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RESUMO

DETEQQAO DE INIBIDORES DE PROTEINASES CISTEINICAS EM RAIZES DE
FEIJAO-DE-CORDA [ Vigna unguiculata (L.) Walp.] E AVALIACAO DE SUA
ATIVIDADE SOBRE O NEMATOIDE DAS GALHAS Meloidogyne javanica

A deteccdo de inibidores de proteinases cisteinicas em raizes de feijao-de-corda
[Vigna unguiculata (L.) Walpers] bem como o acumulo de fragcdes ricas nestes
inibidores por meio de precipitacdo com sulfato de amonio seguida de cromatografia
liquida de fase reversa foram realizados no presente trabalho. Fracdes contendo os
maiores niveis de atividade de inibidores de proteinases cisteinicas foram
selecionadas e sujeitas a avaliacdo de sua habilidade em suprimir a mobilidade de
juvenis de segundo estagio (J2) do nematoide das galhas Meloidogyne javanica,
raca 1. Em adicdo o efeito nematicida destas também foi avaliado. Quanto ao
parametro mobilidade, a fracdo F 30/60 precipitada com sulfato de amoénio, numa
dose de 40 pg de proteinas, mostrou ser a mais potente de todas as amostras
testadas, as 24 h de incubacdo. No entanto, com relacdo a mortalidade ambos os
picos PIHPLC e PIIHPLC, obtidos dos passos de HPLC, foram os mais ativos
causando um percentual de mortes de nematéides de 950 e 94,7 %,
respectivamente, quando as doses mais potentes destes picos foram comparadas.
Além disso, a fracdo F 30/60 acoplada a FITC foi usada em experimentos de
microscopia de luz-fluorescéncia para responder as seguintes questdes: 1) Estariam
os efeitos observados sobre a mobilidade e mortalidade relacionados a ligacao das
proteinas no nematodide? e 2) Se sim, esta interacao € realizada com a superficie do
nematdide ou seu intestino, ou com ambas estruturas? A fracdo F 30/60 parece ser
incorporada pelos juvenis e ligar-se especificamente a regido correspondente ao
intestino dos nematoides as 6 h apos incubacdo, enquanto que as 24 h apds
incubacdo o complexo fluorescente parece se dispersar ao longo de todo o corpo do
nematdide, como observado pela microscopia de luz-fluorescéncia. Estes
resultados, somados, sugerem o possivel uso dos inibidores presentes em raizes de
feijdo-de-corda como ferramentas bioldgicas potenciais no controle do nematdide
das galhas, M. javanica.

Palavras-Chave: Feijao-de-corda, Meloidogyne javanica, nematdides das galhas,

inibidores de proteinases cisteinicas.
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ABSTRACT

DETECTION OF CYSTEINE PROTEINASE INHIBITORS IN COWPEA [Vigha
unguiculata (L.) Walpers] ROOTS AND EVALUATION OF ITS ACTIVITY ON THE
ROOT-KNOT NEMATODE, Meloidogyne javanica

Detection of cysteine proteinase inhibitors in cowpea [Vigna unguiculata (L.)
Walpers] roots as well as the accumulation of inhibitors enriched fractions through
ammonium sulfate precipitation followed by reversed-phase liquid chromatography
were in this present work accomplished. Fractions containing higher levels of
cysteine proteinase inhibitor activity were selected and subjected to evaluation of its
ability of to suppress the mobility of second stage juveniles (J2) of the root-knot
nematode Meloidogyne javanica, race 1. In addition, the nematicidal effect of these
fractions was also tested. When the mobility parameter was analyzed the ammonium
sulfate precipitated F 30/60 fraction, at a dose of 40 ug of proteins, it shown to be the
most potent of all tested samples at 24 h after incubation. However, regarding to
mortality the both picks, PIHPLC and PIIHPLC, obtained from the HPLC step were
the more actives causing a percentage of killing nematodes of 95.0 % and 94.2 %,
respectively when the most potent doses of these picks were compared. Moreover,
FITC-coupled F 30/60 fraction was used in light-fluorescence microscopy
experiments in order to answer the following basic questions: 1) the observed effects
on mobility and mortality will be related to the binding of the proteins in the
nematode? And 2) If yes, this interaction is performed with the gut or surface
nematode, or yet in the both structures? F 30/60 fraction appears to be incorporated
by juveniles and specifically bind to the region corresponding to the gut of nematodes
at 6 h after incubation, while at 24 h after incubation the fluorescent complex appears
to be widespread along the whole body of the nematode, as observed by light-
fluorescence microscopy. These results, all together, suggest the possible use of the
inhibitors present in cowpea roots as a potential biological tool in the control of the
root-knot nematode, M. javanica.

Key-words: Cowpea, Meloidogyne javanica, root-knot nematode, cysteine proteinase

inhibitors.
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Interacdo entre o produto, AVR, do gene de aviruléncia do patégeno e o produto,
R, do gene de resisténcia da planta. Nesta interacdo, fenbmenos como o
acumulo rapido e transiente de ROS, que culminardo no desencadeamento da
resposta hipersensitiva (HR), estdo tipicamente envolvidos. Além disso,
moléculas capazes de se translocarem sistemicamente pelos tecidos vegetais,
como o acido salicilico (SA), também sdo acumuladas durante a interagao, Avr -
R. Alteracao na expressao génica levando a sintese de proteinas de defesa e o
estabelecimento de um estado de imunidade sistémica caracterizam a SAR, que
seria uma conseqiéncia final de todo o processo. As pontuacdes amareladas
destacadas pelo nimero 1, dentro de um quadrado, nas folhas da planta da
esquerda, sdo um sinal macroscépico tipico da HR.

Desenho esquematico de uma planta de Feijdo-de-corda [Vigna unguiculata (L.)
Walpers]. Notar a anatomia de vagens e flores, tipicas de plantas leguminosas e
os rizébios fixadores de N, associados as raizes (Retirado de
http://www.iita.org/cms/articlefiles/269-cowpea.jpg).

Sistema radicular de plantas de feijdo-de-corda, genétipo TE 97 411 1-E,
susceptivel a M. incognita. As plantas das figuras acima foram cultivadas e
inoculadas com M. incognita raca 1, em nosso laboratério. Notar as regides
drasticamente espessadas, galhas, que caracterizam a infecgdo por nematoéides
do género Meloidogyne (A). Detalhe de uma regido da raiz evidenciando a
presenca de varias galhas amontoadas (B).

Plantio de Feijdo-de-corda [Vigna unguiculata (L.) Walp.], genétipo CE-31, em
casa de vegetacdo. As plantas da figura apresentam vinte dias de idade.

Aspecto de massas de ovos de M. incognita, apds coloragdo com fucsina acida.
Todo o procedimento de plantio, inoculacéo, coloracdo e remocao de fémeas e
massas de ovos foi realizado em nossa casa de vegetacdo. A- Massas de ovos
em raizes de quiabo, cultivar, Santa Cruz 47. B- Massas de ovos em raizes de
tomateiro, cultivar, Santa Adélia. A seta vermelha (A) indica uma fémea,
propositalmente, retirada de uma galha e disposta sobre a raiz enquanto as setas
azuis (A e B) indicam massas de ovos. Apesar de 0s experimentos, neste
trabalho, terem sido realizados com M. javanica, tanto o formato das massas de
ovos, como das fémeas € bastante semelhante entre espécies do género
Meloidogyne.

Método para obtencao de juvenis de segundo estagio (J2) de M. javanica. As
setas indicam as massas de ovos de M. javanica, previamente coradas com
fucsina acida. Antes de serem utilizadas para eclosdo de juvenis as massas de
ovos foram submetidas a assepsia superficial em solugao de hipoclorito de sodio.
Tanto o hipoclorito como a fucsina residual foram removidos por lavagens
posteriores em agua destilada. SO entdo estas massas foram dispostas em
cémaras de ecloséo.
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Desenho esquematico ilustrando os diferentes passos referentes aos ensaios de
avaliacdo da capacidade dos inibidores de proteinases cisteinicas de raizes de
feijdo-de-corda em alterar a mobilidade de J2 de M. javanica e/ou causarem
mortalidade destes.

Desenho esquemaético representando os passos envolvidos desde o processo de
conjugacao do isotiocianato de fluoresceina as proteinas presentes na fragédo F
30/60, até as analises microscopicas. Para descricdo mais detalhada ver texto.

Atividade inibitéria de proteinases cisteinicas de extratos totais de raizes de
feijdo-de-corda submetidos a diferentes tratamentos térmicos, por diferentes
periodos de tempo. A — atividade de extratos aquecidos por cinco minutos; B —
atividade de extratos aquecidos por dez minutos; C — atividade de extratos
aquecidos por quinze minutos e D — atividade de extratos aquecidos por vinte
minutos. Em todos os casos a atividade esta expressa em termos de unidade de
atividade inibitéria por miligrama de proteina (UAI/mgP), atividade especifica. A
temperatura de 100 °C representa temperatura de fervura que consistiu, a rigor,
em temperatura de 96 + 2 °C.

Curvas de inibicdo da atividade papainasica expressas em funcdo da reducao da
absorbancia, no comprimento de onda de 540 nm. Aliquotas de 0, 5, 10, 20, 40,
60, 80, 100 e 120 pL de extratos totais de raizes de feijdo-de-corda, em tampao
fosfato de sédio 0,05 M, pH 6,0; tampao fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,21; tampao
Tris-HCI 0,05 M, pH 8,1 e tampé&o glicina-NaOH, 0,05 M, pH 9,8, foram incubadas
com volumes de papaina pré-estabelecidos com base em curvas de atividade da
enzima.

Atividade inibitéria de proteinases cisteinicas de raizes de feijdo-de-corda
submetidas a extracdo em tampdo fosfato de 0,05 M, pH 6,0; tampéo fosfato de
sédio 0,05 M, pH 7,21; tampao Tris-HCI, 0,05 M, pH 8,1 e tampéo glicina-NaOH,
0,05 M, pH 9,8. A — atividade por mililitro; B — atividade especifica e C — atividade
por grama de massa fresca de raiz. O tampao fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,21,
baseado nos critérios A e C, foi selecionado como tampéo ideal para extracéo de
inibidores de proteinases cisteinicas.

A — Massa média do sistema radicular de plantas de feijao-de-corda, gendtipo
CE-31, coletadas 10, 15, 20 e 25 DAP. Notar que esta figura evidencia a massa
média de uma Unica raiz, ao longo dos diferentes tempos de coleta. B — Proteinas
sollveis totais por massa total média de uma raiz. Letras diferentes denotam
diferencas estatisticamente significativas, de acordo com o teste de Tukey, a nivel
de significancia de 0,05 %.

Atividade inibitéria de proteinases cisteinicas de extratos totais de raizes de
feijdo-de-corda coletadas aos 10, 15, 20 e 25 DAP. Atividade por mililitro (A),
atividade especifica (B), atividade por grama de massa fresca de raizes (C).
Letras diferentes denotam diferencas estatisticamente significativas, de acordo
com o teste de Tukey, a nivel de significancia de 0,05 %.

Atividade inibitéria de proteinases cisteinicas total, ao longo de, 10, 15, 20 e 25
DAP. Notar que, apesar de o tempo de 20 DAP apresentar atividade
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estatisticamente semelhante ao tempo de 15 DAP, uma tendéncia de aumento
crescente na atividade inibitéria € observada. Letras diferentes denotam
diferencas estatisticamente significativas, de acordo com o teste de Tukey, a nivel
de significancia de 0,05 %.

Proteinas sollveis totais oriundas de raizes de feijdo-de-corda. E B - extrato bruto
néo fervido, Ebf - extrato bruto fervido, 0/30, 30/60, 60/90, 0/60 e 0/90 s&do as
fracbes obtidas por fracionamento dos extratos brutos fervidos, com sulfato de
amonio. Letras diferentes denotam diferengas estatisticamente significativas, de
acordo com o teste de Tukey, a nivel de significancia de 0,05 %.

Atividade inibitéria de proteinases cisteinicas (esferas vermelhas) versus
proteinas totais (barras verticais). A elevada atividade nos extratos totais, em
comparacao com as diferentes fracdes, pode indicar a possivel presenca de
inibidores de proteinases cisteinicas de natureza nao-protéica. As letras
minUsculas referem-se a estatistica (Teste de Tukey) utilizada na comparacéo de
médias de proteinas totais e as letras mailsculas referem-se a estatistica
utilizada na comparacdo de médias da atividade inibitéria por miligrama de
proteina, com nivel de significancia de 0,05 %.

Atividade inibitéria de proteinases cisteinicas, expressa em funcdo de 1 (um)
grama de massa fresca de raiz (esferas azuis), versus proteinas, também
expressas por grama de massa fresca (barras verticais). Notar que 0os maiores
niveis de inibidores séo concentrados nas fragées F 30/60 e F 60/90. Este dado
foi bastante importante na sele¢cdo destas duas fracBes para realizacdo dos
experimentos posteriores. As letras minUsculas referem-se a estatistica (Teste de
Tukey) utilizada na comparacdo de médias de proteinas totais e as letras
mailsculas referem-se a estatistica utilizada na comparacdo de médias da
atividade inibitéria por grama de massa fresca, com nivel de significancia de 0,05
%.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %), na presenca de SDS, das
proteinas sollveis totais de raizes de feijdo-de-corda, genétipo CE-31. M —
Marcadores de massa molecular: Fosforilase b (97 KDa), albumina (66 KDa),
ovoalbumina (45 KDa), anidrase carb6nica (30 KDa), inibidor de tripsina (20 KDa)
e a-lactoalbumina (14,4 KDa). Ebf: extrato bruto fervido, 0/30, 30/60, 60/90, 0/90
e 0/60 fracdes advindas da precipitacdo do extrato bruto fervido com sulfato de
amonio. Aproximadamente, 3,97 pug de proteina foram aplicados em cada poco.
As proteinas foram reveladas por impregnacao do gel com nitrato de prata.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %), na presenca de SDS,
evidenciando degradacdo aparente de proteinas apés aplicacdo da fracdo F
60/90 em coluna de afinidade, Papaina-Sepharose. 1 - extrato bruto, 2 - extrato
bruto fervido, 3 - F 60/90 repeticdo 1, 4 - F 60/90 repeticdo 2, 5 - F 60/90
repeticdo 3, 6 - pico nao retido, 7 - pico retido (tubo de maior leitura, a 280 nm,
com atividade), 8 - pico retido (segundo tubo de maior leitura, a 280 nm, com
atividade) e 9 - marcadores de massa molecular: Fosforilase b (97 KDa),
albumina (66 KDa), ovoalbumina (45 KDa), anidrase carbdnica (30 KDa), inibidor
de tripsina (20 KDa) e a-lactoalbumina (14,4 KDa). A seta mais inferior, raia 6,
evidencia a presenc¢a de uma banda ou grupo de bandas na altura do marcador
de 20 KDa que ndo interagem com a papaina. Cerca de 3,0 pg de proteinas
foram aplicados nos pocos. As proteinas foram reveladas por impregnacéo do gel
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com nitrato de prata.

Cromatograma tipico de uma aplicacdo de F 30/60 em coluna de interacéo
hidrofébica, Phenyl-Sepharose. Aproximadamente, 5 mg de proteinas foram
aplicadas na coluna. O pico 1 foi eluido por simples passagem do tampédo de
equilibrio (fosfato de sddio 0,05 M pH 7,21 contendo sulfato de amonio 1,0 M). Os
demais picos foram eluidos por meio da aplicacdo de concentracdes
decrescentes (ver setas no grafico) de sulfato de aménio até aplicacdo de agua.
A agua tem a capacidade de eluir as moléculas que apresentam maior carater
hidrofébico. O fluxo utilizado foi de 1,0 mL.min™ e o volume coletado, 3,0 mL por
tubo.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %), na presenca de SDS,
evidenciando o perfil de bandas protéicas correspondentes aos picos eluidos da
coluna de interacdo hidrofébica, Phenil-Sepharose. O pico eluido com 0,75 M de
sulfato de amobnio (segunda raia da esquerda para a direita) figura A, chamou a
atencao pela presenca de uma banda bastante proeminente destacada na figura
B, seta. Aproximadamente, 1,0 ug de proteina foi aplicado em cada pogo. As
proteinas foram reveladas por impregnagédo do gel com nitrato de prata.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (15,0 %), na presenca de SDS, do Pico 2,
eluido da coluna de interacao hidrofébica, Phenyl sepharose, com tampao fosfato
de sédio 0,05 M, pH 7,21, contendo sulfato de ambnio, 0,75 M. Raia 1,
marcadores de massa molecular: Fosforilase b (97 KDa), albumina (66 KDa),
ovoalbumina (45 KDa), anidrase carb6nica (30 KDa), inibidor de tripsina (20 KDa)
e a-lactoalbumina (14,4 KDa) , raia 2, pico 2 (F 30/60 eluida com 0,75 M de
sulfato de amdnio). Cerca de 0,5 pug de proteina foi aplicado no gel. As proteinas
foram reveladas por impregnacéo do gel com nitrato de prata.

Atividade Inibitéria de proteinases cisteinicas de picos provenientes da aplicacao
de F 30/60 em coluna de interacdo hidrofébica, Phenyl-Sepharose. A- Atividade
especifica dos picos eluidos da coluna de interacdo hidrofébica. B- Atividade
inibitéria de proteinases cisteinicas representada pelo percentual de inibicdo da
atividade papainasica. A eluicdo foi realizada por aplicacdo de concentracdes
decrescentes de sulfato de amdnio. Os numeros 1, 2, 3, 4 e 5 representam 0s
picos eluidos com 1,0; 0,75; 0,5; 0,0 M de sulfato de aménio e Agua Grau Milli-Q,
respectivamente. *F30/60, corresponde a fragdo aplicada na coluna.Notar o
elevado aumento obtido na atividade especifica dos picos 1 e 2; 107,57 e 70,05
vezes, respectivamente, quando comparados com a fracéo F 30/60.

Cromatograma tipico da aplicacdo do pico eluido com 0,75 M de sulfato de
amonio, da coluna de interacdo hidrofébica, Phenyl-Sepharose, na coluna de
troca anibnica Resource Q. Gradiente salino descontinuo (linha vermelha),
variando de 0,0 a 1,0 M de NacCl foi aplicado. As setas mostram 0s picos que
detiveram atividade inibitéria, pico 1 — ndo retido, eluido por simples lavagem da
coluna com tampé&o de equilibrio, que inibiu em 43,7 % a atividade papainasica e
pico 2 — eluido com tampé&o fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,21, contendo NaCl 0,1
M, que causou um percentual de inibicdo da papaina de 93,3 %. Os demais picos
ndo apresentaram atividade inibitéria.

Zimograma em gel de poliacrilamida (10,0 %), na presenca de SDS, contendo
gelatina. 0, F 30/60 nao fervida; 15, 30, 60 e 120 representam F 30/60 fervida por
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26

27

28

29

30

31

15, 30, 60 e 120 minutos, respectivamente. As setas indicam a altura aparente de
algumas proteases, evidenciadas pela degradac¢éo da gelatina.

