica comum em
varios paises.

A fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) consiste na conversdao do nitrogénio
atmosférico (N) em aménia (NH3), forma disponivel as plantas, por alguns procariotos
(TAIZ & ZEIGER, 2009).
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O processo de fixacao bioldgica de nitrogénio é um processo semelhante a fixacdo
industrial deste elemento, pois a partir do nitrogénio molecular acontece a producdo de
amoOnia, sendo a reacdo geral deste processo o seguinte: N, + 8 e- + 8 H+ +16 ATP — 2 NHj
+H, + 16 ADP + 16 Pi (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Evolutivamente, acredita-se que a fixacdo bioldgica do nitrogénio tenha se
desenvolvido quando as reservas geoquimicas de nitrogénio fixado se tornaram escassas na
biosfera. O esgotamento dos o0xidos de nitrogénio (nitratos e nitritos) pelos organismos teria,
provavelmente, limitado seu crescimento e ocasionado uma pressdo seletiva que favoreceu o
aparecimento da diazotrofia. A capacidade de fixar nitrogénio teria sido, portanto, um evento
relativamente precoce na evolucdo dos procariontes e anterior ao surgimento da fotossintese
(e conseqliente aumento da concentracdo de oxigénio livre na atmosfera), uma vez que a
nitrogenase é extremamente sensivel a desnaturacdo por oxigénio (NEWTON, 2000). Na
verdade, acredita-se que a grande homologia compartilhada pelas diferentes nitrogenases
indicaria sua origem ancestral comum e o fato de que a diazotrofia tenha sido uma
caracteristica importante e ndo rara entre os procariontes (BURRIS & ROBERTS 1993). Ao
longo do tempo, essa propriedade foi sendo perdida, e se manteve apenas em alguns
organismos, as atuais bactérias diazotroficas.

Para que ocorra fixacdo de nitrogénio por parte de algumas espécies bacterianas, é
necessaria a participacdo de um complexo enzimatico (complexo nitrogenase) responsével por
catalisar esta reacdo. Motta em 2003 relata a estrutura deste complexo enzimatico, que
consiste de duas proteinas chamadas de dinitrogenase (Fe-proteina) e dinitrogenase-redutase
(MoFe-proteina) (Figura 2).

A proteina dinitrogenase (Fe-proteina) é a menor dos dois componentes e
apresenta duas subunidades idénticas de 30 a 72 KDa cada, dependendo do organismo. Cada
subunidade contém um grupo ferro-enxofre (4 Fe e 4 S,7), que participa nas reaces redox
envolvidas na conversdo de nitrogénio em amonia. A Fe-proteina é irreversivelmente
inativada na presenca de oxigénio com uma meia-vida caracteristica de 30 a 45 segundos
(DIXON e WHEELER, 1986, TAIZ & ZEIGER, 2009).

A proteina dinitrogenase-redutase (MoFe-proteina) apresenta quatro subunidades,
com massa molecular total de 180 a 235 KDa, dependendo da espécie. Cada subunidade
apresenta dois grupos Mo-Fe-S. A MoFe-proteina é também inativada pelo oxigénio, com a
meia-vida de 10 minutos no ar (DIXON e WHEELER, 1986, TAIZ & ZEIGER, 2009).
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Complexo da enzima nitrogenase

Fe-proteina MoFe-proteina

Produtos
2 NH,, H,

Substrato
M, 8 H*

Figura 2. Reacdo catalisada pelo complexo enzimatico da nitrogenase (TAIZ & ZEIGER, 2009).

A fixacdo biologica de nitrogénio é a maior responsavel pela entrada deste
elemento no solo por uma ampla variedade de microrganismos de vida livre (clostrida,
bacilos, varias algas e alguns liquens) (DELWICHE, 1965). A quantidade de nitrogénio
fixada varia de 18-23 Kg ha™, em regides temperadas, até 100 Kg ha™ nas regies tropicais
(MALAVOLTA e MORAIS, 2006).

A fixacdo simbiotica acontece nos nddulos das raizes de leguminosas por
bactérias do género Rhizobium, onde a planta hospedeira sede carboidratos, fonte de energia,
e 0 microrganismo, em troca fixa o nitrogénio e o cede na forma de amonia. Nas gramineas, a
fixacdo de nitrogénio pode ocorrer na rizosfera do vegetal, onde microrganismos de varios
géneros, como do género Azospirillum, aproveitando o exsudado das raizes, fixam o
nitrogénio em quantidades que variam de 10-80 Kg ha™ por ano. Existe ainda a fixagdo
bioldgica na forma endofitica, que ocorre nos vasos da cana de aglcar e do arroz e ocorre
devido bactérias como Acetobacter diazotrophycus e Methylobacterium spp (MALAVOLTA
e MORAIS, 2006).

A importéncia da utilizagéo da préatica de fixacao bioldgica de nitrogénio por parte
da inoculacdo de rizobios, em detrimento da utilizacdo de fertilizantes nitrogenados
industriais, representa uma diminuicdo dos custos da producdo vegetal, além do ganho
ambiental na adogéo desta tecnologia de inoculacdo (DOBEREINER et al., 1997, POWSON
et al., 1993). A utilizacdo de adubacdo nitrogenada representa um grande custo ecoldgico, isso
acontece pela grande perda de adubo aplicado ao solo, ocorrendo principalmente pelo

processo de lixiviacdo provocado pelas &4guas das chuvas e irrigacdo. O nitrogénio perdido
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nesse processo é altamente poluente, e uma vez carreado pelas 4guas nos lencois freaticos,
contaminam aquiferos subterraneos, rios e lagos, além disso, parte do nitrogénio ¢é perdida na
forma gasosa, como amoénia, que retorna a atmosfera principalmente pelo processo de
desnitrificacdo (SIQUEIRA et al., 1994; STRALLIOTO et al., 2002).

Segundo Costa Junior (1997) a fixacdo bioldgica de nitrogénio mostra-se de
grande importancia para a préatica agricola, segundo o autor, bactérias que tem capacidade de
nodular e fixar o nitrogénio atmosférico em leguminosas, podem fornecer a planta de 60 a
100% de suas necessidades de nitrogénio (COSTA JUNIOR, 1997).

Considerando o baixo custo do inoculante e a aplicacdo de apenas uma dose por
hectare, 0s custos de implantacdo de uma cultura poderiam diminuir em milhdes de dolares,
representando uma grande economia, que poderia ser direcionada para outros aspectos da
melhoria da produtividade agricola, como por exemplo, outros insumos importantes para a
cultura de grios (ARAUJO, 1994).

O melhor exemplo das vantagens econémicas geradas pela fixacdo biol6gica do
nitrogénio € a utilizacdo deste processo na cultura da soja, onde a adubacdo quimica
nitrogenada é totalmente substituida pela utilizacdo de inoculantes contendo bactérias do
género Bradyrhizobium. A utilizacdo desta tecnologia representa uma economia para o pais de
cerca de US$ 3 bilhdes em fertilizantes nitrogenados (MERCANTE, 2007).

A simbiose feijdo caupi/rizbio é capaz de fornecer de 35 a 70% do nitrogénio
que a planta precisa (BODDEY et al., 1990), isto &, cerca de 50 a 120 Kg ha™ de nitrogénio
(WANI et al., 1995), fato que se apresenta como uma economia bastante significativa.
Estima-se que a contribuicdo da fixacdo biol6gica nesta cultura é na ordem de US$ 13
milhdes, somente para a regido Nordeste brasileiro (RUMJANEK et al., 2005).

No caso de outras leguminosas como o feijao comum (Phaseolus vulgaris), foram
isoladas estirpes que sdo tolerantes a acidez e as altas temperaturas, podendo a inoculacéo
com essas estirpes duplicar a média da produtividade nacional (HUNGRIA et al., 1997).

Desta maneira, diversas vantagens sao trazidas pelo processo de fixacdo bioldgica
de nitrogénio que vao desde o aumento da producdo vegetal até a contribuicdo para a
sustentabilidade dos sistemas agricolas, a recuperagdo de areas degradadas, o incremento da
fertilidade e da matéria organica do solo. Entretanto, sua principal vantagem em curto prazo
esta associada a economia no uso de fertilizantes nitrogenados industrializados (RUMJANEK
et al., 2005).
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1.3 R1ZOBIOS: BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO

O primeiro relato de que bactérias sdo responsaveis pela fixacdo de nitrogénio
atmosférico em vegetais foi descrito por Beijerinck em 1888, quando em seu trabalho realizou
o0 isolamento de uma estirpe bacteriana o qual nomeou de Bacillus radicicola. Ele estabeleceu
que o processo de fixacdo de nitrogénio fosse responsavel por este microrganismo, e que este
processo acontecia no interior dos nodulos das raizes (BEIJERINCK, 1888). No ano seguinte
(1889) Frank mudou a nomenclatura e denominou este microrganismo de Rhizobium,
considerando na época a existéncia de apenas uma espécie de bactéria que fixasse o
nitrogénio, Rhizobium leguminosarum (FRANK, 1889).

No comeco do século 20, extensivos testes de relacionados a nodulacdo em
diversas leguminosas foram realizados, com a finalidade de estabelecer grupos destes
microrganismos fixadores de nitrogénio através da técnica de inoculacdo em vegetais (FRED
et al., 1932). Os testes de inoculacdo também foram utilizados para o estudo da taxonomia de
rizobios, mas logo foram abandonados devido ser um marcador taxonémico irrealizavel
(GRAHAM, 1964; WILSON, 1944).

No comeco dos anos 60, bacteriologistas comecaram a utilizar em estudos
taxonbmicos uma série de caracteristicas morfoldgicas, nutricionais e metabdlicas destes
microrganismos (GRAHAM, 1964; MOFFET e COLWELL, 1968; TMANNETJE, 1967).

Nos anos 80, com avanco de técnicas de biologia molecular e estudos de filogenia,
foi possivel constatar uma série de caracteristicas genéticas distintas entre rizobios
contribuindo assim para o aumento gradual no nimero de géneros e espécies desta classe de
bactérias (WILLEMS, 2006).

Como resultado do nivel elevado de informacdo proporcionado pelas analises de
biologia molecular, tem-se que, até 1984, rizbios eram classificados em apenas uma familia,
dois géneros e seis espécies (JORDAN, 1984). Hoje, estdo definidas quatro familias
(Bradyrhizobiaceae, Hyphomicrobiaceae, Phyllobacteriaceae, Rhizobiaceae), seis géneros
(Allorhizobium,  Azorhizobium,  Bradyrhizobium,  Rhizobium,  Mesorhizobium e
Sinorhizobium), e aproximadamente 50 espécies (GARRITY & HOLT, 2001; WILLEMS,
2006).

Em relacdo a classificacdo taxonémica de rizobios que formam simbiose e
nodulam o feijoeiro (Phaseolus vulgaris), até 1984 estava definido uma Unica espécie apenas,
Rhizobium leguminosarum (JORDAN, 1984). Segundo Willems (2006) hoje o género
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Rhizobium corresponde a quinze espécies conhecidas, sendo destas, cinco estirpes simbiontes
em feijoeiro, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Espécies do género Rhizobium (WILLEMS, 2006).

