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RESUMO

Este trabalho descreve a caracterizacdo estrutural da toxina de soja (SBTX),
isolada de sementes por Siebra (2004), e discute o envolvimento desta proteina
na defesa da planta contra patdgenos. A SBTX foi purificada por precipitagdo do
extrato total com sulfato de amonio (20-55%) e cromatografias de troca ibnica e
filtracdo em gel. Por PAGE-SDS, SBTX apresentou massa molecular aparente de
44 kDa, originando duas subunidades, uma de 27 kDa e outra de 17 kDa, quando
tratada com 5% de pB-mercaptoetanol por 15 minutos. A proteina intacta (44 kDa) e
a subunidade de 27 kDa apresentaram a mesma sequéncia NHz-terminal
ADPTFGFTPLGLSEKANLQIMKAYD. J4 a subunidade de 17 kDa mostrou uma
outra sequéncia NH,-terminal, representada por
PNPKVFFDMTIGGSAGRIVMEEYA. Por espectroscopia de fluorescéncia, foi
observado que a excitacao de uma solucdo aquosa de SBTX, a 280 nm, provocou
emissao maxima a 332 nm, que é tipico da contribuicdo de residuos de triptofano
enterrados no interior da molécula. A analise da estrutura secundaria da SBTX por
dicroismo circular classificou esta toxina como pertencente a classe alfa e beta,
apresentando 35% de a-hélice, 13% de fitas e folhas 3, 27% de volta-B, 25% de
estrutura ndo ordenada e 1% de residuos aromaticos e pontes dissulfeto. SBTX
(0,05 pgP/uL) inibiu a germinacdo dos esporos dos fungos filamentosos
Aspergillus niger e Penicillium herguei, mas néo teve agao sobre Fusarium solani
e F. oxysporum, mesmo em concentracdo dez vezes maior. Todavia, essa toxina
nao interferiu no crescimento de hifas de nenhum dos fungos citados. Por outro
lado, a SBTX retardou o crescimento das leveduras Candida albicans e
Kluyveromyces marxiannus, mas nédo de Saccharomyces cerevisiae, sugerindo ser
0 seu efeito espécie-especifico. O mecanismo pela qual a SBTX atua parece nao
estar relacionado com alteracdo da permeabilidade da membrana plasméatica. O
tratamento das sementes de soja com acido jasménico 50 uM, por 24 h, induziu
aumento expressivo no conteudo de SBTX. Os resultados obtidos sugerem que

SBTX pode ter um papel na estratégia de defesa vegetal contra patdégenos.
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ABSTRACT

This work describes the structural characterization of the soybean toxin (SBTX),
isolated from seeds by Siebra (2004). In addition, it is discussed the involvement of
this protein in plant defense against pathogens. SBTX was isolated using
ammonium sulfate fractionation (20-55%), ion exchange and gel filtration
chromatographies. Judging by the SDS-PAGE patterns, it was reported to SBTX
an apparent molecular mass of 44 kDa, composed of subunits of 27 kDa and 17
kDa, both linked by disulfide bond. NH,-terminal sequencing of electroblotted
samples showed that 44 and 27 kDa bands possess identical NH-terminal amino
acid sequences, ADPTFGFTPLGLSEKANLQIMKAYD that differs from that of the
17 kDa band, PNPKVFFDMTIGGQSAGRIVMEEYA. In the fluorescence
spectroscopy, excitation of the toxin solution at 280 nm gave a maximum emission
in 332 nm, which is typically for tryptophan residues buried inside the protein. The
secondary structure of SBTX by circular dicroism classified this protein as
belonging to alpha- and beta class, showing 35% a-helix, 13% B-sheet and strand,
27% B-turn, 25% random coil and 1% aromatic residues and disulfide bonds. SBTX
(50 pugP/mL) inhibited the spore germination of the filamentous fungi Aspergillus
niger and Penicillium herguei, but did not inhibit those of Fusarium solani e F.
oxysporum, even at concentrations ten times higher. Nevertheless, SBTX did not
interfere in the vegetative growth of the fungus cited above. On the other hand,
SBTX slowed the growth of the yeasts Candida albicans and Kluyveromyces
marxiannus, but did not have effect on Saccharomyces cerevisiae, suggesting that
its effect would be species-specific. The mechanism by which SBTX acts seems to
be not related to alteration of the plasmatic membrane permeability. The treatment
of soybean seeds with 50 uM jasmonic acid, for 24 h, led to remarkable increase in
SBTX content. The results suggest that SBTX may have a role in the plant defense

strategy against pathogens.
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1. INTRODUCAO

19



Morais, J.K.S. Aspectos Estruturais da Toxina da Soja (SBTX)...

A populagdo global excedeu seis bilhndes de habitantes em 2000 e as
projecdes para 2025 e 2050 s&o de, aproximadamente, 7,8 e 9 bilhdes,
respectivamente (FAO, 2006). O aumento populacional ressaltado requer uma
producdo agricola adicional de cerca de 2 bilhGes de toneladas por ano,
representando 230 milhdes de toneladas de proteinas (BABU et al., 2003; FAO,
2006). Esse adicional na producéo depende, primariamente, do incremento da
produtividade agricola, devendo ser feito de maneira economicamente viavel e
ambientalmente sustentavel (GATEHOUSE, 2002).

Uma das estratégias para alcancar esse aumento na producdo de
alimentos estéd diretamente relacionada, pelo menos em parte, ao controle mais
eficiente nas perdas provenientes de agentes bidticos (herbivoros, fitopatdgenos e
ervas daninhas), as quais sdo estimadas como sendo de 38 a 42% da producao
potencial (AGRIOS, 1997; FAO, 2006). Os métodos de controle atualmente
empregados dependem, basicamente, do uso de defensivos agricolas dentro de um
manejo integrado de pragas. Entretanto, ha uma demanda crescente por uma
agricultura limpa, com menor uso de energia e produtos quimicos, a fim de evitar a
presenca de residuos indesejaveis no meio ambiente e nos alimentos, além de
reduzir as contaminagdes aos agricultores. E dentro deste contexto que as plantas
se sobressaem, como um repositorio de substancias constitutivas e/ou induzidas,
dotadas de diferentes atividades, conferindo resisténcia a infec¢éo por virus, fungos,
nematoides e bactérias e, também, a herbivoria praticada por insetos, passaros e
outros animais, dentre eles o homem (VASCONCELOS et al., 2001; GOMES et al.,
2005a,b; WANG e NG, 2006a,b).

Em consonancia com o que foi exposto, € que uma proteina toxica (44
kDa) isolada de sementes de soja, conhecida como toxina da soja (SBTX), foi
selecionada para estudo neste trabalho. A SBTX foi escolhida por se tratar de uma
proteina descoberta recentemente por nosso grupo de pesquisa (SIEBRA, 2004),
ainda carente de informacgfes referentes as suas propriedades estruturais e papel
fisiologico. Estudos anteriores mostraram que a SBTX possui agdo neurotoxica para
camundongos, tendo sido capaz, também, de inibir o crescimento do fungo
Cercospora sojina e de exercer efeitos toxicos aos insetos Dysdercus peruvianus e
Callosobruchus maculatus, sugerindo o seu envolvimento na defesa vegetal contra
agressores. Foi dentro desse escopo que as atividades foram aqui desenvolvidas,

tendo como eixo 0s seguintes questionamentos:
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1. Informacdes referentes a sequéncia NH,-terminal e a estrutura secundaria da

SBTX possibilitariam uma melhor compreensao de seu papel fisiolégico?

2. A SBTX seria ativa contra outras espécies de fungos fitopatogénicos, além do
Cercospora sojina? Se positivo, em que etapa do desenvolvimento do fungo a

SBTX estaria atuando e qual mecanismo de acao estaria envolvido?

3. Havendo evidéncias anteriores de que a SBTX se apresenta como um dos
integrantes do arsenal de defesa da soja, seria esta proteina induzida através

do tratamento das sementes com &cido jasmonico?

Para responder aos questionamentos citados, varias abordagens
experimentais foram desenvolvidas, com énfase nos aspectos estruturais da SBTX e
em seus efeitos frente a diferentes espécies de fungos fitopatogénicos. Além disso,
foi avaliada a inducdo da SBTX pelo tratamento das sementes com acido jasmoénico.
O nosso entendimento é que o conhecimento das propriedades moleculares, das
atividades biologicas e mecanismos de acdo da SBTX € uma etapa imprescindivel
para o seu aproveitamento biotecnol6gico, podendo se constituir em uma excelente
ferramenta aplicavel em varias areas de pesquisa, inclusive como uma molécula que
poderd ser aproveitada para o melhoramento de culturas de interesse, através da
engenharia genética, ou que quando aplicada diretamente nas plantas possa induzir
respostas de defesa ou tolerdncia aos estresses ambientais, tudo isso trazendo

beneficios sociais, econémicos e ecologicos de amplo alcance.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
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2.1 - Evolucéao e Limitacdes da Cultura da Soja [Glycine Max (L.) Merr.] no Brasil

Dentre as espécies vegetais cultivadas de maior importancia econdmica e
social para o Brasil, a soja (FIGURA 1), sem duvida alguma, é a que mais se
destaca, devido ao seu potencial produtivo, a sua composi¢cdo quimica e ao seu
valor nutritivo, conferindo a esta leguminosa multiplicidade de aplicagbes na
alimentacdo humana e/ou animal, com relevante papel sGcio-econdmico, além de se
constituir em matéria prima indispensavel para impulsionar diversos complexos
agroindustriais (EMBRAPA, 2007).

Atualmente, o Brasil é responséavel por 20% da producdo mundial de soja,
sendo o segundo maior produtor dessa oleaginosa, perdendo apenas para 0S
Estados Unidos, que participa com 46% da producdo mundial (CONAB, 2006).

A expansdo do cultivo da soja no Brasil teve inicio no final dos anos
sessenta, tornando-se, em um curto periodo de tempo, um dos principais produtos
da exploracdo agricola e da economia nacional. Desde o inicio da producao
comercial até a safra de 2005/2006, a area cultivada nacional passou de 702 para
22.229,3 mil hectares, a producdo de 457 para 53.413,9 mil toneladas e a
produtividade média de 651 para 2.403 Kg/ha (BONATO e BONATO, 1987; CONAB,
2006). Entretanto, o IBGE realizou em dezembro de 2006 o segundo progndstico
das areas plantadas ou a plantar (TABELA 1). Dentre os cinco produtos que tiveram
variacdo negativa, a soja apresentou maior reducdo na area plantada. A éarea
cultivada com soja na safra de 2006/2007 sera de 20,3 milhdes de hectares, 1,6
milhdes (7,4%) inferior a de 2005/06.

Dentre os principais fatores envolvidos nessa reducdo e que, portanto,
limitam a obtencdo de altos rendimentos em soja estdo as doencas.
Aproximadamente, 50 doencas causadas por fungos, bactérias, nematoides e virus,
ja foram identificadas no Brasil. Esse nUmero continua aumentando com a expansao
da soja para novas areas e como conseqiéncia da monocultura. A importancia
econbmica de cada doenca varia de ano para ano e de regido para regiao,
dependendo das condi¢Oes climaticas de cada safra. As perdas anuais de producao
por doencas estdo estimadas em cerca de 15% a 20%. Entretanto, algumas

doencas podem ocasionar perdas de quase 100% (EMBRAPA, 2007).
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FIGURA 1 - Glycine max (L.) Merr. Aspectos da planta, vagem e sementes.
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TABELA 1 - Prognéstico da producdo agricola nacional, para a safra de 2007, dos

principais produtos agricolas

Produtos Agricolas

Area (ha)

Safra 2006

Safra 2007 Variacao (%)

Plantada (2) Colhida (3) Plirlljtzda (4/2) (4/3)
plantar (4)
Algodéo (em caroco) 910 854 898650 1028936 13,0 14,5
praendoim (em casca) 1* 78 223 78213 73162 65 65
Arroz (em casca) 2999 681 2969290 2972370 -0,9 0,1
Batata-inglesa 12 safra 67 845 67 828 70 666 4,2 4,2
Cana-de-acucar (1) 7 038 357 6 185681 6493569 5,0
Cebola 57 293 57 273 58 741 2,5 2,6
Feijdo (em gréo) 12 safra 2322 817 2144786 2441963 51 139
Fumo (em folha) 500 234 498 016 473396 -54 -4,9
Mandioca (1) 2 405 552 1874198 1922717 2,6
Milho (em gréo) 12 safra 9616 111 9281302 9302985 -3,3 0,2
Soja (em gréo) 21994243 21958076 20279311 -7,8 -7,6
Total 47991 210 46013 313 45117 816 -1,9
Fonte: IBGE

<http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/indicadores/agropecuaria/lspal/lspa0220070

> Acesso em 10 jan.2007.
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2.2 - Doencas Fungicas da Soja

A soja estd sujeita as doencas causadas por fungos praticamente em
todos os seus orgaos (TABELA 2). Nas sementes, o fungo Cercospora kikuchii
causa a mancha purpura, reduzindo a qualidade e a germinacdo. Phomopsis spp
causa seca nas vagens e nas hastes, uma das doencas mais tradicionais da soja e,
anualmente, junto com a antracnose, é responsavel pelo descarte de grande nimero
de lotes de sementes. Nas raizes, somente o fungo Rhizoctonia solani causa a
podriddo da raiz e da base da haste, morte em reboleira e tombamento de rizoctonia
(EMBRAPA, 2007).

F. solani causa a podriddo vermelha da raiz e a incidéncia dessa doenga
nas safras de 1996/97, por exemplo, atingiu niveis de 100%, quando avaliada a
percentagem de plantas mortas ou raizes atacadas, com perdas variando de
insignificantes a mais de 30% (YIORINORI e HIROMOTO, 1998). Nas folhas, a
ferrugem asiatica, causada por Phakopsora pachyrhyzi, € considerada, atualmente,
a doenca mais temida no mundo todo. A doenca € caracterizada por um rapido
amarelecimento ou bronzeamento e queda prematura das folhas (EMBRAPA, 2007).
No Brasil, a ferrugem asiatica causou reducdes de produtividade de até 70%,
guando areas tratadas e nao tratadas com fungicidas foram comparadas entre si. O
custo necessario para o controle da doenca no pais, estimado no periodo de 2002 a
2006, atingiu, aproximadamente, 7,7 bilhdes de ddlares (IBGE, 2006).

As principais medidas de controle para essas doencas incluem a
utilizacao de cultivares resistentes, um sistema integrado de manejo de culturas e a
aplicacado de fungicidas (EMBRAPA, 2007). No entanto, essas medidas possuem
suas limitacbes. Por exemplo, para um grande numero de doencas fangicas néo
existem cultivares resistentes ou o numero de cultivares é limitado. Ademais, os
fungicidas apresentam toxicidade residual alta e aguda, e longos periodos de
degradacdo, sendo, portanto, perigosos tanto a saude humana como ao meio
ambiente (JANISICWICK e KORSTEN, 2002; UNNIKRISHNAN e NATH, 2002;
TRIPATHI e DUBEY, 2004). Sendo assim, a busca de medidas alternativas para
reduzir ou amenizar essas doencas, sem, contudo agredir o meio ambiente, torna-se

extremamente importante.
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TABELA 2 - Principais doencas fungicas da soja e parte da planta agredida

Nome Cientifico do Fungo

Nome Popular da Doenca

Parte da Planta

Infectada

Colletotrichum truncatum

Phomopsis spp.