Avaliacdo da atividade inibitéria de proteinases cisteinicas apos a fracao F 30/60
ter sido submetida a diferentes tratamentos térmicos. As curvas de inibicdo foram
construidas com base em quatro aliquotas (0, 20, 40 e 60 pL) contendo as
mesmas quantidades de proteina para os diferentes tratamentos térmicos.

Cromatograma tipico da aplicacédo da fragdo F 30/60 fervida em coluna de fase
reversa WRPC C2/C18 ST 4.6/100 (GE-Healthcare, 1,6 mL) acoplada a um
sistema HPLC (Waters[d). A amostra foi dissolvida em tampéao fosfato de sédio
0,05 M, pH 7,21 e a eluicdo das proteinas realizada por aplicacdo de
concentracdes crescentes de acetonitrila (32,0; 41,6; 48,0; 60,0 e 80,0%). O fluxo
utilizado foi de 0,5 mL por minuto e a coleta dos picos manualmente realizada. A
maior parte da atividade inibitéria se concentrou nos picos 3 e 4 - setas -
(esquerda para a direita) eluidos com 48,0 e 60,0 % de acetonitrila,
respectivamente. A leitura das absorbancias foi realizada a 230 nm. Os demais
picos ou ndo apresentaram atividade ou apresentaram em niveis muito baixos.

Efeito nematostético de diferentes amostras (extrato bruto néo fervido e fervido, F
30/60 nao fervida e fervida, PIHPLC e PIIHPLC) sobre juvenis de segundo
estagio de nematodides da espécie M. javanica, raca 1. Analise realizada 24 h
apo6s incubacao das diferentes fracdes com os juvenis (As andlises estatisticas
foram realizadas pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 0,05).

Efeito nematicida de diferentes amostras (extrato bruto ndo fervido e fervido, F
30/60 nao fervida e fervida, PIHPLC e PIIHPLC) sobre juvenis de segundo
estagio de nematoides da espécie M. javanica, raga 1. Analise realizada 24 h
apos incubacao das diferentes fracfes com os juvenis. (As analises estatisticas
foram realizadas pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 0,05).

Atividade inibitéria de proteinases cisteinicas da fracdo F 30/60 nao fervida, F
30/60 fervida, pico 1 do HPLC (PIHPLC) e pico 2 do HPLC (PIIHPLC). A atividade
esta expressa em termos de atividade especifica, que denota o grau relativo de
pureza das amostras.

Visualizacdo, por fluorescéncia, da interacdo entre as proteinas presentes na
fracdo F 30/60 fervida e estruturas presentes no trato digestério de juvenis de
segundo estagio de M. javanica raca 1. A- Nematoide observado apos 6 horas de
incubacdo com F 30/60 fervida. B- Mesmo nematdide, agora visto através da
emissdo de fluorescéncia. C- Nematéide observado 24 horas apds incubacao
com F 30/60 fervida. D- Mesmo individuo sendo observado por meio da emissao
de fluorescéncia. As setas indicam as extremidades anteriores dos juvenis.
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1.0 - Introducéo

1.1 - Os Vegetais: Os Desafios que os Cercam e Seus Mecanismos de Defesa

Analisando superficialmente, uma planta parece ser uma forma de vida
bastante passiva, estatica. No entanto, uma observacdo mais profunda e criteriosa,
nao do ponto de vista microscopico, mas, molecular, mostra que este pensamento
esta errado. Na verdade, as plantas sdo equipadas com um complexo aparato de
percepc¢ao e transducdo de sinais capaz de permitir que elas detectem as alteragbes
gue ocorrem no ambiente que as cercam e enviem as informacdes coletadas ao
longo de si e, até mesmo, para outros vegetais, sob forma de sinais quimicos!
(KOMBRINK E SCHMELZER, 2001; METRAUX, 2001). E neste interessante cenario
gue se baseiam e justificam o montante de pesquisas e informagdes acumuladas, ao

longo dos anos, a respeito dos mecanismos de defesa dos vegetais.

1.1.1 - Os problemas de ordem bidtica, abidtica e as defesas constitutivas e

induzidas

Solos com elevada salinidade, escassez de agua, presenca de substancias
toxicas, excesso de calor, frio, falta de luz, sdo algumas das intempéries
rotineiramente denominadas abiéticas. Todas estas situacdes, além de outras nao
citadas, tém a capacidade de mexer com o metabolismo natural do vegetal de modo
que o0 mesmo poderd responder, através da regulacdo da expressao de
determinados genes, positiva ou negativamente a tais condi¢des. Da mesma forma,
gquando um menino ou uma lagarta arranca mecanicamente uma folha de uma
planta, esta injuria é percebida pelo vegetal e sinais sistémicos sao translocados
pelas diversas partes do mesmo, de modo que, mais uma vez a regulacdo da
expressao de genes fica alterada. Essa alteracéo pode ocorrer de modo a favorecer
a planta, permitindo que ela suporte aquela condicdo de estresse, ou nao. Isso
dependera, dentre outros fatores, da carga genética do individuo (vegetal), do sinal
que induziu a alteracdo na expressao dos genes e também da interacdo entre o
vegetal e o ambiente (BUCHANAN et al., 2000).



Quando numa determinada interacédo (biodtica ou abidtica) o vegetal percebe
tardiamente a chegada do inimigo (entenda-se como inimigo o fator estressante) e o
estado patolégico denominado doenca € estabelecido, a planta € dita susceptivel
aguela condicdo. Contudo, se a planta percebe a presenca do inimigo e ativa suas
respostas bioquimicas de defesa levando-o (no caso de estresse biético) a uma
baixa taxa de crescimento e colonizagdo de seus tecidos, ela é dita resistente (VAN
LOON, 1997). Esta definicdo, porém, é relativa, uma vez que é possivel se pensar
em graus de susceptibilidade e resisténcia. Em se tratando de estresse bidtico
havendo, portanto, relacdo entre dois ou mais seres vivos, a interacdo pode ser
denominada de compativel, no caso de ocorrer doenga ou incompativel, caso a
planta consiga superar o desafio (BAKER et al., 1997) .

Os fatores que conferem resisténcia aos vegetais sédo variados, podendo ser
constituidos por estruturas de defesa pré-formadas como, por exemplo, calose,
cutina, ceras, pélos e lignina e moléculas pré-existentes como as fitoanticipinas,
compostos antimicrobianos de baixa massa molecular que podem estar presentes
no vegetal antes da ocorréncia do estresse, sob a forma de precursores quimicos,
ou totalmente ativos (ZINOV'EVA et al., 2004). Além disso, estruturas ou substancias
sintetizadas apenas durante ou apO0s a condicdo de estresse também estdo
envolvidas no processo de resisténcia. E neste grupo de estruturas ou compostos
quimicos denominados, poés-formados, que moléculas como as Proteinas
Relacionadas a Patogéneses - PR-proteinas (Pathogenesis Related Proteins),
algumas espécies reativas de oxigénio - ROS - (Reactive Oxygen Species),
sinalizadores quimicos de defesa, como a Sistemina (o primeiro hormonio vegetal de
natureza protéica descoberto), além de outras, estdo enquadradas (MAURICIO et al.,
1997).

1.1.2 - Resisténcia Sistémica Adquirida e Resposta Hipersensitiva

A seguir, breve comentéario a respeito de algumas das principais respostas
bioquimicas que caracterizam parte das respostas de defesa de plantas é descrito.



Os eventos que caracterizam o mecanismo de defesa dos vegetais tém como
uma de suas principais consequéncias o0 estabelecimento de um importante
fendbmeno, denominado Resisténcia Sistémica Adquirida — SAR - (Systemic Acquired
Resistance). No entanto, para que a SAR seja ativada, a planta necessita,
inicialmente, detectar a presenca do patégeno. A fim de propor um mecanismo
guimico que explicasse como se da tal reconhecimento, o cientista Flor tornou
publica ao meio cientifico, no ano de 1955, sua tdo famosa hipotese, gene a gene.
Segundo esta hipétese numa interacdo incompativel, ou seja, onde ndo ha doenca,
0 organismo potencialmente patogénico possui um gene de aviruléncia, (Avr), que
sera traduzido num fator de avirulénica, Avr, o qual interagira com o produto de
resisténcia, R, sintetizado a partir de um gene de resisténcia (R) do hospedeiro
(FLOR, 1955).

Como decorréncia desta interacdo, Vvarios eventos como, a producdo
aumentada e acumulo de moléculas de defesa pré-existentes, bem como, a sintese
de novo de outras moléculas, além, também, do aumento na concentracdo de ROS,
evento muitas vezes associado ao suicidio celular programado conhecido como
resposta hipersensitiva — HR (Hypersensitive Response) sdo desencadeados. Uma
vez ativada a HR o patdégeno se torna privado de células vivas e pode vir a morrer,
caso se trate de microrganismo biotréfico, confinado entre células vegetais mortas
(GRAHAM e GRAHAM, 1999).

O resultado final de todas estas cascatas de reacdes é um estado de defesa
em que o vegetal encontra-se imunizado contra novos ataques. Como a producgao e
translocacdo, pelas diversas partes da planta, de moléculas sinalizadoras da
resposta de defesa, como o acido salicilico - SA (Salicylic Acid), por exemplo,
também sao realizadas durante esse processo, esta imunizacdo se da de forma
sistémica e, por esta razdo, o fenbmeno é denominado de resisténcia sistémica
adquirida (MAUCH et al., 1992; OZERETSKOVSKAYA et al., 2004). A figura 1 ilustra,
resumidamente, algumas das principais etapas envolvidas no mecanismo de defesa
vegetal, indo desde o reconhecimento quimico do patdégeno, pela planta, até a
producdo de ROS, sintese de sinalizadores sistémicos de defesa, como SA,
alteracdo na expresséo génica e, por fim, o fendbmeno da SAR.
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Figura 1 — Interacdo entre o produto, AVR, do gene de aviruléncia do patégeno e o produto, R, do
gene de resisténcia da planta. Nesta interacdo, fendmenos como o acimulo rapido e transiente de
ROS, que culminardo no desencadeamento da resposta hipersensitiva (HR), estdo tipicamente
envolvidos. Além disso, moléculas capazes de se translocarem sistemicamente pelos tecidos
vegetais, como o0 acido salicilico (SA), também sdo acumuladas durante a interacdo, Avr - R.
Alteracdo na expresséo génica levando a sintese de proteinas de defesa e o estabelecimento de um
estado de imunidade sistémica caracterizam a SAR, que seria uma conseqiéncia final de todo o
processo. As pontuacdes amareladas destacadas pelo nimero 1, dentro de um quadrado, nas folhas

da planta da esquerda, sdo um sinal macroscopico tipico da HR.

Fonte: BAKER et al., 1997.



1.1.3 - As Proteinas Relacionadas a Defesa

Dentre as moléculas que sao induzidas durante a SAR estdo as PR- proteinas.
Estas proteinas foram originalmente observadas, na mesma época, por dois grupos
de pesquisa distintos quando trabalhavam com o tabaco (Nicotiana tabacum)
infectado com virus do mosaico do tabaco (Tobacco mosaic virus) (GIANINAZZI et
al., 1970; VAN LOON e VAN KAMMEN, 1970).

As PR-proteinas sao definidas como proteinas que s6 aparecem no vegetal
apos 0 mesmo entrar em condicdo de estresse ou que podem estar presentes nos
tecidos vegetais em condicdes normais (ndo estressantes), porém em niveis
reduzidos. Atualmente as PR-proteinas sdo divididas em 17 familias (Tabela 1),
muitas das quais sao formadas por enzimas hidroliticas capazes de degradar
componentes estruturais da parede celular de fungos e bactérias, como as (-1,3-
glucanases e quitinases. Além disso, enzimas relacionadas a lignificacdo da parede
celular vegetal, como algumas peroxidases, proteinas envolvidas no bloqueio e
inibicdo da atividade de enzimas proteoliticas (inibidores de proteases) e proteinas
com outras atividades voltadas para a defesa vegetal sdo também classificadas
como PR-proteinas (VAN LOON et al., 2006).

1.1.4 - Inibidores e Enzimas Proteoliticas de Plantas

1.1.4.1 - As enzimas Proteoliticas: Classificacdo e papéis bioldgicos

Antes de comecar a falar sobre os inibidores de proteases e sua acdo na
defesa vegetal € preciso que uma breve explanacdo sobre as proteases seja feita.
As enzimas proteoliticas, assim conhecidas por causarem digestdo de proteinas,
sdo genericamente denominadas de proteases ou peptidases. No entanto, o termo
protease nao define o padrdo de clivagem da ligacdo peptidica que a enzima
apresenta. Proteases que clivam ligacdes peptidicas internas de seus substratos
(endopeptidases) sdo chamadas proteinases, jA o termo protease tem sentido mais
amplo, englobando tanto endo como exopeptidases (LECAILE et al., 2002).



Tabela 1 — Familias de Proteinas Relacionadas a Patogéneses (PR-Proteinas)

Familia Membro Tipo Propriedades Simbolo do Gene Referéncia

PR-1 Tahaco PR-1a antifingica Yot Antoniw et 54, 1980

PR-2 Tabaco PR-1a F1,3-glucanase Yo, [ Gre2 (Gl ] Antoniw et @i, 1980
quitinase tipo 1,11,

FR-3 Tahaco P Q) W WLV Y3 Chiz Yan Loon, 1982

PR-4 Tabaco 'R quitinase tipo 1,11 Yhrd, Chid Yan Loon, 1982
semehante a

FR-3 Tabaco 5 taumatina s Yan Loon, 1982

PR-G Inibidor de Tomate 1 Inibidor de proteinase  ¥ers, A (RED Green e Ryan, 1972

Yera e Conejero,
PR-7 Tomate Py endoproteinase Yo 19323
PR-& Quitinase de Pepina quitinase tipa 111 Yt Chi Metraux et 3¢, 1988
Peroxidase formadora

PR-9 de lignina' de tabaco peroxidasze Yrd, Prx Lagrimini et 24, 1987
semehante a

PR-10 PR1' Salsa ribonuclease Yol Somssich et i, 1986

Quitinase 'Classe V'

PR-11 de Tabaco quitinase tipo I Y ll, Chic Melchers &t af, 1994

PR-12 Rs-&FP3 Radish defensina Yhr 12 Terras af o4, 1992

PR-13 THIZ.1 Arahidopsis tionina Yhri3 Thi Epple &t &4, 1995
proteina Transferidara Garcia-Olmedo et 2,

PR-14 LTP4 Cevads de lipidios Yhrid L 1995

PR-15 Ox0a Cevada oxidase do oxalato Yrls Zhang =t 34, 1995
semehante a oxidase

FR-16 DxOLP Cevada do oxalato jigatls) Wel et 2, 1993

PR-17 PRp27 Tabaco desconhecida Y7 COkushima et af, 2000

Fonte: VAN LOON et al., 2006



Com relacdo ao mecanismo de agao as proteases sao categorizadas em seis
grandes grupos: Proteases serinicas, cisteinicas, asparticas, treonina-proteases e
metalo-proteases. Além destas, a classificacdo da Unido Internacional de Biogquimica
propde a existéncia da sexta classe mecanicistica de proteases, que agruparia
proteases de “tipo desconhecido” (LECAILE et al., 2002, VAN DER HORN e JONES,
2004; DUBEY et al., 2007).

Apesar desta classificacdo em seis grupos as quatro primeiras classes,
proteases serinicas, cisteinicas, asparticas, e metalo-proteases sdo as melhor
estudadas (OLIVEIRA et al., 2003). A (Tabela 2) mostra, resumidamente, algumas
caracteristicas fisico-quimicas relativas a estas proteases e alguns de seus
principais membros representantes.

Estas quatro classes de proteases estdo envolvidas em diversos processos
fisiologicos em organismos dos mais variados reinos, desde 0s maiores e mais
complexos mamiferos a organismos mais “rudimentares” como fungos e bactérias.

Algumas funcgdes propostas e outras ja bem elucidadas para as proteases sao:
protedlise de proteinas defeituosas e processamento pos-traducional, mobilizacao
de proteinas de reserva do endosperma de sementes durante a germinacao
(OLIVEIRA et al.,, 2003; PERNAS et al., 1998; SANTINO et al., 1998; XAVIER-
FILHO, 1992), digestdo de proteinas da alimentacdo (LAWRENCE e KOUNDAL,
2002), atuacdo em alguns aspectos do mecanismo de defesa vegetal (VAN DER
HORN e JONES, 2004; HSIANG e GOODWIN, 2006), ativacdo do processo de
morte celular programada em animais e da resposta hipersensitiva em vegetais
(DENAULT e SALVESEN, 2002; HOORN e JONES, 2004), participagdo em
processos inflamatérios, na regulacdo da coagulacdo sanguinea e no

processamento hormonal (IVANQV et al., 2006) etc.
1.1.4.2 - Os Inibidores de Proteinases: Caracterizacao e Classificagéo
A atividade das enzimas proteoliticas precisa e € regulada por acdo de

moléculas inibidoras que, ao se complexarem com estas, formam complexos parcial
ou totalmente inativos (HABIB e FAZILI, 2007).



Tabela 2 — Principais Grupos de Proteinases

PROTEINASE GRUPO DO SITIO ATIVO pH OTIMO PROTEINAS REPRESENTANTES

Proteinases Serinicas Ser, His 7a9  Tripsina, Quimiotripsina, Elastase, Catepsina G

Proteinases Cisteinicas Cys 4a7 Papaina, Ficina, Bromelaina, Ananaina, Catepsinas (+) B, C,H,K,L,0,Se W
Proteinases Asparticas Asp, Try <b  Catepsinas D & E, Renina e Pepsina

Metalo-Proteinases lon Metalico 7a9 Carboxipeptidases A e B e Aminopeptidases

Fonte: Oliveira et al., 2003



Pelo menos uma categoria de inibidor proteinaceo tem sido prontamente
identificada para cada tipo ou classe mecanicistica de enzima proteolitica existente.
Dessa forma, este € um dos critérios pelos quais os inibidores de proteases podem
ser classificados. Contudo, esta propriedade isolada ndo é suficiente para
classificagcdo dos inibidores, sendo, portanto, apenas um dos variados parametros
utilizados nesta classificagao (HABIB e FAZILI, 2007).

Nesta discussdo, maior énfase sera dada aos inibidores de proteinases
cisteinicas, comumente denominados cistatinas, alvo maior do presente trabalho.