Name Year Host plant(s) Reference

R. leguminosarian 1879 Pisum, Lathyrus, Vicia, Lens, Phaseolus, Trifolium Frank (1879)

R. lupinii 1886 Lupirnus, Ornithopms Schroeter (1886)

R. galegae 1989 Galega Lindstrom (1989)

R. tropici 1991 FPhaseolus vulgaris, Levcaena Martinez-Romero et al. (1991)

R. edi 1993 Phaseolus vulgaris Segovia et al. (1993)

R. gallicum 1997 Phaseolus vulgaris Amarger et al. (1997)

R. giardinii 1997 Phaseolus vulgaris Amarger et al. (1997)

R. hainanense 1997 Desmodium, Stvlosanthes, Chen et al. (1997)
Centrose i, 'f'ugufai'rl.'.'.fm Acacia, Lovnia, ,‘l-fm'r'rl;rt.fu".fwn

R. mongolense 1998 Medicago ruthenica van Berkum et al. {1998)

R. huautlense 1998 Sesbania herbacea Wang et al., (1998)

R. yanglingense 2001 Coronilla, Gueldenstaedtia, Amphicarpaea Tan et al. (2001)

R. sullae 2002 Hedysarum coronarium Squartini et al. (2002)

R. indigoferae 2002 Indigofera Wei et al. (2002)

R. loessense 2003 Astragalus Wei et al. (2003)

R. dacfjeonense 2005 Medicago Quan et al. (2005)

A fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) ocorre através de uma simbiose
mutualistica, onde as bactérias diazotroficas, presentes nos nddulos das raizes, fixam o
nitrogénio atmosférico e transferem para a planta o nitrogénio em sua forma assimilavel
(amdnia, NH3) (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Bactérias fixadoras de nitrogénio, ou diazotroficas, pertencentes a familia
Rhizobiaceae associam-se em raizes de diversas leguminosas, desempenhando papel
fundamental de suprir as necessidades de nitrogénio do vegetal, estas bactérias sao
denominadas genericamente de rizébios (MOREIRA e SIQUEIRA, 2000).

Rizbbios tem a capacidade de viver saprofiticamente nos solos, competindo com
os demais microrganismos pelos recursos disponiveis (KEYSER et al., 1997). A associa¢do
entre rizobios e leguminosas é um processo complexo, que acontece quando a planta esta sob
condigdes limitantes de nitrogénio. Nessas condi¢des planta hospedeira e microrganismo
trocam sinais moleculares para que ocorra o processo de reconhecimento e infeccdo. O
primeiro estagio no estabelecimento da relacdo de simbiose entre a bactéria fixadora de
nitrogénio e seu hospedeiro é a migracdo da bactéria em direcdo as raizes do vegetal. Esta
migracdo é uma resposta mediada por atrativos quimicos, em especial flavondides, secretados
pelas raizes. Estes flavonoides promovem a ativacdo de genes de nodulacdo (genes nod)
resultando na sintese de fatores de nodulacdo (fatores Nod) (PHILLIPS e KAPULNIK, 1995).
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Fatores de nodulacdo (Nod) sdo moléculas sinalizadoras oligossacarideos de
lipoquitina, que apresentam uma quitina P-1—4 ligada a um esqueleto N-acetil-D-
glicosamina (variando em comprimento de trés a seis unidades de acucar), alem de uma
cadeia acil lipidica na posi¢do C-2 do aclcar ndo-redutor (Figura 3) (STOKKERMANS et al.,
1995).
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Figura 3. Estrutura geral dos fatores Nod produzidos por rizébios (SPAINK 2000).

Uma leguminosa hospedeira em particular responde a um fator Nod especifico.
Alguns autores sugerem que os receptores de leguminosas para os fatores Nod sdo lectinas,
produzidas nos pélos radiculares (VAN RHIJN et al., 1998; ETZLER et al., 1999). Os fatores
Nod ativam estas lectinas direcionando os rizébios especificos aos hospedeiros apropriados e
facilitando a ligacdo dos microrganismos a parede celular do pélo radicular (TAIZ & ZEIGER,
2009) (Figura 4).
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Figura 4. Modelo de Dazzo e Hubbell (1975), lectina de trevo promovendo a interacao entre
Rhizobium trifolii e a parede celular da raiz da planta hospedeira.

Durante o processo de infeccdo, as bactérias que estdo ligadas aos pélos
radiculares liberam os fatores Nod produzidos, que induzem a modificacdo e o enrolamento
das células do pélo radicular. Entdo os microrganismos tornam-se envolvidos por um pequeno
compartimento, formado pelo enrolamento. A parede celular do pélo radicular também é
degradada nessas regiGes em resposta aos fatores Nod, permitindo que as células bacterianas
acessem diretamente a superficie externa da membrana plasméatica (LAZAROWITZ e
BISSELING, 1997).
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Figura 5. Imagens de Rhizobium trifolii, em raiz de trevo por Microscopia eletronica de varredura. a)
e b) Bactérias ligadas aos pélos radiculares; c) Superficie do pélo radicular de trevo. Barra: 0,5um
(DAZZO et al., 1985).

A préxima etapa é a formacdo de uma extensdo interna tubular da membrana
plasmatica conhecido como canal de infeccdo, que é produzido pela fusdo de vesiculas
derivadas do complexo de Golgi no local da infeccdo. Na regido mais profunda do cortex as
células corticais diferenciam-se e iniciam a divisdo, formando uma area distinta no cortex, a
partir do qual o nédulo ira se desenvolver (TIMMERS et al., 1999).

Quando o canal de infeccdo atinge as células especializadas no nédulo, sua

extremidade fusiona-se com a membrana plasmatica da célula hospedeira, liberando células
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bacterianas envoltas por uma membrana derivada da membrana plasmatica da célula
hospedeira. A ramificacdo do canal de infec¢do dentro dos nddulos permite a bactéria infectar
muitas células (MAYLONA et al., 1995).

Inicialmente, as bactérias continuam a se dividir, até certo momento, logo apos, a
partir de um sinal da planta, as bactérias param de se dividir e comegam a aumentar em
tamanho e a se diferenciarem em organelas endossimbidticas fixadoras de nitrogénio
denominadas bacterioides. O nodulo como um todo desenvolve caracteristicas semelhantes a
um sistema vascular (o qual facilita a troca de nitrogénio fixado produzido pelos bacteridides
por nutrientes disponibilizados pela planta) e uma camada de células para excluir o O, do
interior do no6dulo da raiz (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Em resumo o desenvolvimento da simbiose entre bactéria e plantas hospedeira
pode ser dividido em uma progressdo de eventos de atragdo, reconhecimento, contato,
invasdo, desenvolvimento e diferenciagdo como descrito por Lum e Hirsch em 2003 (Figura
6).
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Figura 6. Progressdo do processo de simbiose entre Rhizozium e planta hospedeira (LUM e HIRSCH,
2003).

A permeabilidade de gases dentro dos nddulos é regulada pela planta hospedeira,
gue mantém um nivel de oxigénio que pode sustentar a respiracdo, mas é suficientemente
baixo para evitar a inativacdo do complexo da nitrogenase (KUZMA et al.,, 1993). O

mecanismo de regulacdo da permeabilidade gasosa ainda ndo este bem elucidado.
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Os nodulos possuem uma heme proteina de transporte do oxigénio chamada de
leg-hemoglobina, a qual esta presente em altas concentragdes no citoplasma das células
infectadas do nodulo, conferindo a esses nddulos uma cor rosada (Figura 7a e 7b). A planta
hospedeira produz a por¢do globina da leg-hemoglobina em resposta a infecgcdo pela bactéria
(MARSCHNER, 1995), a bactéria simbionte produz a por¢cdo heme. A leg-hemoglobina
apresenta uma alta afinidade pelo oxigénio, cerca de 10 vezes mais do que a cadeia B da
hemoglobina humana. Embora se acreditasse que a leg-hemoglobina agisse como um tampao
para o oxigénio do nodulo, estudos recentes indicam que ela armazena uma quantidade
suficiente de oxigénio para a manutencao da respiracdo nodular apenas por poucos segundos
(DENISON e HARTER, 1995).

Figura?. a) Nodulos radiculares de soja (TAIZ & ZEIGER, 2009); b) Corte realizado em nddulos de
soja, presenca da cor vermelha devido a leghemoglobina. (Retirado do Google imagens.
www.plantiodireto.com.br/?body=cont_int&id=713, novembro de 2009).

1.4 UTILIZACAO DE RI1ZOBIOS NA PRATICA AGRICOLA

A tecnologia de inoculacdo de estirpes de rizobios permite alcancar elevada
produtividade com a diminuigdo, ou ainda, completa exclusdo dos fertilizantes nitrogenados.
Diversos estudos demonstram e comprovam que a inoculacdo de estirpes de rizobios pode
resultar em produtividades iguais ou ainda maiores do que a utilizacdo de fertilizantes
nitrogenados industriais (FERREIRA et al., 2000; HUNGRIA et al., 2000).


http://www.plantiodireto.com.br/?body=cont_int&id=713
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Apesar do aumento significativo da producgdo utilizando rizobios, diversas
condi¢cBes ambientais sdo fatores limitantes para a fixacdo bioldgica de nitrogénio e o
desenvolvimento do vegetal, como estresse hidrico, salinidade do meio, acidez do solo e altas
temperaturas (RUMJANEK et al., 2005). Sendo assim, a escolha das espécies de rizobio para
a inoculacdo é um fator importante para a fixagcdo simbidtica de nitrogénio, pois existe grande
variabilidade entre espécies destes microrganismos com respeito a resposta a essas variacdes
ambientais.

Segundo Straliotto (2002), o inoculante utilizado no Brasil por muito tempo foi
decepcdo para os produtores, visto que algumas espécies de rizobio eram desenvolvidas em
outros paises e trazidas pelas instituicdes de pesquisa para o Brasil para serem testadas. As
estirpes ndo se adaptavam as condicdes climaticas do pais, ficando estas sujeitas a um elevado
grau de instabilidade genética, ou seja, podendo perder a capacidade de fixar nitrogénio no
feijoeiro (STRALIOTTO, 2002).

Martinez-Romero e colaboradores (1991) identificaram uma nova espécie e a
definiram como Rhizobium tropici (tro’ pi. ci. Do grego tropikos, trépicos). As bactérias dessa
nova espécie foram descritas como aerobias, GramXnegativas, com pH O6timo para
crescimento variando entre 5 e 7, crescendo em temperatura de até 40°C
(MARTINEZXROMERO et al., 1991).

Desde a reunido da RELARE (Rede de Laboratérios para Recomendacao,
Padronizacdo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola),
realizada em 1994, ficou estabelecido que os programas brasileiros de selecdo de estirpes de
rizébio para o feijoeiro deveriam selecionar estirpes mais eficientes e competitivas dentro da
espécie Rhizobium tropici (HUNGRIA; ARAUJO, 1995).