Fusarium spp.

Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani

Phakopsora pachyrhizi

Cercospora kikuchii

Cercospora sojina

Antracnose

Seca da haste e da

vagem
Seca da vagem

Tombamento de

rizoctonia

Morte em reboleira
Podridao da raiz e da
base da haste
Ferrugem asiatica

Crestamento foliar de
cercOspora

Mancha do olho-de-ra

Haste, vagem e semente

Haste e vagem

Vagem

Raiz

Raiz

Raiz

Folhas

Folhas

Folhas

EMBRAPA
Acesso em 10 jan.2007.

Fonte:

<http://www.cnpso.embrapa.br/download/tpsoja 2007.pdf>
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2.3 - Defesa Vegetal

As plantas possuem mecanismos de defesa para conter o ataque do
patbgeno. Esses mecanismos podem ser passivos ou pré-existentes envolvendo
barreiras estruturais, tais como ceras, celulose, calose, cutina, lignina, pélos,
espinhos e tricomas (AGRIOS, 1996; MENEZES e JARED, 2002; LIPKA e
PANSTRUGA, 2005).

Plantas também possuem respostas de defesa ativas que freqlientemente
incluem uma rapida morte celular programada, conhecida como resposta
hipersensitiva (HR), a geracdo de espécies reativas de oxigénio, a ativacdo de
genes de defesa, e a producéo de fitoalexinas (DANGL e JONES, 2001; DIXON,
2001; LAM et al., 2001; MARTIN et al., 2003; GREENBERG e YAO, 2004; TORRES
e DANGL, 2005; FERNANDES et al., 2006; BOCCARA et al, 2007). Em adicéo a
essas respostas locais, partes da planta ndo infectadas usualmente desenvolvem
resisténcia sistémica adquirida, que € caracterizada pela ativacdo sistémica de
varias classes de genes que codificam proteinas relacionadas a patogene (PR-
proteinas) e pelo desenvolvimento de uma resisténcia prolongada a infeccdes
causadas por uma gama de patdgeno, inclusive por aqueles diferentes do patégeno
que iniciou o ataque (HEIL e BOSTOCK, 2002; SPOEL et al., 2003; ROSE e
TUMLINSON, 2005).

A inducdo dessas respostas de defesa é regulada por uma complexa rede
de sinalizacéo iniciada apds o reconhecimento da planta pelo patégeno (REN et al,
2006). Molecularmente, sistemas de defesa dependem de uma combinacéo de uma
série especifica de genes dominates R em plantas e uma série correspondente de
genes denominados avirulentos (Avr) no patogeno (KEEN, 1990). Essa estratégia de
resisténcia gene-a-gene fundamenta a base molecular do sistema de defesa vegetal.
Ela foi originalmente proposta por Flor (1955) e, de acordo com ela, se uma planta
possui gene de resiténcia (R) dominante correspondente ao gene de aviruléncia
(Avr) dominante do patdgeno, a interacdo € dita incompativel e a doenca néo se
desenvolve; se a planta possue gene R n&o correspondente ao gene Avr, a
interacdo é compativel e a infeccdo progride (HAMMERSCHMIDT, 1999). Numa
certa interacdo planta-patdgeno, freqlientemente mais de uma especifica
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combinacdo de genes R e Avr estdo envolvidas e essas multiplas combinagfes
refletem a complexidade dos mecanismos de defesa.

2.3.1 - Indugéo de Respostas de Defesa

As defesas quimicas podem ser induzidas por diversos tipos de elicitores,
que podem ser biologicos, quimicos e fisicos (TERRY e JOYCE, 2004). Elicitores
interagem com receptores da membrana da célula vegetal, gerando moléculas
sinalizadoras que, subseqientemente, ativam genes especificos para enzimas
relacionadas com a biossintese de metabdlitos secundéarios (COSIO et al., 1996;
ZHAO et al., 2005) e genes envolvidos na expressdo de proteinas associadas com
as respostas de defesa da planta contra o ataque de patégenos (SEMBDNER e
PARTHIER, 1993; NURNBERGER et al., 2004; FERNANDES et al., 2006), bem
como com a resposta hipersensitiva (REPKA et al., 2004).

Dentre as substancias quimicas naturais que sédo capazes de atuar como
elicitores de respostas de defesa destacam-se: o acido salicilico (AS) (ZAINURI et
al., 2001; YAO e TIAN, 2005), a quitosana (FAJARDO et al., 1998; REDDY et al.,
2000) e os jasmonatos (DROBY et al., 1999; YAO e TIAN, 2005; BRUINSMA et al.,
2007).

2.3.1.1 - Acido Jasmdnico como Elicitor de Respostas de Defesa Vegetal

O acido jasmoénico (JA) e seus derivados, incluindo metil jasmonato
(MeJA), coletivamente chamados de jasmonatos, séo ciclopentanonas (FIGURA 2)
encontradas em centenas de espécies de plantas de diversas familias, dentre elas
samambaias e musgos, sugerindo estarem distribuidos em todo o reino Plantae
(SEMBDNER e GROSS, 1986; SEMBDNER e PARTHIER, 1993). Os jasmonatos
estdo envolvidos em varios eventos fisiologicos da planta, como na germinacao,

formacgéo do tubérculo, amadurecimento do fruto e em respostas de defesa contra o
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ataque de patdgenos e a injuria (KODA et al.,, 1992; SEMBDNER e PARTHIER,
1993; BRUINSMA, 2007).

Uma das principais vias de transducdo de sinal envolvida na defesa
vegetal € a via do octadecandico (ARIMURA et al., 2005). Um composto central
nessa via € o JA, que tém papel relevante na defesa direta e indireta de muitas
espécies vegetais. O tratamento de tecidos de plantas com JA ou MeJA induz
aumento transiente de niveis enddgenos de jasmonatos (CREELMAN et al., 1992;
KUMARI, 2006) e, consequentemente, alteracdes na expressao génica, levando a
sintese de varios tipos de proteinas chamadas proteinas induzidas por jasmonato
(JIPs) (SEMBDNER e PARTHIER, 1993; REINBOTHE et al.,1994; MEWIS et al.,
2005; KUMARI, 2006). Dezenas de JIPs ja foram identificadas em tecidos de plantas
tratados com jasmonato, incluindo as proteinas inativadoras de ribossomos
(REINBOTHE et al., 1994; CHAUDHRY et al., 1994), proteinas de armazenamento
(ANDERSON et al., 1989), lipoxigenases (TRANBARGER et al., 1991; KATO et al.,
1993), fenilalanina amoénia-liase e proteinas ricas em prolina (REINBOTHE et al.,
1994). Muitas JIPs estdo diretamente associadas com as respostas de defesa da
planta contra o ataque de patdgenos e herbivoros e, também, a injuria (SEMBDNER
e PARTHIER, 1993; BRUINSMA et al, 2007). Ademais, PR-proteinas se acumulam
rapidamente apds o tratamento de tecidos vegetais com jasmonato (REPKA et al.,
2004; JWA et al., 2006). Muitas dessas proteinas induzidas por JA sdo proteinas

antifangicas.
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COOR

FIGURA 2 - Representacdo do acido jasmodnico, quando R € um hidrogénio, e do

metil jasmonato, quando R é um grupamento metil.
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Proteinas ricas em prolina, mais especificamente proteinas ricas em
hidroxiprolinas, estdo envolvidas no fortalecimento da parede celular vegetal
(CASSAB e VARNER, 1988). Bradley et al. (1992) mostraram que uma proteina rica
em prolina foi rapidamente induzida por acido jasménico, modificando a estrutura da
parede celular para impedir o avanco do fungo para sitios ndo infectados. O
tratamento de sementes de meldo com JA induziu rapido aumento da atividade das
PR-proteinas quitinase e peroxidase, aumentando a resisténcia dessas sementes a
fungos (BUZI et al., 2004).

O conjunto de informacgdes aqui apresentadas mostra que o tratamento de
tecidos vegetais com &cido jasmodnico € uma alternativa bastante promissora para
potencializar o sistema de defesa vegetal, principalmente induzindo uma maior

expressao de proteinas antifungicas.

2.4 - Proteinas Antifingicas

Proteinas e peptideos antifungicos tém atraido a atencdo de um grande
namero de pesquisadores, devido ao seu potencial em proteger graos
economicamente importantes contra o ataque de fungos (NG, 2004; XIA e NG, 2005;
NGAI e NG, 2007). Ademais, muitas desses compostos também inibem o
crescimento de fungos patogénicos ao homem (SELITRENNIKOFF, 2001,
PELEGRINI et al., 2006). Muitos tipos de novos peptideos e proteinas exibindo essa
atividade estdo emergindo (MELO et al., 2005; AGIZZIO et al., 2006; PELEGRINI et
al., 2006; HO et al., 2007). Alguns exemplos desses compostos incluem: proteinas
semelhantes a taumatina (HO et al., 2007); inibidores de proteases (WANG e NG,
2006b); quitinases (TAIRA et al., 2005); glucanases (VOGELSANG e BARZ, 1993);
proteinas tipo ciclofilinas (YE e NG, 2000); proteinas inativadoras de ribossomos
(LEAB et al., 1991; NG e PARKASH, 2002); lectinas (MELO et al., 2005; XIA e NG,
2005; NGAI e NG, 2007); peptideos antimicrobianos (VAN DEN BERGH et al., 2002;
EGOROV et al., 2005) e proteinas de reserva do tipo albuminas 2S (PELEGRINI et
al., 2006).

Os genes que codificam alguns desses peptideos e proteinas antifingicos

tém sido utilizados para produzir plantas geneticamente modificadas, no intuito de

32



Morais, J.K.S. Aspectos Estruturais da Toxina da Soja (SBTX)...

aumentar a resisténcia contra doencas fungicas (HOLTORF et al., 1998; TURRINI et
al., 2004). Todavia, ha muita discussdo acerca da aceitacdo de plantas transgénicas
e seus derivados, visto que muitos aspectos tém sido questionados e revistos
(SELITRENNIKOFF, 2001). Dessa forma, uma alternativa viavel e promissora é a
identificacdo de peptideos e proteinas com acéo contra fungos e inducgéo, através de
elicitores, de sua expressdo, principalmente em sementes, uma vez que estas
constituem a principal fonte de reserva e de propagacdo das espécies, sendo,
também, um dos 6rgdos mais afetados pelo ataque de fungos.

Em geral, as proteinas antifingicas de origem vegetal atuam no sistema
de defesa da planta, sendo constitutivas ou induzidas (BOMAN, 2000; VAN DEN
BERGH et al., 2002). De uma forma mais abrangente, dependo de seu modo de
acao, essas proteinas podem ser agrupadas em: 1) as que atuam na parede celular
do patdgeno; 2) as que modificam as propriedades da sua membrana celular; e 3) as
que utilizam a magquinaria intracelular fungica para impedir o desenvolvimento

desses organismos.

2.4.1 - Proteinas Vegetais Antifiingicas que Atuam na Parede Celular

A parede celular dos fungos protege o organismo contra condi¢cées hostis,
além de alguns de seus componentes funcionarem como elicitores, gerando sinais
de invasdo e infeccdo para a planta (SELITRENNIKOFF, 2001). E importante
ressaltar que os fungos possuem uma pressao de turgor significativa e que qualquer
alteracdo na parede celular resulta em lise celular (HAROLD e CALDWELL, 1990;
KAMINSKYJ et al., 1992).

Boleti et al. (2007) isolaram uma proteina presente em sementes Pouteria
torta com propriedades semelhantes as lectinas. Pouterina € uma proteina ligante a
quitina e foi capaz de inibir o crescimento de Fusarium oxysporum (85%),
Colletotrichum musae (54%) e Saccharomyces cerevisiae (100%). A concentracdo
de pouterina para inibir o crescimento desses fungos foi de 280 pg/mL. Quitina,
mananas e outros polissacarideos sdo componentes importantes da parede celular
da maioria dos fungos e pouterina pode inibir o crescimento desses fungos por

interagir com esses carboidratos. A variacdo na inibicdo do crescimento desses
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fungos por lectinas pode ser devido a diferencas na composicdo molecular e
organizacdo da parede celular desses fungos (VAN PARIJZ, 1992).

Van den Bergh et al. (2004) demonstraram um efeito sinérgico entre uma
quitinase e uma proteina ligante a quitina, ambas isoladas da planta Euonymus
europaeus, que quando combinadas inibiram o crescimento dos fungos Neurospora
crassa, F. culmorum e Botrytis cinera em concentracdo muito menor do que aquela
observada para as proteinas individualmente. A combinacdo da concentracao
minima inibitéria para os trés fungos consistiu de 1 e 3 pg/mL da proteina ligante a
quitina e da quitinase, respectivamente. A quitinase promoveu a degradacao
catalitica das cadeias nascentes de microfibrilas de quitina presentes na parede
celular dos fungos. Como resultado direto da acdo da quitinase, os residuos de N-
acetil-D-glucosamina (GIcNAc) gerados foram alvos para a proteina ligante a quitina,
gue possui uma alta afinidade tanto para a quitina como para trimeros e tetrameros
de GIcNAc. Essa ligacdo impediu a formacéo de ligagBes cruzadas envolvendo a
quitina e a cadeia nascente de quitina e de quitina e microfibrilas de p-glucanos.

Uma proteina de 30 kDa isolada de sementes de Sorghum bicolor
mostrou potente atividade contra Candida albicans. O efeito deletério da proteina na
parede celular da levedura foi a principal razdo de inibicdo da formacéo do tubo de
germinacao, ja que a integridade da parede celular € necessaria para a divisao
celular (MINCOFF et al., 2006).

2.4.2 - Proteinas Antifungicas que Atuam na Membrana Celular

Além da parede celular, outro alvo de peptideos e proteinas antifingicos é
a membrana celular, que regula a entrada e saida de compostos e participa de
eventos envolvidos com a transducgao de sinal do meio externo para o interior da hifa
(DEACON, 1997).

Defensinas de plantas, como aquelas isoladas de Raphanus sativus (RS-
AFP;) e de Dahlia merckii (Dm-AMP;), foram capazes de inibir o crescimento dos
fungos F. culmorum e N. crassa, por induzirem a permeabilizacdo de suas

membranas, com consequente influxo de ions. Essa permeabilizacdo parece estar
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relacionada a formacdo de interacbes diretas entre os peptideos e fosfolipideos
(THEVISSEN et al., 1999).

Proteinas de reserva do tipo albuminas 2S constituem uma mistura de
proteinas de baixa massa molecular que, também, sédo passiveis de apresentar
atividade antifingica, através de mecanismos envolvendo alteracbes da
permeabilidade da membrana celular e/ou da morfologia da parede celular.
Recentemente, um peptideo isolado de sementes de maracuja (Passifloria edulis),
apresentando similaridade com albuminas 2S, foi capaz de inibir o crescimento de
Saccharomyces cerevisiae, por alterar a permeabilidade de sua membrana
(AGIZZIO et al., 2006).