O termo cistatina refere-se a uma superfamilia de inibidores de proteinases
cisteinicas que compreende grande numero de proteinas homélogas ativas contra
proteinases da familia da papaina ou membros relacionados, sendo amplamente
distribuidos entre plantas, animais e microrganismos (GRUDKOWSKA e
ZAGDANSKA, 2004). A primeira cistatina descrita foi a cistatina da clara do ovo, em
1960. Hoje, representantes variando desde os encontrados nos protozodrios até os
de mamiferos sdo conhecidos. Estas proteinas foram inicialmente classificadas em
trés grandes subfamilias. As cistatinas pertencentes a classe |, denominadas de
ESTEFINAS, sado proteinas de aproximadamente 100 residuos de aminoécidos, que
nao possuem pontes dissulfeto nem residuos de carboidratos, sendo tipicamente
localizadas no citosol. Cistatinas pertencentes a classe Il, denominadas de
CISTATINAS, apresentam, em média, 120 residuos de aminoacidos, sdo formadas
por duas pontes dissulfeto e apresentam um peptideo sinal para enderecamento
extracelular. Do tipo Ill, conhecidas como CININOGENIOS ou QUININOGENIOS,
sdo glicoproteinas divididas em trés subgrupos. Quininogénios de elevada massa
molecular, apresentando cerca de 120 KDa, de baixa massa molecular, variando
entre 60 e 80 KDa e os quininogénios tipo T, com massa molecular de 68 KDa.
Estas proteinas possuem trés dominios “semelhante-cistatina tipo II” repetidos
sendo que apenas dois sdo, contudo, capazes de inibir proteinases cisteinicas.
Podem ser secretadas e possuem participagdo no processo de coagulacao
sanguinea (BARRET, 1987; OLIVEIRA et al., 2003, DUBIN, 2005, HABIBI e FAZILI,
2007).

Uma quarta subfamilia de inibidores, FITOCISTATINAS, que engloba quase

todos os inibidores de proteinases cisteinicas descritos em plantas, foi



posteriormente proposta. Esta subfamilia, por sua vez é subdividida em duas
classes. Inibidores de baixa massa molecular (tipo 1, ou de Unico dominio), que
inclui a maioria das fitocistatinas descritas e purificadas e inibidores de elevada
massa molecular, ou tipo Il, multiplos dominios. Neste ultimo grupo as multicistatinas
da batata (WALSH e STRICKLAND, 1993) e do tomate (WU e HAARD, 2000;
BOLTER, 1993) que apresentam varios sitios de interacdo com a papaina (multiplos
dominios), sdo enquadradas. Neste caso, uma unica molécula de inibidor é capaz de
interagir com e inibir varias moléculas de papaina e/ou proteases relacionadas a
mesma.

Algumas das principais caracteristicas fisico-quimicas compartilhadas entre
as fitocistatinas incluem semelhancas com cistatinas animais pertencentes as
classes | e Il. Dentre estas caracteristicas, auséncia de residuos de cisteina livre e,
consequentemente, auséncia de pontes dissulfeto, auséncia de residuos de
carboidratos, baixa massa molecular, em torno de 11,0 a 20 KDa e presenca de um
unico dominio (fitocistatinas tipo 1) (OLIVEIRA et al., 2003), sdo algumas que podem
ser citadas.

Além disso, outras caracteristicas como, boa tolerancia a elevadas
temperaturas (SANTINO et al.,, 1998; OLIVEIRA et al., 2003) e a presenca das
sequéncias de aminoéacidos, (Glu-Val-Val-Ala-Gly), tipica das cistatinas animais e
(Leu-Ala-Arg-Phe-Ala-Val-X-Glu-His-Asp), ausente nas cistatinas animais, porém
bastante conservada entre as fitocistatinas (XAVIER-FILHO, 1992; OLIVEIRA et al.,
2003; MOSOLOV e VALUEVA, 2004) também caracterizam esta familia de
inibidores.

1.1.4.2.1- Papéis Bioldgicos e Expresséo Heterdloga de Fitocistatinas

O potencial das fitocistatinas como importantes moléculas do mecanismo de
defesa vegetal tem sido um dos maiores estimulos impulsionadores para o
desenvolvimento de pesquisas visando sua purificacdo e caracterizacdo fisico-
guimica e bioldgica, clonagem molecular e expressao heteréloga. Em verdade a
literatura corrente esta repleta de trabalhos que abordam esse tema (ABE et al.,
1987; KOUZUMA et al., 1996; PERNAS et al.,, 1998; SANTINO et al.,, 1998;
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AKPINAR e AN, 2005; YANG e YEH, 2005; GIANOTTI et al., 2006). Contudo, a idéia
de fitocistatinas como proteinas de defesa ndo é tdo antiga, se comparada as
especulacdes a respeito da participacdo dos inibidores de tripsina da soja na defesa
do vegetal. Alguns dados remontam da década de 40, mais especificamente, ano de
1947, quando Mickel e Standish observaram que as larvas de certos insetos nao se
desenvolviam normalmente sobre produtos da soja. Posteriormente, foi mostrado
gue os inibidores de tripsina presentes na soja é que eram o0s fatores antinutricionais
gue estavam prejudicando as larvas de Tribolium confusum (LIPKE et al., 1954). Em
alguns casos a administragédo alimentar destes inibidores parece induzir aumento na
producdo de enzimas proteoliticas nos individuos alimentados, acarretando
deficiéncia de aminoacidos sulfurados, nos mesmos, que serdo drenados para a
sintese de novo destas enzimas (SHULKE e MURDOCK, 1983).

Com relagcéo aos organismos para 0s quais as fitocistatinas tém-se mostrado
efetivamente ativas, um grande numero de trabalhos se concentra em cima de
insetos-praga herbivoros, principalmente devido ao fato destes animais utilizarem
dieta baseada no recrutamento de enzimas proteoliticas, particularmente as
proteinases cisteinicas, durante o processo de digestdo dos alimentos (ZHAO et al.,
1996; ARAI et al., 2002; AGUIAR et al., 2006, HABIBI e FAZILI, 2007).

Estes inibidores podem atuar reduzindo, completa ou parcialmente, a
atividade de enzimas proteoliticas presentes no intestino de insetos, nematoides, ou
até mesmo, secretadas por microrganismos, e, desta forma, reduzir o aporte de
aminoacidos a estes organismos que necessitam destas proteases ativas para
completarem seu ciclo de vida sobre o hospedeiro (LAWRENCE e KOUNDAL,
2002). Alem dos insetos, trabalhos com nematoides, especialmente fitonematoéides
pertencentes aos géneros Meloidogyne, Heterodera e Globodera, e fungos
fitopatogénicos tém demonstrado o potencial das fitocistatinas no biocontrole de
pragas (URWIN et al., 1995; VAIN et al., 1998; JOSHI et al., 1998; PERNAS et al.,
1999). A expressédo heterologa da fitocistatina do arroz (orizacistatina) nas células
localizadas nos sitios de alimentacdo de nematdides pertencentes as espécies
Meloidogyne incognita e Globodera pallida foi capaz de conferir de 70 + 4 a 67 + 9
%, respectivamente, de resisténcia a plantas de batata a estes nematdides (LILLEY
et al., 2004).
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Como as proteinases cisteinicas ndo fazem parte do pool de enzimas
proteoliticas que atuam na digestdo das proteinas da dieta alimentar, de seres
humanos e outros vertebrados, estando mais envolvidas em outros processos
celulares (OLIVEIRA et al., 2003) a producdo e comercializacdo de plantas
transgénicas expressando fitocistatinas, aparentemente, parece ser uma estratégia
viavel (ATKINSON et al, 2004). No entanto, estudos mais aprofundados
investigando o papel destas proteinas na defesa vegetal e a possivel ocorréncia de
reacoes cruzadas com proteases de mamiferos, quando da sua expressao
heterdloga, séo indispensaveis.

7

Além disso, € importante que se tenha em mente que a natureza muitas
vezes é capaz de driblar determinadas situacdes. Fato que tem ocorrido com
insetos, onde os efeitos deletérios oriundos da administracdo de dieta baseada em
fitocistatinas e também inibidores de alfa-amilase, além de outros, foram, em alguns
casos, compensados pelos animais que se adaptaram prontamente aquela
condicdo, seja pelo uso de outras classes de enzimas proteoliticas na dieta, pela
sintese de novas proteases, refratarias a acdo dos inibidores testados, ou ainda,
pela sintese de proteases capazes de degradar estes inibidores (BRITO et al., 2001;
ZHU-SALZMAN et al., 2003). O que reforca mais ainda a necessidade de que

aprofundamentos nas pesquisas relacionadas a este tema sejam realizados.

1.1.4.3- Purificacao

Com relacdo a purificacdo de fitocistatinas a maioria dos trabalhos se
concentram nos 6rgaos de reserva, como sementes e tubérculos (BRZIN et al., 1998;
PERNAS et al., 1998; ARAI et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2000) e em folhas (DIOP
et al., 2004; WU e HAARD, 2000). Porém, com relacéo a raizes, 6rgao de estudo do
presente trabalho, nenhum dado de purificagdo de fitocistatinas, até o momento, foi

publicado!
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1.2 - Feijao-de-corda: Classificacdo Botanica e Importancia Econdmica

O género Vigna familia Fabacae é composto de mais de 200 espécies nativas
das regides quentes do velho e novo mundo. Vigna esta intimamente relacionado ao
género Phaseolus, o qual € formado por cerca de 20 espécies tipicas das regides
tropicais do planeta. Algumas espécies, antes classificadas como pertencentes ao
género Phaseolus, estdo hoje enquadradas no Vigna. Este género compreende
varias espécies de grande importancia econémica para as sociedades dos paises
em desenvolvimento, dentre as quais, [Vigna unguiculata (L.) Walpers], [V. radiata
(L.) Wilczek] e [V. mungo (L.) Hepper] sdo as principais, constituindo fonte
alimenticia fundamental para milhdes de pessoas (FERY, 2002). Nesta discusséo
destaque sera dado a espécie de estudo do presente trabalho, [V. unguiculata (L.)
Walpers] (Figura 2).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial desta espécie de feijao (depois
de Nigéria e Niger), com aproximadamente 30 milh6es de consumidores (EMBRAPA,
2007).

Os brasileiros conhecem a leguminosa V. unguiculata por diferentes nomes,
como: Feijao-de-corda, caupi (derivado do Inglés “cowpea”), feijjdo macassar, feijao-
da-colénia, feijao-de-praia, feijdo-miado, feijdo-fraudinho, além de varias outras
denominacbes, dependendo da regido onde é cultivado (PIO-RIBEIRO e ASSIS
FILHO, 1997).

Do ponto de vista de classificacdo taxonémica a espécie V. unguicuata € uma
leguminosa dicotiledbnea, pertencente a ordem Fabales, familia Fabaceae,
subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinae, género Vigna e
se¢do Caating (VERDCOURT, 1970; PADULOSI e NG, 1977; MARECHAL et al.,
1978; FREIRE-FILHO, 1988).

Os gréaos secos do feijdo-de-corda representam a principal forma de consumo
da planta, no entanto, folhas (em muitas partes do leste da Africa, continente de
onde a planta foi originada), sementes frescas (no sudeste dos Estados Unidos e
Senegal) e vagens frescas verdes (em regides timidas da Asia e do Caribe) também
sao consumidas (EHLERS e HALL, 1997).

13



Figura 2 - Desenho esquematico de uma planta de feijao-de-corda [V. unguiculata (L.) Walpers].
Notar a anatomia de vagens e flores, tipicas de plantas leguminosas e os rizébios fixadores de N,
associados as raizes (Retirado de http://www.iita.org/cms/articlefiles/269-cowpea.jpg).



Dentre as principais caracteristicas do feijao-de-corda, seu elevado contetdo
protéico, associado a boa capacidade de fixagdo de nitrogénio, boa tolerancia as
condicbes de baixa disponibilidade de agua nos solos e altas temperaturas,
condicOes tipicas das regibes semi-aridas do nordeste do Brasil, sdo algumas das
que podem ser citadas. Trata-se de um alimento basico para a populagdo e
representa principal cultivo na maioria dos municipios das regides Norte e Nordeste
do pais, constituindo a principal fonte de proteinas de origem vegetal nessas regides
(ARAUJO e WATT, 1988).

No entanto, apesar desta boa capacidade de tolerdncia a diferentes
condicOes estressantes, parte da produtividade do feijao-de-corda, € ameacada pela
acdo de fitopatdbgenos como virus, fungos, bactérias e fitonematdides (FREITAS et
al., 1999).

Com relagdo aos nematoides, mais de 30 espécies foram identificadas como
sendo parasitas do feijao-de-corda, sendo destacados os géneros Meloidogyne,
Pratylenchus e o nematoide reniforme, Rotylenchulus reniformes.

Dentro do género Meloidogyne, as espécies Meloidogyne incognita Kofoid &
White e Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood tém sido descritas como as mais
importantes (FREITAS et al.,, 1999, SILVA, 2000, FREIRE-FILHO et al., 2005),

sendo, portanto, responsaveis pelos maiores danos a cultura.

1.3 - Nematoides: Biologia e Importancia Econdmica

Os nematodides representam importante e numeroso filo (Nematoda) de
microrganismos multicelulares de tamanho e forma variados e compreendem o
grupo com maior numero de espécimes dentre os animais multicelulares (YEATES
et al., 1993).

Podem ser de vida livre ou parasitas animais e vegetais (MAGGENLI, 1981).
Os nematodides parasitas de plantas, também denominados fitonematoides, sao
divididos em dois grandes grupos principais. Nematoéides ectoparasitas (importantes
vetores de virus) e nematoides endoparasitas que, por sua vez, sdo subdivididos em
nematoides migradores e sedentarios (WILLIAMSON e HUSSEY, 1996).
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Dentre os nematdides sedentarios destaque é dado a familia Heteroderidae a
qual compreende dois importantes tipos de fitonematdides. Os nematdides
formadores de cistos, géneros Heterodera e Globodera e os nematdides formadores
de galhas, género Meloidogyne (WILLIAMSON e HUSSEY, 1996). Este ultimo grupo
de fitonematdides recebera mais énfase e detalhamento na discussao que segue no
proximo paragrafo.

Os nematoides formadores de galhas, como o préprio nome diz, induzem a
formacdo de tumores nas raizes das plantas hospedeiras, comumente denominados
de galhas (Figura 3). No interior destas galhas, um verdadeiro abrigo para os
parasitas, fémeas alimentam-se ativamente do conteudo citoplasmatico das células
que cercam sua regiao anterior. O local onde ha o intimo contato entre a regido
anterior da fémea e as células que estdo nutrindo-a € denominado sitio de
alimentacdo (WYSS et al.,, 1992, WILLIAMSON e HUSSEY, 1996; GHEYSEN e
FENOLL, 2002; DAVIS et al., 2004). O conhecimento do ciclo de vida do nematdide
das galhas € um requisito basico para melhor compreensdao de como o verme
parasita a planta hospedeira até levar a formacdo das galhas e do sitio de
alimentagao.

Inicialmente, ainda dentro do ovo, o individuo jovem, denominado juvenil de
primeiro estagio (J1) sofre uma ecdise, dando origem ao estagio infectivo
denominado J2 ou juvenil de segundo estagio. O J2, ao eclodir, tem a capacidade de
detectar sinais quimicos que eventualmente venham a ser liberados por raizes de
uma potencial planta hospedeira, por meio de 6rgdos quimiorreceptores, como 0S
anfideos, por exemplo, localizados em sua extremidade anterior (PERRY, 1996).
Uma vez captados os sinais, 0 J2 inicia um processo de migracao até a raiz e, por
meio de varias proteinas, algumas sintetizadas e liberadas pelas suas glandulas
esofagianas, da inicio ao processo de degradacao da parede da célula localizada no
local da penetracao (MAI e NULLIN, 1996).

Ao atingir a regido da raiz que servira de sitio de alimentacédo o J2 perfura a
membrana plasmatica da célula hospedeira e, por meio de estrutura retratil
especializada em forma de tubo, denominada estilete, inicia uma série de atividades
que envolvem, tanto a retirada de nutrientes como também a injecdo de substancias

secretadas pelas glandulas esofagianas. Como consequéncia, as células do cilindro
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Figura 3 - Sistema radicular de plantas de feijao-de-corda, genétipo TE 97 411 1-E, susceptivel a M.
incognita. As plantas das figuras acima foram cultivadas e inoculadas com M. incognita raga 1, em
nosso laboratério. Notar as regifes drasticamente espessadas, galhas, que caracterizam a infeccao
por nematéides do género Meloidogyne (A). Detalhe de uma regido da raiz evidenciando a presenga

de varias galhas amontoadas (B).
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vascular, adjacentes a cabeca do juvenil, sofrem cariocinese sem, no entanto,
passarem pela citocinese, tornando-se, portanto, multinucleadas. Além disso, outras
alteracdes nestas células incluem seu aumento de tamanho e por isso elas séo
denominadas de células gigantes. Ainda por influéncia dos sinais do J2 as células do
cortex radicular, situadas ao redor do corpo do verme, multiplicam-se
desordenadamente originando as galhas. O J2 se torna entdo sedentario e passa
por mais ecdises dando origem aos estagios J3, J4 e individuo adulto
(WILLIAMSOM e HUSSEY, 1996; BEZAWADA et al., 2003; FREIRE-FILHO et al.,
2005; JAUBERT et al., 2005).

O individuo adulto pode ser de vida livre, no caso dos machos, e deixar a raiz
ou endoparasita sedentario, como ocorre com as fémeas. Estas sé&o
morfologicamente bem distintas do J2, apresentando o corpo em forma de péra e
com coloracao branco-leitosa. Normalmente as fémeas ficam inseridas na raiz com o
estilete posicionado em direcdo as células gigantes, sendo protegidas pela galha
(ABAD et al., 2003).

Ao final do ciclo as fémeas dao inicio a secrecdo de uma massa mucilaginosa,
pelas glandulas anais, a qual envolvera e protegerd os ovos que ali serdo
depositados. Normalmente esta massa de ovos fica aderida a regido posterior da
fémea sendo, porém, exposta para fora da galha, enquanto que a fémea permanece
inserida no seu interior (MAI e NULLIN, 1996; FREIRE-FILHO et al., 2005).

Importante notar quéo surpreendente € a interacdo entre estes nematdides e
suas plantas hospedeiras, uma vez que estes pequenos vermes desenvolveram, ao
longo de sua evolugcdo, a capacidade de orquestrar um elaborado sistema
parasitario capaz de manipular a regulacdo da expressdo de alguns genes e,
consequentemente, parte do metabolismo vegetal em funcdo de sua sobrevivéncia
(VANHOLME et al., 2004).

Em verdade, nematoides formadores de galhas e nematdides de cisto foram
capazes de regular positivamente, em plantas de tabaco, a expressdo de cinco
genes responsaveis pela codificacdo de diferentes isoformas de (3-1,4-glucanases da
planta, numa interacdo compativel. Os autores confirmaram, neste trabalho, que a
inducdo da expressdao destes genes pelos nematdides favorece o0 seu
estabelecimento e ainda especulam que muitas das alteragbes nas paredes
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celulares da planta hospedeira podem ser atribuidas mais a acdo das enzimas da
propria planta, sob influéncia de sinais do nematoéide, do que mesmo devido a uma
acao direta do parasita (GOELLNER et al., 2001).