Rhizobium tropici CIAT899 (comercialmente, SEMIA 4077), isolada pela CIAT,
na Colémbia é uma estirpe de rizobio que forma efetiva simbiose com Phaseolus vulgaris e
Leucaena spp. Esta estirpe mostra ser uma especie bastante competitiva, superando espécies
como Rhizobium leguminosarum e Rhizobium etli (VLASSAK et al., 1996 e 1997). Além
disso, esta estirpe demonstra ser tolerante a diversos estresses ambientais, incluindo altas
temperaturas, ambientes acidos e de alta salinidade. Devido estas caracteristicas que a
distingue das demais, esta estirpe é atualmente a recomendada para a utilizacdo em
inoculantes para a cultura de feijoeiro (MARTINEZ - ROMERO et al. 1991; RICILLO et al.,
2000).
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Figura 8. Imagem de coloragdo de Gram da estirpe de Rhizbium tropici CIAT 899 utilizando
microscopia optica. (Foto registrada pelo autor)

1.5 LECTINAS

1.5.1 Breve historico

Potapov em 1968 introduziu o termo “lectinologia” referindo-se a uma area de
estudos inteiramente voltada a pesquisa sobre uma classe especial de proteinas denominadas
lectinas. O primeiro relato sobre lectinas descrito data de 1888, quando Peter Hermann
Stillmark na sua tese de doutorado na Universidade de Dorpat (Esténia), demonstrou que
extratos de sementes de mamona (Ricinus communis) promoviam a aglutinacdo de eritrdcitos,
denominando esse extrato de ricina. Embora hoje seja evidente que a “ricina” estudada por
Stillmark era na verdade uma complexa mistura de moléculas toxicas e aglutininas ndo
toxicas, seu trabalho foi o pioneiro e um marco na historia da biologia por ser o primeiro a
demonstrar a toxicidade em sementes de mamona e fatores hemaglutinantes de natureza
protéica. Pouco tempo apds a descoberta da ricina, H. Hellin, na mesma universidade,
demonstrou a presenca de uma hamaglutinina toxica em sementes de Abrus precatorius, que
foi denominada de abrina (SHARON e LIS, 1990; VAN DAMME et al, 1998).

A idéia de que a toxicidade era uma propriedade intrinseca das lectinas foi
abandonada quando Landsteiner e Raubitschek em 1907 relataram pela primeira vez a
presenca de lectinas ndo toxicas em leguminosas como Phaseolus vulgaris, Pisum sativum,

Lens culinaris e Vicia sativa. Landsteiner foi o pioneiro nos estudos de lectinas vegetais,
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utilizando estas aglutininas como ferramentas para o descobrimento dos grupos sanguineos A,
B e O (LANDSTEINER e RAUBITSCHEK, 1907).

Devido a habilidade de algumas aglutininas de plantas para distinguir entre
eritrocitos de diferentes tipos de sangue, Boyd e Shapleigh (1954) propos o termo “lectinas”
(do latim, legere - capaz de escolher, selecionar). Este termo foi generalizado por englobar
todas as aglutininas agUucar-especifico de origem ndo imune, independente de sua origem ou
especificidade por tipo sanguineo (SHARON e LIS, 1972).

Em 1936 Summer e Howell observaram que o acucar da cana inibia a atividade
hemaglutinante da lectina de Concanavalia A (ConA), mas apenas em 1952 Watkins e
Morgan demonstraram que a atividade aglutinante das lectinas baseava-se na atividade
especifica de ligacdo a aglUcar. Desta maneira as lectinas passaram a ser reconhecidas como
proteinas de ligacdo a carboidratos, distinguindo-se de outras proteinas com base em um
critério funcional bem definido (VAN DAMME et al., 1998).

1.5.2 Definicéo e classificacao

A idéia de especificidade de ligacdo, que ja havia se tornada clara, aliada a
conscientizacdo do carater ubiquo destas proteinas na natureza, levou ao surgimento de uma
nova definicdo para lectinas baseado primariamente na especificidade de ligacdo a acucar e
inibicdo da atividade hemaglutinante. Goldstein e colaboradores em 1980 definiram lectinas
como sendo proteinas (ou glicoproteinas) de origem ndo imune capaz de aglutinar células e
precipitarem gliconjugados, excluindo assim varias classes de proteinas monovalentes. Quase
que concomitantemente, uma nova definicdo foi proposta por Kocourek e Horejsi (1981),
definindo lectinas como proteinas ou glicoproteinas de natureza ndo imune que se ligam a
carboidratos, sem apresentar atividade enzimatica contra esses acglcares e que ndo requerem
grupos hidroxilas livres para sua ligacéo.

Com base no que se conhece atualmente sobre as lectinas, Peumans e Van
Damme (1995) definiram lectinas como todas as proteinas que possuem no minimo um
dominio ndo-catalitico, que se ligam reversivelmente a um especifico mono ou
oligossacarideo e classificaram-nas em trés tipos possiveis, de acordo com suas caracteristicas
estruturais.

As lectinas podem ser classificadas como (Figura 9):

a) Merolectinas: Inclui lectinas que possuem apenas um sitio de ligagdo a carboidrato e,

conseqiientemente, ndo sdo capazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados.
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Exemplos dessa classe é a lectina heveina, proteina com ligacdo especifica a quitina extraida
do latex da seringueira (Hevea brailiensis) e as proteinas monoméricas com especificidade
por manose, como as lectinas de espécies de orquideas;

b) Hololectinas: Compreende aquelas lectinas que possuem dois ou mais sitios idénticos ou
muito similares de ligacdo a um mesmo carboidrato, ou a carboidratos estruturalmente
similares. Por defini¢do essa classe de lectinas sdo multivalentes, sendo capazes de aglutinar
células ou precipitar glicoconjugados. Essa classe de lectinas esta representada pelas
hemaglutininas ou fitohemaglutininas (PEUMANS et al., 2000);

c) Quimerolectinas: Engloba as lectinas que possuem um ou mais sitios de ligacdo a
carboidratos, além de apresentarem atividade catalitica (ou outra atividade bioldgica nédo
ligante a carboidrato) associada a outro dominio molecular, portanto, diferente do sitio de
ligacdo a carboidrato (Figura 9). Como representantes dessa classe podem ser citadas as RIP’s
(proteinas inativadoras de ribossomos) (PEUMANS et al., 1998);

d) Superlectinas: Essa nova classe de lectinas foi introduzida pelos mesmos autores em
1998. As superlectinas possuem dois sitios de ligacdo a carboidratos, os quais s&o,
estruturalmente, diferentes e reconhecem aclcares ndo relacionados (Figura 9). Um Unico
exemplo dessa classe de lectinas foi descrito até hoje, a lectina do bulbo da tulipa, TXLC-1
(first Tulipa hybrid lectin with complex specificity) que possui subunidades com um sitio
especifico para manose e outro para N-acetil-galactosamina, atuando de maneira totalmente
independente. (VAN DAMME et al., 1998).



1. Introducéo 35

Merolectina Hololectina Quimerolectina Superlectina

==

Dominio carboidrato ligante — =
Dominio catalitico S

Dominip ribossono inativantey

Figura 9. Esquema de classificagdo de lectinas segundo Peumans e Van Damme (1995) e Van
Damme et al (1998).

1.5.3 Estrutura das Lectinas

Segundo Cavada 2001, lectinas representam um grupo heterogéneo de proteinas,
de origem ndo imune, que apresentam propriedades em comum de se ligar a carboidratos com
alta especificidade Essas proteinas representam um grupo com grande heterogeneidade
estrutural, podendo diferir em varios aspectos tais como: composicdo de aminoacidos, massa
molecular aparente, estrutura e nimero de subunidades, estrutura terciaria, e ainda, pelo fato
de conterem ou ndo ions metélicos ou cétions bivalentes em sua estrutura.

Grande parte destas proteinas pode ser agrupada em familias distintas que exibem
similaridades quanto as suas propriedades estruturais e de seqiiéncia de aminoacidos.

Na familia Leguminosae, encontram-se lectinas com alto grau de homologia na
sequéncia de aminoacidos, estrutura secundaria e conformacao tridimensional, evidenciando
assim uma linha taxondmica bem definida (CAVADA et al., 1993; SHARON e LIS, 1995).
Yamamoto em 2001 descreveu que proteinas com dominios semelhantes aos de lectinas de
leguminosas também foram encontrados em células animais.

A massa molecular aparente das lectinas exibem uma variacdo de 3,5 - 4,0 KDa
(lectina de Crotalaria striata, KHANG et al., 1990) a 480 KDa (lectina de rizoma de
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Aegopodium podagraria, (PEUMANS et al., 1985). Outra caracteristica observavel é a
presenca de carboidratos em sua estrutura, cujo grau de glicosilacdo varia dentre as espécies
(SHARON e LIS, 1989).

Lectinas consistem de subunidades, cujo numero varia entre um, no caso da
lectina de rizomas de Urtica dioica (PEUMANS et al., 1984) a dez, no caso de uma das
lectinas de Araucaria angustifolia (DATTA et al., 1991). No entanto, as lectinas podem
apresentar diferentes padrdes de associacbes de suas subunidades dependendo da
caracteristica do meio onde se encontram (pH e temperatura) (DEL SOL et al., 2006).

As lectinas de leguminosas, no geral, sdo compostas por duas ou quatro
subunidades, iguais ou diferentes e com massa molecular em torno de 25 a 30 KDa.
Frequentemente, estas subunidades sdo constituidas por um unico esqueleto polipeptidico
estabilizado por ligaces ndo covalentes do tipo pontes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas
e eletrostaticas, podendo ou ndo formar dimeros candnicos. As lectinas da tribo Vicieae
(géneros Pisum, Vicia, Lathyrus, e Lens) sdo dimeros onde cada subunidade igual é formada
por duas cadeias polipeptidicas diferentes, uma cadeia polipeptidica leve (cadeia o) com
massa de 5-7 KDa e uma cadeia polipeptidica pesada (cadeia f) com massa de 15-19 KDa,
estabilizadas por ligacGes ndo covalentes. (SHARON & LIS, 1989). Ja as lectinas de espécies
pertencentes a subtribo Diocleinae sdo tetrameros compostos por uma mistura de subunidades
intactas formadas por uma cadeia polipeptidica (cadeia =) com 237 residuos de aminoacidos
e de subunidades fragmentadas, nas quais a mesma cadeia polipeptidica esta dividida em dois
fragmentos (& e ), devido ao fato de ndo ter havido a formacdo de uma ligacdo peptidica
entre os residuos 118 e 119 (CHRISPEELS et al., 1986). Apesar de ndo estarem unidos
covalentemente, os fragmentos séo mantidos juntos por ligacGes ndo covalentes e formam um
protdmero cuja estrutura tridimensional é a mesma da subunidade formada pela cadeia integra
(cadeia =), sem descontinuidade da estrutura primaria (BECKER et al., 1975; SHARON e
LIS, 1989).

Um exemplo da alta similaridade entre lectinas pertencentes a subtribo Diocleinae
sdo as lectinas ConA e ConBr. Essas proteinas apresentam alta similaridade estrutural e
homologia na sequéncia de aminodcidos, A estrutura cristalina de ConBr mostra a mudanca
apenas de dois aminoacidos em relacéo a lectina ConA (Gly-58 e Gly-70 séo substituidos em
ConA por Asp e Ala respectivamente). Nenhuns dos dois residuos de aminoacidos estéo
proximos ao sitio de ligacdo a carboidrato em ambas lectinas, no entanto esta pequena
diferenca faz com que a estrutura da lectina ConBr seja mais aberta do que a lectina ConA

(Figura 10 e 11). Isso ocorre devido a presenca do residuo de glicina na posicao 58 de ConBr
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que no caso de ConA ¢é substituido por acido aspartico. Este residuo de aminoéacido se
encontra na subunidade A da proteina e interage com uma serina na posicao 62 da subunidade

C, ligacdo nédo evidenciada em ConBr (SANZ-APARICIO et al., 1997; GRANGEIRO et al.,
1997).