Lectinas constituem, também, um outro exemplo de proteina antifingica,
cujo mecanismo de acdo pode estar relacionado a alteracbes na membrana celular.
Uma lectina isolada de sementes de Luetzelburgia auriculata foi capaz de interferir
no transporte de prétons na membrana plasmatica de S. cerevisae, inibindo 60% da
atividade da bomba de proton H*- ATPase (MELO et al., 2005). Bombas de prétons
presentes na membrana celular sdo responsaveis pela regulacdo e manutencéo do
gradiente de prétons necesséario para a entrada de nutrientes (SERRANO, 1989;
MONK e PERLIN, 1994).

2.4.3 - Proteinas Antifungicas que Atuam em Alvos Intracelulares

Adicionalmente as classes de proteinas ja mencionadas, que atuam na
superficie celular dos fungos, outras classes de proteinas antifungicas inibem o
crescimento desses organismos por impedirem a sintese ou a atividade de
componentes vitais, tais como proteinas, enzimas e RNAs.

Uma PR-proteina (PR-10) de 20 kDa identificada a partir de uma
biblioteca de cDNA de um clone de Arachis hypogaea, exerceu atividade
ribonucleasica, sendo responsavel pela inibicdo do crescimento dos fungos F.
oxysporum e R. solani (CHADHA e DAS, 2006).

Hispina, uma proteina inativadora de ribossomos do tipo I, foi isolada e
caracterizada a partir de sementes de Benincasa hispida. Interessantemente, a

hispina mostrou atividade antifingica espécie—especifica, uma vez que os fungos
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Coprinus comatus, F. oxysporum, Physalospora pisicola e Mycospharella
arachidicola foram sensiveis a proteina, ao passo que B. cinerea mostrou-se
resistente (NG e PARKASH, 2002). Proteinas inativadoras de ribossomos possuem
atividade antifingica intrinseca devido a sua habilidade de inativar ribossomos de
fungos tanto in vitro como in situ (SELITRENNIKOFF, 2001).

2.5 - Toxinas da Soja

Embora mais de cem proteinas tenham sido identificadas em sementes
de soja (HERMAN et al., 2003), muitas delas ainda estdo para ser identificadas e
caracterizadas (MOONEY et al., 2004; HADJUCH et al., 2005).

Os estudos de toxicidade em soja comegaram com Liener (1951), quando
verificou que o extrato bruto aquoso de sementes era capaz de matar camundongos,
quando injetado por via intraperitoneal (i.p.). Essa toxicidade foi inicialmente
atribuida aos inibidores de tripsina (SBTI) e/ou aglutinina (SBA), proteinas
constitutivas encontradas nas sementes. Entretanto, logo nos anos seguintes, foi
verificado que a fracdo toxica, denominada soyina, era destituida de capacidade de
inibir tripsina e de aglutinar eritrécitos (LIENER e PALLANSCH, 1952; PALLANSCH
e LIENER, 1953). Apesar da descoberta de toxicidade aguda em extratos de soja e,
ainda, da observacdo de que o principio toxico era de natureza protéica, o
isolamento e caracterizacdo da(s) toxina(s) ndo se sucederam, fato este justificado
pela instabilidade e baixo rendimento da(s) proteina(s) durante as etapas de
purificacdo da toxina (SAMBETH et al., 1967). Somente quase 40 anos depois, é
que os estudos foram retomados, quando Carlini e colaboradores (1988) verificaram
a coexisténcia de lectinas e toxinas em varias sementes de leguminosas, inclusive
na soja. Em 1994, Vasconcelos e colaboradores isolaram e caracterizaram
parcialmente uma proteina toxica da soja, denominada de soyatoxina (SYTX),
incapaz de inibir a tripsina e de aglutinar eritrocitos de diferences espécies. Neste
mesmo trabalho, durante o processo de purificacdo da SYTX, foi verificada a
existéncia de uma outra fracdo tdxica, servindo, alguns anos mais tarde, como fonte

para o isolamento e caracterizacdo parcial de uma outra toxina, denominada de

36



Morais, J.K.S. Aspectos Estruturais da Toxina da Soja (SBTX)...

toxina da soja (SBTX), com caracteristicas fisico-quimicas distintas da SYTX, lectina
e inibidores de tripsina (SIEBRA, 2004).

A SBTX é uma proteina de 44 kDa, composta por duas subunidades
distintas, unidas por pontes dissulfeto. Esta toxina apresenta uma DLso de 6,0 e 5,6
mg/Kg de peso corporeo, quando administrada em camundongos pelas vias i.p. e
intravenosa (i.v.), respectivamente, sendo capaz de ocasionar uma série de
sintomas clinicos caracterizados por dispnéia, paralisia flacida e convulsdes tbénico-
clénicas, precedendo a morte do animal. Em decorréncia da sintomatologia
verificada em camundongos, esta toxina foi classificada como neurotoxina. Além dos
efeitos verificados em mamiferos, a SBTX foi capaz de inibir o crescimento do fungo
Cercospora sojina e de exercer efeitos toxicos aos insetos Dysdercus peruvianus e
Callosobruchus maculatus. Estudos adicionais mostraram que essa toxina ndo esta
apenas localizada nas sementes, tendo sido detectada também no caule, folha e raiz
(SIEBRA, 2004).

Como os resultados de atividades biologicas da SBTX sugerem sua
participacdo nos mecanismos de defesa da soja, o presente trabalho foi conduzido
com a premissia de fornecer novos dados estruturais e bioldégicos sobre esta
molécula que contribuissem para um melhor entendimento do papel fisiolégico desta

toxina.
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3. OBJETIVOS
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3.1 - Geral

Avaliar a funcdo da toxina da soja (SBTX) como uma proteina de defesa
vegetal, dando énfase aos seus aspectos estruturais, sua acao frente a diferentes
espécies de fungos fitopatogénicos e expressao diante do tratamento das sementes
com acido jasmonico, com vistas ao desenvolvimento de aplicacdes biotecnolégicas

desse conhecimento.

3.2 - Especificos

- Obter a sequéncia NH,-terminal da SBTX;
- Obter dados referentes a estrutura secundaria da SBTX;

- Avaliar a acdo da SBTX sobre a germinacdo de esporos e crescimento

das hifas de diferentes fungos fitopatogénicos de importancia agricola;

- Obter dados que colaborem para elucidacdo do mecanismo de agéo da

SBTX frente aos fungos fitopatogénicos;

- Avaliar a expressao da SBTX diante do tratamento das sementes com

doses crescentes de acido jasmonico.
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4. MATERIAIS
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4.1 - Sementes

Sementes quiescentes de soja (Glycine max L. Merril), genétipos 1AC-17
e IAC-24, foram fornecidas pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC), Campinas,

Sao Paulo.

4.2 - Animais de Experimentacéo

4.2.1 - Camundongos

Camundongos Swiss (Mus musculus), com 20 a 25 g de massa corporea,
foram obtidos do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard, Fortaleza,

Ceara, Brasil.

4.2.2 - Coelho

Coelho albino da raca Nova Zelandia, com trés meses de idade, foi
utilizado para imunizacdo e posterior obtencédo de anticorpos policlonais anti-SBTX,
gendtipo IAC-24. O animal foi adquirido no setor de cunicultura do Departamento de
Zootecnia e mantido no biotério do Departamento de Bioquimica e Biologia

Molecular, ambos da UFC.
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4.3 - Fungos

4.3.1 - Fungos Filamentosos

Os fungos fitopatogénicos, Aspergilus niger, Penicilum herquei, Fusarium
oxysporum e F. solani foram obtidos da micoteca mantida pelos Laboratérios de
Proteinas Vegetais de Defesa, ambos do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFC.

4.3.2 - Fungos Levuriformes

As espécies de leveduras Candida albicans (CE022), Kluyveromyces
marxiannus (CE025) e Saccharomyces cerevisiae (1038) foram obtidas da micoteca
mantida no Laboratério de Microbiologia da UFC. As cepas foram mantidas em
cultura e conservadas no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos,
do Centro de Biociéncias e Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte
Fluminense — Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil. Os
nameros entre parénteses ao lado de cada espécie correspondem ao cdédigo de
acesso na micoteca do Departamento de Microbiologia da UFC.

4.4 - Reagentes Quimicos

Acrilamida, N,N-metileno bisacrilamida, albumina sérica bovina, anticorpo
de cabra anti-IgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina, “Coomassie Brilliant
Blue” G e R, dithiotreitol, N,N,N',N"-tetrametiletanolamina, membranas de difluoreto
polivinilideno (PVDF) e marcadores de massa molecular foram obtidos da Sigma
Chemical Co, St. Louis, EUA.
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B-mercaptoetanol e dodecil sulfato de sodio (SDS) foram obtidos da
Merck, Darmstadt, Alemanha.

As matrizes cromatograficas foram adquiridas da Pharmacia, Uppsala,
Suécia.

Os reagentes utilizados para analise da sequéncia NHj-terminal foram
adquiridos da Wako Pure Chemicals Industries, Osaka, Japao.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e obtidos

comercialmente.
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5. METODOS
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5.1 - Preparacédo da Farinha de Sementes

5.1.1 - Obtencgao da Farinha

Para a obtencédo da farinha, sementes quiescentes dos dois genétipos de
soja (IAC-17e IAC-24) foram, primeiramente, trituradas em liquidificador e, em
seguida, em moinho elétrico para café. As farinhas foram acondicionadas em frascos

hermeticamente fechados e conservadas a 4 °C.

5.1.2 - Delipidacéo da Farinha

Farinhas dos diferentes gendétipos foram delipidadas usando-se éter de
petréleo, na proporcdo de 1:10 (m/v), sob exaustdo em capela, a temperatura
ambiente (20 °C), até a completa remoc¢do dos lipidios. As farinhas delipidadas
foram deixadas sobre papel de filtro, a temperatura ambiente, até a evaporacéo total
do solvente. Uma vez delipidadas, as farinhas foram acondicionadas em frascos
hermeticamente fechados e conservadas a 4 °C.

5.2 - Determinacao de Proteina

Para determinacdo do teor de proteinas, foi utilizada a metodologia
descrita por Bradford (1976). A 100 uL de amostra, em diferentes concentragoes,
foram adicionados 2,5 mL do reagente de Bradford. A mistura foi agitada e apos 10
minutos em repouso foram feitas leituras de absorbéancias a 595 mnm
(espectrofotdbmetro tipo Novapesc Il, Pharmacia). A concentracdo protéica foi
estimada através de uma curva obtida a partir de concentragdes conhecidas de BSA

(padrao).
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5.3 - Deteccéo e Quantificacdo da Toxina

Para avaliacdo de toxicidade da SBTX, através das vias i.p. e i.v., foram
usados camundongos Swiss, pesando entre 20-25 g, alimentados ad libitum com
dieta peletizada comercial. Diferentes teores de proteina foram testados de modo a
encontrar a dose maxima nao letal, a dose minima capaz de causar 100% de
letalidade e doses intermediarias envolvendo percentuais no intervalo de 0-100%.
Para avaliacdo da toxicidade por via i.p., foram considerados validos apenas os
resultados observados no periodo de 24 h, enquanto que aquela avaliada por via i.v.
até 1 h de administracdo. A toxicidade foi expressa como DLsp, sendo uma unidade
considerada como a quantidade de proteina (mg de proteina/Kg de peso corpéreo)
necessaria para produzir convulsdes e morte em 50% dos animais testados
(VASCONCELOS et al.,1994).

5.4 - Purificacdo da Toxina da Soja (SBTX)

5.4.1 - Extracdo e Fracionamento com Sulfato de Amdnio

Os protocolos utilizados para extracdo e purificagdo da SBTX foram de
acordo com Siebra (2004). Para obtencdo do extrato total, a farinha delipidada dos
diferentes gendtipos foi posta em contato com tampéao Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, na
propor¢cao 1.5 (m/v), contendo dithiotreitol (DTT) 5 mM, deixada sob agitacao
continua por 3 h, 4 °C, sendo, em seguida, filtrada em pano de trama fina. O residuo
obtido foi re-extraido nas mesmas condi¢des descritas. Os filtrados foram reunidos e
centrifugados a 15.000 x g, 30 minutos, 4 °C, o precipitado foi descartado e o
sobrenadante obtido denominado de Extrato Total. Este foi filtrado em papel de filtro,
dialisado (cut-off MW 12.000) contra tampao Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, e, entao,
adicionado DTT 5 mM, sendo denominado de PREP. A (FIGURA 3).
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FARINHA DE SOJA
DELIPIDADA

+ Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, contendo DTT 5 mM
+ 3 h sob agitacéo, 4 °C
+ Filtracdo em pano de trama fina;

“ | .
[ FILTRADO 1

RESIDUO
+ Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, contendo DTT 5 mM
+ 3 h sob agitacéo, 4 °C
+ Filtragdo em pano de trama fina;
)

U FILTRADO 2

FILTRADOS 1 + 2

e ————————

+ Centrifugacao 15.000 x g, por 30 min, 4 °C

—

RESIDUO SOBRENADANTE

+ Filtracdo em papel
+ Didlise

+ DTT 5mM

EXTRATO TOTAL
(PREP. A)

FIGURA 3 - Esquema de obtencéo do extrato total.
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A partir da obtencdo do PREP. A, foram feitas precipitacdes protéicas nas
faixas de 0-20% e 20-55% de saturacdo com sulfato de amoénio sélido. Essas
fracOes foram dialisadas exaustivamente contra Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, contendo
DTT 5 mM. A fracdo 20-55%, encerrando praticamente toda a atividade toxica, foi
denominada de PREP. B e utilizada nas etapas subsequentes de purificacdo da
toxina (FIGURA 4).

5.4.2 - Cromatografias

Cromatografia de Troca l6nica em Coluna de DEAE-Celulose

Aliguotas do PREP. B (400 mgP) foram aplicadas em coluna de DEAE-
Celulose (38,0 x 1,6 cm), previamente equilibrada com Tris-HCI 25 mM, pH 7,5,
contendo DTT 5 mM. Em seguida, a coluna foi percolada com o0 mesmo tampéao de
equilibrio até que as proteinas ndo retidas (PREP. C-la e CI-b) fossem
completamente removidas. A eluicdo das proteinas retidas foi efetuada com o
tampéo de equilibrio contendo NaCl 1 M (PREP. C-II). O fluxo utilizado foi de 40
mL/h e fracdes de 2,2 mL foram coletadas, a 4 °C (coletor Pharmacia LKB FRAC-
100). A cromatografia foi monitorada através de leituras a 280 nm. Logo apés, DTT
foi adicionado a cada fragcdo para uma concentracéo final de 5 mM. Ao final do
processo, a toxicidade para camundongos foi avaliada pelas vias i.p e i.v.