Como consequéncia final deste processo parasitario, além das tipicas galhas,
sintomas semelhantes a deficiéncia nutricional e de nitrogénio como clorose, murcha
da parte aérea, consideravel queda na produtividade, susceptibilidade a outras
pragas e, em situacdes mais severas, morte do vegetal, séo tipicamente observados
em plantas hospedeiras (GRUNDLER e BOCKENHOF, 1997; FREITAS et al., 1999,
FREIRE-FILHO et al., 2005).

Em termos numéricos, os danos econbmicos causados por nematodides,
particularmente aqueles pertencentes ao género Meloidogyne, sdo estimados com
sendo da ordem de 100 bilhdes de ddlares por ano (LILLEY et al., 1999, RIPOLL et
al., 2003).

Tendo em vista o intrincado mecanismo, acima exposto, que envolve as
interacbes planta-nematodide torna-se claro quéo complexo também deve ser o
mecanismo de controle destes parasitas. Principalmente por que eles ficam situados
no solo e no interior das raizes, locais onde os nematicidas comuns tém dificuldade
de chegar (CHITWOOD, 2002). Em adi¢cdo, ndo se pode desprezar os dados que
mostram 0s sérios danos a saude e ao meio ambiente, além dos prejuizos
econdbmicos, advindos da utilizacdo continua, ndo s6 de nematicidas, mas de
pesticidas em geral (BAKER et al., 1997).

Desta forma, medidas de controle urgentes necessitam ser desenvolvidas, por
isso é importante que pesquisas que almejem a descoberta de estratégias
alternativas de controle destes importantes patdgenos vegetais sejam incentivadas e

prontamente executadas.
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2.0 - Observacdo Biol6gica

Durante seu trabalho de Doutorado, ANDRADE (2003) verificou que o
gendtipo de feijdo-de-corda, CE-31, popularmente conhecido como Pitilba, se
mostrou altamente resistente ao ataque do nematdide das galhas, Meloidogyne
incognita.

Tendo em vista a importancia econémica dos nematoides pertencentes ao
género Meloidogyne para a agricultura mundial e, levando em consideracdo os
dados de ANDRADE (2003), que apontaram os inibidores de proteinases cisteinicas
de raizes do genotipo de feijdo-de-corda utilizado em seus experimentos, como um
dos fatores que contribuiram com a resisténcia da planta ao nematodide, o presente
trabalho objetivou avaliar a acdo de fragcdes enriqguecidas em inibidores de
proteinases cisteinicas, extraidas deste mesmo gendétipo de feijdo-de-corda, sobre
nematoéides da espécie M. javanica, raca 1.

A utilizacdo do feijdo-de-corda como modelo de estudo é decorrente da sua
grande importancia econdmica e alimenticia, especialmente, para o povo do
nordeste brasileiro, além do fato desta cultura, como j& enfatizado na introducéo,
sofrer perdas consideraveis devido ao atague de nematdides do género

Meloidogyne, particularmente, pelas espécies, M. incognita e M. javanica.
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3.0 - Objetivos

3.1 - Objetivo Geral

Avaliar, o potencial de inibidores de proteinases cisteinicas presentes em
raizes de feijdo-de-corda como possiveis moléculas de defesa da planta contra o

nematdide das galhas, Meloidogyne javanica, raca 1.

3.1.2 - Objetivos Especificos

Estabelecer um protocolo de extracao, fracionamento com sulfato de amonio
e purificacdo parcial de inibidores de proteinases cisteinicas de raizes de feijao-de-
corda;

Investigar os efeitos de fragdes enriquecidas em inibidores sobre a mobilidade
de J2 de M. javanica, raca 1, bem como o possivel efeito nematicida destas fracdes;

Avaliar a possivel interacdo entre proteinas presentes em determinadas
fracOes, ricas em inibidores de proteinases cisteinicas, e estruturas de J2 de M.

javanica, raca 1.
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4.0 - Materiais

4.1 - Sementes

Sementes de feijdo-de-corda [V. unguiculata (L.) Walp.], genotipo CE-31
(Pitiba), foram gentilmente cedidas pelo banco de sementes da Universidade
Federal do Cearad (UFC). Em todos os experimentos aqui descritos sementes das
safras de 2006 e 2007 foram utilizadas. Estas sementes foram multiplicadas na
Horta do Departamento de Agronomia da UFC e estavam armazenadas em camara
fria a temperatura de 10°C

4.2 - Obtencdo dos Nematoides

Nematoides do género Meloidogyne, espécie M. javanica raca 1 foram

gentilmente cedidos pelo Instituto Agronémico do Parana (IAPAR).

4.3 - Reagentes Quimicos

Acido cloridrico, acido etileno diamino tetraacético (EDTA), &cido etileno glicol
bis (b-amino etilenoéter) tetracético (EGTA), acido trifluoracético (TFA), acido
fosforico, acrilamida, albumina sérica bovina (BSA), azida sodica, azul brilhante de
coomassie G e R, azul de bromofenol, bicarbonato de sdédio, N,N-metileno-
bisacrilamida, carbonato de sédio anidro, cloreto de sédio (NaCl), ditiotreitol (DTT),
dodecil sulfato de sodio (SDS), p-dimetilaminocianamaldeido (DMACA), etanol,
fosfato de sodio, fucsina acida, glicerol, glucose, hipoclorito de sodio, isotiocianato
de fluoresceina (FITC), B-mercaptoetanol, metanol, nitrato de prata, persulfato de
amonio, sulfato de amoénio, N, N, N’, N'- tetrametiletilenodiamino (TEMED), tris-HCI,
triton X-100, foram obtidos da Sigma Chemical Co., St. Louis USA.

Acetonitrila foi obtida da Tedia e a gelatina e demais reagentes utilizados em

outras técnicas foram de grau analitico e obtidos comercialmente.
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5.0 - Métodos

5.1 - Plantio, Extracdo de Proteinas e Deteccdo de Inibidores de Proteinases

Cisteinicas

5.1.1 - Assepsia das Sementes, Condi¢des de Plantio e Coleta

Sementes homogéneas quanto a caracteristicas como: tamanho, cor e
conformacao foram selecionadas e submetidas a assepsia superficial com solucéo
de hipoclorito de sodio contendo 0,025% de cloro ativo por 1 minuto. Logo em
seguida estas sementes foram mergulhadas em agua destilada para remocdo do
hipoclorito de sodio.

Areia retirada de leito de rio, previamente lavada e autoclavada a pressao de
9,8 x 10* Pascal e temperatura de 121 °C por periodo de 30 minutos foi utilizada
como substrato. Esta areia foi adicionada a potes plasticos de, aproximadamente, 1
litro de volume os quais foram dispostos em casa de vegetacdo. Nos vinte minutos
gue precederam a semeadura, as sementes foram embebidas em agua destilada.
Esta pré-hidratacdo de vinte minutos foi utilizada como condi¢cao essencial para que
a semente iniciasse a germinacgao e se desenvolvesse normalmente.

Durante periodo que precedeu a germinacao, que leva em torno de um dia e
meio a dois dias, para o genotipo CE-31, as plantulas foram regadas apenas com
agua destilada. No terceiro dia apds germinacdo a aplicagdo de solugdo nutritiva de
HOAGLAND e ARNON (1950), modificada de acordo com SILVEIRA et al., (2001) foi
iniciada, primeiramente, numa forma 10 vezes diluida da solucéo padrao seguida de
solucéo diluida 5x, 2x e, finalmente, na concentracédo normal.

Vinte dias apés plantio, 20 DAP, as raizes foram coletadas e lavadas para
remocao de residuos do solo, bem como, de rizobios sendo, em seguida, secas e
submetidas a pesagem. Este material foi armazenado em ultra freezer a temperatura
aproximada de - 85 °C, onde permaneceu até o0 momento das extracoes.

Normalmente os plantios renderam, em média, 1650 g de raizes, o
equivalente a, aproximadamente, 600 plantas de feijao-de-corda (Figura 4).
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Figura 4 - Plantio de feijdo-de-corda [V. unguiculata (L.) Walp.], gendétipo CE-31, em casa de

vegetacao. As plantas da figura apresentam vinte dias de idade.
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5.1.2 - Obtencgao dos Extratos Totais

Numa extracao tipica, lotes de aproximadamente 50, + 1,5 g, de raizes foram
separadamente submetidos a trituracdo na presenca de nitrogénio liquido até
obtencdo de uma fina farinha. A esta farinha tampéao fosfato de sédio 0,05 M, pH
7,21, foi adicionado seguindo proporgéo de 1:3 (m/v). Esta mistura foi manualmente
agitada em almofariz de porcelana com auxilio de pistilo sob banho de gelo
(temperatura aproximada de 6, + 2 °C) por periodo de quinze minutos.

Os extratos provenientes destes lotes de 50 g foram reunidos perfazendo um
anico extrato que foi filtrado em tecido de trama fina e submetido a centrifugacéo a
3700 g, 4 °C por 48 minutos (centrifuga Sorval RC 5B plus, rotor GSA). O
sobrenadante foi coletado e dialisado exaustivamente contra o tampéao de extracao.
Ao final das dialises o extrato foi fervido por cinco minutos e novamente centrifugado
nas mesmas condigcbes acima descritas. Esta preparacao final foi utilizada nos
passos posteriores de deteccdo de inibidores de proteinases cisteinicas e obtencao

de fracOes enriquecidas em inibidores.

5.1.3 - Experimentos Preliminares

Antes que a metodologia empregada na purificacdo dos inibidores, a qual
envolveu fracionamento com sulfato de amoénio e passos cromatograficos, seja
relatada, a descricdo de experimentos pilotos realizados com o objetivo de se
determinar parametros como: 1) tampao de extracdo; 2) temperatura e tempo de
aguecimento das amostras e 3) tempo de plantio e coleta de raizes, sera, em

seguida, feita.
5.1.3.1 - Temperatura e Tempo de Aquecimento dos Extratos Totais

Um dos grandes problemas envolvidos na purificacdo e dosagem de
inibidores de proteases é a possivel interferéncia que proteases enddgenas do

material de extracdo, seja ele, folhas, sementes, tubérculos, raizes etc., possam

exercer sobre estas determinacdes.
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Desta forma, tendo como base a grande estabilidade térmica apresentada por
inibidores de proteases ja bastante relatada na literatura corrente, aquecimento
prévio dos extratos totais por tempo e temperatura predefinidos representa
importante passo no processo de purificacdo, pois, aléem da eliminacdo de enzimas
proteoliticas enddgenas, outras proteinas, que nao resistem ao processo de fervura,
podem precipitar, fato que otimiza o processo de purificagdo. No entanto, é preciso
que a temperatura e o tempo de aquecimento que nao desnaturam os inibidores
sejam prontamente estabelecidos.

Neste experimento, sementes de feijdo-de-corda, gendtipo CE-31, obtidas
conforme descrito no item 4.1 e tratadas como descrito no subitem 5.1.1 foram
plantadas, em casa de vegetacédo, em potes plasticos contendo areia de leito de rio
lavada e autoclavada nas mesmas condicGes descritas neste subitem. No periodo
de 11 (onze) dias ap0s plantio (DAP) as raizes foram coletadas, lavadas, secas e
pesadas (ver subitem 5.1.1).

A extracao de proteinas foi realizada na presenca de tampéo fosfato de sodio
0,05 M, pH 7,21, seguindo proporcéao de 1:3 (m/v). As temperaturas e tempos de
aguecimento variaram entre 60, 70, 80, 90 e 96 + 2 °C (temperatura de fervura)
pelos periodos de 5 (cinco), 10 (dez), 15 (quinze) e 20 (vinte) minutos,
respectivamente.

Importante salientar que para realizacdo deste primeiro preliminar o tampéo
de extracdo, fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,21, foi utilizado, com base em muitos
trabalhos que relatam a purificagdo de inibidores de proteinases cisteinicas os quais
utilizam, durante as extracdes, tampdes com zona de tamponamento proximo da
neutralidade, pH ~ 7,0. Entretanto, como ja citado, uma vez estabelecidos tempo e
temperatura de aquecimento dos extratos totais, experimentos posteriores avaliando
sete faixas de pH diferentes na extracdo dos inibidores foram conduzidos. Com
relacdo ao tempo de onze dias de plantio este periodo foi escolhido tendo como
base a expansdo do primeiro par de folhas secundarias, que, para o gendtipo
trabalhado, ocorre aproximadamente aos 11 DAP. Contudo, experimentos de
avaliacdo dos niveis de inibidores de proteinases cisteinicas, ao longo do tempo,

com periodo maximo de vinte e cinco dias de plantio, também foram realizados.
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Como é possivel observar, por se tratarem de muitas variaveis, algumas destas
tiveram de ser, inicialmente fixadas.

Os parametros avaliados nestes experimentos preliminares foram: proteinas
sollveis totais e atividade inibitéria de proteinases cisteinicas por miligrama de

proteina - atividade especifica (UAI/mgP).

5.1.3.2 - Tampao de Extracao

Os plantios foram realizados como descrito nos itens anteriores, sendo o
periodo de coleta, 0 mesmo utilizado para determinagédo da temperatura e tempo de
fervura, ou seja, 11 DAP.

As extracOes foram realizadas de acordo com o subitem 5.1.2. Os tampdes
avaliados foram: glicina-NaOH 0,05 M, pH 2,1; glicina-NaOH 0,05 M, pH 3,0; acetato
de sédio 0,05 M, pH 5,2; fosfato de sodio 0,05 M, pH 6,0; fosfato de sédio 0,05 M,
pH 7,21, tris-HCI 0,05 M, pH 8,1 e glicina-NaOH 0,05 M, pH 9,8.

ApOs obtencdo dos extratos totais, estes foram aquecidos por tempo e
temperatura preestabelecidos (subitem 5.1.3.1), centrifugados nas mesmas
condi¢cbes descritas no subitem 5.1.2 e, finalmente, utilizados para dosagem de
proteinas solUveis totais e atividade inibitoria de proteinases cisteinicas, subitens
5.1.4 e 5.1.5, respectivamente.

Antes da dosagem de atividade inibitdria de proteinases cisteinicas nos
diferentes extratos, a analise da possivel interferéncia que, os diferentes tampdes
usados nas extracfOes, per si, poderiam exercer sobre a atividade da papaina
(proteinase cisteinica comercial usada na dosagem de inibidores, ver subitem 5.1.5
para mais detalhes), foi averiguada, por meio da incubacéo de diferentes aliquotas
dos diferentes tampdes com papaina, sem extratos de raizes. Estes preliminares
foram realizados com o objetivo de que os tampdes que, possivelmente tivessem
alguma interferéncia na dosagem de inibidores de proteinases cisteinicas, fossem
excluidos dos experimentos posteriores.

Quando os extratos obtidos com os diferentes tampdes foram testados quanto
a capacidade de inibicdo da atividade papainasica, os parametros avaliados foram:

atividade inibitéria de proteinases cisteinicas por mililitro de extrato por minuto
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(UAI/mL.mL™), atividade especifica (UAI/mgP) e atividade inibitéria por grama de
massa fresca de raiz (UAI/gMF raiz). Além disso, a dosagem de proteinas solluveis
totais também foi realizada.

Nas determinacdes de atividade inibitoria, aliquotas variando de 0 a 120 uL de
extratos totais foram incubados com volumes predeterminados de papaina,
baseados em curvas de atividade da protease, previamente realizadas, para

construcéo de diferentes curvas de inibicdo da atividade da enzima.

5.1.3.3 - Tempo de Coleta

Uma vez determinados, que tampdao utilizar durante a extracdo e qual
temperatura e tempo de aquecimento dos extratos totais, a analise dos niveis de
inibidores de proteinases cisteinicas, ao longo do tempo, foi o Ultimo preliminar
realizado, com o objetivo de que curvas de atividade inibitéria fossem estabelecidas
na busca do tempo de coleta que proporcionasse maior rendimento protéico. Para
tanto, experimentos preliminares consistindo no plantio de sementes de feijao-de-
corda, CE-31, em casa de vegetacdo, conforme j& descrito nos itens anteriores e
coleta de raizes nos periodos de tempo de 10 (dez), 15 (quinze), 20 (vinte) e 25
(vinte e cinco) DAP foram realizados.

O tampao utilizado nas extracbes foi aquele selecionado por meio dos
experimentos descritos no subitem 5.1.3.1, e a temperatura e tempo de aguecimento
utilizados, foram aqueles estabelecidos nos experimentos descritos no subitem
5.1.3.2. Os extratos totais foram realizados como descrito no subitem 5.1.2.

ApOs obtencdo dos extratos totais, tanto a dosagem de proteinas soluveis
como a determinacao da atividade inibitoria, em todos os experimentos preliminares
aqui relatados (5.1.3.1, 5.1.3.2 e 5.1.3.3), foram realizadas conforme descritos nos
subitens 5.1.4 e 5.1.5, respectivamente.

5.1.4 - Determinacéo dos Teores de Proteinas Sollveis Totais

A dosagem de proteinas foi realizada segundo metodologia descrita por
BRADFORD, (1976) com a utilizacdo de albumina séria bovina - BSA - na
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construgdo da curva padrdo a partir da qual o fator de correcdo, necessario para
determinacdo dos teores de proteinas soluveis, foi obtido. As leituras das
absorbancias foram realizadas no comprimento de onda de 595 nm utilizando
espectrofotometro (Novaspec Ill, Pharmacia), apés decorridos dez minutos de

incubagéo das amostras com o reagente de Bradford.