Figura 10. Estrutura tetramérica de ConBr lectina pertencente a subtribo Diocleinae. Residuos de

aminoacidos Gly 58 e Gly 70, na lectina ConA sdo substituidos por Asp e Ala respectivamente
(SANZ-APARICIO et al., 1997).
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Figura 11. Sobreposi¢do de ConBr (Cinza), ConA (Verde) no dominio de reconhecimento a
carboidrato (CRD) mostrando diferencas no arranjo espacial dos residuos de aminoacidos que
compdem o CDR. (Fonte: Comparagéo das estruturas da lectina de sementes de Canavalia
brasiliensis (codigo de Acesso PDB: 1AZD) e lectinas de sementes de Canavalia ensiformes
(Codigo de acesso PDB: 2UU8) disponiveis em www.pdb.org)

As lectinas podem ser encontradas em diferentes formas moleculares, como as
isoformas ou isolectinas. Isto pode ser determinado por pequenas mudangas na seqiéncia de
aminoacidos. Um exemplo classico deste caso é a lectina de sementes de Datura stramonium
que € formada por duas subunidades diferentes, A com 32 KDa e B com 28 KDa, podendo ser
associadas originando trés isoformas com as seguintes estruturas: AA, AB e BB (SHIBUYA
etal., 1986).

Grande parte das lectinas, como as lectinas pertencentes aos géneros Dioclea e
Canavalia sdo metaloproteinas, ou seja, necessitam de ions metélicos divalentes (geralmente
Ca®* e Mn?"), para exercer a atividade de reconhecimento e ligacdo a carboidratos. Esta regi&o
ligante a ions metalicos foi primeira descrita na concanavalia A por Hardman e colaboradores
em 1982, onde ambos os metais possuem ligagdo a quatro residuos de aminodcidos e duas

ligagbes com uma molécula de 4gua (Figura 12) (HARDMAN et al., 1982).
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Figura 12. Representacdo esquematica dos sitios de ligagdo a metal na lectina de Canavalia
ensiformis (LORIS et al., 2004).

Estes ions ligam-se a sitios especificos na estrutura protéica, o que é fundamental
para o0 estabelecimento do sitio de ligacdo a carboidratos e para conferir alto grau de
estabilidade estrutural a molécula, protegendo-a contra a inativacdo (CAVADA et al., 1993;
CAVADA et al., 1996) (Figura 13).

De acordo com SHARMA e SUROLIA (1997), o sitio de reconhecimento a
carboidratos é formado de diversos loops com diferentes graus de variabilidade. As
conformagdes destes “loops” séo determinadas pela presencga na estrutura de ions metalicos,
como o Ca** e Mn?*, cuja auséncia resulta em uma instabilidade local e na perda da

capacidade de ligar-se a carboidratos (LORIS et al., 2004).
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Figura 13. Regido do sitio de ligac4o a ions metalicos, Ca®* e Mn*", da lectina de Phaseolus vulgaris
(LORIS et al., 2004).

Algumas lectinas de leguminosas possuem ainda sitios de ligacdo hidrofébicos
que ndo interferem com os sitios de ligacdo a carboidratos (ROBERTS & GOLDSTEIN,
1982, ROBERTS & GOLDSTEIN, 1984). A fungéo, nos organismos originais, desses sitios
de ligacdo permanece obscura, mas o fato destes sitios estarem presentes em lectinas de
leguminosas de diferentes espécies sugere que apresentam uma importante funcdo bioldgica
(HAMELRYCK et al., 1999). Um desses sitios apresenta alta afinidade (10° M™) por adenina
e certos derivados dessa base nitrogenada (ROBERTS & GOLDSTEIN, 1983). Este sitio ja
foi encontrado em lectinas tetraméricas e lectinas diméricas de leguminosas e pode ser
encontrado sob duas formas: dentro da subunidade ou os que se estabelecem no centro do

tetrdmero. Na lectina de Canavalia ensiformis, o sitio da subunidade liga-se ao hormonio
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vegetal acido indolacético do grupo das auxinas (EDELMAN & WANG, 1978) e o outro
sitio, existe como uma cavidade Unica por tetrdmero, que se liga a adenina e também
citocinas, que sdo hormdonios derivados da adenina (SHARON e LIS, 1990).

Recentemente Delatorre e colaboradores determinaram a estrutura cristalografica
da lectina de ConM, isolada e purificada de sementes de Canavalia maritima, complexada
naturalmente, via sitio hidrofébico, com um aminoécido néo protéico, &cido a-aminobutirico,
evidenciando uma importancia fisioldgica das lectinas dentro do desenvolvimento dos
vegetais (DELATORRE, 2006).

Diversos tipos de ligacBes estabilizam a estrutura quaternaria das lectinas, e uma
dessas, muito presente nas lectinas de algas, estas ligacdes, conhecidas como pontes
dissulfeto, sdo formadas entre residuos de cisteina. Esse tipo de ligacdo permite uma alta
estabilizacdo da sua conformacdo, tornando-a bastante resistente a processos fisicos e
quimicos, como elevacdo da temperatura e tratamento com solventes organicos,
respectivamente. Para representar esse fato temos como exemplo, contendo na sua estrutura
sete pontes dissulfeto, a lectina de alga vermelha Hypnea musciformes (NAGANO et al.,
2002).

1.5.4 Distribuicéo das lectinas

Lectinas mostram ser uma classe de proteinas amplamente distribuidas na
natureza por terem sido isoladas de todas as classes e familias de seres vivos (algas,
vertebrados, invertebrados e microrganismos, incluindo fungos e bactérias) e até mesmo em
virus (LIENER et al., 1986), apresentando uma grande variedade de formas e tamanhos,
desempenhando papéis biolégicos em muitos processos celulares, tais como comunicacao
celular, defesa de hospedeiros, fertilizacdo, desenvolvimento, infeccdo parasitaria e metastase
tumoral (GABIUS e GABIUS, 1997; DEL SOL et al., 2007).

Lectinas encontradas em bactérias podem estabelecer um papel funcional nas
etapas iniciais de infecgdes, por exemplo, quando ocorre a aderéncia das bactérias a células
epiteliais do trato urinario e gastrintestinal. As lectinas de bactérias também podem agir como
moléculas de reconhecimento por macréfagos de camundongos na fagocitose de bactérias na
auséncia de opsoninas. O mesmo acontece em macréfagos peritoneais, linfocitos e
polimorfonucleares humanos (SHARON, 1987). O microrganismo Porphyromonas

gingivalis, um patégeno com importancia etiol6gica em doencas periodontais, liga-se através
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de suas fimbrias a estruturas periodontais contendo glicoproteinas, evidenciando claramente
um efeito “lectin-Like” (SOJAR et al., 2004).

Em alguns virus, lectinas parecem estar envolvidas no processo de adeséo a célula
hospedeira. Um exemplo é a infeccdo promovida pelo virus da influenza, onde o inicio do
evento de adesdo é mediado por uma aglutinina da capa do virion que reconhece e se liga a
residuos de &cido sidlico da superficie celular (GLICK et al., 1991). Lectinas também
desempenham papel importante na doenca da dengue, promovendo a adesdo do patdgeno
junto as células do sistema imunolodgico, principalmente macrofagos. A presenca de um
receptor de manose faz a mediacdo para a infeccdo destas células pelo virus da dengue, o qual
possui uma lectina que reconhece e se liga fortemente a tal receptor (MILLER et al., 2008).

Avancos importantes tém sido relatados no campo do combate a malaria, no qual
a expressdo de uma lectina isolada do pepino do mar em mosquitos anofelinos impede o
desenvolvimento de protozoarios do género Plasmodium, causadores da malaria (YOSHIDA
et al.,, 2007). Em protozoarios, a lectina de Entamoeba histolytica parece desempenhar
importante papel na etapa de aderéncia a célula hospedeira (células epiteliais do cdélon),
possuindo ainda, um papel na citotoxicidade celular, distinto da funcdo de aderéncia
(SAFFER e PETRY, 1991).

O numero de trabalhos envolvendo lectinas isoladas de algas marinhas é ainda
pequeno, porém tem crescido bastante nos Gltimos anos. As algas vermelhas sdo as que
apresentam o maior numero de espécies com atividade hemaglutinante seguidas das algas
pardas e verdes (SAMPAIO, 1997). Em geral as lectinas de algas marinhas apresentam
valores mais baixos de pesos moleculares, variando de 4,2 KDa para as isolectinas de Hypnea
japonica (HORI et al., 1986) e 9.3 KDa para Hypnea musciformes (NAGANO et al., 2002)
até 64,5 KDa para a lectina de Ptilota serrata (ROGERS et al., 1990). De uma maneira geral,
a atividade hemaglutinantes das lectinas de algas marinhas ndo é dependente da adicdo de
cations divalentes e ndo sdo inibidas pela presenca de agucares simples (SAMPAIO, 1992 e
1997).

Lectinas isoladas de invertebrados estdo presentes em praticamente todas as
classes examinadas, como caranguejos (UMETSU et al., 1991), larvas de insetos
(GRUBHOFFER e MATHA, 1991), carrapatos (SHARON e LIS, 1989), ourico do mar
(YAMADA e AKETA, 1982) e insetos (YU e KANOS, 2000), onde estdo presentes
principalmente na hemolinfa e 6rgdos sexuais (SHARON e LIS, 1989). A lectina de Helix

pomatia, uma espécie de lesma, é a mais conhecida entre as de invertebrados, aglutinando
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especificamente hemacias humanas do tipo A e sendo inibida por N-acetilgalactosamina
(HAMMARSTROM, 1972).

Lectinas de vertebrados apresentam-se de duas maneiras mais comuns: soluveis
ou ligadas a membranas. Uma grande variedade tem sido encontrada em diferentes tecidos de
mamiferos, aves e répteis, algumas semelhantes, outras bastante diferentes em sua estrutura
molecular e especificidade por carboidratos. Em peixes, tem sido isolada uma lectina
dependente de célcio com fung¢des ainda ndo muito claras (SUZUKI et al., 2003).

Em seres humanos, dentre os varios tipos de lectinas existentes, uma delas possui
importancia fundamental no mecanismo de deflagracdo do sistema complemento, o que,
recentemente, modificou todo o entendimento imunoldgico dessa cascata de proteinas, por
indicar uma nova via além da cléssica e da via alternativa entendidas como Unicas até entéo.
Trata-se da “manose-binding lectin” ou MBL que ¢ capaz de disparar a fixa¢do do
complemento apds ligar-se a estrutura de algum microrganismo invasor (NAUTA et al.,
2004). Além disso, a MBL possui um grande potencial em remover imunocomplexos
circulantes, que sao responsaveis por inimeras doengas autoimunes como o lupus eritematoso
sistémico e a artrite reumatoide (SAEVARSDOTTIR et al., 2004).