Cromatografia de Troca Ionica em Coluna de CM-Sepharose

O material toxico ndo retido (PREP. Cl-a) foi concentrado com sulfato de

amonio solido a 100% de saturagéo e centrifugado a 15.000 x g, por 25 minutos, a 4
°C. O precipitado obtido foi ressuspendido em Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, contendo
DTT 5 mM, e dialisado exaustivamente contra o referido tampédo. Aliquotas do
PREP. Cl-a (100 mgP) foram aplicadas em coluna de CM-Sepharose (38,0 x 1,6
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EXTRATO TOTAL

(PREP. A)

“ + Precipitacdo com (NH4 )2 SO4

FRACAO 20-55 %
(PREP. B)

Cromatografia em DEAE-Celulose

[ 9 | Q ‘

Material nao retido Material n&o retido Material retido (PREP. C-II)
(PREP. C-la) (PREP. C-Ib)

Cromatografia em CM-Sepharose

Material n&o retido
(PREP. D-l)

FIGURA 2 - Esquema geral de purificacdo da toxina da soja (SBTX).
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cm), previamente equilibrada com Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, contendo DTT 5 mM. Em
seguida, a coluna foi percolada com o tampé&o de equilibrio até que as proteinas ndo
retidas (PREP. D-I) fossem completamente removidas. Conforme descrito por Siebra
(2004), fracdes retidas, encerrando toda a atividade téxica, foram eluidas com o
tampao Tris-HCI| 25 mM, pH 7,5, contendo NaCl 0,2 M (PREP. D-lla). O fluxo
utilizado foi de 40 mL/h e fragcdes de 2,2 mL foram coletadas, a 4 °C (coletor
Pharmacia LKB FRAC-100). As fracdes correspondentes ao PREP. Dll-a foram
reunidas, concentradas com sulfato de amoénio a 100% de saturacédo e dialisadas
contra 0o tampao de extracdo para utilizacdo no passo cromatografico seguinte. A
cromatografia foi monitorada através de leituras a 280 nm. Logo apds, DTT foi
adicionado para uma concentracao final de 5 mM. Ao final do processo, a toxicidade

para camundongos foi avaliada pelas vias i.p. e i.v.

Cromatografia de Exclusdo Molecular em Coluna de Superdex 200 HR 10/30

Aliquotas do PREP. Dll-a (2 mg/mL), fitradas em membrana de 0,45 pum
(Millipore), foram submetidas a cromatografia de exclusdo molecular em coluna de
Superdex 200 HR 10/30, equilibrada com tampéao Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 contendo
NaCl 0,5 M. O processo cromatografico foi desenvolvido em sistema FPLC (coletor
Pharmacia LKB FRAC-100), a um fluxo constante de 0,5 mL/h, sendo coletadas
aliquotas de 2,0 mL/tubo. A cromatografia foi monitorada através de leituras de
absorbancia a 280 nm e 220 nm e, em seguida, DTT foi adicionado as fracdes a fim
de resultar uma concentracdo final de 5 mM para, entdo, serem utilizadas nos

ensaios de toxicidade.

5.5 - Caracterizacao Fisico-Quimica e Estrutural da SBTX
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5.5.1 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE)

O perfil eletroforético da SBTX foi analisado segundo a técnica de
Laemmli (1970), adaptada para o uso de placas medindo 10,0 x 8,0 cm. O gel de
aplicacdo encerrava 3,5% de acrilamida e 1,0% de SDS, preparados em tampao
Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, e o0 de separacdo 17,5% de acrilamida e 1,0% de SDS, em
tampéao Tris-HCI 3,0 M, pH 8,8. Amostras de SBTX (2 mg/mL) foram dissolvidas em
tampao Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8, contendo SDS 1,0%, na auséncia e presenca de
B-mercaptoetanol 5,0%. Em seguida, as amostras foram aquecidas a 100 °C, por 15
minutos, e centrifugadas a 10.000 x g, 5 minutos, a 10 °C. Aos sobrenadantes,
foram acrescentados cristais de sacarose e azul de bromofenol a fim de conferir
densidade e cor as amostras, respectivamente. Aliquotas encerrando 20 uL das
amostras de SBTX foram aplicadas no gel, o qual foi submetido a uma corrente de
20 mA, durante 1 h. As bandas protéicas foram visualizadas por revelacdo com
Prata (BLUM et al., 1987). A metodologia utilizada consistiu de varias etapas e
solucdes: solucdo de fixacdo (metanol 50%, acido acético 12% e formaldeido 0,5
mL/L), solucdo de lavagem (etanol 50%), solucdo de pré-tratamento (tiossulfato de
sédio 0,2 g/L), solucdo de impregnacao (nitrato de prata 2 g/L e formaldeido 0,75
mL/L), solucdo de revelacdo (carbonato de sodio 60 g/L, formaldeido 0,5 mL/L e
tiossulfato de sédio 0,2 g/L), solucdo de blogueio da reacédo (metanol 50% e acido
acético 12%) e solucdo de enxague e acondicionamento (metanol 50%). Como
marcadores de massa molecular foram usados: albumina sérica bovina (67,0 kDa),
albumina do ovo (45,0 kDa), gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (36,0 kDa),
anidrase carbdnica bovina (29,0 kDa), tripsinogénio de pancreas bovino (24,0 kDa),
inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz (20,1 kDa) e o«-lactalboumina (14,2 kDa).
Comparacéo das mobilidades das bandas protéicas da toxina em relacdo aquelas
dos marcadores foi empregada para o calculo da massa molecular aparente da

proteina em analise.
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5.5.2 - Determinacao da Sequéncia de Amino&cidos NH,-Terminal

A sequéncia de aminoacidos NH,-Terminal da SBTX foi determinada
através da degradacdo de Edman, utilizando-se um sequenciador automético de
proteinas (Shimadzu, modelo PPSQ-21/23). Para tanto, amostras da toxina (2
mg/mL) na auséncia e presenga de PB-mercaptoetanol 5% foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (conforme descrita
anteriormente) e, em seguida eletrotransferida (sistema “trans blot”, Multiphor Il
Pharmacia-LKB) para membrana de PVDF. A eletrotransferéncia foi conduzida a 50
V, 150 mA, por 45 minutos. Ao término, a membrana foi saturada com metanol 100%
e, em seguida, lavada com agua grau milli-Q e corada com “Coomassie Brilliant
Blue” R-250 0,1% em metanol 50% e &cido acético 1%, por 15 minutos. Decorrido
esse tempo, a membrana foi descorada com uma solugdo de metanol 50% e acido
acético 1%, tendo sido trocada varias vezes até a visualizacdo das bandas
protéicas. As bandas correspondentes a proteina intacta (44 kDa) e as suas
subunidades (27 kDa e 17 kDa) foram recortadas da membrana e submetidas a
determinacdo de suas respectivas sequéncias de aminoacidos NH,-terminal. As
sequéncias obtidas foram submetidas ao alinhamento automatico através do sistema
NCBI-BLAST.

5.5.3 - Espectro de Fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia foram feitas no Laboratério de Biofisica e
Espectroscopia do Instituto de Fisica de Séo Carlos — USP, usando cubetas de
guartzo de 1 mL com 1 cm de caminho Optico (espectrofotbmetro Perkin-Elmer). As
amostras de SBTX (1 mg/mL) foram excitadas a 280 nm e a emissé&o foi monitorada

no intervalo de 300-440 nm.
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5.5.4 - Estrutura Secundaria Estimada por Dicroismo Circular (CD)

O espectro de CD foi determinado no Laboratorio de Biofisica e
Espectroscopia do Instituto de Fisica de Sao Carlos - USP, em um
espectropolarimetro (Jasco, modelo J-720), no intervalo de 185 a 260 nm, sob N
constante, de acordo com as instru¢cdes do fabricante. As medidas foram feitas em
amostras da SBTX dissolvidas em agua deionizada (0,085 mg/mL), tendo sido
usadas cubetas de quartzo de 0,2 mm de caminho 6ptico. A analise do espectro de
CD, em termos do conteddo de estrutura secundaria (decomposicao), foi feita

usando o método Selcon-2, desenvolvido por Sreerama e Woody (1993).

5.6 - Avaliacdo da Atividade Antifungica da SBTX

5.6.1 - Cultivo dos Fungos Filamentosos

Para avaliacdo do espectro de atividade antifingica da SBTX, foram
utilizados os fungos Penicillium herguei, Aspergillus niger, Fusarium oxysporum e
Fusarium solani. O cultivo desses fungos foi realizado em 25 mL de meio agar
batata-dextrose (PDA), distribuidos em placas de Petri, com 10 cm de diametro, e
mantidas em camara de germinagédo do tipo B.O.D. a 25 °C, umidade de 70% e
fotoperiodo de 12 h. O meio de cultura foi constituido de 39 g de agar batata-
dextrose, dissolvidas em 1 litro de 4gua, preparado sob banho-maria com agua em
ebulicdo e autoclavado por 15 minutos, a 120 °C, 1,5 KGF. Os “pellets” repicados do
meio de cultura foram colocados no centro das placas de Petri, que foram fechadas

sob condi¢fes estéreis em capela de fluxo laminar.
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5.6.2 - Obtencao dos Esporos

Apos os fungos terem tomado todo o diametro da placa de Petri, cerca de
15 dias ap06s o repique (cultura fresca), essas foram abertas em capela de fluxo
laminar e adicionadas de 10 mL de agua estéril. Com a utilizacdo de uma alca de
Drigalski, manuseada suavemente sobre a superficie do micélio, foi produzida a
suspensao de esporos. Esta foi imediatamente filtrada em malha de nylon, para a
remocdo de resquicios de hifas, e denominada de solu¢do padrdo de esporos. Da
solucdo padrdo, foi promovido o ajuste da concentracéo para 2,0 x 10° esporos/mL,
usados nos ensaios (GIFONI, 2005)

5.6.3 - Avaliacdo da Atividade da SBTX Sobre a Germinac&o dos Esporos

O efeito da SBTX sobre a germinacao dos esporos foi avaliado de acordo
com o método descrito por Ji e Kuc (1996), adaptado para o uso de placas de
geminacdo (GIFONI, 2005). Uma aliquota de 10 pL da suspensao de esporos (2,0 x
10° esporos/mL) foi incubada com 10 pL de uma solucdo de SBTX a diferentes
concentracdes (50, 100, 250 e 500 ugP/mL). Como controles foram utilizados agua
estéril, peréxido de hidrogénio 100 mM, Tris HCI 25 mM e a solucédo de SBTX apos
tratamento térmico a 100 °C, por 30 minutos. As placas de germinagdo foram
mantidas a 37 °C, por 12 h, na auséncia de luz, conservando a umidade do local por
meio de um papel de filtro embebido de 4gua. Decorrido o tempo de germinacao, o
material foi visualizado em microscépio optico (“Olimpus System Microscope BX
60”). Foram considerados germinados o0s esporos que apresentaram tubo

germinativo de, ao menos, duas vezes 0 seu comprimento.
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5.6.4 - Avaliacdo do Efeito da SBTX Sobre a Permeabilidade da Membrana de
Esporos

O corante iodeto de propideo (Calbiochem) foi usado para avaliar a
integridade das membranas dos fungos Penicillium herguei e Aspergillus niger.
lodeto de propideo € um corante com alta afinidade para acido nucléico (DNA) que,
facilmente, penetra em células com a membrana plasmatica comprometida, o que
nao ocorre em membrana intacta. O ensaio foi realizado como descrito no item
5.6.3. Todavia, 1 yM de iodeto de propideo foi adicionado a suspensao de esporos,
seguida de incubagéo por 30 minutos a 37 °C. As suspensfes foram transferidas
para lédminas e visualizadas em microscépio fluorescente (“Olimpus System
Microscope BX 60”). Foram considerados esporos permeabilizados agueles em que
0S nucleos se apresentaram fluorescentes. Como controle, os 10 pL da solucéo de
SBTX foram substituidos por 10 pL de uma solucdo de digitonina 5 mM, um
detergente que ocasiona aumento de permeabilidade de membrana.

5.6.5 - Avaliacdo do Efeito da SBTX Sobre a Permeabilidade de Vesiculas
Fosfolipidicas

As vesiculas fosfolipidicas foram preparadas a uma concentracdo de 20
mg/mL. A solucdo lipidica contendo os lipidios dioleilfosfatidilcolina (DOPC),
esfingomielina (SM), &cido fosfatidico (AP), nas proporc¢des 47,5:47,5:5 (M/M/M),
dissolvidos em CH3Cl e metanol (2:1, v/v) foi evaporada sob fluxo de N, até
secagem e colocada em um dessecador por 2 h. Em seguida, carboxifluoresceina
80 mM, uma sonda fluorescente soluvel em agua, foi adicionada. O filme lipidico foi
ressuspendido sob agitagcdo em vortex. Os lipossomos multilamelares (LUVs) assim
obtidos foram submetidos a 5-6 ciclos de congelamento-descongelamento em N
liquido e banho a 37 °C, respectivamente, alternadamente. Foram realizados 31
ciclos de extruséo, atravées de membranas de policarbonato de 100 nm de poro, a

fim de obter LUVs contendo carboxifluoresceina. A populagdo da sonda néo
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encapsulada foi separada dos LUVs por filtracdo em mini-coluna de Sephadex G-50
pré-equilibrada com tampéo Tris-HCI 10 mM, NaCl 140 mM, pH 7,0, contendo EDTA
1 mM e BSA 0,1 mg/mL de acordo com Lelkes (1984). A qualidade das vesiculas
preparadas foi comprovada mediante a sua ruptura com o detergente Triton X-100
0,1% (p/v). A fluorescéncia resultante foi trés vezes superior a fluorescéncia basal
das vesiculas na auséncia de qualquer agente permeabilizante.

Para monitorar a capacidade de SBTX em permeabilizar vesiculas
fosfolipidicas como modelo de membrana celular foram utilizados LUVs contendo
carboxifluoresceina, segundo o método descrito por Hope et al. (1985) e MacDonald
et al. (1991). A permeabilizacdo foi acompanhada medindo a fluorescéncia da
carboxifluoresceina liberada ao meio extravesicular. A fluorescéncia foi
acompanhada através de excitagdo no comprimento de onda a 492 nm e deteccao a

514 nm, a temperatura ambiente.

5.6.6 - Avaliagéo da Atividade da SBTX Sobre o Crescimento Celular de Fungos em

Meio Liquido

Para avaliacdo da atividade antifingica da SBTX em meio liquido, foi
utilizada a metodologia descrita por Freire et al. (2002), com algumas modificacdes.
Aliquotas de 10 pL da suspensdo de esporos (2,0 x 10> esporos/mL) foram
incubadas em 100 yL de meio “yeast potato dextrose” (YPD), por 12 h, a 37 °C, na
auséncia de luz. Decorrido o tempo de germinacéo, foram adicionados ao meio 100
pL da solugédo de SBTX a diferentes concentragdes (50, 100, 250 e 500 ugP/mL),
previamente filtrada (filtro Millex GV, porosidade de 0,22 um). As absorbancias a 630
nm foram lidas a intervalos de 12 h, até 96 h apds o inicio do experimento. Como
controles foram utilizados agua estéril, peroxido de hidrogénio 100 mM e a toxina
apos tratamento térmico a 100 °C, por 30 minutos.
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5.6.7 - Avaliagao da Atividade da SBTX Sobre o Crescimento de Leveduras

Para obtencdo das células de leveduras, aliqguotas das espécies de
Candida albicans (CE022), Kluyveromyces marxiannus (CE025) e Saccharomyces
cerevisiae (1038) foram retiradas de uma placa de Petri, que possuia colonias
crescidas, e colocadas em novas placas contendo Agar Sabouroud, tendo sido feitas
estriacdes sobre o meio para obtencédo de um crescimento celular homogéneo. Esta
nova placa foi deixada na estufa a 30 °C, por 48 h e, em seguida, usada para
obtencéo das células utilizadas no ensaio. Com o auxilio de uma al¢a, uma aliquota
celular foi retirada e adicionada em 100 mL de NaCl 0,15 M, a fim de a
quantificacdo dessas células ser efetuada, usando uma camara de Newbauer em
microscopio optico (“Olimpus System Microscope BX 60”).