5.1.5 - Determinacéo da Atividade Inibitoria de Proteinases Cisteinicas

A metodologia descrita por ABE et al., (1992) foi empregada na determinacgao
da atividade de inibidores de proteinases cisteinicas. Papaina (2x cristalizada Sigma
Chemical Co., St. Louis USA) dissolvida em tampéo fosfato de sédio 0,25 M, pH 6,0
foi utilizada como proteinase cisteinica padrdo. N-benzoil-DL-Arginina-2-Naftilamida
(BANA) foi utilizado como substrato da protease. Num ensaio tipico, diferentes
aliguotas das amostras contendo os inibidores foram incubadas com 40 pL de
solucéo ativadora (DTT 0,002 M e EDTA 0,001 M em tampao fosfato de sodio 0,25
M, pH 6,0) e papaina. O volume de papaina utilizado em cada ensaio foi
estabelecido com base em curvas-padrdo previamente realizadas por meio da
incubacdo da papaina, em concentracdes crescentes, com o substrato BANA, na
auséncia de qualquer inibidor. A incubacdo das amostras contendo os inibidores
com a papaina foi realizada a 37 °C por periodo de 10 minutos em banho-maria. Em
seguida, BANA a 0,044 % foi adicionado. Apos 20 minutos de interacdo, também a
37°C, a reacao foi parada pela adicdo de uma solugao consistindo de HCl 2% em
alcool etilico concentrado. O composto 4-dimetilaminocinamaldeido (DMACA) foi
adicionado ao meio reacional para desenvolvimento da cor. Apés 40 minutos, a
absorbancia foi monitorada a 540 nm em espectrofotémetro (Novaspec llI,
Pharmacia). Uma unidade de atividade inibitéria foi definida como a quantidade de
inibidor que diminuiu a absorbancia em 0,01 unidade no comprimento de onda de
540 nm.
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5.1.6 - Eletroforeses em Géis de Poliacrilamida

Eletroforeses em géis de poliacrilamida foram realizadas segundo método
descrito por SCHAGGER e VON JAGOWO, 1987. O gel principal (separac¢édo, main
gel) consistiu de solugdo aquosa de tampéao Tris-HCL, 1,5 M pH 8,8, contendo SDS
(dodecilsulfato de sddio) a 10 %, persulfato de aménio a 10 %, TEMED (N,N,N’N’-
Tetrametiletilenodiamino) concentrado e a mistura, acrilamida (30%) mais bis-
acrilamida (0,8 %) em concentracdes finais de 12,5 % e/ou 15,0 %. O gel de
acomodacéo (Stacking gel) consistiu de solugdo de Tris-HCL, 1,0 M, pH 6,8,
contendo SDS a 10 %, persulfato de amonio a 10 %, TEMED concentrado e a
mistura acrilamida mais bis-acrilamida na concentracéo final de 3,5 %.

As eletroforeses foram realizadas sob condigcdes desnaturantes, LAEMMLI
(1970). O sistema, miniVE Electrophoresis Systems (Hoefer Pharmacia Biotech Inc.),
foi utilizado em todas as corridas.

A deteccdo de proteinas nos geéis de eletroforese foi realizada por
impregnacao com Nitrato de Prata, de acordo com a metodologia descrita por BLUM
et. al., (1987).

5.1.7 - Atividade Proteolitica in gel

Zimogramas objetivando a deteccdo de possiveis proteases enddégenas
resistentes a fervura dos extratos brutos foram realizados segundo a metodologia
descrita por MICHAUD (1998).

Para tanto, gelatina comercial, na concentracao final de 0,1 % substituiu parte
da agua utilizada na composicdo do gel de eletroforese. A concentracao final de
acrilamida mais bis-acrilamida foi de 10,0 %. A amostra cuja presenca de proteases
enddgenas termoestaveis seria investigada foi previamente fervida, a temperatura
de aproximadamente 96 + 2 °C, pelos periodos de 0, 15, 30, 60 e 120 minutos e, em
seguida, centrifugada a 10000 g/ 24 °C por 10 minutos. Apés esta centrifugacdo os
sobrenadantes foram coletados e incubados com papaina por periodo de 10 minutos
a 37 °C, em banho-maria.
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Seguindo esta incubacado, as misturas reacionais, amostras + papaina, foram
aplicadas nos géis e as corridas eletroforéticas realizadas sob condigdes constantes
de amperagem, a temperatura ambiente, na presenca de tampdo de corrida
contendo SDS. Ao final das corridas, os géis foram incubados em solucéo de triton X
100 a 2,5 %, a temperatura ambiente, por 30 minutos, para remog¢ao do SDS.

Apés remocdo do SDS, os géis foram incubados, a 37 °C por 12 horas, na
solucdo de ativacdo, que consistiu de tampéao fosfato de sodio 0,25 M, pH 6,0,
contendo DTT 0,003 M e EDTA a 0,001 M.

Decorridas as 12 horas de incubacgdo, os géis foram lavados com agua
destilada e corados com Comassie Brilhant Blue R. Apds 4 horas, estes géis foram

descorados e a deteccédo de degradacéo da gelatina foi visualmente realizada.

5.2 - Purificagéo Parcial

A seguir, experimentos objetivando a obtencéo de fracbes protéicas, a partir
dos extratos totais, contendo atividade inibitéria de proteinases cisteinicas, bem
como a utilizagdo de diferentes passos cromatogréficos na tentativa de purificacdo
destes inibidores, sao relatados.

5.2.1 - Fracionamento com sulfato de amoénio

Fracionamento com sulfato de amonio nas faixas de 0/30, 30/60, 60/90, 0/60
e 0/90 % de sulfato de amonio foi realizado na tentativa de se determinar qual ou
quais faixas de precipitacdo concentravam a maior parte da atividade inibitéria de
proteinases cisteinicas.

O fracionamento foi realizado por meio de vagarosa adicdo de sulfato de
amonio, até total dissolucdo do mesmo, ao extrato inicial (sob agitacdo) seguindo
tabela de precipitacdo para 24 °C. Ao final da adicdo do sal, o extrato permaneceu
sendo agitado por mais duas horas sendo, em seguida, deixado em repouso por 12
horas, a temperatura de 8, + 2°C, em Isofrio. O precipitado foi coletado por
centrifugacédo a 3700 g, 4 °C, por 48 minutos (centrifuga Sorval RC 5B plus, rotor
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GSA) e disperso em tampéao fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,21. O sobrenadante
resultante foi submetido a nova precipitagédo, agora em outra faixa.

Este procedimento foi repetido até que todas as fracbes desejadas fossem
obtidas. Ao final, didlises exaustivas contra agua grau Milli-Q foram realizadas para

posterior liofilizagao das fragoes.

5.2.2 - Passos Cromatograficos

Na tentativa de purificag@o dos inibidores de proteinases cisteinicas de raizes
de feijdo-de-corda, diferentes passos cromatograficos, isolados ou em seqiéncia,
foram avaliados. Em todos os casos, a medida das absorbéancias foi realizada a 280
nm, a excecdo das cromatografias de fase reversa, utilizando espectrofotbmetro

Novaspec lll da Pharmacia.

5.2.2.1 - Cromatografia de Afinidade

Papaina (Sigma) carboximetilada, acoplada a Sepharose 4B (Pharmacia) foi
usada como coluna de afinidade (~ 10,0 mL). O equilibrio da coluna foi feito com
tampéao fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,21, no qual as amostras foram dissolvidas.
Amostras aplicadas ficaram em contato por diferentes intervalos de tempo. Apos
remocao do pico ndo retido, por simples passagem do tampé&o de equilibrio, o pico
retido foi eluido por elevagdo de pH, o que foi conseguido com a aplicagdo de
tampéao glicina-NaOH 0,05 M, pH 11,0.

5.2.2.2 - Cromatografia de Exclusdo Molecular

Coluna de exclusdo molecular, Superose 12 HR 10/30, ~ 24mL, (Pharmacia),
acoplada a um sistema de cromatografia liquida de rapida performance (FPLC - Fast
Performance Liquid Chromatography - Pharmacia LKB), previamente equilibrada em
tampéao fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,21, foi utilizada alternativamente a coluna de
afinidade. O fluxo aplicado foi de 0,5 mL por minuto e o volume de amostra coletado

por tubo variou de acordo com a quantidade de proteina aplicada.
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5.2.2.3 - Cromatografia de Interacdo Hidrofébica

Coluna de Interacéo hidrofébica, Phenyl-Sepharose 6 Fast Flow (Low sub), ~
10 mL, Pharmacia, previamente equilibrada em tampao fosfato de sédio 0,05 M, pH
7,21, contendo sulfato de amoénio 1,0 M foi outra alternativa avaliada. A eluicdo das
proteinas adsorvidas foi realizada por aplicacdo de tampéao fosfato de sodio 0,05M,
pH 7,21, contendo sulfato de amonio nas concentracdes decrescentes de 1,0; 0,75;
0,5; e 0,0 M. A remocao das substancias mais fortemente aderidas a matriz

(componentes mais hidrofébicos) foi feita por passagem de agua grau Milli-Q.

5.2.2.4 - Cromatografia de Troca l6nica

Colunas de troca anidnica, Resource Q (GE Healthcare) e catibnica,
Resource S (GE Healthcare), ambas com 1,0 mL de volume, separadamente
acopladas a um sistema FPLC, também foram empregadas na tentativa de
purificacdo das cistatinas. O fluxo mantido foi de 0,5 mL por minuto. Ambas as
colunas foram equilibradas com tampéo fosfato de sddio 0,05 M, pH 7,21. Tanto as
modalidades de gradientes salinos continuos, como descontinuos, foram utilizadas

na eluicdo das proteinas adsorvidas as matrizes.

5.2.2.5 - Cromatografia de Fase Reversa

O ultimo passo cromatografico avaliado foi cromatografia de fase reversa.
Neste caso, coluna de fase reversa, pRPC C2/C18 ST 4.6/100, ~1,6 mL, (GE
Healthcare), acoplada a um sistema de cromatografia liquida de alta performance
(HPLC- High Performance Liquid Chromatography — Waters[1), foi utilizada.

A coluna foi previamente equilibrada em solucdo A, que consistiu em TFA
(acido trifluoracético) a 0,1 % dissolvido em agua grau Milli-Q. Apos aplicacdo da
amostra, ressuspendida em tampéao fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,21, concentracdes
crescentes da solugdo B, composta de acetonitrila a 80 %, TFA 0,09 % e agua grau

Milli-Q, foram aplicadas.
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O fluxo utilizado foi de 0,5 mL por minuto e as coletas dos picos realizadas
manualmente. Apés coletados, os picos foram imediatamente congelados em ultra
freezer a — 85 °C e, em segquida, liofilizados para posterior dissolucdo em tampéao
fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,21, e determinacdo da atividade inibitéria de

proteinases cisteinicas e demais atividades biolégicas.

5.3 - Manutencao da Populacédo de M. javanica e Atividades Bioldgicas

5.3.1 — Manutencéo da Populacdo de M. javanica

Sementes de tomate, cultivares Santa Adélia e Kada Gigante e quiabo,
cultivar Santa Cruz 47, foram lavadas em agua destilada e, em seguida, colocadas
para germinar em bandejas de isopor (sementeira) contendo areia de leito de rio,
previamente lavada e autoclavada (121 °C, 9,8 x 10* Pascal) por duas vezes durante
30 minutos, com intervalos de 24 horas a cada autoclavagem.

Dez dias apdés semeio, as plantas foram transferidas para vasos com
capacidade de 1,5 litros contendo como substrato uma mistura de hiumus e areia de
leito de rio, na proporcdo de 1:2 (m/m), respectivamente, e utilizadas como
hospedeiras. O substrato foi previamente esterilizado nas mesmas condi¢bes
descritas acima. Trés dias apoés transferéncia, cada planta foi inoculada com 3 a 5
massas de ovos depositadas na base do caule em um orificio de 2 cm de
profundidade feito no substrato. As raizes foram coletadas sessenta dias apds
inoculacdo e lavadas, cuidadosamente, em &agua corrente, para remocdo das
particulas de substrato aderidas. As massas de ovos foram coradas por imersdo das
raizes em solucado de fucsina &cida 0,1%, durante 30 minutos, (BYRD et al., 1983)
(Figura 5). A coleta das massas foi realizada com auxilio de algas metalicas, sob
microscopio estereoscopico, sendo as massas colocadas em tubos de
microcentrifuga (tipo eppendorf) contendo agua destilada. Estas massas foram
usadas para manutencdo da populacdo ou para obtencdo de juvenis de segundo
estadio (J2).



Figura 5- Aspecto de massas de ovos de M. incognita, apés coloragdo com fucsina acida. Todo o
procedimento de plantio, inoculagéo, coloracao e remocao de fémeas e massas de ovos foi realizado
em nossa casa de vegetagdo. A- Massas de ovos em raizes de quiabo, cultivar, Santa Cruz 47. B-
Massas de ovos em raizes de tomateiro, cultivar, Santa Adélia. A seta vermelha (A) indica uma fémea,
propositalmente, retirada de uma galha e disposta sobre a raiz enquanto as setas azuis (A e B)
indicam massas de ovos. Apesar de 0s experimentos, neste trabalho, terem sido realizados com M.
javanica, tanto o formato das massas de ovos, como das fémeas é bastante semelhante entre

espécies do género Meloidogyne.
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5.3.2 - Obtencado Dos Juvenis de Segundo Estadio (J2) de M. javanica

As massas de ovos, obtidas conforme item 5.3.1, passaram por processo de
assepsia superficial que consistiu na imersdo das mesmas em solucao de hipoclorito
de sddio contendo 0,05% de cloro ativo, durante 3 minutos, seguida de 3 lavagens
com agua destilada estéril para retirada do hipoclorito e da fucsina acida (HUSSEY
E BARKER, 1973). Apds a assepsia, as massas de ovos foram colocadas em
camaras de ecloséo, constituidas por malha de tecido fino e poroso (tipo escaline),
colocada sobre borda da parte inferior de uma placa de Petri de 2 cm de diametro,
preenchida com agua grau Milli-Q, estéril. As massas de ovos foram depositadas
sob a malha de tecido e a camara de eclosao foi acondicionada em recipiente
fechado e forrado com papéis de filtro umedecidos, sendo mantida em camara para
desenvolvimento de organismos biologicos (BOD - Biological Organisms
Development), a 26 °C. Os J2 que eclodiram migraram através da malha sendo
coletadas na placa de Petrii Os J2 eclodidos nas primeiras 24 horas foram
descartados e aqueles com tempo de eclosdo variando entre 48 e 72 horas foram
coletados a cada 12 horas, contados e armazenados em béquer ou tubos tipo
eppendorf, até perfazerem nimero suficiente para os experimentos, de acordo com
o descrito por MARTINS, 2007, (Figura 6).

5.4 - Avaliacdo do efeito de picos cromatograficos, fracdes e extratos totais de raizes
de feijdo-de-corda sobre a mobilidade e mortalidade de juvenis de segundo estégio

de Meloidogyne javanica raca 1

5.4.1 — Ensaio de Inibicdo de Mobilidade e Mortalidade

A metodologia descrita por SILVA et al., (2000), com algumas modificacdes,
foi empregada para estas analises. Os J2 de M. javanica, raca 1 obtidos conforme
descrito no item 5.3.2, foram colocados em solu¢des aquosas esterilizadas em filtros
(MilliPoreld) com poros de 25 pum. Volumes variados das amostras testes contendo
20, 40 e 60 pg de proteinas, a excecao dos extratos brutos que continham apenas
20 e 40 ug de proteinas, foram aplicados em pocos de placa de microtitulacéo (tipo
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FIGURA 6 — Método para obtencédo de juvenis de segundo estagio (J2) de M. javanica. As setas
indicam as massas de ovos de M. javanica, previamente coradas com fucsina acida. Antes de serem
utilizadas para eclosao de juvenis as massas de ovos foram submetidas a assepsia superficial em
solugdo de hipoclorito de sddio. Tanto o hipoclorito como a fucsina residual foram removidos por
lavagens posteriores em agua destilada. S6 entdo estas massas foram dispostas em camaras de

eclosao.
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ELISA) juntamente com cerca de 25 J2 por pogo. A placa foi vedada e incubada a
26 °C em BOD. Vinte e quatro horas depois, os J2 foram observados em
microscopio estereoscopico e avaliados quanto a mobilidade e mortalidade. Os
ensaios foram realizados em triplicatas, sendo agua grau Milli-Q estéril e tampéao
fosfato de sddio 0,05 M, pH 7,21, utilizados como controles. O desenho esquematico
da (Figura 7) ilustra o procedimento empregado nos ensaios de averiguagcdo dos
efeitos nematostatico e nematicida dos inibidores de proteinases cisteinicas.

Os nematdides foram considerados moveis quando apresentavam
movimentos ativos; iméveis quando estavam parados, mas se movimentavam
ao serem tocados com fina haste metalica e mortos quando mesmo com o toque
nao voltavam a se mover (MARTINS, 2007).

5.5 - Avaliacdo Microscopica da Interagdo de uma Fracao Especifica com a estrutura

interna e externa de J2 de M. javanica raca 1

5.5.1 - Acoplamento da Fracédo F30/60 com FITC (Isotiocianato de Fluoresceina)

A metodologia de acoplamento das proteinas de interesse foi a mesma
descrita por HOWARD (1993). A fragdo F30/60 foi liofilizada e dissolvida em tampé&o
carbonato / bicarbonato 0,5 M, pH 9,5. Aproximadamente, dez miligramas da
fracdo F30/60 foram dissolvidos em 1 mL de tamp&o carbonato/bicarbonato 0,5 M,
pH 9,5. Esta mistura foi fervida por 15 minutos e centrifugada a 10000 g/ 24 °C, por
10 minutos. FITC (isotiocianato de fluoresceina) na concentracdo de 3 pg de
FITC/mg de proteina foi adicionado ao sobrenadante da fragdo F30/60. A mistura foi
suavemente agitada a temperatura de 25 °C em um agitador rotativo de tubos de
ensaio por 90 minutos, para permitir o acoplamento. Este passo foi realizado ao
abrigo da luz, por meio do envolvimento do tubo contendo a amostra com papel
aluminio. Apdés incubacédo, a mistura foi centrifugada a 10000 g/ 24 °C, por 10

minutos.

38



Agua grau Milli-Q
Tamp#o fosfato de sédio 0,05 MpH 7,21
Amostras: 20, 40 e 60 pg de Proteinas

BOD 2®°CJ/24h

T

FIGURA 7. Desenho esquematico ilustrando os diferentes passos referentes aos ensaios de
avaliacdo da capacidade dos inibidores de proteinases cisteinicas de raizes de feijdo-de-corda em
alterar a mobilidade de J2 de M. javanica e/ou causarem mortalidade destes.
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5.5.2 - Remocgéo do FITC nao acoplado

Coluna de exclusdo molecular, Sephadex G25 (Hitrep Desalting, 5 ml,
Pharmacia) foi utilizada para remocéo do FITC livre, ou seja, todo o FITC que nao se
conjugou as proteinas.

A coluna foi previamente equilibrada em tampé&o fosfato de sodio 0,05 M, pH
7,21. O sobrenadante obtido na centrifugacdo realizada ap0s o processo de
acoplamento foi aplicado na coluna e um fluxo de 0,5 mL por minuto foi utilizado.
Inicialmente, os primeiros, 1,5 mL de tampéao foram descartados e os 2,5 mL
seguintes, coletados. O FITC livre foi posteriormente eluido por simples passagem
do tampéao de equilibrio. Apos uso a coluna foi armazenada em azida sodica a 0,04
%.

5.5.3 - Determinacado da Relacdo: Proteina Conjugada ao FITC / Proteina Livre

Apos eluicdo visual e coleta do material contendo o complexo FITC-F 30/60,
leituras nos comprimentos de onda de 495 e 280 nm foram realizadas para
determinacdo da relacdo de proteinas acopladas a FITC para proteinas nédo
acopladas, utilizando espectrofotometro (Novaspec lll, Pharmacia). A figura 8 € um
desenho esquematico que ilustra, resumidamente, todo o processo de acoplamento

agui descrito.