1.5.5 Atividade Bioldgica

Stilmark em 1888, em sua tese de doutorado demonstrou a capacidade de lectinas
de aglutinarem células (BEUTH et al., 1995), mais além desta atividade essas proteinas vem
demonstrando uma série de outras atividades. Entre estas se destacam: inducdo da
proliferacdo de linfocitos e da producdo de interferon-— (BARRAL-NETO et al., 1992);
estimulacdo de macrdfagos e liberacdo de peroxido de hidrogénio (RODRIGUEZ et al.,
1992); inducdo da migracdo de leucocitos (BENTO et al., 1993); inducdo da liberacdo de
histamina (GOMES et al., 1994); protecdo parcial in vivo em animais infectados com
Leishmania amazonensis e reconhecimento da forma metaciclica promastigota da Leishmania
braziliensis por Bauhinia purpurea (PINTO -da- SILVA et al., 2002); inducdo da produgéo in
vivo e in vitro de 6xido nitrico por células peritoneais (ANDRADE et al., 1999); inducdo de
apoptose (BARBOSA et al., 2001); atividade antiinflamatoria e pro-inflamatoria de lectinas
animais e vegetais (ASSREUY et al., 1997; ASSREUY et al., 1999; ALENCAR et al., 1999)
atividade analgésica (SAYYAH et al., 2004), efeitos renais em rim isolado perfundido in vitro
(TEIXEIRA et al., 2001); interferéncia em mecanismos parasitarios (JACOBSON e DOYLE,
1996); utilizacdo de lectinas em enderecamento de drogas (SHARMA et al., 2004; BIES et
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al.,, 2004; SMART, 2004). Recentemente Molchanova e colaboradores (2006) em seu
trabalho, isolou uma lectina, galactose especifica, de um anelideo marinho que possui
atividade anti-HIV.

As lectinas tém se mostrado ferramentas poderosas tanto para propdésitos
analiticos como para pesquisas em bioquimica, biologia celular, imunologia e é&reas
relacionadas. Uma de suas maiores contribuicdes tem sido no esclarecimento do papel de
membranas celulares e subcelulares e na bioadesdo celular. Nesses estudos tem sido utilizadas
lectinas marcadas, quer radioativamente, quer com fluoresceina ou com imunomarcadores
(RAPIN e BURGER, 1974; SHARON e LIS, 1986; BIES et al., 2004).

Sobre a interacdo entre rizébios e planta hospedeira lectinas demonstram possuir
uma serie de atividades biologicas como: atracamento de rizébios nos pélos radiculares
mediados por estas proteinas (KIJNE, et al., 1997), aglutinacdo de rizobios préximo das raizes
de leguminosas (VANDENBOSCH et al., 1994), reconhecimento de fatores Nod (VAN
RHIJN et al., 1998; ETZLER et al., 1999), estimulo da adesédo bacteriana mediado pelo
tratamento com lectinas (LODEIRO et al. 2000), aumentando a infeccao bacteriana nas raizes
(BRELLES-MARINO et al. 1996), lectinas modulando positivamente o metabolismo de
rizébios pelo aumento do efluxo de H* (MARTINEZ et al., 2002).

1.6 Objetivos

Esta dissertacdo teve como objetivo, avaliar a atividade das lectinas isoladas de
sementes de Canavalia brasiliensis e Canavalia ensiformis sobre o crescimento “in vitro” de
Rhizobium tropici. Também tem como objetivo, estudar a influéncia da estrutura
tridimensional dos sitios de ligacdo destas lectinas em sua atividade biolégica sobre o
crescimento do micorganismo. Para alcancar tais objetivos, foram realizados ensaios de
crescimento bacteriano em placa de microtitulagdo e o estudo da interagdo lectina/Rhizobium

tropici por microscopia de fluorescéncia.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Isolamento e purificacdo das lectinas

As lectinas utilizadas nestes experimentos foram cedidas gentilmente pelo Prof.
Dr. Benildo Sousa Cavada.

A etapa da pesquisa relacionada a obtencéo e purificagdo das lectinas de sementes
de Canavalia brasiliensis e Canavalia ensiformis foi realizada no Laboratério de Moléculas
Biologicamente Ativas (BIOMOL - LAB), do Departamento de Bioquimica e Biologia

Molecular do Centro de Ciéncias da Universidade Federal do Ceara.

Tabela 3. Lectinas utilizadas nos experimentos com suas respectivas siglas, especificidades por
carboidratos e referéncia.

Lectinas vegetais Siglas Especificidade Referéncias
Canavalia brasiliensis ConBr Glucose/Manose Moreira e Cavada et al., 1984
Canavalia ensiformis  ConA Glucose/Manose Moreira e Cavada et al., 1984

2.2 Bactéria

O microrganismo utilizado na pesquisa foi a estirpe de Rhizobium tropici CIAT
899, selecionada como eficiente para a fixacdo de nitrogénio atmosférico no feijoeiro

(Phaseolus vulgaris).

2.3 Ensaio de crescimento bacteriano em placa de microtitulacio

As bactérias foram crescidas inicialmente em meio YM - Yeast-mannitol
(VICENT et al., 1970) por 48 horas a 28°C sob agitacdo constante. Apos essa ativacao inicial,
a cultura foi renovada nas mesmas condi¢fes descritas acima. As celulas bacterianas foram

entdo centrifugadas trés vezes e ressuspendidas em NaCl 0,15M (4500 rpm, por 5 min, a
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4°C). Em seguida, a cultura foi ajustada & uma concentracdo aproximada de 10® UFC/mL
utilizando a dilui¢do 0,5 da escala de MacFarland.

As solucbes de lectinas ConBr e ConA foram distribuidas (100uL) nas
concentragdes de 1mg/mL a 7,8ug/mL, ¢ em seguida adicionado 100ul da suspensdo
bacteriana e incubados a 28°C por 12 horas. Apds esse periodo foi retirada uma aliquota de
20uL de cultura de rizébio em contato com lectina e inoculado em 180 pL de YM em placa de
microtitulacdo. Apds esse procedimento a placa foi incubada a 28°C e realizado leituras
periddicas nos tempos 0, 12, 24, 36 e 48 horas a 620nm em leitor de ELISA (BioTrak Il —
Plate Reader). Como controles foram utilizados NaCl 0,15M e albumina sérica bovina (BSA,

nas mesmas concentragdes da lectina).
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Figura 14. Representacdo esquematica da montagem da placa de 96 pogos para o ensaio de atividade
de crescimento microbiano.

2.4 Reversao da atividade da lectina com acucar inibidor

Para a lectina (ou lectinas) que tenha atividade biolégica com relacdo ao
crescimento de Rhizobium tropici, quando comparada com o controle, foi investigado o
envolvimento de residuos de manose com efeito inibitério sobre o sitio de ligagdo lectinico. A
lectina foi pré-incubada com 0,1M de a-D-manose por 1 hora a 37°C, e ap6s esse tempo foi

utilizada no ensaio de crescimento bacteriano como descrito anteriormente. Foi utilizado
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como controle NaCl 0,15M ¢ 0,1M de a-D-manose para investigar qualquer interferéncia do

acucar sobre o crescimento bacteriano.
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Figura 15. Representacdo esquematica da montagem da placa de 96 pocos para o ensaio de inibi¢ao
atividade da lectina sobre o crescimento microbiano.

2.5 Estudo da interacdo lectina/Rhizobium tropici por microscopia de

fluorescéncia

2.5.1 Marcacdo das lectinas e do BSA com (Isotiocianato de fluorisceina) (FITC)

O processo de marcacdo de lectinas e do BSA foi realizado utilizando o protocolo
de marcacdo do kit de marcacdo de anticorpos “FLUOROTAGTM FITC CONJUGATION
KIT” Stock No. FITC-1 da SIGMA Chemical Company.

As lectinas ConBr e ConA, além da proteina controle BSA, foram dissolvidas em
ImL de tampdo carbonato/bicarbonato de sédio 0,1M pH 9,0 na concentracdo de 5mg/mL.
Apos rapida agitacdo foi adicionada a mistura 250ul de uma solugdo de FITC (Img/mL)
sendo submetida a agitacdo constante por 2h ao abrigo da luz. Apés incubacgdo, a fracdo
contendo lectina conjugada com FITC foi separada da FITC ndo conjugada por meio de
cromatografia de exclusdéo molecular em coluna PD 10 (Pharmacia LKB — 9,0mL),

previamente equilibrada com 30 mL de tamp&o fosfato salina 0,01M (contendo ainda: 138
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mM de KCI e 27mM de NaCl) pH 7,4 e com fluxo continuo mantido por forca da gravidade.
A amostra contendo lectina e FITC foi aplicada a coluna e a amostra foi eluida em 10 mL de
PBS, coletando aliquotas de 1 mL, sendo monitorada a absorbancia de cada aliquota a 280nm
e 495 nm em espectrofotbmetro. Apds as leituras as aliquotas com absorbancia maior que
0,400 foram coletadas e dialisadas contra &gua mili-Q para posterior liofilizagdo e estocagem

do material para uso posterior.

2.5.2 Determinacdo da Atividade Hemaglutinante das lectinas associadas com FITC

Para determinar a viabilidade das lectinas associadas com FITC (ConBr/FITC e
ConA/FITC), foram realizados ensaios de hemaglutinacao.

Os testes de atividade hemaglutinante foram realizados com hemacias de coelho.
O sangue coletado foi submetido a centrifugacdo por 10 minutos a 4000 rpm, o sobrenadante
foi descartado e as hemécias foram lavadas com solugcdo de NaCl 0,15M por 5 ciclos de
centrifugacdo (10 minutos a 4000 rpm). As hemécias lavadas foram diluidas a 2% em NaCl
0,15M para posterior uso.

Uma aliquota de 100uL das lectinas na concentracdo de 100ug/mL foi adicionada
em tubos de ensaio contendo tampdo TRIS-NaCl 0,15M. Terminadas as dilui¢Ges, foram
adicionados 100uL da suspensdo de hemécias a 2% (v/v). Os tubos foram deixados a 37°C
por 30 minutos e apds esse tempo deixados a temperatura ambiente. A analise da
hemaglutinacéo foi realizada apds 1 e 12 horas ap06s o contato das lectinas com a solucdo de
hemacias.

Apo6s o tempo de 12 horas uma aliquota de cada amostra foi adicionada a uma

lamina de microscopio e a aglutinacdo das hemacias foi verificada por microscopia éptica

2.5.3 Microscopia de fluorescéncia

Lectinas (ConBr e ConA), lectinas inibidas com manose (ConA + Manose e
ConBr + Manose) e BSA associadas com FITC foram colocadas sobre agitacdo constante
com as células bacterianas por 15 minutos. Passado esse tempo as células foram centrifugadas
trés vezes e ressuspendidas em tampéo fosfato sodio 0,1 M (4500 rpm, por 5 min, a 4°C). As
células bacterianas foram entdo deixadas secar sobre laminas de microscopio e visualizada em
microscopio de fluorescéncia. Processo semelhante foi realizado com 0.1 mg de FITC (para

observar a interagdo do marcador com a parede bacteriana). Células bacterianas sem qualquer
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tipo substancia também foram observadas sobre microscopia de fluorescéncia, para a detecgdo
de fluorescéncia natural.