A avaliacdo da atividade da SBTX sobre o crescimento celular de
leveduras foi feita em meio liquido. Dessa forma, placas (96 pocos) de cultura de
células contendo 200 pL de meio de cultura para o crescimento celular (Agar
Sabouroud) receberam as células de leveduras (1 x 10* células/mL) e amostras de
SBTX (50 e 100 ug/mL). O acompanhamento do efeito da SBTX sobre as leveduras
testadas foi realizado através da densidade Optica calculada a partir de leituras a
620 nm em um leitor de ELISA a cada 6 h, por um periodo de 42 h. Controles foram
feitos sem a adi¢éo da toxina no meio. Os ensaios foram feitos em triplicata e em
condicbes de assepsia usando capela de fluxo laminar, segundo metodologia
adaptada de Broekaert et al. (1990).

5.6.8 - Avaliacao do Efeito da SBTX Sobre a Permeabilidade de Membranas de

Leveduras

Este ensaio foi baseado na permeabilizacdo de membranas de leveduras
crescidas em presenca de SBTX, avaliada atravées do corante SYTOX green
(Invitrogen), segundo metodologia descrita por Thevissen et al. (1999). SYTOX
green € um corante fluorescente com alta afinidade para DNA, penetrando em
células com a membrana plasmatica comprometida. Assim, ao final do ensaio de
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crescimento, conforme descrito anteriormente, uma aliquota contendo 2 x 10°
células/mL foi incubada com SYTOX green a uma concentracao final de 0,2 uM, de
acordo com as instrucdes fornecidas pelo fabricante. Apés 30 minutos de incubacéo
com o corante, o material a ser analisado foi colocado sobre laminas previamente

tratadas com poli-L-lisina e analisado em microscopio 6ptico de fluorescéncia.

5.7 - Avaliacéo da Inducéo da SBTX por Acido Jasmonico

5.7.1 - Esterilizacdo das Sementes

Sementes de soja previamente selecionadas foram esterilizadas com
hiplocorito de sédio 2%, durante 5 minutos, e enxaguadas com agua destilada estéril

em 5 ciclos de 2 minutos cada.

5.7.2 - Tratamento das Sementes com Acido Jasménico

O tratamento das sementes consistiu da embebicdo de 10 sementes em
100 mL das seguintes solucfes: agua grau milli-Q estéril, etanol 0,05% e &cido
jasmonico 30 e 50 uM em etanol 0,05%. As solucdes foram preparadas em agua
grau milli-Q estéril e as sementes ficaram embebibas sob aeracéo artificial por 12 e
24 h. Decorridos os tempos de embebicdo, as sementes foram coletadas,
congeladas com nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C para andlises

posteriores.

5.7.3 - Preparacao do Extrato Bruto
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As sementes devidamente secadas foram pesadas e submetidas a
maceragdo com nitrogénio liquido até a obtencdo de uma farinha fina. As farinhas
das sementes, foi adicionado tampéao Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, na proporcédo de 1:5
(m/v), sendo as suspensdes submetidas a agitacdo constante, por 4 h, a 4 °C. Ao
final, as suspensdes foram centrifugadas a 15.000 x g, por 30 minutos, a 4 °C. Os
sobrenadantes, denominados de extratos brutos, tiveram suas proteinas solUveis

guantificadas pelo método descrito por Bradford (1976).

5.7.4 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Para verificar a inducdo de SBTX por &cido jasmonico, o perfil
eletroforético das farinhas de sementes de soja submetidas aos diferentes
tratamentos foi avaliado segundo a técnica de Laemmli (1970), adaptada para
placas medindo 10,0 x 8,0 cm. O gel de aplicacao encerrou 3,5% de acrilamida e 1,0
% de SDS preparados em tampéao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, e o de separacao 15% de
acrilamida e 1,0% de SDS, em tampédo Tris-HCI 3,0 M, pH 8,8. Amostras dos
diferentes extratos vegetais, encerrando cerca de 0,5 mgP/ml, foram dissolvidos em
tampao Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8, contendo SDS 1%, na presenca de -
mercaptoetanol 1,0%. O restante do procedimento foi similar aquele descrito no item
5.5.1. A intensidade das bandas protéicas referentes a SBTX foi determinada
através do software Imagemaster 2D Platinum, versédo 6.0 (Amersham Biosciences,

Suécia).

5.7.5 - Ensaios Imunolégicos

Obtencao de Anticorpos Policlonais Anti-SBTX

Para a producéo e obtencédo da fracdo imune IgG anti-SBTX foi seguida a
metodologia originalmente descrita por Harboe e Inglid (1973). O soro imune contra
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a SBTX foi obtido a partir de coelhos da raca Nova Zelandia branca. Os animais
foram, inicialmente, inoculados via intramuscular (i.m.) com uma emulsao contendo
0,5 mg de SBTX, 0,5 mL de NaCl 0,15 M e 0,5 mL de adjuvante completo de
Freund. Esse processo foi repetido apos 21 dias, mas através da injecdo subcutanea
(s.c.), no dorso, e sem a adicao de adjuvante de Freund. Apés 7 dias do reforco, foi
feita a 12 sangria, através de pequena incisdo longitudinal na veia marginal da orelha
e aplicada uma outra dose de reforco preparada de forma idéntica a anterior. Esse
procedimento foi realizado semanalmente até a obtencdo de quantidade suficiente
de soro imune. A colheita do sangue foi efetuada em tubos de ensaio, seguida de
incubacéo a 37 °C, durante 1 h, apdés a qual o material foi mantido em geladeira (4
°C) por cerca de 12 h, para melhor retracdo do coagulo. Quando necessario, 0 soro
foi centrifugado a 3.000 x g, 10 minutos, para separagao de pequenos fragmentos de
coagulo que, eventualmente, permaneciam em suspensao.

As imunoglobulinas foram obtidas por precipitacdo do soro imune com
sulfato de amonio solido a 33% de saturacdo. Procedeu-se, entdo, a trés didlises
alternadas com agua e tampao acetato de soédio 0,05 M, pH 5,0, durante seis dias. A
ultima dialise foi feita com agua, a qual foi seguida por centrifugacdo a 15.000 x g,
20 minutos, 4 °C. O sobrenadante foi submetido a cromatografia em coluna de
Proteina A-agarose P-2545, equilibrada com tampéao fosfato de sédio 0,02 M, pH
8,0, contendo NaCl 0,15 M. Apés a coluna ter sido equilibrada com o referido
tampéo, 20 vezes o0 seu volume, a amostra previamente centrifugada foi aplicada na
coluna. O material retido, rico em IgG policlonal anti-SBTX, foi eluido com tampao
fosfato de sodio 0,2 M, pH 3,0, contendo acido citrico 0,1 M. Esse material foi
dialisado contra agua grau milli-Q, concentrado por liofilizagdo e armazenado a 2
°C.

Dot Blot

Os titulos dos anticorpos foram estimados como se segue: 10 uL de
SBTX (1 mg/mL em Tris-HCI 25 mM, pH 7,5) foram aplicados sobre membrana de
nitrocelulose e deixados secar. Em seguida, a membrana foi bloqueada com tampéao
Tris 0,05 M, pH 7,4, contendo NaCl 0,15 M, Tween 20 0,05% e leite em po
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desnatado 5% (m/v), cujo tempo de contato foi 1 h. Decorrido esse tempo, a solugao
blogueadora foi descartada e a membrana incubada com o anticorpo anti-SBTX
(1:100 e 1:200), por 2 h, a 37 °C. ApGs incubacdo, a membrana foi colocada no
tampao de lavagem por cinco vezes consecutivas, cada uma com duragéo de 10
minutos e, entdo, incubada com IgG de cabra anti-IgG de coelho conjugado com
fosfatase alcalina (1:1.000), por 1 h, a 37 °C. Apés lavagem da membrana sob as
mesmas condi¢cdes, foi seguido o procedimento de revelacdo que consistiu em
colocar a membrana em contato com o substrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil
fosfato/nitro blue tetrazolium (BCIP/NBT). A membrana de nitrocelulose foi deixada
em contato com a solucdo do substrato e monitorada até que fosse visualizada
mudanca de coloracdo que caracterizasse a reacdo antigeno-anticorpo quando,
entdo, foi lavada com sucessivas trocas de agua e o titulo estimado. Prova em

branco foi feita substituindo-se o anticorpo primario pelo soro pré-imune.

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Para a determinacdo quantitativa de SBTX nos extratos de sementes de
soja submetidos ao tratamento com acido jasmonico, foi empregada a técnica de
ELISA descrita por Rowhani e Falk (1995). Inicialmente, os extratos vegetais
(antigenos) foram diluidos em tampé&o de acoplamento (carbonato/bicarbonato de
sédio 0,05 M, pH 9,6) para uma concentracédo final de 25 ugP/mL. Preparadas as
diluicdes, 50 pL dos diferentes antigenos foram aplicados em pocos da placa de
microtitulacdo para impregnacao, por um periodo de 16 h, 4 °C. Em seguida, a placa
foi lavada com tampéao PBST (fosfato de sédio 100 mM, fosfato de potassio 10 mM,
pH 7,4, contendo NaCl 0,15 M e Tween 20 0,05%), por 60 minutos, e,
posteriormente, com tampao PBST contendo leite em pd desnatado a 5%, por mais
60 minutos. Feito isso, a placa foi lavada com PBST por mais 60 minutos e, entéo,
incubada com 50 pL de IgG anti-SBTX (diluido 1:100 em PBST), por 1 h, a 37 °C. A
placa foi novamente lavada com tampdo PBST (4 vezes, 10 minutos, cada) e
incubada por 1 h, a 37 °C, com 50 pL de IgG de cabra anti-lgG de coelho conjugado

com fosfatase alcalina (1:1000 em PBST). ApoOs lavagem da placa com tampao
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PBST (4 vezes, 10 minutos, cada), 50 puL da solugdo de revelagdo, contendo o
substrato p-nitrofenil fosfato (pNPP) presente na forma de tablete e dissolvido em
dgua grau milli-Q, seguindo as especificagbes do fabricante (Sigma), foram
aplicados aos pocos. A reacéo foi parada com 50 uL de NaOH 3 N, ap0és intervalo de
16 h, e as leituras realizadas em leitor de ELISA (BIO-TEK ELX 800), a uma
absorbancia de 450 nm. O controle negativo consistiu da substituicdo do anticorpo
IgG anti-SBTX pelo soro pré-imune (1:100 em PBST). Os teores de SBTX presentes
nos diferentes tecidos foram estimados a partir de uma curva padrdo obtida com

amostras encerrando concentragdes crescentes de SBTX (10 a 100 pug/mL).

Tissue Print

A localizacdo da SBTX em cotilédones submetidos ao tratamento com
acido jasmonico foi feita pela técnica de tissue print descrita por Terras et al. (1995).
Nessa técnica, a eletrotransférencia de proteinas € feita diretamente a partir de
cortes ultrafinos do tecido para a membrana de PVDF, seguindo o método de
Towbin et al. (1979).

Apds as sementes terem sido embebidas nas solu¢des descritas no item
6.1.2 por 24 h, cortes longitudinais foram feitos a méao livre. Em seguida, o
sanduiche foi montado sobre a célula de transferéncia na seguinte ordem: seis
folhas de papel de filtro umedecidas com o tampéo de transferéncia (Tris 25 mM,
glicina 192 mM, metanol 20% e 0,01% de SDS); a membrana de PVDF (previamente
equilibrada em metanol 100%, por 15 segundos, seguida de incubacdo em agua
grau milli-Q, por 2 minutos, e tampao de transferéncia, por 5 minutos; os cortes do
tecido e, finalizando o sanduiche, mais seis folhas de papel de filtro. A célula de
transferéncia (sistema Trans-blot semi-seco) foi fechada e a eletrotransférencia
conduzida a uma corrente constante de 0,8 V/cm? de membrana, durante 1,5 h.
Apoés a transferéncia, o sanduiche foi desfeito. A membrana foi bloqueada com
fosfato de so6dio 100 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,05%, pH 7,6, contendo leite
em pé desnatado 5% (PBST), por um periodo de 2 h, a 37 °C. Em seguida, a

membrana foi submetida a seis lavagens com PBST a intervalos de 10 minutos sob
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agitacdo. Apos a lavagem, a membrana foi incubada com o anticorpo primario, anti-
SBTX (1:100) preparado em tampao bloqueador, por 2 h, a 37 °C. ApOGs nova
lavagem, a membrana foi incubada com o anticorpo secundério (IgG de cabra anti-
IgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina, 1:5000), durante 2 h, a 37 °C. Ap0s
lavagem com PBST, foi procedida a revelagcdo, mergulhando-se a membrana em
solucéo de substrato especifico para a fosfatase alcalina (BCIP-NBT), preparado de
acordo com as recomendacfes do fabricante (Sigma). Apés o desenvolvimento da
reacdo, a membrana foi lavada com agua grau milli-Q, secada e guardada ao abrigo

da luz.

5.8 - Andlise Estatistica

O efeito dos tratamentos foi analisado comparando-se as médias obtidas
de quatro repeticdes. A diferenca entre os tratamentos foi determinada por anélise
de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, onde a comparacdo entre as médias foi
feita ao nivel de 5%. Foi usado o programa GRAPH PAD INSTAT 3.06.
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6. RESULTADOS
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Os resultados obtidos neste trabalho foram divididos em trés partes, de
modo a possibilitar uma melhor compreenséo e analise dos dados.

A parte 1 esta relacionada aos aspectos estruturais da toxina da soja
(SBTX). Nesta etapa, o principal foco foi investigar a sequéncia de aminoacidos NH,-
terminal da SBTX intacta, bem como de suas subunidades, e avaliar a estrutura
secundéria dessa proteina, uma vez que os estudos anteriores tiveram como énfase
a sua caracterizacao fisico-quimica. Sabe-se que a estrutura de uma proteina esta
intimamente relacionada a sua funcdo. Assim sendo, espera-se que a abordagem
estrutural aqui realizada, corrobore para o conhecimento do papel fisiolégico dessa
toxina.

A parte 2 compreende 0s ensaios biologicos, de modo a avaliar a
participacdo da SBTX na defesa contra fungos fitopatogénicos. Nesta etapa,
experimentos foram conduzidos utilizando-se diferentes espécies de fungos, tendo
como foco a avaliagdo dos efeitos dessa toxina na germinacdo dos esporos e
crescimento de hifas. Adicionalmente, experimentos foram conduzidos, buscando
um entendimento do mecanismo de a¢éo dessa proteina.