5.5.4 - Incubacéo de J2 de M javanica raca 1 com F 30/60 acoplada ao FITC

Juvenis de segundo estagio de M. javanica raca 1 foram submetidos a
eclosdo como descrito no subitem 5.3.2. J2 eclodidos foram reunidos em tubos de
tipo eppendorf (2,0 mL) e armazenados a temperatura ambiente até o momento do
uso.

Durante os experimentos 600 pL de amostra (F30/60 + FITC) foram
incubados com 240 pL de suspenséao de juvenis de M. javanica raga 1. Os controles
foram realizados por incubacéo dos J2 apenas com tampao fosfato de sédio 0,05 M,

pH 7,21. Os volumes adotados acima dao uma relacdo de, aproximadamente, 10
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FIGURA 8 — Desenho esquematico representando os passos envolvidos desde o processo de
conjugacao do isotiocianato de fluoresceina as proteinas presentes na fragdo F 30/60, até as analises

microscopicas. Para descricdo mais detalhada ver texto.
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(dez) pug de proteina por J2 e esta proporcdo foi baseada no descrito por
(SCHROEDER e MACGUIDWIN, 2007).

Dois periodos de avaliagdo foram estabelecidos, sendo estes de 6 (seis), e 24
(vinte e quatro) horas apés incubacdo com os juvenis. A incubacao foi realizada a
temperatura ambiente com a mistura (controle ou tratamento) ficando protegida da
luz até o momento das analises. Seis e vinte e quatro horas apos incubacao,
determinadas aliquotas das misturas foram centrifugadas a 500 g/24 °C, por 3
minutos para concentracdo dos juvenis e separacdo dos mesmos das proteinas que
nao interagiram. O precipitado foi aliquotado e novamente centrifugado, nas mesmas
condi¢cbes ja descritas. Este procedimento foi repetido até remocdo das amostras
(F30/60 + FITC) que, até os periodos de 6 e 24 horas, ndo interagiram com os J2.
Em seguida, as suspensdes de J2 foram aplicadas em laminas e analisadas, no
escuro, quanto a emissao ou nao de fluorescéncia.

As observacdes foram realizadas num microscépio de luz (Modelo Olympus)

ao qual uma maquina fotografica (Olympus) foi devidamente acoplada.
5.6 - ANALISES ESTATISTICAS

O software SISVAR (Sistema de Anadlise de Variancia - Daniel Furtado
Ferreira, 2003. Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil), foi utilizado na

realizacdo dos tratamentos estatisticos. Em todos os casos, teste de Tukey, com

nivel de significancia de 0,05 %, foi empregado.
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6.0 - Resultados

6.1 - Resultados Referentes aos Experimentos Preliminares

6.1.1 - Temperatura e Tempo de Aguecimento dos Extratos Totais

A andlise da atividade inibitdria de proteinases cisteinicas em extratos
submetidos a diferentes tratamentos térmicos, por diferentes periodos de tempo,
revelou que as temperaturas de 60, 70, 80, 90 e 96 + 2 °C (temperatura de fervura),
nao interferiram consideravelmente nesta atividade, quando o tempo de
aguecimento de cinco minutos foi utilizado (Figura 9).

No entanto, aos dez minutos, diferencas na atividade inibitéria com relacéo ao
tempo de cinco minutos foram nitidamente observadas, em todos os tratamentos
térmicos. O mesmo aconteceu aos quinze e vinte minutos de aquecimento (Figura 9).

Desta forma, como o periodo de cinco minutos foi 0 que preservou maior
atividade inibitéria e, levando em consideracéo o fato de que dentro do periodo de
cinco minutos, diferencas marcantes na atividade de extratos aquecidos nas
diferentes temperaturas testadas, ndo foram observadas, a temperatura de fervura
(96 + 2 °C) foi entdo selecionada.

Baseado neste dado, todos os extratos posteriores foram submetidos a

fervura, por periodo de cinco minutos.

6.1.2 - Tampao de Extracao

Como ja citado na metodologia o tampao utilizado nos experimentos de
determinacdo de tempo e temperatura ideais de aquecimento foi o fosfato de sodio
0,05 M, pH 7,21. Entretanto, a confirmacéo de que este seria 0 tampao de extracéo
definitivo sO foi posteriormente realizada, por meio da determinacdo da atividade
inibitdria de proteinases cisteinicas de extratos de raizes de feijdo-de-corda obtidos
com auxilio de sete diferentes tampdes de extracdo, dentre os quais, o fosfato de
sddio 0,05 M, pH 7,21, esteve presente.
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Figura 9 - Atividade inibitéria de proteinases cisteinicas de extratos totais de raizes de feijao-de-corda
submetidos a diferentes tratamentos térmicos, por diferentes periodos de tempo. A — atividade de
extratos aquecidos por cinco minutos; B — atividade de extratos aquecidos por dez minutos; C —
atividade de extratos aquecidos por quinze minutos e D — atividade de extratos aquecidos por vinte
minutos. Em todos os casos a atividade esta expressa em termos de unidade de atividade inibitoria

por miligrama de proteina (UAI/mgP), atividade especifica. A temperatura de 100 °C representa

temperatura de fervura que consistiu, a rigor, em temperatura de 96 + 2 °C.




Os tampdes avaliados foram: glicina-NaOH 0,05 M, pH 2,1; glicina-NaOH 0,05
M, pH 3,0; acetato de sédio 0,05 M, pH 5,2; fosfato de sédio 0,05 M, pH 6,0; fosfato
de sédio 0,05 M, pH 7,21; tris-HCI 0,05 M, pH 8,1 e glicina-NaOH 0,05 M, pH 9,8.

Inicialmente, a andlise da possivel interferéncia que os diferentes tampdes,
per si, poderiam exercer sobre a atividade da papaina, mostrou que aqueles
tampdes de pH mais baixos, a saber, glicina-NaOH 0,05 M, pH 2,1; glicina-NaOH
0,05 M, pH 3,0 e acetato de sbdio 0,05 M, pH 5,2, causaram diminui¢cao da atividade
papainasica, 0 que impossibilitou o uso destes tampbes em experimentos
posteriores.

Dessa forma, apenas os quatro tampdes de pH mais elevados, fosfato de
sédio 0,05 M, pH 6,0; fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,21; Tris-HCI 0,05 M, pH 8,1 e
glicina-NaOH 0,05 M, pH 9,8, foram utilizados na determinacdo do tampéao ideal
parta extragcdo de inibidores de proteinases cisteinicas.

A figura 10 mostra os perfis das curvas de inibicdo obtidas quando diferentes
aliquotas, variando de 0 a 120 uL de extratos totais, foram incubadas com volumes
fixos de papaina. As curvas denotam a reducdo da absorbancia, no comprimento de
onda de 540 nm, quando aliquotas crescentes de extratos contendo os inibidores
foram incubadas com papaina. Observar que, na auséncia do inibidor, volume 0, a
papaina apresenta a maxima hidrélise do substrato BANA, como verificado pela
maior leitura de absorbancia, a 540 nm. Esta é a leitura da reacdo néo inibida e foi
tomada como base para analise do grau de inibicdo ocasionado pelas amostras.

O tampao que extraiu a maior quantidade de inibidores de proteinases
cisteinicas, considerando a atividade por grama de massa fresca de raiz e, ainda, a
atividade por mililitro, foi o tampéao fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,21. Em termos de
atividade especifica, o tampéao fosfato de sodio 0,05 M, pH 6,0, a partir dos 40 pL,
pareceu extrair maior quantidade de inibidores No entanto, o tampao fosfato de
sédio 0,05 M, pH 7,21, foi selecionado, baseado, como ja citado, nos parametros de
atividade por grama de massa fresca de raiz e atividade por mililitro, que sé&o
bastante representativos da capacidade de extracdo dos tampdes testados (Figura
11).
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Figura 10 — Curvas de inibicdo da atividade papainasica expressas em funcdo da reducdo da
absorbancia, no comprimento de onda de 540 nm. Aliquotas de 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 pL
de extratos totais de raizes de feijdo-de-corda, em tampao fosfato de sédio 0,05 M, pH 6,0; tampao
fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,21; tamp&o Tris-HCI 0,05 M, pH 8,1 e tampao glicina-NaOH, 0,05 M, pH

9,8, foram incubadas com volumes de papaina pré-estabelecidos com base em curvas de atividade

da enzima.
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Figura 11 — Atividade inibitéria de proteinases cisteinicas de raizes de feijdo-de-corda submetidas a
extracdo em tampdao fosfato de 0,05 M, pH 6,0; tampéao fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,21; tampao
Tris-HCI, 0,05 M, pH 8,1 e tampéo glicina-NaOH, 0,05 M, pH 9,8. A — atividade por mililitro; B —
atividade especifica e C — atividade por grama de massa fresca de raiz. O tampéao fosfato de sodio

0,05 M, pH 7,21, baseado nos critérios A e C, foi selecionado como tampao ideal para extracdo de

inibidores de proteinases cisteinicas.
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6.1.3 - Tempo de Coleta

Até o presente momento, a utilizacdo de tampao fosfato de sédio 0,05 M, pH
7,21, na obtencéo dos extratos totais, bem como, fervura (96 + 2 °C) destes extratos
totais, por periodo de cinco minutos, foram os parametros iniciais na obtengéo e
purificacdo de inibidores de proteinases cisteinicas de raizes de feijao-de-corda,
estabelecidos.

O proximo experimento consistiu ha avaliacdo da atividade inibitoria ao longo
do tempo. Extratos totais oriundos de raizes de feijado-de-corda coletadas aos 10, 15,
20 e 25 DAP foram submetidos a dosagem de proteinas sollveis totais e atividade
inibitoria.

Aumento crescente na massa meédia do sistema radicular das plantas, no
decorrer de seu desenvolvimento, durante os periodos de 10, 15, 20 e 25 DAP, foi
observado. A analise da quantidade de proteinas por raiz mostrou que 0s maiores
niveis se concentraram ao longo de 20 e 25 DAP (Figura 12 B).

Tomando como referéncia atividade inibitéria, com relacdo a concentracédo de
proteinas sollveis totais (atividade especifica), bem como, a atividade inibitoria com
relacdo & massa de 1 (um) grama de tecido radicular, os dados apontam para o
periodo de 25 DAP, como sendo o tempo em que 0s maiores niveis de inibidores
sao expressos (Figura 13).

Entretanto, a analise da atividade inibitéria total, figura 14, expressa pelo
produto da atividade por grama de massa fresca de raizes pela massa fresca total
das raizes, mostra que o periodo de 20 DAP apresenta atividade semelhante a
observada aos 25 DAP. Apesar de, aos 15 DAP, a atividade total se assemelhar a
atividade encontrada aos 20 DAP, o que nés observamos foi uma tendéncia a maior
acumulo de inibidores ao longo do desenvolvimento (Figura 14).

Desta forma, considerando o fato de que a tendéncia geral é de aumento
progressivo nos niveis de inibidores, ao longo do tempo, o periodo de 20 DAP foi
escolhido como tempo de coleta de raizes. O tempo de 25 DAP foi excluido por ter
sido considerado tempo de plantio demasiadamente longo, além, também de,
quantitativamente, ndo diferir significativamente do periodo de 20 DAP (Figura 14).
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Figura 12 - A — Massa média do sistema radicular de plantas de feijdo-de-corda, genétipo CE-31,
coletadas 10, 15, 20 e 25 DAP. Notar que esta figura evidencia a massa média de uma Unica raiz, ao
longo dos diferentes tempos de coleta. B — Proteinas sollUveis totais por massa total média de uma
raiz. Letras diferentes denotam diferencas estatisticamente significativas, de acordo com o teste de

Tukey, a nivel de significancia de 0,05 %.
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Figura 13 — Atividade inibitéria de proteinases cisteinicas de extratos totais de raizes de feijao-de-
corda coletadas aos 10, 15, 20 e 25 DAP. Atividade por mililitro (A), atividade especifica (B), atividade
por grama de massa fresca de raizes (C). Letras diferentes denotam diferencas estatisticamente

significativas, de acordo com o teste de Tukey, a nivel de significancia de 0,05 %.
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Figura 14 — Atividade inibitéria de proteinases cisteinicas total, ao longo de, 10, 15, 20 e 25 DAP.

Notar que, apesar de o tempo de 20 DAP apresentar atividade estatisticamente semelhante ao tempo

de 15 DAP, uma tendéncia de aumento crescente na atividade inibitéria € observada. Letras

diferentes denotam diferencas estatisticamente significativas, de acordo com o teste de Tukey, a nivel

de significancia de 0,05 %.
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6.2 - Fracionamento com sulfato de amonio

Os niveis de proteinas soluveis totais variaram, consideravelmente, entre as
diferentes faixas de precipitacdo com sulfato de aménio testadas. O fato de a fracéo
0/90, que corresponde a uma faixa de precipitagdo que englobaria praticamente
todas as proteinas dos extratos totais, ter mostrado teores de proteinas
significativamente menores que estes pode indicar a presenca de pigmentos ou
outros componentes que tenham interferido nesta medicao (Figura 15).

A reducdo de atividade inibitéria de todas as fracBes, quando comparadas
com os extratos brutos, pode ser devido a algo parecido com o que, supostamente,
ocorreu na determinacdo dos teores de proteinas solUveis totais. Ou seja, outras
moléculas, ndo protéicas, estariam exercendo essa atividade nos extratos totais. No
entanto, analisando apenas as fracdes, o que se observa € que cada faixa de
precipitacdo com sulfato de amoénio apresenta atividade inibitéria de proteinases
cisteinicas (Figura 16). Contudo, partindo do principio de que as fracbes com
maiores niveis de proteinas totais estariam “mais contaminadas” resolvemos
trabalhar, inicialmente, apenas com as faixas de precipitacdo com sulfato de amonio
correspondentes a 30/60 e 60/90 % de saturacdo. Além disso, a andlise da atividade
inibitoria por grama de massa fresca de tecido radicular revelou que esta atividade
foi bastante concentrada entre as fracdes F 30/60 e F 60/90, particularmente, nesta
altima. Fato que também contribuiu com a escolha destas duas fracées, como
candidatas aos passos posteriores de purificacdo (Figura 17). A utilizagéo de F 0/30
foi menos cogitada, dado seus elevados niveis de proteinas totais, com relacdo a F
30/60 e F 60/90, e baixos niveis de inibidores de proteinases cisteinicas com relacao
a todas as fragOes (Figura 16).

As eletroforeses em géis de poliacrilamida, sob condi¢6es desnaturantes, ndo
revelaram, visualmente, diferencas muito marcantes quanto ao perfil de bandas das
diversos materiais analisados, extratos totais e fracdes, a excecao da fracdo 60/90
gue concentrou fortemente uma banda ou grupo de bandas proximo ao marcador de
20 KDa (Figura 18). Mesmo assim, a utilizacao inicial de F 30/60 e F 60/90 nos
passos posteriores foi mantida.
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Figura 15 - Proteinas sollveis totais oriundas de raizes de feijdo-de-corda. E B - extrato bruto ndo
fervido, Ebf - extrato bruto fervido, 0/30, 30/60, 60/90, 0/60 e 0/90 sdo as fracBes obtidas por
fracionamento dos extratos brutos fervidos, com sulfato de amonio. Letras diferentes denotam
diferencas estatisticamente significativas, de acordo com o teste de Tukey, a nivel de significancia de
0,05 %.
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Figura 16 - Atividade inibitéria de proteinases cisteinicas (esferas vermelhas) versus proteinas totais
(barras verticais). A elevada atividade nos extratos totais, em comparacdo com as diferentes fraces,
pode indicar a possivel presenca de inibidores de proteinases cisteinicas de natureza nao-protéica.
As letras minUsculas referem-se a estatistica (Teste de Tukey) utilizada na comparacédo de médias de
proteinas totais e as letras mailsculas referem-se a estatistica utilizada na comparacdo de médias da

atividade inibitoria por miligrama de proteina, com nivel de significancia de 0,05 %.



Proteinas x Atividade por Grama de Massa Fresca
120,00 - A - 1,00
([
- 0,75
80,00 -
LL
LL
= )
5 - 050 &
S g
40,00 -
- 0,25
0,00 0,00
EB EBf 0/30 30/60  60/90 0/60 0/90
@ mgP/gMFs @ UAI/gMF
Amostra

Figura 17 — Atividade inibitéria de proteinases cisteinicas, expressa em funcédo de 1 (um) grama de
massa fresca de raiz (esferas azuis), versus proteinas, também expressas por grama de massa
fresca (barras verticais). Notar que os maiores niveis de inibidores sdo concentrados nas fracdes F
30/60 e F 60/90. Este dado foi bastante importante na selecdo destas duas fracdes para realizacdo
dos experimentos posteriores. As letras minusculas referem-se a estatistica (Teste de Tukey) utilizada
na comparacgdo de médias de proteinas totais e as letras mailsculas referem-se a estatistica utilizada

na comparacdo de médias da atividade inibitéria por grama de massa fresca, com nivel de
significancia de 0,05 %.
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Figura 18 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %), na presenca de SDS, das proteinas
soluveis totais de raizes de feijdo-de-corda, genodtipo CE-31. M — Marcadores de massa molecular:
Fosforilase b (97 KDa), albumina (66 KDa), ovoalbumina (45 KDa), anidrase carb6nica (30 KDa),
inibidor de tripsina (20 KDa) e a-lactoalbumina (14,4 KDa). Ebf: extrato bruto fervido, 0/30, 30/60,
60/90, 0/90 e 0/60 fracdes advindas da precipitacdo do extrato bruto fervido com sulfato de aménio.
Aproximadamente, 3,97 g de proteina foram aplicados em cada poco. As proteinas foram reveladas
por impregnacao do gel com nitrato de prata.
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6.3 - Passos Cromatograficos

Como mencionado no subitem 5.2.2, varios passos cromatograficos foram
abordados envolvendo tanto a fragcdo F 30/60 como F 60/90. Inicialmente, coluna de
afinidade, método bastante comum na purificacdo de proteinas, em geral, onde
papaina na sua forma carboximetilada estava acoplada a Sepharose 4B foi testada.
Logo este método foi abandonado devido nossa suspeita de que a papaina acoplada
estivesse degradando as amostras que eram aplicadas.

Isto ficou bastante evidenciado pelas eletroforeses que mostravam o
“surgimento” de varias bandas antes ausentes no material que havia sido carregado.

Além disso, a atividade recuperada nos picos obtidos era muita baixa. A figura
19 mostra uma eletroforese em gel de poliacrilamida, sob condi¢cdes desnaturantes,
tipica da aplicacdo da fragdo 60/90 em coluna de afinidade. E possivel observar o
perfil da amostra antes de ter sido passada na coluna e apoés eluicdo. A presenca de
inimeras bandas, que supomos sejam produto de degradacédo, esta evidenciada
pelas pequenas setas pretas.

O exemplo da figura 19 é referente a fracdo F 60/90, mas o mesmo problema
foi observado para a fracdo F 30/60, ou seja, tanto a questdao da suposta
degradagédo como a baixa atividade recuperada.