As imagens de fluorescéncia foram obtidas usando o sistema de microscopia
Olympus System Microscope Model BX60, com lampada de mercurio de 100W e filtro para
fluoresceina (excitacdo de 490 nm e emissdo de 520 nm). Cada imagem foi visualizada
usando uma objetiva de imersé&o de 100x e ocular de 10x (aumento total de 1000x). A camera
de captura acoplada ao sistema foi uma Evolution MP 5,0 cooled (MediaCybernetics, Silver
Spring, MDI, USA), com tempo de exposicao de 1,5 segundos e ganho igual a 1. As imagens

foram salvas em formato JPEG.
2.6 Analise estatistica

Os experimentos de crescimento microbiano foram realizados em trés repeticdes
(uma repeticdo por dia em dias consecutivos) com trés amostragens de absorbancia (ABSgz)
por experimento. Cada experimento constituiu um grupo experimental: Controle (NaCl),
BSA, Manose, ConA, ConBr, ConA inibida com manose (caso necessario) e ConBr inibida
com manose (caso necessario). Foi determinado o valor médio de ABSgy das trés
amostragens para cada repeticdo. Para identificar alguma diferenca entre os valores médios de
ABSg20 entre as trés repeticdes de cada grupo, foi utilizado o teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis. Caso fossem detectadas diferencas, a seqiiéncia de trés repeticbes seria novamente
realizada, até que nenhuma diferenca fosse encontrada, resultando assim em um total de nove
amostras por grupo. Foi determinado novamente o valor médio de ABSgy de cada grupo,
agora sobre nove amostras. Para cada grupo foi realizado o teste de normalidade Shapiro-
Wilk para a determinacdo da normalidade ou ndo do grupo.

Em caso de distribuigdo normal, foi determinado o desvio padrdo (c) e o erro de

estimativa (E), conforme a relacéo:

?
E .td'/2 ﬁ

Onde = ¢ o nivel de significancia, n € o nimero de amostras e t_j, € 0 parametro
da distribuicdo de Student t, que depende de = e n. O intervalo de confianca para ABSey sera

dado por:

ABSe0 VE
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Onde ABS 5206 0 valor médio de ABSgz. O teste-t para duas amostras foi utilizado
para comparar a existéncia de diferencas significativas entre os grupos BSA, Manose, ConA,
ConBr, ConA inibida com manose (caso este grupo exista) e ConBr inibida com manose
(caso este grupo exista) com o grupo controle (NaCl) e ainda ; e ainda ConA inibida com
manose (caso este grupo exista) com Com A e ConBr inibida com manose (caso este grupo
exista) com ConBr.

Em caso de ndo normalidade da distribuicdo amostral dos grupos, foi utilizado o
teste ndo paramétrico Mann-Whitney para duas amostras.

O nivel de significancia utilizado foi 0,01. Toda a analise estatistica dos
experimentos de crescimento microbiano foi realizada no programa Statistica 6.0 (StatSoft,

inc).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaio de crescimento bacteriano em placa de microtitulacéo

A atividade de crescimento microbiano das lectinas Canavalia ensiformis (ConA),
Canavalia brasiliensis (ConBr) e do controle utilizando albumina sérica bovina (BSA) foram
testadas em placas de microtitulagdo com a estirpe bacteriana Rhizobium tropici CIAT899
(Figura 16, 17 e 18).

3.1.1 Ensaio de crlescimento microbiano utilizando albumina sérica bovina (BSA)

A proteina utilizada como controle, albumina sérica bovina (BSA), em testes de
crescimento microbiano, ndo demonstrou diferenca significativa em relacdo ao controle NacCl,
mostrando assim que BSA ndo desempenhou qualquer atividade sobre o crescimento
Rhizobium tropici em todas as horas testadas. A proteina BSA foi utilizada na maior
concentracdo utilizada para a andlise da sua possivel atividade sobre o crescimento do

microrganismo (Figura 16).
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Figura 16. Atividade de BSA (albumiva sérica bovina) sobre o crescimento microbiano de Rhizobium tropici
CIAT899.

A proteina utilizada neste estudo como controle, albumina sérica bovina (BSA) é
uma proteina amplamente estudada no campo da bioguimica. A BSA é a proteina mais
abundante no plasma sanguineo e possui funcdo de deposito, assim como transporte de

proteina para numerosos componentes, como cadeia longa de acidos graxos ou bilirrubina,
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ligados por alta afinidade & proteina. E a principal proteina que contribui para a pressao
coloidal osmoética do sangue e também para o transporte de proteinas para numerosos
compostos endogenos e exogenos. Com massa molecular de 66KDa, consiste em uma Unica
cadeia polipeptidica, contendo cerca de 580 aminoacidos (NAKAMURA et al., 1997). A
albumina bovina (BSA) passa por notaveis mudancas reversiveis na conformacédo, usualmente
sob condigdes ndo-fisiologicas (TATTINI et al., 2006).
Por ser uma proteina de facil isolamento em grandes quantidades, o que favorece
a sua alta estabilidade e solubilidade, esta proteina vem sendo bastante utilizada em varios
estudos bioquimicos (TATTINI et al., 2006). Devido demonstrar caracteristicas distintas de
lectinas, como ndo apresentar sitios de ligacdo a carboidrato, essa proteina tem sido bastante
explorada em ensaios diversos como modelo de comparacdo com a atividade biologica de
lectinas (TEIXEIRA et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2007; MARTINEZ et al., 2004).
Nossos dados demonstraram que a proteina BSA ndo possui atividade efetiva
sobre o crescimento de Rhizobium tropici, mostrando assim que a proteina ndo desempenhou

nenhuma modificacdo metabdlica sobre o microrganismo (Figura 16).

3.1.2 Ensaio de crescimento microbiano utilizando lectina isolada de Canavalia
ensiformis (ConA)

Para verificar uma possivel atividade da lectina isolada de Canavalia ensiformis
(ConA) sobre o crescimento microbiano foi utilizada para os testes a maior concentracdo
utilizada no estudo (500pug/mL).

A lectina ConA nédo demonstrou nenhuma diferenca com relagéo ao controle NaCl
0,15M, em todas as horas testadas. Demonstrando assim, que a lectina de Canavalia
ensiformis ndo exerceu nenhuma atividade sobre o crescimento microbiano da estirpe de
Rhizobium tropici CIAT 899 (Figura 17).
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Figura 17. Atividade da lectina de Canavalia ensiformis (ConA) sobre o crescimento microbiano de Rhizobium
tropici CIAT899.

A lectina ConA, obtida das sementes de Canavalia ensiformis foi a primeira
lectina a ser isolada, seqlienciada e teve sua estrutura tridimensional determinada por
cristalografia de raio-x. ConA € uma lectina D-glucose/D-manose especifica e seu monémero
contém 237 residuos de aminoécidos. Muitos estudos bioquimicos, biofisicos e estruturais
fizeram desta proteina a lectina de planta melhor caracterizada (CAVADA et al., 2001).

Esta lectina tem sido muito estudada e caracterizada quanto a sua estrutura e
efeitos bioldgicos sobre diferentes sistemas. Foi utilizada no estudo da agregacao bacteriana,
com o intuito de inibir a agregagdo bacteriana provocada por componentes salivares com o
intuito de se estudar a natureza dos receptores envolvidos (MIRTH et al., 1981). No sistema
nervoso central (SNC) a lectina ConA tém sido utilizada como ferramenta no isolamento de
glicoproteinas (HELMNOLZ et al., 2003). A lectina ConA mostra interacdo com diversas
estirpes de rizdbio, incluindo as estirpes de Rhizobium leguminosarum e Rhizobium phaseoli
(WONG, 1980).

Apesar de varios trabalhos demonstrarem a interacdo e atividade bioldgica de
lectinas com especificidade a glucose/manose sobre bactérias fixadoras de nitrogénio
(MARTINEZ, et al 2004; MARTINEZ, et al 2005; BAJAJ., et al 2001; ANTONYUK et al.,
1997), a lectina ConA ndo demonstrou nenhuma atividade sobre o crescimento de Rhizobium
tropici, mostrando que esta lectina ndo desempenhou nenhuma modificacdo metabolica no

microrganismo.
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3.1.3 Ensaio de crescimento microbiano utilizando lectina isolada de Canavalia

brasiliensis (ConBr)

A lectina de Canavalia brasiliensis foi testada para verificar a possivel atividade
desta proteina sobre o crescimento microbiano de Rhizobium tropici.

Os resultados mostraram uma melhor atividade da lectina ConBr sobre o
crescimento microbiano de Rhizobium tropici nas maiores concentracfes testadas
(500pg/mL), sendo evidenciada estimulo sobre o crescimento microbiano nas horas 12, 24, 36

e 48 horas (todas as horas testadas) em relagcéo ao controle NaCl 0,15M (Figura 18).
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Figura 18. Atividade da lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr) sobre o crescimento microbiano de
Rhizobium tropici CIAT899. P<0,01 (%) Diferenca estatistica da Lectina em relagdo a NaCl 0,15M.

A lectina ConBr isolada de sementes de Canavalia brasiliensis é uma lectina
pertencente a subtribo Dioclenea, que assim como ConA, possui ligagdo especifica a D-
glucose/D-manose. Esta proteina pode se apresentar na forma de mondmero, dimero ou
tetrdmero dependente das condi¢bes de pH, e mostra possuir uma série de atividades
bioldgicas (SANZ-APARICIO et al., 1997; GRANGEIRO et al., 1997; RODRIGUEZ et al.,
1992; BARRAL-NETTO et al., 1992; BARBOSA et al., 2001; SUEN et al, 2000; SILVA et
al., 2009).

Como descrito anteriormente as lectinas de Canavalia brasiliensis e Canavalia
ensiformis diferem entre si apenas em dois residuos de aminoacidos, sendo que estes residuos
ndo estdo proximos do sitio de ligacdo a carboidratos em ambas as proteinas (SANZ-
APARICIO et al., 1997; GRANGEIRO et al., 1997). Apesar desta discreta diferenca entre
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estas duas lectinas, os resultados obtidos demonstraram diferentes atividades bioldgicas destas
proteinas sobre o estimulo do crescimento de Rhizobium tropici. A ConBr estimulou o
crescimento microbiano, enquanto a ConA ndo desempenhou qualquer atividade sobre o
crescimento do microrganismo.

As lectinas de Cavavalia ensiformis e Canavalia brasiliensis tém apresentado
diferentes efeitos biolégicos em varios tipos de células relacionados a propagagdo de
macrofagos peritoneais em camundongos (RODRIGUEZ et al., 1992), estimulacdo de
linfécitos humanos in vitro (BARRAL-NETTO et al., 1992) ativacdo de linfécitos e apoptose
(BARBOSA et al., 2001), bem como a indugdo de apoptose em macrofagos de camundongos
(SUEN et al, 2000).

Recentemente Arruda (2009) em sua dissertacdo de mestrado demonstrou ainda
diferentes atividades biologicas entre as lectinas de Cavavalia ensiformis e Canavalia
brasiliensis em relacdo a atividade destas duas lectinas sobre a germinacdo de esporos de
fungos fitopatogénicos. Em seus resultados a lectina de Canavalia ensiformis inibiu a
germinacdo dos esporos do fungo fitopatogénico Mucor sp., enquanto a lectina de Canavalia
brasiliensis estimulou fortemente a germinacdo de esporos do mesmo fungo (ARRUDA,
2009).