A parte 3 encerra os resultados oriundos da avaliagdo do comportamento
da SBTX frente ao tratamento das sementes de soja com &cido jasménico, um
elicitor natural presente em varias espécies vegetais. Nesta etapa, foi avaliada a
inducdo da SBTX, por eletroforese em gel de poliacrilamida e técnicas imunoldgicas,
diante da embebicdo de sementes de soja em diferentes concentracfes de acido

jasmonico, por tempos variados.
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PARTE 1 - Purificagdo e Aspectos da Estrutura Primaria e Secundaria da
Toxina da Soja (SBTX)

6.1 - Selecdo do Gendtipo

A existéncia de atividade toxica nos extratos dos genotipos analisados,
oriunda de componentes protéicos, foi comprovada nos testes de toxicidade. Dentre
os dois gendtipos analisados, o IAC-24 apresentou uma menor DLso (537,57 + 4,56
mgP/Kg de peso corpéreo) do que o IAC-17 (684,51 + 2,07 mgP/Kg de massa
corpéreo), tendo sido os valores encontrados significativamente diferentes (p <
0,05). Os animais apresentaram varios sintomas clinicos, incluindo dispnéia, ataxia
locomora, erupgéo dos pélos que culminaram com convulsdo e morte. Diante dos
valores de DLsy encontrados, o gendtipo IAC-24 foi selecionado para dar
prosseguimento ao isolamento da SBTX e, de posse da SBTX purificada, foram
realizados os estudos voltados a determinacdo de sua sequéncia NHy-terminal e

estrutura secundaria.

6.2 - Extracao e Purificacdo da SBTX

Para purificacdo da SBTX foi seguido o0 mesmo esquema utilizado por
Siebra (2004). Brevemente, o PREP. B, obtido por precipitacdo do extrato total com
sulfato de amonio solido na faixa de 20-55%, foi submetido a cromatografia de troca
ibnica em coluna de DEAE-Celulose, resultando na obtencdo de duas fracbes
protéicas nao retidas (PREP. Cla e Clb) e uma fracédo retida (PREP. CIl), que foi
eluida com o tamp&o de equilibrio acrescido de NaCl 1 M (FIGURA 5). O PREP.Cla,
toxico para camundongos pelas vias i.p e i.v., foi submetido a cromatografia de troca
ibnica em coluna de CM-Sepharose (FIGURA 6). A aplicacdo do PREP. Cla resultou
num material ndo retido a coluna (PREP. DI), obtido pela percola¢édo da coluna com
o tampé&o de equilibrio, e de proteinas retidas eluidas com o mesmo tampdao

acrescido de
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FIGURA 5 - Cromatografia de troca ibnica em coluna de DEAE-Celulose. Amostra do
PREP. BIl (400 mg), obtida por precipitagdo com sulfato de amonio (20-55%), foi
aplicada em coluna de DEAE-Celulose (38,0 x 1,6 cm), equilibrada com tampé&o Tris-
HCI 25 mM, pH 7,5. As proteinas retidas foram eluidas com o tampao de equilibrio

contendo NaCl 1 M. Fluxo: 40 mL/h; Fragbes: 2,2 mL.
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FIGURA 6 - Cromatografia de troca idnica em coluna de CM-Sepharose. Amostra do
PREP. Cla (100 mg) foi aplicada numa coluna de CM-Sepharose (38,0 x 1,6 cm),
equilibrada com tampao Tris-HCI 25 mM, pH 7,5. As proteinas retidas foram eluidas
com o tampéo de equilibrio contendo NaCl 0,2 M (PREP. Dlla e PREP.DIIb). Fluxo:

40 mL/h; Fragbes: 2,2 mL.
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NaCl 0,2 M. A aplicacdo de NaCl resultou em dois picos, sendo denominados de
PREP. Dlla e PREP. Dllb. O PREP. Dlla concentrou toda a atividade téxica quando
injetado por i.p. ou i.v. em camundongos. O PREP. Dlla foi concentrado por
liofiizacdo e submetido a cromatografia de exclusdo molecular em coluna de
Superdex 200 HR 10/30 acoplada ao sistema FPLC (FIGURA 7). O processo
cromatografico resultou na obtencdo de um Unico pico protéico de elevada pureza e
toxicidade aguda para camundongos, quando injetado pelas vias i.p e i.v. Este
procedimento foi repetido diversas vezes, tendo como finalidade o acimulo de SBTX
para utilizacdo nas etapas posteriores. A estabilidade da SBTX foi obtida através da
adicao do agente redutor dithiotreitol (DTT) a 5 mM e sua manutencao a 4 °C, sendo
a sua atividade monitorada durante todo o processo de purificacdo através de testes
de toxicidade para camundongos.

6.3 - Avaliacdo da Massa Molecular e Separacdo das Subunidades da SBTX

SBTX foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida sob condicdes
desnaturantes, na presenca e auséncia de p-mercapetanol (FIGURA 8). Na
auséncia do agente redutor, SBTX apresentou uma banda principal de massa
molecular aperente de 44,0 kDa (FIGURA 8, Raia 2). Todavia, na presencga de -
mercaptoetanol 5%, a SBTX apresentou duas subunidades de massas moleculares
aparentes de 27,0 e 17,0 kDa (FIGURA 8, Raia 3). Esse resultado esta de acordo
com o que foi descrito por Siebra (2004), mostrando ser a SBTX uma proteina
dimérica, de massa molecular aparente de 44 kDa, composta por duas subunidades,
unidas por pontes dissulfeto. Para separacéo das duas subunidades, foi necessaria
a adigao de B-mercaptoetanol a 5%. Tentativas de separacdo das subunidades com

concentracfes mais baixas do agente redutor ndo renderam resultados satisfatorios.
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FIGURA 7 - Cromatografia de exclusdo molecular em coluna de Superdex 200 HR
10/30. Amostra do PREP. Dlla (2 mg) foi aplicada numa coluna de Superdex 200 HR
10/30 (30,0 x 1,0 cm), equilibrada com tampéao Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, contendo

NaCl 0,5 M. Fluxo: 0,5 mL/h; Fragdes: 2,0 mL.
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FIGURA 8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida da SBTX na presenca e auséncia
de B-mercaptoetanol e SDS, revelada com prata. Raia 1 — Marcadores de massa
molecular (albumina sérica bovina — 66,0 kDa; albumina do ovo — 45,0 kDa;
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase — 36,0 kDa; anidrase carbdnica — 29,0 kDa;
inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz — 20,1 kDa e a-lactoalbumina — 14,2 kDa).
Raia 2 — SBTX na auséncia de p-mercaptoetanol, Raia 3 — SBTX na presenca de (-

mercaptoetanol 5%.
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6.4 - Determinagéo da Sequéncia NH>-Terminal

A banda de 44 kDa verificada em PAGE-SDS, correspondente a toxina
intacta, exibiu a seguinte sequéncia de aminoacidos NH,-terminal
ADPTFGFTPLGLSEKANLQIMKAYD. Quando analisadas as subunidades,
sequéncia similar aquela encontrada para a banda de 44 kDa foi observada para a
banda de 27 kDa. Ja a subunidade de 17 kDa mostrou uma sequéncia de
aminoacidos distinta em sua extremidade NH,-terminal, representada por
PNPKVFFDMTIGGSAGRIVMEEYA. Os resultados nos permitem concluir que a
SBTX € formada por duas subunidades distintas ndo apenas em relacdo as massas
moleculares e aos pontos isoelétricos, como demonstrado anteriormente por Siebra
2004, mas, também, no que diz respeito as suas sequéncias aminoacidicas.

A sequéncia de aminoacidos NH,-terminal tanto da proteina intacta, como
de sua subunidade de 27 kDa apresentou 80% de identidade com aquela
encontrada para a SC24, uma abundante proteina de 24 kDa purificada a partir de
cascas de sementes de soja, com atividade ligante a grupamentos carboxilatos
(DHAUBHADEL et al., 2005). A despeito da alta identidade verificada entre a SBTX
e essa proteina, a atividade toxica foi testada no extrato protéico de sementes
destegumentadas que, por sua vez, apresentou toxicidade para camundongos por
via i.p., cuja DLsgg foi 722 + 2,86 mgP/Kg de peso corporeo. Todavia, diferentemente
ao que foi observado com as bandas de 44 e 27 kDa, a subunidade de 17 kDa exibiu
elevada identidade com vérias ciclofilinas, particularmente com a de soja (96%)
(TABELA 3).
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TABELA 3 - Alinhamento da sequéncia NH,-terminal da SBTX com outras proteinas vegetais apresentando seqiéncias similares

Proteina Espécie Residuo Sequéncia NHy-terminal % ldentidade
SBTX 44 e 27 kDa Glycine max 1 ADPTFGFTPLGLSEKANLQIMKAYD 100
Sc24* Glycine max 27 e SSS. Q.P 80
SBTX 17 kDa Glycine max 1 PNPKVFFDMTIGGQSAGRIVMEEYA 100
Ciclophilinas® Glycine max 9 L 96
Phaseolus vulgaris > ... L L. L., P..... F.L 88
Digitalis lanata 3 e PC...... L 87
Cucumis sativis 2 e TP....... L 84
Vigna radiada
9 5 e P..K..F.LF 80
Vicia faba
3 e V...N....IF.LF.. 75

& Sequiéncia deduzida de SC24, uma proteina da casca da soja (Dhaubhadel et al., 2005).

® Fonte: NCBI Blast (www.nchi.nlm.nih.gov).
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6.5 - Estrutura Secundaria Estimada por Dicroismo Circular

O espectro de fluorescéncia revelou que a excitacdo da SBTX a 280 nm
produz uma emisséo na regido de 290-445 nm (FIGURA 9) com emissdo maxima
em 332 nm.

O espectro de dicroismo circular da SBTX classificou esta proteina
como pertencente a classe alfa e beta. De fato, o conteludo de estrutura
secundaria da SBTX foi estimado em: 35% a-hélice, 13% fitas e folhas 3, 27% de
volta-B, 25% de estrutura ndo ordenada e 1% de residuos aromaticos e pontes
dissulfeto (FIGURA 10).

PARTE 2 - Avaliacdo do Potencial Antifungico de SBTX

6.6 - Avaliacdo da Atividade da SBTX Sobre a Germinacdo dos Esporos

SBTX foi capaz de inibir a germinacdo dos esporos dos fungos
filamentosos A. niger e P. herguei, mesmo na concentracdo mais baixa (0,05
pMg/uL) (FIGURAS 11 e 12). A inibicdo foi monitorada com 12, 16 e 18 h. Ao
contrario do observado, efeito inibitorio ndo foi detectado quando utilizados os
fungos F. solani e F. oxysporum, mesmo na concentracdo mais alta de SBTX (0,5
pg/uL) (FIGURAS 13 e 14).
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FIGURA 9 - Espectro de fluorescéncia da SBTX nativa dissolvida em Tris-HCI 25
mM, pH 7,5 (1 mg/mL). A amostra foi excitada em 280 nm e a emissao foi

avaliada na faixa de 290 a 450 nm.
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FIGURA 10 - Espectro de dicroismo circular da SBTX nativa dissolvida em Tris-
HCI 25 mM, pH 7,5 (1 mg/mL). O espectro foi registrado no intervalo de 185 a 260

nm.
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FIGURA 11 - Fotomicrografia em microscopio éptico da germinacao de esporos de
Aspergillus niger. (A) - Incubagdo com Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 e (B) - Incubagéo
com SBTX (100 pgP/mL). Barra = 2,5 pm.
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FIGURA 12 - Fotomicrografia em microscopio éptico da germinacao de esporos de
Penicillium herguei. (A) - Incubacdo com Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 e (B) - Incubacéo
com SBTX (100 pgP/mL). Barra = 2,5 pm.
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FIGURA 13 - Fotomicrografia em microscopio éptico da germinacao de esporos de
Fusarium oxysporum. (A) - Incubagdo com Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 e (B) -
Incubacdo com SBTX (500 pgP/mL). Barra = 10 pm.
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FIGURA 14 - Fotomicrografia em microscopio éptico da germinacao de esporos de
Fusarium solani. (A) - Incubacdo com Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 e (B) - Incubagéo
com SBTX (500 pgP/mL). Barra = 10 pm.
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6.7 - Avaliacdo do Efeito da SBTX Sobre a Permeabilidade da Membrana de
Esporos

Os resultados para o ensaio de permeabilizacdo de membrana
utilizando iodeto de propideo estdo mostrados na FIGURA 15. SBTX néo foi capaz
de causar permeabilizacdo da membrana dos esporos de A. niger e P. herguei,
mesmo na concentracdo mais elevada (500 pgP/mL), quando comparado ao
controle, que consistiu da incubacdo dos esporos com digitonina 5 mM que,

sabidamente, provoca permeabilizagcdo de membrana.

6.8 - Avaliacbes do Efeito da SBTX Sobre a Permeabilidade de Vesiculas

Fosfolipidicas

SBTX ndo causou permeabilizacdo em vesiculas unilamelares
conforme mostrado na FIGURA 16. A incubacdo das vesiculas com a toxina nas
concentracdes de 9 e 31 uM, na auséncia e na presenca de calcio, nao resultou

em liberacéo de fluorescéncia.

6.9 - Avaliacdes da Atividade da SBTX Sobre o Crescimento Celular de Fungos

em Meio Liquido

Os resultados encontrados para os ensaios de avaliacao dos efeitos da
SBTX sobre o crescimento de hifas dos fungos A. niger, P. herguei, F. solani e F.
oxysporum estdo mostrados nas FIGURAS 17, 18,19 e 20, respectivamente.
SBTX néo inibiu o crescimento de hifas de nenhum dos fungos testados, quando
comparada aos controles (cultivo na presenca de peroxido de hidrogénio 100 mM
e de Tris-HCI 25 mM, pH 7,5), nem mesmo na concentracdo mais elevada (500

MgP/mL),
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FIGURA 15 - Ensaio de permeabilidade de membrana celular de esporos do fungo
Aspergillus niger. (A) Esporos incubados por 16 h com digitonina 5 mM. (B)
esporos incubados por 16 h com SBTX 500 ugP/mL. Os esporos foram
visualizados apés a incubacdo, por 30 minutos, com o reagente iodeto de

propideo 1 uM. Barra = 2,5 pum.
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FIGURA 16 - Permeabilizacdo de vesiculas unilamelares por SBTX. A composicao
da vesicula consistia de dioleilfosfatidilcolina 47,5%, esfingomielina 47,5% e &cido

fosfatidico 5%.
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FIGURA 17 - Avaliacdo da inibicdo do crescimento das hifas de Aspergillus niger
por SBTX (500 pgP/mL) em meio liquido (YPD - “yeast potato dextrose”).
Controles: H,O grau Milli-Q estéril e H,O, 100 mM.
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FIGURA 18 - Avaliagédo da inibicao do crescimento das hifas de Penicillium
herguei por SBTX (500 ugP/mL) em meio liquido (YPD - “yeast potato dextrose”).
Controles: H,O grau Milli-Q estéril e H,O, 100 mM.
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FIGURA 19 - Avaliacdo da inibicdo do crescimento das hifas de Fusarium solani
por SBTX (500 pgP/mL) em meio liquido (YPD - “yeast potato dextrose”).
Controles: H,O grau Milli-Q estéril e H,O, 100 mM.
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FIGURA 20 - Avaliacdo da inibicdo do crescimento das hifas de Fusarium
oxysporum por SBTX (500 pugP/mL) em meio liquido (YPD - “yeast potato
dextrose”). Controles: H,O grau Milli-Q estéril e H,O, 100 mM.
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6.10 - Avaliacédo da Atividade da SBTX Sobre o Crescimento de Leveduras

SBTX foi capaz de inibir o crescimento de C. albicans e K. marxiannus
na concentracdo de 100 ugP/mL (FIGURAS 21 e 22), quando comparada ao
controle, que consistiu de agua grau Milli-Q estéril. Todavia, em ensaios usando a
mesma concentracdo, essa toxina ndo foi capaz de inibir o crescimento de S.
cerevisiae (FIGURA 23).