Outros passos cromatograficos (ver meétodos), incluindo cromatografia de
exclusdo molecular, cromatografias de troca ibnica em colunas acopladas a um
sistema de cromatografia liquida de rapida performance (FPLC- Fast Performance
Liquid Chromatography) foram entdo analisados.

Nenhum destes procedimentos, para ambas as fracbes, apresentou
desempenho satisfatério (resultados ndo mostrados).

O passo cromatografico que, aparentemente, trouxe o0 maior grau de
purificacdo do material e permitiu significativa recuperacédo da atividade inibitoria foi
a cromatografia de interacéo hidrofobica (Figura 20).

No entanto, esta técnica sO foi testada com a fracdo F30/60 visto que, em
termos de proteinas totais seria mais vantajoso trabalhar com esta fracdo do que
com a fragao F 60/90. Deste ponto em diante, todos os esforgos para purificagdo do

inibidor de proteinases de raizes de feijao-de-corda foram realizados com F 30/60.
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Figura 19 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %), na presenca de SDS, evidenciando
degradacdo aparente de proteinas apds aplicacdo da fracdo F 60/90 em coluna de afinidade,
Papaina-Sepharose. 1 - extrato bruto, 2 - extrato bruto fervido, 3 - F 60/90 repeticédo 1, 4 - F 60/90
repeticdo 2, 5 - F 60/90 repeticdo 3, 6 - pico ndo retido, 7 - pico retido (tubo de maior leitura, a 280 nm,
com atividade), 8 - pico retido (segundo tubo de maior leitura, a 280 nm, com atividade) e 9 -
marcadores de massa molecular: Fosforilase b (97 KDa), albumina (66 KDa), ovoalbumina (45 KDa),
anidrase carbonica (30 KDa), inibidor de tripsina (20 KDa) e a-lactoalbumina (14,4 KDa). A seta mais
inferior, raia 6, evidencia a presenca de uma banda ou grupo de bandas na altura do marcador de 20
KDa que nédo interagem com a papaina. Cerca de 3,0 ug de proteinas foram aplicados nos pogos. As

proteinas foram reveladas por impregnagédo do gel com nitrato de prata.
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Figura 20 - Cromatograma tipico de uma aplicagdo de F 30/60 em coluna de interacdo hidrofébica,
Phenyl-Sepharose. Aproximadamente, 5 mg de proteinas foram aplicadas na coluna. O pico 1 foi
eluido por simples passagem do tampao de equilibrio (fosfato de sédio 0,05 M pH 7,21 contendo
sulfato de amoénio 1,0 M). Os demais picos foram eluidos por meio da aplicagdo de concentracdes
decrescentes (ver setas no grafico) de sulfato de aménio até aplicacdo de agua. A agua tem a
capacidade de eluir as moléculas que apresentam maior carater hidrofébico. O fluxo utilizado foi de

1,0 mL.min™ e o volume coletado, 3,0 mL por tubo.
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A figura 21 mostra o perfil eletroforético em gel de poliacrilamida, sob
condi¢cbes desnaturantes, dos diferentes picos obtidos da aplicacdo de F 30/60 em
coluna de interacdo hidrofobica, Phenyl-Sepharose. F 30/60 foi, previamente,
dissolvida em tampéo fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,21, contendo sulfato de amdnio
1,0 M, tampdo de equilibrio da coluna. Durante o processo cromatografico,
concentracdes de sulfato de amonio decrescentes foram aplicadas para eluicdo das
proteinas adsorvidas ao gel. As fracdes que detiveram maior atividade inibitoria
foram aquelas correspondentes aos picos eluidos com 1,0 e 0,75 M de sulfato de
amonio (Figura 21). A figura 22 mostra o perfil eletroforético do pico eluido com 0,75
M de sulfato de aménio, agora, porém, em gel de poliacrilamida em concentragédo de
15 %.

Todos os picos obtidos da aplicacdo de F 30/60 na coluna de interacéo
hidrofébica apresentaram atividade inibitéria contra papaina, o que nos leva a
especular que haja diferentes isoformas de cistatinas na fragdo F 30/60, apesar de
0S experimentos necessarios para comprovacao de tal hipotese ndo terem sido
executados. No entanto, a maior parte desta atividade esteve concentrada apenas
nos picos 1 e 2, eluidos com 1,0 e 0,75 M de sulfato de aménio, respectivamente
(Figura 23).

Como evidenciado na figura 21 os picos com maior atividade inibitéria
apresentaram distintos perfis eletroforéticos, mas o pico 2 pareceu, pelas analises
eletroforéticas, estar mais livre de contaminantes que o pico 1. Tendo em vista seu
elevado percentual de inibicdo da atividade papainasica, figura 23 B, e ainda, os
perfis eletroforéticos, figuras 21 e 22, o pico eluido com 0,75 M de sulfato de aménio

(pico 2) foi selecionado para 0s passos posteriores.
6.3.1 - Cromatografia de troca iGnica

ApOs varias aplicacdes de F 30/60 na coluna de interacdo hidrofébica e
observacdo de que tanto o perfil cromatografico, como a atividade inibitéria e as

eletroforeses se repetiam, o incremento de um passo cromatografico posterior a

cromatografia de interagdo hidrofébica foi realizado.
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Figura 21 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %), na presenca de SDS, evidenciando o perfil
de bandas protéicas correspondentes aos picos eluidos da coluna de interacdo hidrofébica, Phenil-
Sepharose. O pico eluido com 0,75 M de sulfato de aménio (segunda raia da esquerda para a direita)
figura A, chamou a atencéo pela presenca de uma banda bastante proeminente destacada na figura
B, seta. Aproximadamente, 1,0 ug de proteina foi aplicado em cada poco. As proteinas foram

reveladas por impregnacao do gel com nitrato de prata.
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Figura 22 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15,0 %), na presenca de SDS, do Pico 2, eluido da
coluna de interacao hidrofdbica, Phenyl sepharose, com tampéao fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,21,
contendo sulfato de amonio, 0,75 M. Raia 1, marcadores de massa molecular: Fosforilase b (97 KDa),
albumina (66 KDa), ovoalbumina (45 KDa), anidrase carbénica (30 KDa), inibidor de tripsina (20 KDa)
e a-lactoalbumina (14,4 KDa) , raia 2, pico 2 (F 30/60 eluida com 0,75 M de sulfato de amdnio). Cerca
de 0,5 ug de proteina foi aplicado no gel. As proteinas foram reveladas por impregnacgéo do gel com

nitrato de prata.
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Figura 23 — Atividade Inibitéria de proteinases cisteinicas de picos provenientes da aplicacdo de F
30/60 em coluna de interacdo hidrofébica, Phenyl-Sepharose. A- Atividade especifica dos picos
eluidos da coluna de interacdo hidrofobica. B- Atividade inibitéria de proteinases cisteinicas
representada pelo percentual de inibicdo da atividade papainasica. A eluicdo foi realizada por
aplicacdo de concentracbes decrescentes de sulfato de aménio. Os ndmeros 1, 2, 3, 4 e 5
representam os picos eluidos com 1,0; 0,75; 0,5; 0,0 M de sulfato de amdnio e Agua Grau Milli-Q,
respectivamente. *F30/60, corresponde a fracao aplicada na coluna. Notar o elevado aumento obtido

na atividade especifica dos picos 1 e 2; 107,57 e 70,05 vezes, respectivamente, quando comparados
com a fracdo F 30/60.
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A coluna utilizada foi a coluna de troca anionica Resource Q (GE-Healthcare
(1,0 mL)) a qual foi acoplada a um sistema FPLC.

Gradiente descontinuo de NaCL variando de 0,0 a 1,0 M foi aplicado. A
amostra aplicada na coluna foi o pico 2, proveniente da coluna de interacéo
hidrofébica, Phenyl-Sepharose. Apenas dois picos detiveram atividade inibitoria, o
pico ndo retido, que apresentou 43,7 % de inibicdo da papaina e o pico eluido com,
aproximadamente, 0,1 M de NaCl, que concentrou a maior parte desta atividade,
causando 93,3 % de inibicdo (Figura 24).

O proximo passo foi a andlise eletroforética de alguns dos picos obtidos nesta
coluna. A eletroforese, porém, revelou a presenca de varias bandas, antes ausentes
no material proveniente da Phenyl-Sepharose (Pico 2 eluido com 0,75 M de sulfato
de amonio). Algo semelhante ao que acontecia com a coluna de afinidade. Isso
levou-nos a especular sobre a possivel presenca de proteases enddgenas que
resistiam a fervura inicial aplicada ao extrato bruto e, possivelmente, estariam
degradando as proteinas durante os processos cromatograficos.

Diante deste fato, a fracdo F 30/60 foi fervida (96 + 2 °C) por 0, 15, 30, 60 e
120 minutos, e, posteriormente, testada, in gel (zimogramas), quanto a presenca de
proteases endogenas. A determinacdo da atividade inibitéria de proteinases
cisteinicas, ap6s os diferentes tempos de fervura, também foi realizada, a fim de que
um tempo de fervura que nao interferisse, consideravelmente, nesta atividade fosse
estabelecido.

Os zimogramas, além de confirmarem a presenca das proteases enddgenas,
mostraram que, 15 minutos de fervura, ja foram suficientes para eliminacdo destas
(Figura 25). Além disso, como mostrado pela figura 26, que evidencia as curvas de
inibicdo da papaina, o periodo de 15 minutos foi 0 que menos interferiu com a
atividade dos inibidores, sendo, portanto, estabelecido como tempo de fervura da
fracdo F 30/60.

6.3.2 - Cromatografia de Fase Reversa

A Ultima estratégia cromatografica utilizada na tentativa de purificacdo das

cistatinas de raizes de feijdo-de-corda foi a cromatografia de fase reversa em coluna
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Figura 24 - Cromatograma tipico da aplicacéo do pico eluido com 0,75 M de sulfato de amoénio, da
coluna de interagcao hidrofébica, Phenyl-Sepharose, na coluna de troca anidnica Resource Q.
Gradiente salino descontinuo (linha vermelha), variando de 0,0 a 1,0 M de NaCl foi aplicado. As setas
mostram 0s picos que detiveram atividade inibitéria, pico 1 — ndo retido, eluido por simples lavagem
da coluna com tampéo de equilibrio, que inibiu em 43,7 % a atividade papainasica e pico 2 — eluido
com tampao fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,21, contendo NaCl 0,1 M, que causou um percentual de

inibicdo da papaina de 93,3 %. Os demais picos ndo apresentaram atividade inibitoria.
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Figura 25 — Zimograma em gel de poliacrilamida (10,0 %), na presenca de SDS, contendo gelatina. 0,
F 30/60 ndo fervida; 15, 30, 60 e 120 representam F 30/60 fervida por 15, 30, 60 e 120 minutos,
respectivamente. As setas indicam a altura aparente de algumas proteases, evidenciadas pela

degradacédo da gelatina.
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Figura 26 - Avaliacao da atividade inibitoria de proteinases cisteinicas apos a fracao F 30/60 ter sido

submetida a diferentes tratamentos térmicos. As curvas de inibicdo foram construidas com base em

quatro aliquotas (0, 20, 40 e 60 puL) contendo as mesmas quantidades de proteina para os diferentes

tratamentos térmicos.
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de fase reversa C2C18 acoplada a um sistema HPLC. A figura 27 mostra o
cromatograma tipico da aplicacdo de F 30/60 na coluna de fase reversa.

Os picos que apresentaram maior atividade inibitoria de proteinases
cisteinicas foram aqueles eluidos com 48,0 e 60,0 % de acetonitrila (60 % e 75 % de
Solugdo B — Solugdo consistindo de Acetonitrila, 80%, TFA, 0,09% e Agua Grau
Milli-Q, respectivamente).

O perfil eletroforético destes picos, porém, ndo é aqui evidenciado visto que
as varias tentativas de revelacédo nao resultaram numa boa visualizacdo das bandas
protéicas.

No entanto, a pureza de um dos picos, o pico eluido com 60 % de acetonitrila
(de agora em diante denominado apenas de PIIHPLC) foi avaliada por aplicacéao
deste em coluna de troca anidnica, coluna Resource-Q, 0 que resultou em cinco
outros picos quando NaCl, nas concentracdes de: 0,2, 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 M foi
aplicado (resultado ndo mostrado). O que sugere a possivel presenca de
contaminantes, ou isoformas inibidores.

O pico eluido com 48 % de acetonitrila (PIHPLC) foi caracterizado apenas
guanto a atividade inibitéria de proteinases cisteinicas e nos ensaios bioldgicos.

Tendo em vista que 0s experimentos até aqui descritos, como, plantio de
feijdo-de-corda, coleta de raizes, extracdo de proteinas, fracionamento com sulfato
de amonio e aplicacdo das fragcbes em colunas cromatograficas especificas, néo
foram capazes de nos permitir a utilizacdo do inibidor purificado, nos bioensaios,
estes foram entdo realizados com fragdes ricas em atividade inibitria de proteinases
cisteinicas.

Estas fracbes consistiram dos extratos brutos néo fervidos e submetidos a
fervura, fracdo F 30/60 fervida e nao fervida e, finalmente, PIHPLC e PIIHPLC. A
avaliacdo da atividade destas fracOes, obtidas durante os procedimentos de
purificacdo, sobre juvenis infectantes de M. javanica raca 1, com relacdo a seu
potencial nematostatico e/ou nematicida, foi realizada durante os bioensaios e é

discutida no proximo item, 6.4.

68



Figura 27 - Cromatograma tipico da aplicacdo da fracdo F 30/60 fervida em coluna de fase reversa
MRPC C2/C18 ST 4.6/100 (GE-Healthcare, 1,6 mL) acoplada a um sistema HPLC (Waters[1). A
amostra foi dissolvida em tampao fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,21 e a eluigdo das proteinas
realizada por aplicagdo de concentracfes crescentes de acetonitrila (32,0; 41,6; 48,0; 60,0 e 80,0%).
O fluxo utilizado foi de 0,5 mL por minuto e a coleta dos picos manualmente realizada. A maior parte
da atividade inibitéria se concentrou nos picos 3 e 4 - setas - (esquerda para a direita) eluidos com
48,0 e 60,0 % de acetonitrila, respectivamente. A leitura das absorbancias foi realizada a 230 nm. Os

demais picos ou ndo apresentaram atividade ou apresentaram em niveis muito baixos.
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6.4 - Bioensaios

6.4.1 - Ensaio de Inibicdo de Mobilidade e Mortalidade

Neste experimento, diferentes aliquotas do extrato bruto normal, extrato bruto
fervido, F 3060 normal, F 3060 fervida, PIHPLC e PIIHPLC foram utilizadas a fim de
se avaliar o possivel efeito destas amostras sobre -1) A mobilidade juvenis de
segundo estagio de nematdides pertencentes a espécie M. javanica raca 1 e 2)
Avaliacdo do possivel efeito nematicida das amostras testadas.

Quanto ao parametro mobilidade, a maxima interferéncia obtida foi causada
pela fracdo F 30/60 fervida, quando 40 pg de proteina foram incubados com os
juvenis (Figura 28). No entanto, quando uma dose maior, 60 g, desta mesma fracéo,
foram incubados, ela mostrou-se letal, causando um percentual de mortalidade de
cerca de 91,0 % (Figura 29). Em resumo, intensificacdo do efeito desta fragéo sobre
0s juvenis, quando a administracdo de uma dose maior da mesma era realizada, foi
observada. Ou seja, até certo limiar, em torno de 40 ug, ela mostrou-se um bom
agente nematostatico e, jA com 60 pg, mostrou forte agdo nematicida. Interessante
notar que esta mesma fragdo F 30/60, ndo fervida, apresentou tanto efeitos
nematostaticos, como nematicidas, reduzidos, quando comparada a F 30/60 fervida,
em todas as doses aplicadas (Figuras 28 e 29).

Um importante dado extraido destes experimentos, que nos permite sugerir
gue os inibidores de proteinases cisteinicas presentes nos materiais avaliados sejam
as moléculas responsaveis pelos efeitos observados, é a correlacdo que existe
entre o0 aumento observado na taxa de mortalidade, a medida que a
purificacdo deste ou destes inibidores progride, até chegar aos picos do HPLC.

A figura 30 mostra a atividade inibitoria de proteinases cisteinicas, presente
nas fracbes F 30/60 néo fervida e fervida, até PIHPLC e PIIHPLC. Esta atividade
esta expressa em termos de atividade especifica, uma vez que é mais adequada a
demonstracdo da concentracdo (pureza) dos inibidores, com relacdo as demais

proteinas presentes nos materiais avaliados.
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Figura 28 - Efeito nematostético de diferentes amostras (extrato bruto ndo fervido e fervido, F 30/60
ndo fervida e fervida, PIHPLC e PIIHPLC) sobre juvenis de segundo estagio de nematdides da
espécie M. javanica, raca 1. Andlise realizada 24 h apds incubacao das diferentes fracées com os
juvenis (As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste de Tukey com nivel de significancia de
0,05).
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Efeito nematicida
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Figura 29 - Efeito nematicida de diferentes amostras (extrato bruto néo fervido e fervido, F 30/60 n&o
fervida e fervida, PIHPLC e PIIHPLC) sobre juvenis de segundo estagio de nematoides da espécie M.
javanica, raga 1. Andlise realizada 24 h apés incubacgédo das diferentes fragdes com os juvenis. (As

andlises estatisticas foram realizadas pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 0,05).
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Figura 30 - Atividade inibitéria de proteinases cisteinicas da fracdo F 30/60 nao fervida, F 30/60
fervida, pico 1 do HPLC (PIHPLC) e pico 2 do HPLC (PIIHPLC). A atividade esta expressa em termos

de atividade especifica, que denota o grau relativo de pureza das amostras.
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Aparentemente, a amostra PIHPLC é a mais potente, visto que na dose de 20
ug de proteina ela ja é capaz de causar 90 % de mortalidade dos juvenis.

A amostra PIIHPLC parece ser menos potente que a PIHPLC, mas na dose
mais elevada, 60 pg de proteina, ela foi capaz de matar na mesma propor¢cao que
PIHPLC. Interessante notar que, apesar de F 30/60 fervida, na dose de 60 ug ter
matado na mesma proporcao que PIIHPLC nesta mesma dose, com 40 ug ela, F
30/60, ja néo foi tdo potente, matando cerca de 59,1 % dos juvenis, enquanto que
PIIHPLC, nesta mesma dose, foi capaz de matar 75,1 % dos juvenis (Figura 29).
Como ja citado, juntos, estes dados corroboram para a atribuicdo dos efeitos
observados aos inibidores de proteinases cisteinicas.

6.4.2 - Avaliacdo Microscopica da Interacdo de uma Fracdo Especifica com a

Estrutura Interna e Externa de J2 de M. javanica, raca 1

Uma vez observados efeitos nematostaticos e nematicidas das fracdes e
picos cromatogréficos oriundos de extratos de raizes de Feijdo-de-corda, surgiu a
curiosidade de se avaliar como se dava a interacdo entre estas proteinas e juvenis
infectantes de M. javanica raca 1.