Diferengas nas atividades bioldgicas entre as lectinas de Cavavalia ensiformis e
Canavalia brasiliensis sdo explicadas por Sanz-Aparicio e colaboradores em 1997, onde o
autor acredita que as atividades bioldgicas distintas apresentadas por estas duas proteinas
deve-se ao fato de apenas uma substituicdo ndo-conservativa que afeta o sitio de ligacdo a
carboidratos, fazendo com que este fique mais aberto em ConBr do que em ConA (SANZ-
APARICIO et al., 1997). Essa substituicdo ndo conservativa ocorre na posi¢do 58 de ConBr,
ocorrendo a substituicdo de um residuo de glicina por um acido aspértico, causando esta
diferenca estrutural entre essas proteinas (SANZ-APARICIO et al., 1997).

A lectina de Canavalia ensiformis demonstra possuir um comportamento
tetramérico homogénio em pH acima de 7,0, ConBr apresenta uma mistura de dimeros (31%)
e tetrdmeros (69%) em pH 8,0 (SANZ-APARICIO et al., 1997; GRANGEIRO et al., 1997).
Segundo Cavada (2001) diferentes proporcdes entre as formas dimericas e tetramericas
observadas nas lectinas da subtribo Diocleinae pode contrubuir para diferentes
potencialidades destas proteinas, podendo ser uma base para a explicagdo de atividades

bioldgicas distintas entre ConA e ConBr.
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Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que apenas ConBr desempenha
atividade significante sobre o crescimento microbiano de Rhizobium tropici, evidenciando
assim a possibilidade da atividade de ConBr acontecer apenas na sua forma dimerica.

Estudos recentes mostram ainda que lectinas possam desempenhar diversas
atividades bioldgicas sobre bactérias fixadoras de nitrogénio (MARTINEZ et al., 2004;
MARTINEZ, et al 2005; BAJAJ., et al 2001; SCHELUD’KO., et al 2006; SYTNIKQV, et al
2007). Porém poucos trabalhos tém explorado a atividade de lectinas sobre o crescimento de
rizobios.

A lectina de Canavalia brasiliensis, e outras lectinas de leguminosas,
desempenham uma atividade significante no estimulo respiratorio da estirpe de Rhizobium
tropici CIAT 899. O autor sugere que a atividade de ConBr sobre o estimulo da respiracao de
Rhizobium tropici seja pela interacdo da lectina com a membrana externa do microrganismo
(MARTINEZ et al.,2004).

Em experimentos de agregagdo bacteriana, a lectina de Canavalia brasiliensis
promoveu maior agregacdo das estirpes de rizobio, Rhizobium tropici, Rhizobium
leguminosarum bv. Phaseoli e Rhizobium etli, mostrando assim a interacdo entre ConBr e
carboidratos de membrana destes microrganismos (MARTINEZ, et al 2005).

Os resultados obtidos demonstraram que a lectina de Canavalia brasiliensis,
estimulou o crescimento da estirpe de Rhizobium tropici CIAT 899 em ensaios realizados em
placa de microtitulacdo (Figura 18), enquanto que a lectina de Canavalia ensiformis nao
demonstrou qualquer estimulo sobre o crescimento microbiano desta estirpe (Figura 17).

A atividade da lectina ConBr sobre o crescimento de Rhizobium tropici, ndo
evidenciado em ConA, demonstra possivelmente uma maior afinidade de ConBr a
carboidratos expostos na membrana bacteriana do microrganismo causando modificacdes

metabolicas no microrganismo.

3.2 Reversdo da atividade da lectina com acucar inibidor

A atividade inibitoria de residuos de D-manose junto ao sitio de ligacdo da lectina
de Canavalia brasiliensis (ConBr) foi testada sobre o crescimento microbiano da estirpe
Rhizobium tropici CIAT899. O efeito apenas do acUcar inibidor (a-D-manose) e da lectina

ConBr complexada com agucar inibidor (0,1 M de a-D-manose) foram comparadas com o
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controle (NaCl 0,15M). Também a lectina ConBr complexada foi comparada com a propria
ConBr nédo complexada.

O acucar inibidor utilizado ndo demonstrou atividade alguma sobre o crescimento
de Rhizobium tropici quando comparados com o controle, mostrando assim que esse agucar
ndo interferia sobre o metabolismo de crescimento do microrganismo (Figura 19).

A lectina complexada com a-D-manose ndo demonstrou diferenca significativa
com relacdo ao controle NaCl 0,15 M em nenhuma das horas testadas (Figura 20).

A lectina ConBr demonstrou atividade efetiva sobre o crescimento microbiano de
Rhizobium tropici nas horas 12, 24, 36 e 48 (todas as horas testadas) em relagéo a lectina
ConBr complexada com 0,1M de a-D-manose (Figura 21).
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Figura 19. Comparagio entre o agucar a-D-manose e o controle experimental NaCl 0,15M.
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Na literatura a utilizacdo de agucar ligado a lectina para inibir ou diminuir sua
atividade biologica tem sido bastante explorada. Assreuy (1997) demonstrou que a lectina de
Dioclea violacea na presenga de a-metil-manosideo perdeu sua atividade antiinflamatoria em
modelo de migracdo celular. Bitencourt e colaboradores (2008) demonstraram ainda a
atividade antiinflamatdria e antinocceptiva de uma lectina isolada da alga vermelha Hypnea
cervicornis que na presenca do seu aguUcar inibidor perde tais atividades bioldgicas.

Martinez e colaboradores (2005) demonstraram ainda que a utilizacdo de 10uM
de D-glucose inibiu a atividade de agregacdo bacteriana de Rhizobium tropici causada pela
lectina ConBr. Wong (1980) demonstrou que ConA marcada com FITC quando ligada a
glucose ou manose perdia a interagdo com a superficie de varias estirpes de rizébios.

Os resultados obtidos indicam uma especifica atividade lectinica de ConBr. A
atividade sobre o crescimento de Rhizobium tropici anteriormente causada pela ligacdo entre
ConBr e a superficie bacteriana foi inibida na presenca de D-manose no seu sitio de ligacao
(Figura 20 e 21). Dessa maneira ConBr com o seu sitio de ligacéo a carboidrato ocupado pelo
acucar ndo interage com carboidratos da superficie do microrganismo, ndo causando assim
qualquer modificacdo metabolica sobre a bactéria.

Ainda que estirpes como Rhizobium tropici CIAT 899, recomendada para
inoculagdo do feijoeiro, possam produzir aumentos significativos nas produtividades médias
brasileiras, o seu potencial de fixacdo bioldgica de nitrogénio ainda € bastante limitado para
determinadas condi¢cdes ambientais e cultivares de feijoeiro. Dessa forma, tem-se verificado
ampla variabilidade de resposta a inoculacdo em condi¢cdes de campo, demonstrando,
freqlientemente, limitacdes do potencial simbidtico nesta interacdo. Nesse contexto a busca de
bioinsumos que favorecam a interacdo entre rizébio e planta hospedeira vem sendo bastante
explorada com o objetivo de um efeito sinérgico que promova maior fixacdo bioldgica de
nitrogénio e aumento da produtividade do vegetal.

Resultados experimentais obtidos por Mercante & Franco (2000) demonstraram a
possibilidade de se obter incrementos na nodulacao inicial do feijoeiro, através da adicdo de
exsudatos de sementes de espécies como Mimosa flocculosa e Leucaena leucocephala, que
poderiam resultar em ganhos significativos no rendimento da cultura do feijoeiro, através da
maximizagao do processo simbidtico.

Estudos tém demonstrado ainda que as lectinas de origem vegetal, entre muitas
fungdes, estdo envolvidas no reconhecimento em associa¢Bes simbidticas com bactérias
fixadoras de nitrogénio e com fungos micorrizicos. Também funcionam como proteinas de

reserva e participam, tanto in vivo como in vitro, de fenémenos de reconhecimento de
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carboidratos na superficie celular, o que as torna muito Gteis como ferramentas
biotecnolégicas (RUDIGER & GABIUS, 2001).

Estudos recentes tém mostrado que determinadas lectinas possam atuar na
agregacao e formacéo de biofilme por estirpes de rizobio, potencializando a sua interagdo com
plantas hospedeiras (FUJISHIGE et al., 2006)

Antonyuk e Iganotov (2001) demonstraram em seu trabalho que a utilizagdo a
aglutinina do germe do trigo (especifica para manose/glucose) adicionada a suspensdo
bacteriana de Azospirilum brasilensis aumenta a sintese protéica no microrganismo em
especial a enzima nitrogenase (enzima que promove fixagdo de nitrogénio pelo
microrganismo). O autor sugere que a lecina ligada a superficie bacteriana promova forte
atividade sobre o metabolismo bacteriano, resultando na expressdao de novos genes e como
conseqiiéncia a biossintese de novas proteinas nas células bacterianas.

Recentemente Sytnihov e colaboradores (2007) mostraram que a lectina de soja
(SBA) adicionada a suspensdo bacteriana de Bradyrhizobium japonicum, aumenta a eficiéncia
do sistema de simbiose na planta hospedeira além do aumento da produtividade nas plantas.
Segundo os autores esta lectina parcialmente ligadas as células bacterianas influem sobre o
metabolismo ativando e preparando o microrganismo para uma subseqliente coopera¢do com
a planta hospedeira.

Sytnikov e colaboradores ainda em 2007 demonstraram que a incubagdo da
lectina SBA com Bradyrhizobium japonicum aumentou a atividade de fixacdo de nitrogénio
nos ndédulos, e promoveu maior fotossintese no vegetal. Segundo o autor lectinas ndo devem
ser consideradas apenas moléculas de reconhecimento ou sinalizagdo nos estagios iniciais de
simbiose, mais também como sinais moleculares que modula o metabolismo bacteriano e
influencia suas propriedades simbidticas e as condicdes fisioldgicas da planta hospedeira.

Holanda e colaboradores (2005) em ensaios de crescimento bacteriano de cepas
patogénicas, utilizando placas de microtitulagdo, demonstraram que a lectina isolada da alga
Solieria filiformis, apesar de inibir o crescimento de varias bactérias gram-positivas,
promoveu maior crescimento microbiano da bactéria Bacilus subtili, esse resultado sendo
inibido na presenca de manana (agUcar inibidor). Os autores acreditam que a lectina ao
interagir com receptotores presentes na membrana do microrganismo promove alteragdes no
fluxo de nutrientes, explicando sua atividade.

O mecanismo molecular pelo qual a lectina de Canavalia brasiliensis estimula o
crescimento de Rhizobium tropici “in vitro” ndo pode ser identificado no trabalho realizado.

Porem os dados obitidos neste trabalho corrobora com o trabalho de Bajaj (2001), onde este
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autor demonstra a atividade de duas variedades de lectinas purificadas de Pisum sativum, com
especificidade para manose, promoveram maior crescimento microbiano de Rhizbium
leguminisarium. O autor sugere que o estimulo do crescimento do microrganismo pode
provavelmente acontecer pela ligacdo da proteina na superficie bacteriana afetando

positivamente o transporte de nutrientes.

3.3 Estudo da interacao lectina/Rhizobium tropici por microscopia de
fluorescéncia

3.3.1 Atividade hemaglutinante

As lectinas isoladas de sementes de Canavalia brasiliensis e Canavalia ensiformis
marcadas e ndo marcadas com FITC, utilizadas nos testes de crescimento microbiano
mostraram forte atividade sobre a aglutinacdo de eritrocitos de coelho. Esses resultados
demonstram assim a viabilidade destas proteinas nos ensaios de fluorescéncia (Figuras 22, 23,
24, 25, 26).