6.11 - Microscopia Eletrénica de Varredura

Apesar de terem sido verificadas inibicbes do crescimento das
leveduras C. albicans e K. marxiannus, ndo foram visualizadas alteracdes
morfolégicas nas células, apds adicdo de SBTX (100 pgP/mL),conforme mostram

as fotomicrografias obtidas em microscépio eletrénico de varredura (FIGURA 24).

6.12 - Avaliacdo do Efeito da SBTX Sobre a Permeabilidade de Membranas de

Leveduras

SBTX (100 pgP/mL) nao foi capaz de causar permeabilizacdo da
membrana das leveduras C. albicans e K. marxiannus, conforme avaliacéo feita

usando o corante “SYTOX green”.
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FIGURA 21 - Teste de inibicdo do crescimento da levedura Sacharomyces

cerevisae em meio liquido (YPD - “yeast potato dextrose”) por SBTX.
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FIGURA 22 - Teste de inibicdo do crescimento da levedura Candida albicans em

meio liquido (YPD - “yeast potato dextrose”) por SBTX.
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FIGURA 23 - Teste de inibicdo do crescimento da levedura Kluyveromyces

marxiannus em meio liquido (YPD - “yeast potato dextrose”) por SBTX.
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FIGURA 24 - Células de leveduras visualizadas em microscopia eletrénica de

varredura. (A) Candida albicans controle (sem adi¢cdo de SBTX); (B) C. albicans
com SBTX (100 pgP/mL); (C) Kluyveromyces marxiannus controle (sem adicdo de
SBTX); (D) K. marxiannus com 100 pygP/mL. A, C e D, Barra = 10 um; B, Barra =
20 um.
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PARTE 3 - Avaliacdo da Inducdo da SBTX por Acido Jasménico

6.13 - Avaliacdo da Morfologia de Sementes de Soja Ap6s Tratamento com Acido

Jasmonico

A FIGURA 25 ilustra sementes de soja que foram embebidas em agua
grau Milli-Q, etanol 0,05% e acido jasménico 30 e 50 uM, por 0, 12 e 24 h.
Alteracbes na morfologia das sementes de soja ndo foram observadas, quer
guando embebidas em agua, quer quando submetidas aos tratamentos com
etanol e/ou acido jasmoénico. Pelo contrério, todas as sementes submetidas a
embebicdo por 24 h ja apresentavam sinais de emissdo da radicula.

6.14 - PAGE dos Extratos de Sementes de Soja Submetidas ao Tratamento com

Acido Jasménico

Anadlise dos perfis eletroforéticos dos extratos de sementes de soja
embebidas em agua grau Milli-Q ndo mostrou diferencas no padrédo de expressao
das bandas correspondentes a SBTX (FIGURA 26, Raia 2, 3 e 4), entretanto
guando as sementes foram embebidas com etanol 0,05% houve uma inibicdo da
expressdo de algumas proteinas, particularmente da toxina (FIGURA 26, Raia 7).
Aparentemente, 0 mesmo aconteceu com as sementes tratadas com acido
jasmonico 30 uM preparado em etanol 0,50% (FIGURA 27, Raias 2, 3 e 4).
Todavia, quando as sementes foram tratadas com acido jasmonico 50 uM,
preparado em etanol 0,05%, por 12 e 24 h, foi verificado um aumento da
intensidade da banda de 44 kDa, massa correspondente aquela da SBTX intacta,
bem como de outras proteinas, particularmente no tempo mais prolongado
(FIGURA 27, Raia 7). Andlise tridimensional dos géis de eletroforese revelou uma
reducdo na intensidade da banda referente & SBTX nos tratamentos com &gua,
etanol e &cido jasménico 30 uM quando relacionada com o tempo de embebicéo.
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Entretanto o tratamento com acido jasménico 50 uM, por 24 h (FIGURA 28, 4L),
induziu aumentos de intensidade de 66,4% quando relacionado ao tratamento com
agua (FIGURA 28, 1C) em 24 h. E bastante provavel que essa banda protéica
corresponda a SBTX. Se assim for, isso reflete a inducdo da SBTX pelo acido

jasmonico.

6.15 - Quantificacdo da SBTX nas Sementes de Soja Submetidas ao Tratamento

com Acido Jasménico por ELISA

A FIGURA 29 apresenta os teores protéicos de SBTX, detectados por
ELISA, em extratos de sementes de soja submetidas aos tratamentos com agua
grau Milli-Q, etanol 0,05% e &cido jasménico 30 e 50 uM, usando IgG anti-SBTX.
As concentracdes de SBTX, detectadas através de reacao imunoldgica com a IgG
anti-SBTX, foram maiores para os extratos de sementes embebidas com acido

jasmonico 50 uM, principalmente quando considerado o tratamento por 24 h.
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FIGURA 25 - Sementes de soja embebidas em varias solugbes. A - Sementes
embebidas em agua grau Milli-Q estéril por 0 h (Al), 12 h (A2) e 24 h (A3); B -
Sementes embebidas em etanol 0,05% por 0 h (B1), 12 h (B2) e 24 h (B3); C -
Sementes embebidas em acido jasmoénico 30 uM preparado em etanol 0,05% por
0 h(C1),12 h(C2) e 24 h (C3) e D - Sementes embebidas em acido jasménico 50
MM preparado em etanol 0,05% por O h (D1), 12 h (D2) e 24 h (D3). As setas

apontam para regiées onde ocorre emissao de radicula.
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FIGURA 26 - Eletroforese em gel de poliacrilamida dos extratos totais de
sementes de soja na presenca de SDS 1% e p-mercaptoetanol, revelada com
prata. Raia 1 - Marcadores de massa molecular (albumina sérica bovina - 66,0
kDa; albumina do ovo - 45,0 kDa; gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase - 36,0
kDa; anidrase carbdnica - 29,0 kDa; inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz - 20,1
kDa e a-lactoalbumina - 14,2 kDa). Raias 2, 3 e 4 - Extrato de sementes de soja
embebidas em agua milli-Q estéril por 0, 12 e 24 h, respectivamente. Raias 5, 6 e
7 - Extrato de sementes de soja embebidas em etanol 0,05% por 0, 12 e 24 h,

respectivamente.

96



Morais, J.K.S. Aspectos Estruturais da Toxina da Soja (SBTX)...

kDa |

66
45

36
29

20

14

FIGURA 27 - Eletroforese em gel de poliacrilamida dos extratos totais de
sementes de soja na presenca de SDS 1% e [B-mercaptoetanol, revelada com
prata. Raia 1 - Marcadores de massa molecular (albumina sérica bovina - 66,0
kDa; albumina do ovo - 45,0 kDa, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase - 36,0
kDa; anidrase carbonica - 29,0 kDa; inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz - 20,1
kDa e a-lactoalbumina - 14,2 kDa). Raias 2, 3 e 4 - Extrato de sementes de soja
embebidas em &cido jasmonico 30 uM por 0, 12 e 24 h, respectivamente. Raias 5,
6 e 7 - Extrato de sementes de soja embebidas em acido jasménico 50 uM por 0,
12 e 24 h, respectivamente. Setas indicam para proteinas induzidas com &cido
jasmonico 50 uM por 24 h.
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FIGURA 28 - Imagens tridimensionais de PAGE-SDS dos extratos totais de
sementes de soja embebidas em agua grau milli-Q estéril por 0, 12 e 24 h (A, B e
C, respectivamente); em etanol 0,05% por 0, 12 e 24 h (D, E e F,
respectivamente); em acido jasmonico 30 uM preparado em etanol 0,05% (G, H e
|, respectivamente) e em acido jasmonico 50 uM preparado em etanol 0,05% (J, K

e L, respectivamente).
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FIGURA 29 - Teores da SBTX em 25 pg/mL de extrato de sementes embebidas
em diferentes solugbes, detectadas por ELISA, usando IgG anti-SBTX. As
solugdes utilizadas foram: dgua grau Milli-Q estéril; etanol 0,05%; &cido jasmonico
30 uM preparado em etanol 0,05% e acido jasmonico 50 uM preparado em etanol
0,05%. Os tempos de embebigcédo foram 0, 12 e 24 h. Letras iguais representam

valores que nao diferiram significativamente (p > 0,05) pelo teste de Tukey.
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6.16 - Tissue print

A técnica de Tissue print, realizada em cortes de sementes de soja
embebidas em &acido jasménico 50 uM, por 24 h, revelou a presenca de SBTX,
usando IgG anti-SBTX, na regiao do hilo, bem como na regido referente a emisséo

da radicula, conforme pode ser visualizado na FIGURA 30.
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FIGURA 30 - Tissue print de sementes de soja embebidas em &cido jasmbnico 50
UM preparado em etanol 0,05% por 24 h. As setas em A representam zonas de
reconhecimento imunoldgica quando utilizado o anticorpo anti-SBTX e em B

representam zonas referentes ao hilo e a radicula na semente.
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7. DISCUSSAO
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Esse trabalho relata a participagcdo da toxina da soja (SBTX) no
mecanismo de defesa vegetal. De fato, os dados obtidos de sua sequéncia NH;-
terminal, estrutura secundaria, capacidade de inibir a germinacdo de esporos de
fungos fitopatogénicos e, ainda, de sua possivel inducdo por acido jasmoénico
reforcam essa idéia.

Ainda que remoto, um indicio de que a SBTX poderia estar relacionada
com a defesa vegetal, inclusive atuando contra fungos, foi cogitado pelo seu perfil
cromatografico em coluna de CM-Sepharose. SBTX ficou adsorvida nessa matriz,
se comportando como uma proteina basica (FIGURA 6). Resultados similares
foram observados para mungina, uma proteina do tipo ciclofilina isolada de
sementes de Phaseolus mungo. Essa proteina também ficou adsorvida a essa
matriz e exerceu atividade inibitoria frente aos fungos fitopatogénicos Rhizoctonia
solani e Fusarium oxysporum (YE e NG, 2000). Ungulina, uma proteina antifingica
do tipo ciclofilina isolada de sementes de Vigha unguiculata também exibiu perfil
semelhante (YE e NG, 2001). Ademais, outras proteinas antifungicas de caréater
bésico ja foram isoladas de varias sementes incluindo P. vulgaris (XIA e NG,
2005), Psoralea coryfolia (YANG et al., 2006), Pisum sativum (WANG e NG,
2006a) e Brassica campestris (LEE et al., 2007).

As analises voltadas para o conhecimento estrutural da SBTX foram
realizadas no sentido de buscar informacBes mais concretas sobre o papel
fisiolégico dessa toxina. Assim sendo, tais estudos foram iniciados pela
determinacdo de sua sequéncia NHp-terminal. No entanto, para isso, foi
necessario encontrar as condicbes satisfatorias para separacdo de suas
subunidades, ja que dados anteriores apontavam ser a SBTX suscetivel ao efeito
redutor do B-mercaptoetanol (SIEBRA, 2004). Foram varias tentativas, no entanto,
uma dissociacao efetiva apenas foi conseguida pelo tratamento da proteina com
B-mercaptoetanol 5%, por 15 minutos (FIGURA 8). O tratamento da SBTX com
esse agente redutor a 1% nao resultou numa separacao satisfatoria, pois, ora
havia uma separacéo parcial, ora as subunidades ndo eram separadas. De fato,
pontes dissulfeto estabilizam fortemente a estrutura tridimensional de uma
proteina (WEDEMEYER et al., 2000), sendo, portanto, dificil de controlar o grau de
clivagem dessas pontes (CAYOT et al., 2002). Por exemplo, a proteina lisozima
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apenas foi completamente reduzida apds sua incubagdo com DTT 2 mM, a 30 °C,
durante 4 h, seguida de uma alquilagdo com iodoacetamida 6 mM, 30 °C, durante
1 h, na auséncia de luz (TOUCH et al., 2004). Provavelmente, a SBTX intacta
possui uma ponte dissulfeto intramolecular.

A determinacdo da sequéncia NH,-terminal mostrou que as bandas
protéicas de 44 kDa e 27 kDa exibem a mesma seqiéncia aminoacidica,
diferentemente, entretanto, daquela apresentada pela subunidade de 17 kDa
(TABELA 4). A sequéncia NH,-terminal da SBTX intacta e de sua subunidade
maior mostrou 80% de identidade com aquela da SC24, uma proteina de 24 kDa
purificada a partir de cascas de sementes de soja, com atividade ligante a
grupamentos carboxilatos (DHAUBHADEL et al., 2005). A despeito do fato de a
SBTX e a SC24 serem duas proteinas presentes em sementes de soja e, ainda,
da alta identidade verificada através de suas sequéncias NH,-terminal, ha vérias
propriedades que as caracterizam como proteinas distintas. A SC24 foi
caracterizada como uma proteina de casca, com massa molecular aparente de 24
kDa, monomérica, ponto isoelétrico altamente basico e estabilidade frente aos
solventes organicos etanol e acetona (DHAUBHADEL et al., 2005). J4 a SBTX é
uma proteina de 44 kDa, formada por duas subunidades distintas, uma delas
apresentando pl basico e a outra acido e altamente instavel na presenca de
etanol. Um outro dado relevante € que o extrato total obtido a partir de sementes
de soja destegumentadas continuou téxico para camundongos, tendo os animais
apresentado a mesma sintomatologia verificada quando da administracdo do
extrato total oriundo de sementes de soja integras ou da SBTX. Além disso,
extrato total das cascas de sementes de soja néo foi letal para camundongos, por
via i.p., mesmo quando administrado em doses equivalentes a DLso do extrato total
obtido a partir das sementes de soja integras.