O controle dos testes de hemaglutinagdo (ndo utilizando lectinas) mostrou células

morfologicamente normais, ndo sendo verificada aglutinacdo dos eritrocitos (Figura 22).

Figura 22: Imagem de hemaécias de coelho utilizadas como controle experimental dos testes de
atividade hemaglutinante analisado por microscopia 6ptica no aumento de 100x (barra: 500um).
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A atividade da lectina ConA marcada e ndo marcada com FITC mostraram

forte aglutinacdo dos células (Figura 23 e 24 respectivamente).

Figura 23: Imagem da atividade hemaglutinante da lectina ConA frente a hemécias de coelho
analisado por microscopia 6ptica no aumento de 100x (barra: 500um).

Figura 24: Imagem da atividade hemaglutinante da lectina ConA/FITC frente a hemécias de coelho
analisado por microscopia éptica no aumento de 100x (barra: 500um).



3. Resultados e Discussao 63

Assim como a lectina ConA, a lectina ConBr marcada e ndo marcada com FITC
mostraram forte aglutinacdo dos células (Figura 25 e 26 respectivamente).

Figura 25: Imagem da atividade hemaglutinante da lectina ConBr frente a hemécias de coelho
analisado por microscopia 6ptica no aumento de 100x (barra: 500um).

Figura 26: Imagem da atividade hemaglutinante da lectina de ConBr/FITC frente a heméacias de
coelho analisado por microscopia dptica no aumento de 100x (barra: 500um).
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3.3.2 Fluorescéncia natural de Rhizobium tropici

Para verificar a possivel fluorescéncia natural emitida pela estirpe de Rhizobium
tropici, 0 microrganismo foi colocado sobre lamina de vidro e verificado por microscopia de
fluorescéncia. Os resultados demonstraram que a estirpe bacteriana de Rhizobium tropici
CIAT 899 nédo apresentou qualquer fluorescéncia que fosse percebida por microscopia de

fluorescencia (Figura 27).

100 #m
—

Figura 27: Imagem da fluorescéncia natural emitida pela estirpe bacteriana Rhizobium tropici. Barra:
100um

3.3.3 Interagéo entre FITC e Rhizobium tropici

Para verificar a interacdo de FITC (Isotiocianato de fluorisceina) com a superficie
bacteriana da estirpe Rhizobium tropici CIAT 899, o microrganismo foi colocado em contato
com FITC na concentracdo de 1pg/mL e depois verificado sua interacdo entre FITC e o
microrganismo por microscopia de fluorescéncia.

Os resultados obtidos demonstraram que o microrganismo em contato com FITC
na concentragdo de 1pg/mL ndo foi verificado presenca de fluorescéncia, mostrando assim

que ndo houve interagédo entre superficie bacteriana de Rhizobium tropici e FITC (Figura 28).
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Figura 28: Imagem da interacéo entre FITC e a estirpe bacteriana Rhizobium tropici. Barra: 100um

3.3.4 Interacao entre BSA e Rhizobium tropici

Como controle negativo dos testes experimentais, o microrganismo foi tratado
com BSA (albumina sérica bovina) na concentracdo de 100ug/mL e depois verificado sua
interacdo com a superficie bacteriana de Rhizobium tropici por microscopia de fluorescéncia.

Os resultados demonstraram que a proteina BSA em contato com o
microrganismo apresentou uma baixa emissdo de fluorescencia, mostrando assim que BSA

interage fracamente com o microrganismo (Figura 29).
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Figura 29: Imagem da interacdo entre BSA/FITC e superficie bacteriana de Rhizobium tropici. Barra:
100um

3.3.5 Interacao entre ConA e Rhizobium tropici

Para verificar a interagdo entre a lectina ConA e a superficie bacteriana de
Rhizobium tropici, a lectina previamente marcada com FITC foi colocada em contato com a
bactéria e depois verificado sua interacdo por microscopia de fluorescéncia.

Apesar da lectina ConA ndo apresentar atividade sobre o crescimento de
Rhizobium tripici em placa de microtitulagdo, nossos testes demonstraram um forte emisséo
de fluorescéncia obtida da interagdo entre ConA marcada com FITC e a superficie bacteriana
de Rhizobium tropici, mostrando assim interacdo entre ConA e carboidratos expostos na

superficie do microrganismo (Figura 30).
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Figura 30: Imagem da interacdo entre ConA/FITC e superficie bacteriana de Rhizobium tropici.
Barra: 100um

3.3.6 Inibicao da interacdo entre ConA e Rhizobium tropici utilizando agUcar inibidor

Para verificar a inibicdo da interacdo entre a lectina ConA e a superficie
bacteriana de Rhizobium tropici, ConA previamente marcada com FITC foi complexada a
residuos de D-manose, e posteriormente colocada em contato com a bactéria durante 30min.

Os resultados demonstraram uma menor emissao de fluorescéncia emitida pela
amostra quando ConA foi pré-incubada com seu acucar inibidor (D-manose). Os resultados
obtidos mostraram assim que a emissdo de fluorescéncia apresentado pelo microrganismo é
evidenciada pela ligagdo entre a lectina ConA e carboidratos expostos na superficie da

bactéria (Figura 31).
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Figura 31. Imagem da interacdo entre ConA/FITC complexada a D-manose e superficie bacteriana de
Rhizobium tropici. Barra: 100pm

3.3.7 Interacdo entre ConBr e Rhizobium tropici

Para verificar a interacdo entre a lectina ConBr e a superficie bacteriana de
Rhizobium tropici, a lectina previamente marcada com FITC foi colocada em contato com a
bactéria e depois verificado sua interacdo por microscopia de fluorescéncia.

A lectina ConBr utilizada nos testes de crescimento microbiano em placa de
microtitulacdo mostraram um forte emissdo de fluorescéncia causada pela interacdo entre a
lectina ConBr marcada com FITC e a superficie bacteriana de Rhizobium tropici, resultado
semelhante ao obtido com a utilizagdo de ConA. Os resultados obtidos mostraram assim, a

interacdo entre ConBr e carboidratos expostos na superficie do microrganismo (Figura 32).
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Figura 32. Imagem da interacdo entre ConBr/FITC e superficie bacteriana de Rhizobium tropici.
Barra: 100um

3.3.8 Inibicdo da interacdo entre ConBr e Rhizobium tropici utilizando agucar inibidor

Para verificar a inibicdo da interacdo entre a lectina ConBr e a superficie
bacteriana de Rhizobium tropici, ConBr previamente marcada com FITC foi complexada a
residuos de D-manose, e posteriormente colocada em contato com a bactéria durante 30min.

Os resultados demonstraram uma menor emissdo de fluorescéncia emitida pela
amostra quando ConBr foi pré-incubada com seu aclcar inibidor (D-manose), resultado
semelhante ao obtido por ConA. Os resultados obtidos mostraram assim que a emissdo de
fluorescéncia apresentado pelo microrganismo era evidenciado pela ligacdo entre a lectina

ConBr e carboidratos expostos na superficie da bactéria (Figura 33).
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Figura 33. Imagem da interacéo entre ConBr/FITC complexada a D-manose e superficie bacteriana de
Rhizobium tropici. Barra: 100pm

Os resultados encontrados por microscopia de fluorescencia demonstraram
claramente que as lectinas ConA e ConBr mostram interacdo especifica a carboidratos
expostos na superficie bacteriana, essa interacdo é diminuida na presenca de residuos de D-
manose presentes no seu sitio de ligacdo. Quando a lectina tem o seu sitio de ligacdo
preenchida pelo acUcar, a ligacdo entre lectina e carboidratos da superficie bacteriana é
diminuida fazendo com que a fluorescéncia emitida entre ConA e ConBr ndo complexada ao
acucar seja mais evidente do que a lectina complexada com D-manose.

Em 1980 Wong ja havia evidenciado a interacdo entre ConA e vérias estirpes do
género Rhizobium (WONG, 1980). O autor demonstrou em seu trabalho que a lectina ConA
marcada previamente com FITC interage com diferentes estirpes de Rhizobium
leguminosarum, Rhizobium phaseoli, Rhizobium japonicum e Rhizobium sp, observando
emissdo de fluorescéncia em testes utilizando espectrofotoflourométro. Quando ConA foi
complexada ao agucar (glucose) a fluorescéncia emitida pela ligacdo da lectina a bactéria era
diminuida (WONG, 1980), sendo evidenciado assim uma especifica interacdo entre lectina e
carboidratos da superficie bacteriana.

Recentemente Chen e colaboradores (2006) demonstraram a interacdo entre a
lectina de soja (SBA) e carboidratos da superficie de Bradyrhizobium japonicum utilizando
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SBA marcada com FITC ligada a superficie bacteriana, estes autores ainda mediram a forca
de interagdo entre a lectina e o microrganismo utilizando Microscopia de Forga Atdmica
(CHEN et al., 2006).

Os resultados obtidos demonstraram que a lectina ConA apesar de interagir com
carboidratos de superficie de Rhizobium tropici como demonstrados na figura 24, esta lectina
n&o foi capaz de estimular o crescimento microbiano do microrganismo (Figura 17).

Bajaj e colaboradores (2001) demonstraram que duas lectinas isoladas de Pisum
sativum, com especificidade por glucose/manose, marcadas com FITC mostraram ligacdo
especifica em Rhizobium leguminosarum e Rhizobium cowpea mais as duas lectinas testadas
apresentaram atividade sobre o crescimento bacteriano apenas da estirpe Rhizobium

leguminosarum.
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4. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Nesse trabalho buscamos demonstrar a atividade das lectinas isoladas de sementes
de Canavalia brasiliensis (ConBr) e Canavalia ensiformis (ConA) sobre o crescimento “in
vitro” de Rhizobium tropici. Os resultados obtidos mostraram que a lectina ConBr foi capaz
de estimular de maneira significante o crescimento “in vitro” de Rhizobium tropici. O efeito
encontrado foi revertido na presenca do acUcar inibidor (manose), sugerindo uma efetiva
atividade lectinica. No entanto a lectina ConA ndo demonstrou nenhuma atividade sobre o
crescimento do microrganismo. Os ensaios de microscopia de fluorescéncia demonstraram
que ambas as lectinas se ligaram a superficie bacteriana através de sitios de ligacdo a
carboidratos. A diferenca na atividade biologica entre ConA e ConBr sobre o crescimento
microbiano provavelmente esta relacionado com a diferenca estrutural nos seus sitios de
ligagéo a carboidratos.

Com base nos resultados apresentados, pode-se concluir que a lectina isolada de
Canavalia brasiliensis liga-se a superficie bacteriana de Rhizobium tropici desempenhando
uma atividade metabdlica, ainda desconhecida, sobre o crescimento do microorganimo. Esses
dados sdo suficientemente significantes para o estudo da interagdo entre rizébio e planta
hospedeira. Contudo, novos estudos serdo necessarios para melhor caracterizar a atividade
bioldgica desta lectina sobre o metabolismo de Rhizobium tropici, além de estudos em campo

para determinar o desempenho de ConBr sobre a cultura de gréos.
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