A sequéncia NHy-terminal da subunidade de 17 kDa nao revelou
gualquer similaridade com a proteina SC24. Por outro lado, essa cadeia
apresentou um dominio caracteristico das ciclofilinas (TABELA 4). Identidades de
96%, 88% e 87% foram encontradas com as ciclofilinas de Glycine max,
Phaseolus vulgaris e Digitalis lanata, respectivamente. Embora as sequéncias

NH.-terminal da subunidade de 17 kDa e da ciclofiina de soja tenham
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apresentado uma elevada similaridade, & importante ressaltar que a preparagao
de SBTX ndo estava contaminada com a ciclofilina de soja, uma vez que
eletroforeses nativa e em condicbes desnaturantes, porém na auséncia de B-
mercaptoetanol, mostraram a presenca de apenas uma banda. A banda de 17 kDa
foi resultante do tratamento da SBTX com o agente redutor. Ademais, as
propriedades apresentadas pela SBTX ndo foram relatadas para a ciclofilina de
soja. Dessa forma, pode ser sugerido que a SBTX se trata de uma proteina
“ciclofilina-like”. As ciclofilinas catalisam a isomerizagdo cis-trans de ligacOes
amidas precedendo residuos de prolina em peptideos e proteinas e, também,
podem ter um papel importante no arranjo tridimensional de proteinas e em
interacOes distantes entre células (PLIYEV e GURVITS, 1999). Dessa forma, é
razoavel se especular que esse dominio estrutural caracteristico das ciclofilinas
seja necessario para acelerar o dobramento da SBTX logo apés a sua sintese.
Uma alternativa também estaria relacionada com a atividade antioxidante
intrinseca das ciclofilinas (LEE et al., 2001), dando suporte a importancia dos
grupos tidis para a atividade toxica da SBTX. Além das propriedades citadas, uma
outra funcao atribuida as proteinas ciclofinas-like esta ligada a defesa vegetal, por
exibirem atividade antifingica (YE e NG, 2000, 2001; SELITRENNIKOFF, 2001).
Essa funcdo vai ao encontro da proposta deste trabalho, que € avaliar a
participacdo da SBTX no mecanismo de defesa da planta.

Uma outra abordagem estrutural realizada neste estudo teve como
objetivo a estimativa da estrutura secundaria da SBTX por dicroismo circular.
Primeiramente foi realizado o espectro de fluorescéncia para verificar se a SBTX
estava em sua forma nativa. O espectro obtido revelou que a excitagao da SBTX a
280 nm promovia uma emissao na regiao de 290-450 nm, com um maximo em
332 nm (FIGURA 9), o que é tipico de contribuicbes de residuos de triptofano
enterrados no interior da molécula (BURSTEIN et al.,, 1973; EFTINK, 1991). Os
resultados obtidos sugeriram que a proteina estava em sua estrutura nativa, pois o
triptofano sendo um aminoacido hidrofébico encontra no interior da proteina o seu
ambiente natural. Em seguida, foi procedida a medida do espectro de dicroismo
circular da SBTX, que classificou essa proteina como sendo pertencente a classe

alfa e beta, diante do conteldo de estrutura secundaria estimado em 35% de a-
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hélice e 13% de fitas e folhas B (FIGURA 10). Resultados similares foram
encontrados para a canatoxina, tratando-se, também, de uma proteina
pertencente a classe alfa e beta, tendo seu conteldo de estrutura secundaria
estimado em 27% de a-hélice e 22% de fitas e folhas B (dados ainda nao
publicados). Canatoxina é uma proteina neurotdxica isolada de sementes de
Canavalia ensiformis (CARLINI e GUIMARAES, 1981), tendo sido atribuido o seu
papel na defesa vegetal, haja vista a sua atividade inseticida (CARLINI e GROSSI-
DE-SA, 2002; STANICUASKI et al., 2005). Além de proteinas, peptideos
antimicrobianos exibem também uma estrutura secundaria rica em a-hélice e
folhas 3, podendo interagir seletivamente com a membrana de microrganismos por
interacdes eletrostaticas (MATSUZAKI, 1999; SHAI, 1999).

Havendo indicios de que a SBTX poderia ter participacdo na defesa
vegetal, a préxima etapa consistiu da avaliacdo de seu potencial antifingico.
SBTX néo foi capaz de inibir o crescimento das hifas dos fungos Aspergillus niger,
Penicillium herguei, Fusarium solani e F. oxysporum (FIGURAS 17 a 20), nem
mesmo quando utilizada uma alta concentracdo dessa proteina (500 ugP/mL). No
entanto, SBTX inibiu a germinagcdo dos esporos de A. niger e P. herguei numa
concentragéo dez vezes menor (FIGURAS 11 e 12). Estudos realizados por Gifoni
(2005) mostraram que proteinas ligantes a quitina, presentes em sementes de
Moringa oleifera, ndo foram capazes de inibir o crescimento das hifas dos fungos
Colletotrichum gloeosporioides, C. lindemunthianum, F. solani e Rizhoctonia
solani, mesmo quando utilizado 1 mgP/mL, mas inibiram a germinacdo dos
esporos desses fungos em uma concentracdo de 500 pgP/mL, portanto, dez vezes
maior do que aquela de SBTX usada neste estudo. Por outro lado, efeito inibitorio
apenas no crescimento das hifas, mas ndo na germinagédo dos esporos, também
ja foi observado. Melo e colaboradores (2005) verificaram que a lectina (250
pngP/mL) de Luetzelburgia auriculata foi capaz de inibir o crescimento das hifas dos
fungos C. lindemunthianum, F. solani e A. niger, muito embora ndo tenha
apresentado qualquer efeito sobre a germinagdo dos esporos. Ha, ainda,
proteinas ou peptideos que se mostraram ativos apenas para algumas espécies
de fungos. Por exemplo, uma PR10 recombinante de Arachis hypogaea exibiu
efeito inibitério sobre o crescimento das hifas de F. oxysporum e R. solani,
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entretanto ndo se mostrou ativa para Sclerotium rolfsii, A. flavus, A. niger e
Phytophthora infestans. As concentracdes de proteina necessarias para inibir 50%
do crescimento fungico foram 12,5 e 100 pgP/mL para o F. oxysporum e R. solani,
respectivamente (CHADHA e DAS, 2006).

E sabido que a composicéo quimica da parede celular dos fungos pode
variar dependendo se forem analisados o soma (hifa ou levedura), as estruturas
reprodutivas (esporangiéforos) ou os esporos (BARTINIK-GARCIA, 1968). De fato,
Feofilova et al. (2006) demonstraram que o conteldo e a composi¢cdo dos
polissacarideos estruturais (complexo quitina-glucano) presentes na parede
celular de Aspergillus niger se alteram durante o desenvolvimento. Os contetdos
mais elevados do complexo foram encontrados no micélio maduro e os menores
no esporo. Ademais, quitina € o polissacarideo dominante na fase de esporo,
enquanto que o micélio contém mais glucano. Assim, € possivel que o efeito
inibitério da SBTX, observado apenas sobre os esporos dos fungos A. niger e P.
herguei, seja devido a essa diferenca na composicéo da parede celular.

Sabendo-se que SBTX € uma proteina pertencente a classe alfa e beta
e que alguns peptideos antimicrobianos apresentam estrutura secundaria
semelhante, atuando em membranas, o efeito da SBTX sobre a permeabilidade da
membrana dos esporos foi avaliado. Nao apenas peptideos (ABAD et al., 1996;
THEVISSEN et al.,1999; GIUDICI et al., 2004), mas algumas proteinas (THEIS et
al., 2003; AGIZZIO et al., 2006) também exercem seu efeito inibitério sobre fungos
por causarem permeabilizacdo na membrana e influxo de ions, resultando em
despolarizacdo (SELITRENNIKOFF et al., 2001). Para examinar essa mudanca na
permeabilidade, iodeto de propideo foi utilizado, por ser um corante com alta
afinidade para acido nucléico (DNA) que, facilmente, penetra em células com a
membrana plasmatica comprometida, o que nao ocorre em membrana intacta.
Além disso, foram utilizadas como modelo de membrana, vesiculas fosfolipidicas
unilamelares. SBTX ndo causou permeabilizacdo dessas vesiculas, mesmo em
elevada concentracdo (FIGURA 16). Muito embora esse modelo forneca
evidéncias referentes a interacdo da substancia-teste com a membrana e,
consequente, permeabilizacdo (SHAI, 1999), um outro ensaio foi efetuado, onde a
propria membrana dos esporos foi analisada. SBTX também néo foi capaz de
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alterar a permeabilidade de membrana dos esporos, nem mesmo dagueles em
gue essa toxina teve efeito inibitério (FIGURA 15).

Ainda na tentativa de aprofundar o conhecimento sobre o efeito
antifangico da SBTX, bem como de se ter evidéncias sobre o mecanismo de acéo
pelo qual essa toxina estaria atuando, células de levedura foram escolhidas como
um outro modelo experimental. Células de leveduras sao mais faceis de serem
manipuladas, sua parede celular € permeavel a dextranas com 70 kDa, sendo
constituida também pelos polissacarideos estruturais B-1,3-glucana, 3-1,6-glucana
e quitina (NOBEL et al.,, 1989). No primeiro momento, foi avaliado o efeito da
SBTX sobre o crescimento das leveduras Candida albicans, Kluyveromyces
marxianus e Sacharomyces cerevisae. SBTX (100 pgP/mL) inibiu o crescimento
de C. albicans e K. marxianus, mas néo o de S. cerevisae (FIGURAS 17, 18 e 19).
Inibicio do crescimento de S. cerevisae foi evidenciada pela lectina de
Luetzelburgia auriculata, porém numa concentracédo cinco vezes maior (MELO et
al., 2005). Uma proteina de 30 kDa isolada de Sorghum bicolor também mostrou
efeito inibitério sobre o crescimento de C. albicans, apresentando concentracao
inibitéria minima de 18 pgP/mL. Apesar da SBTX ter sido capaz de inibir o
crescimento das leveduras C. albicans e K. marxianus, permeabilizacdo de
membrana e alteracdo morfolégica nessas células ndo foram detectadas (FIGURA
24), diferentemente da proteina antifungica de S. bicolor, que promoveu
espessamento da parede celular, redu¢do do tamanho das células, alteracdo no
espaco entre a parede e a membrana celular e deformacéo celular (MINCOFF et
al., 2006).

Embora ndo haja dados concretos sobre o mecanismo de acao pelo
gual a SBTX exerce sua acdo antifungica, os resultados obtidos excluem a
possibilidade de ser por aumento da permeabilidade de membrana. Todavia, ha
outras possibilidades. Uma delas, seria por acdo direta da SBTX na parede
celular, que tem a funcdo de proteger o organismo contra condigbes hostis,
possuindo uma série de enzimas associadas a sua sintese e manutencao, além
de servir para o alojamento de transportadores de nucleotideos e proteinas (RAST
et al., 2003). A outra possibilidade envolveria a internalizacdo da SBTX que, por

sua vez, atuaria em um alvo intracelular. De fato, um numero expressivo de
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proteinas toxicas vegetais possui alvos intracelulares, se sobressaindo as que
possuem um motivo que se liga na superficie celular e um outro motivo que
penetra no citosol onde , ir4 exercer o seu efeito (SANDVIG et al., 2002). Chadha
e Das (2006) demonstraram que uma PR10 de A. hypogaea somente foi capaz de
exercer sua atividade contra F. oxysporum e R. solani apos ter sido internalizada,
exibindo atividade ribonucleasica. Todavia, os estudos com fungos prosseguem no
sentido de definir o mecanismo de acdo da SBTX.

Sabendo-se que 0 acido jasmoénico € um tipo de horménio envolvido
com as respostas de defesa da planta (BRUINSMA et al., 2007) e que a sua
aplicacdo exdgena aumenta a expressdo de muitos genes relacionados com
essas respostas (WILLMANN, 2002), principalmente daqueles envolvidos com a
expressdo de proteinas de defesa, o Ultimo passo neste trabalho foi avaliar se a
SBTX seria induzida por esse elicitor. E importante salientar que o tratamento das
sementes com acido jasménico 30 e 50 puM ndo causou, aparentemente,
alteracdes morfolégicas das sementes (FIGURA 25), mantendo sua capacidade
germinativa. De acordo com essa observagédo, Maia et al. (2000) demonstraram
gue o tratamento de sementes de soja com acido jasménico, nas concentracdes
de 20, 30 e 50 uM, nado alterou a germinacdo das sementes. Todavia, ha
evidéncias de que a SBTX teve seus niveis aumentados, particularmente quando
as sementes foram embebidas com &cido jasmoénico 50 uM, por 24 h, conforme
evidenciado por PAGE-SDS (FIGURAS 27 e 28). Esse efeito foi dose-dependente.
Corroborando com esses dados estédo os resultados obtidos por ELISA (FIGURA
29) e o Tissue print (FIGURA 30). A rigor, os estudos centrados na indugao de
proteinas através do tratamento de sementes com acido jasmoénico ainda séo
poucos, principalmente quando se trata da soja. Um dos poucos trabalhos
conduzidos com sementes de soja mostra a inducdo gradativa das atividades
fosfatasica acida e a-amildsica em sementes tratadas com doses crescentes (0,
20, 30 e 50 uM) de acido jasménico (MAIA et al., 2000). Ainda em sementes,
porém de meldo, foi detectado um aumento nas atividades quitinadsica e
peroxidasica apos terem sido embebidas em acido jasmonico 45 puM, por 12 h
(BUZI et al., 2004). No entanto, a aplicacdo de jasmonato em outros tecidos vem

sendo, cada vez mais, relatada na literatura. Por exemplo, o tratamento de folhas
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de arroz com acido jasmoénico 50 uM induziu a sintese de novo de proteinas
incluindo um inibidor de proteinase de 28 kDa, uma PR-1 de 17 kDa e uma PR-5
de 19 kDa (RAKWAL et al., 1999; RAKWAL e KOMATSU, 2000; AGRAWAL et al.,
2002). Inducdo de proteinas também foi observada em cevada, quando
segmentos de folhas foram tratados com &cido jasmonico 45 pM (WASTERNACK
e PARTHIER, 1997). Folhas de plantulas de amendoim tratadas com &cido
jasménico 250 pM resultaram na inducdo de uma PR-1, uma proteina
sabidamente dotada de atividade antifingica (KUMARI et al., 2006). Por outro
lado, tem sido mostrado que muitas das respostas oriundas do tratamento com
acido jasmonico podem ser alteradas por outros compostos. Por exemplo, as
cascatas de sinalizacdo envolvendo os &acidos salicilico e jasmobnico séo
mutuamente antagonistas (KUNKEL e BROOKS, 2002). De fato, um inibidor de
proteinase induzido por acido jasmonico teve sua sintese inibida pelo &cido
salicilico (FARMER et al., 2003). Dessa forma, uma outra possibilidade de dar
continuidade as investigacdes aqui iniciadas seria avaliar o comportamento da
SBTX diante do tratamento das sementes com &cido salicilico, e verificar se
respostas antagonicas aconteceriam, quando comparada aquelas obtidas com

acido jasmonico, conforme tem sido descrito na literatura.
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8. CONCLUSAO
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A toxina da soja é forte candidata a integrar o sistema de defesa da soja.
Os dados a favor desta afirmativa sdo: 1) A alta similaridade existente em suas
sequéncias primaria e secundaria com outras proteinas reconhecidamente com
funcdo de defesa; 2) A sua atividade inibitoria para fungos fitopatogénicos e 3) A
sua inducédo por acido jasménico, um hormdnio vegetal que, sabidamente, induz

respostas de defesa na planta.
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