Para tanto, experimentos envolvendo o acoplamento de um composto
fluorescente (FITC) as proteinas e posteriormente incubacédo destas com o0s juvenis
para avaliagdes microscopicas foram realizados.

Neste caso, porém, a utilizacdo dos picos provenientes do HPLC néo foi
possivel, dados seus baixissimos rendimentos. Desta forma, apenas a fracdo F
30/60 fervida foi testada.

Os tempos de analises foram de 6 e 24 horas ap0s incuba¢do, uma vez que o
efeito de mortalidade, nas condigcbes experimentais utilizadas, foi bem observado
com 24 horas de incubacéo.

A figura 31 mostra fotos representativas das observacdes microscopicas com
6 e 24 horas de incubacdo. O aumento utilizado foi de 200 vezes e os nematodides
foram fotografados sob fluorescéncia.

Os controles ndo emitiram fluorescéncia (resultado ndo mostrado). Neste
experimento foi possivel observar que as proteinas sdo, de alguma forma,

internalizadas pelos juvenis, o que é evidenciado pela emissdo de fluorescéncia no
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Figura 31 - Visualizacdo, por fluorescéncia, da interacdo entre as proteinas presentes na fracdo F
30/60 fervida e estruturas presentes no trato digestério de juvenis de segundo estagio de M. javanica
raca 1. A- Nematdide observado apdés 6 horas de incubacdo com F 30/60 fervida. B- Mesmo
nematdide, agora visto através da emissao de fluorescéncia. C- Nematoide observado 24 horas apos
incubacdo com F 30/60 fervida. D- Mesmo individuo sendo observado por meio da emissdo de
fluorescéncia. As setas indicam as extremidades anteriores dos juvenis.
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seu trato digestério. No entanto, aparentemente, com o passar das 24 horas de
incubacéo, estas proteinas parecem se difundir por todo o corpo do animal, o que
justificaria a presenca de fluorescéncia no juvenil como um todo. Pelo menos nos
aumentos utilizados (até 1000 x), a visualizacdo de fluorescéncia na superficie do

nematoide nao foi detectada.
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7.0 Discussao

Em seu trabalho, ANDRADE (2003), mostrou que plantas de feijado-de-corda,
gendtipo CE 31, quando desafiadas com o nematdide das galhas, M. incognita,
apresentavam, ao longo do tempo, aumento significativo nos niveis de varias
proteinas relacionadas a defesa, dentre as quais, estavam os inibidores de
proteinases cisteinicas. Além disso, esse aumento parecia se correlacionar com o
fato deste gendtipo de feijdo ter se mostrado resistente ao nematoide.

Varios trabalhos tém relatado a acdo dos inibidores de proteases,
especialmente inibidores de proteinases serinicas (serpinas) e cisteinicas (cistatinas),
na defesa das plantas contra nematoides, insetos, fungos e, até mesmo, alguns
virus (AOKI et al., 1995; GUTIERREZ-CAMPOS et al., 1999; WALKER et al., 1999;
PERNAS et al.,, 1999; LAWRENCE e KOUNDAL, 2002; OLIVEIRA et al., 2002;
KIGGUNDU et al., 2003; SAMACK e SMIGOCKI, 2003; LILLEY et al., 2004; WEN et
al., 2004; MOSOLOV e VALUEVA, 2005; AGUIAR et al., 2006; HABIB e FAZILI,
2007).

Desta forma, este trabalho teve o objetivo de estabelecer um protocolo de
extracdo de inibidores de proteinases cisteinicas de raizes de feijdo-de-corda,
gendtipo CE-31, bem como a obtencdo de fragdes enriquecidas destes inibidores e
avaliacdo de sua atividade sobre a mobilidade de nematdides pertencentes a
espécie M. javanica, além do possivel efeito nematicida destas fracées. Em adicéo,
analises microscoépicas a fim de identificar os possiveis locais de interacdo destas
proteinas com os J2 de M. javanica, ragal, foram realizadas.

Assim, técnicas de purificacdo de proteinas envolvendo a extragéo,
fracionamento com sulfato de amonio e aplicacdo das fracbes ativas em colunas
cromatograficas especificas foram, inicialmente, utilizadas.

A purificacdo de proteinas de diversas naturezas, incluindo os inibidores de
proteases, para posterior avaliacdo de possiveis atividades biologicas, seja sobre
fitopatdgenos ou insetos-praga, seja sobre células cancerigenas ou situacoes
correlacionadas € um fato bastante comum na literatura corrente. Isso se deve
principalmente a necessidade de que solugdes alternativas no controle de pragas

(no caso das plantas) e/ou no estudo do cancer, por exemplo, além de outros

77



problemas biolégicos sejam descobertas ou desenvolvidas e, posteriormente,
utilizadas (KENNED, 1998; WEN et al., 2005).

Um dos primeiros passos envolvidos na purificacdo dos inibidores de
proteinases cisteinicas de raizes de feijao-de-corda consistiu no aquecimento prévio
dos extratos totais. A forte estabilidade térmica demonstrada pelos inibidores
estudados no presente trabalho, suportando fervura, 96 + 2 °C, por periodo de 15
minutos com apenas leve perda de atividade inibitéria, ndo é um achado novo, pois
esta € uma propriedade ja bastante conhecida dos inibidores de proteases, em
especial aqueles que apresentam varias pontes dissulfeto (S-S). As pontes S-S déo
maior rigidez a estrutura tridimensional da proteina, permitindo estabilizacdo da
mesma quando da elevacdo da temperatura do meio. Um exemplo bem conhecido
deste fato € o dos inibidores de dupla-cabeca, tipo Bowman-Birk, (MOSOLQOV e
VALUEVA, 2005; HABIBI e FAZILI, 2007). Baseados nesta propriedade de termo
estabilidade, muitos outros trabalhos relacionados a purificagdo de inibidores
utilizam também o processo de aquecimento, tanto como forma de eliminar a
interferéncia das proteases enddgenas nas determinacdes dos niveis de inibidores,
como no enriquecimento das fracbes contendo os mesmos, (BRZIN et al., 1998;
SANTINO et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2003).

No entanto, para as fitocistatinas, a presenca de pontes S-S néo explicaria tal
estabilidade térmica, visto que, uma das propriedades classicas do grupo, € a
auséncia de cisteina livre, o que impossibilitaria a formacdo das pontes S-S
(OLIVEIRA et al.,, 2003). Desta forma, outras razdes estruturais podem estar
envolvidas nesta termo estabilidade.

Alguns trabalhos tém apontado a presenca de muitos aminoacidos
carregados na superficie da proteina, como uma possivel explicacdo para tal
estabilidade. A presenca desta superficie muito carregada poderia possibilitar o
estabelecimento de fortes interag6es do tipo, aminoacido — aminoécido, bem como,
interacbes entre aminoacidos e moléculas de agua, particularmente interacbes do
tipo dipolo. Desta forma, este mecanismo poderia compensar o movimento termal e
consequente desarranjo estrutural ocasionado pelas altas temperaturas (SZILAGYI e
ZAVODSZKY, 2000; TANAKA et al., 2004). Além destes fatores outros trabalhos

apontam para uma soma de um conjunto de propriedades fisico-quimicas, incluindo,
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as ja citadas, como a principal explicacdo para a estabilidade térmica apresentada
por certas proteinas (TRIVEDI, et al., 2006). Contudo, € importante destacar que
estes estudos sdo mais gerais e foram realizados com proteinas presentes em
organismos termofilicos, principalmente, bactérias.

Apesar de a purificagdo de um inibidor de proteinases cisteinicas nao ter sido
efetivamente concluida neste trabalho, os ensaios com nematéides apontam para
uma acdo deletéria destas proteinas contra nematoides da espécie M. javanica. E
l6gico, contudo, que os experimentos realizados ndo nos dao suporte suficiente para
que um mecanismo de acdo completo seja proposto. Na verdade, o que se tem € um
quadro geral onde fragGes protéicas ricas em inibidores de proteinases cisteinicas
oriundas de extratos totais de raizes de feijdo-de-corda sdo capazes de afetar
negativamente a sobrevivéncia de nematdides da espécie M. javanica.

Filtrados de diferentes espécies de fungos, algumas nematéfogas, quando
avaliados quanto a seu potencial em afetar parametros como mobilidade, ecloséo e
causar mortalidade de juvenis de M. incognita, mostraram alguns efeitos
semelhantes e outros diferentes dos aqui descritos. Com relacdo a mobilidade, por
exemplo, os filtrados fungicos mais potentes foram capazes de causar percentual
maximo, acima de 90 %, de J2 imdveis em pouco mais de uma hora. No nosso caso,
porém, esta analise foi realizada apenas 24 h ap0s incubacdo e os maiores efeitos
observados foram de, aproximadamente, 40 %. Contudo, quanto ao percentual de
mortalidade, os filtrados fungicos mais potentes causaram maximo percentual de
mortalidade, acima de 90 %, ap6s 36 h de incubacgio. E importante ressaltar que
neste mesmo trabalho, alguns filtrados fangicos sé foram capazes de causar o
maximo de mortalidade, apenas 13 dias ap0s incubacdo das amostras com o0s
juvenis (COSTA et al.,, 2001). No nosso caso, as analises foram realizadas 24 h
apos incubacgédo e, neste periodo de tempo, 90 % de mortalidade foi obtida com o
PIHPLC, ja na menor dose utilizada na incubacdo com os J2, 20 ug de proteina.
Efeito semelhante foi observado para PIIHPLC e F 30/60 fervida, neste mesmo
tempo, porém, em doses mais elevadas, 40 e 60 ug de proteinas, em ambos o0s
casos.

Comparando com nossos dados, estes valores mostram que as fracdes ricas

em cistatinas oriundas de raizes de feijao-de-corda parecem ser mais potentes,
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guanto ao efeito nematicida, que os filtrados fungicos testados e menos potentes,
com relacdo ao efeito nematostatico. No entanto, comparagdo mais profunda destes
dados ndo pode ser feita, visto que no trabalho com filtrados fangicos, nenhuma
correlacdo entre possiveis proteinas, presentes nestes filtrados, e os efeitos
observados € sugerida. Fato que também torna dificil que alguma comparacao,
quanto a concentracdo das substancias aplicadas e os efeitos nematicidas e
nematostaticos observados, seja realizada. Além disso, como ja citado, as analises
foram realizadas em tempos diferentes.

Trabalho semelhante, agora analisando a ag&o de extratos totais aquosos de
15 espécies de plantas do género Crotalaria também foi realizado (JOURAND et al.,
2004). Neste trabalho a avaliacdo dos possiveis efeitos sobre a mobilidade e
mortalidade de nematdides foi feita com extratos aquosos totais de raizes e partes
aéreas das diferentes espécies de Crotalaria. Apesar de nenhuma caracterizacéo
bioguimica das amostras ter sido realizada os autores comentam, neste trabalho, a
possibilidade de que alcaloides e outros componentes de baixa massa molecular
tenham sido os principais responsaveis pelas atividades nematicidas e
nematostaticas diferentemente observadas (JOURAND et al., 2004).

No nosso caso, a possibilidade de que tais moléculas e ndo os inibidores
sejam 0s principais responsaveis pelas atividades observadas €, em parte, refutada,
visto que varios processamentos dos extratos brutos, incluindo fervuras,
centrifugacdes, dialises em tubos para dialise de 12 KDa, precipitacdo com sulfato
de aménio e cromatografia de fase reversa foram realizados. Em teoria, estes
componentes de baixa massa molecular dificiimente estariam presentes nas fracdes
testadas.

Estas evidéncias reforcam consideravelmente a sugestdo da participacao
efetiva dos inibidores de proteinases cisteinicas nos efeitos observados. Além do
qgue ja foi mencionado, outro importante fato que corrobora com esta hipétese, foi o
achado de que justamente as fracdes mais concentradas em inibidores foram as que
apresentaram efeitos mais deletérios sobre os nematoides. Entretanto, como ja
bastante enfatizado, os experimentos realizados ndo nos permitem afirmar se os
efeitos observados sobre os nematbides sejam devidos a atividade inibitéria de
proteinases cisteinicas per si, fato ja descrito na literatura. Esta é uma questao que
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levanta mais discussoes.

Trabalho utilizando uma fitocistatina recombinante de cevada mostrou que o0s
efeitos deletérios sobre o crescimento micelial do fungo fitopatogénico Botrytis
cinerea, ndo eram correlacionados a atividade inibitéria de proteinases cisteinicas.
Mesmo quando os aminoacidos essenciais para a total funcionalidade do sitio ativo
contra a papaina foram alterados, inativando quimicamente o inibidor, a atividade
antifangica foi mantida. Quando, porém, determinados aminoacidos, néo
relacionados com a atividade anti-papainasica foram modificados, sendo conservada
a atividade inibitéria, os efeitos como proteina antifingica foram perdidos. O que
evidenciou plenamente que a atividade biologica observada ndo estava ligada a
atividade inibitoria de proteinases cisteinicas da molécula (MARTINEZ et al., 2003).

N&o se pode descartar a possibilidade de que fato semelhante tenha ocorrido
no presente trabalho. Entretanto, mesmo que tenha ocorrido, tal fato ndo diminui, em
nenhum aspecto, a relevancia da participacdo dos inibidores de proteinases
cisteinicas de raizes de feijao-de-corda, no mecanismo de defesa da planta. Caso
fosse demonstrado que a atividade nematicida observada neste trabalho estivesse
correlacionada a outro motivo, ou dominio da proteina, que ndo aquele diretamente
envolvido com inibicdo de proteases, esta seria uma excitante descoberta e, talvez,
esta caracteristica pudesse, até mesmo, conferir, aos inibidores em estudo,
ampliacdo de seu espectro de acéo sobre diferentes patdogenos e pragas de plantas.

As analises microscopicas, decorridas 6 h de incubacdo entre as proteinas
presentes na fragdo F 30/60, previamente submetidas a conjugacdo com FITC, e os
juvenis de segundo estagio de Meloidogyne javanica, revelaram que estas proteinas
foram, de alguma forma, internalizadas pelos juvenis e, aparentemente, se ligaram
especificamente ao intestino dos vermes (Figura 21), regido posterior do corpo. A
interacdo das proteinas com a superficie do nematoide, nas magnitudes utilizadas,
nao foi observada.

Isso nos leva a sugerir que o mecanismo de acdo destas proteinas se dé,
pelo menos em parte, por meio de alteragdes fisioldgicas provocadas quando da sua

interacdo com estruturas internas dos J2.
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8.0 Conclusao

Os dados acumulados no presente trabalho sugerem a participacao efetiva
dos inibidores de proteinases cisteinicas de raizes de feijdo-de-corda nos efeitos
observados, atividade nematostatica e nematicida, sobre o nematoide Meloidogyne
javanica. Além disso, estes resultados nos levam a eleger estas biomoléculas como
candidatas, em potencial, ao desenvolvimento de estratégias alternativas no controle

de pragas vegetais, particularmente, com relacdo a esta espécie de nematoide.
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10.0 — Anexos

Arquivo analisado:

ANALISE ESTATISTICA DA MASSA RADICULAR — EXPERIMENT O TIME-COURSE

Variavel analisada: MASSA

Opcéo de transformagao: Variavel sem transformagéo

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FVvV GL SQ
DAP 3 15.833333
erro 8 3.253333

Total corrigido 11 19.086667

CV (%)= 19.13
Média geral: 3.3333333  Numero de obse

Teste Tukey para a FV DAP

DMS: 1,66853037979681 NMS: 0,05

Média harmonica do nimero de repeti¢des (r): 3
Erro padréo: 0,368178700572909

Tratamentos Médias
10 1.766667 al
15 2.700000 a1
20 4.400000
25 4.466667

(Y)

QM Fc Pr>Fc

5.277778 12.978 0.0019
0.406667

rvagoes: 12

Resultados do teste

a2
a2
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Arquivo analisado: )
ANALISE ESTATISTICA DO TEOR DE PROTEINAS POR RAIZ —

Variavel analisada: PRAIZ

Opcéo de transformagao: Variavel sem transformagao

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FVvV GL SQ
DAP 3 13.636667
erro 8 3.113333

Total corrigido 11 16.750000

CV (%)= 17.57
Média geral: 3.5500000 Numero de obse

Teste Tukey para a FV DAP

DMS: 1,63223485559161 NMS: 0,05

Média harmonica do nimero de repeti¢des (r): 3
Erro padréo: 0,360169713082905

Tratamentos Médias
10 2.166667 al
15 2.900000 a1
25 4.300000
20 4.833333

EXPERIMENTO TIME-COURSE

(Y)

QM Fc Pr>Fc

4.545556  11.680 0.0027
0.389167

rvagoes: 12

Resultados do teste

a2
a2 a3
a3
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Arquivo analisado:

ANALISE ESTATISTICA DA ATIVIDADE TOTAL POR MILILITR

Variavel analisada: UAIML

Opcéo de transformagao: Variavel sem transformagao

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ

DAP 3 0.040167
erro 8 0.273733
Total corrigido 11 0.313900
CV (%) = 10.54

Média geral: 1.7550000

Numero de obse

Teste Tukey para a FV DAP

DMS: 0,483986981556304 NMS: 0,05

Média harmonica do nimero de repeti¢des (r): 3

Erro padréo: 0,106796795624005

Tratamentos Médias
15 1.706667 al
10 1.710000 al
20 1.753333 al
25 1.850000 al

O DE EXTRATO — EXPERIMENTO TIME-COURSE

(Y)

QM Fc Pr>Fc

0.013389  0.391 0.7627
0.034217

rvagoes: 12

Resultados do teste
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Arquivo analisado:

ANALISE ESTATISTICA DA ATIVIDADE ESPECIFICA -~ EXPER  IMENTO TIME-COURSE

Variavel analisada: UAIMGP

Opcéo de transformagao: Variavel sem transformagao

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ
TEMPO 3 4.028967
erro 8 1.694133
Total corrigido 11 5.723100
CV (%) = 9.42

Média geral: 4.8850000

Teste Tukey para a FV TEMPO

DMS: 1,20404752917396 NMS: 0,05

Média harmonica do nimero de repeti¢des (r): 3

Erro padréo: 0,265685695679856

Tratamentos Médias
10 4.176667 al
15 4.700000 a1l
20 4.880000 a1
25 5.783333

Numero de obse

(Y)

QM Fc Pr>Fc

1.342989  6.342 0.0165
0.211767

rvagoes: 12

Resultados do teste

a2
a2
a2
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Arquivo analisado:

ANALISE ESTATISTICA DA ATIVIDADE POR GRAMA DE MASSA FRESCA DE RAIZ — EXPERIMENTO TIME-COURSE

Variavel analisada: UAIGMF

Opcéo de transformagao: Variavel sem transformagao

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ

DAP 3 10.881092
erro 8 4.741200
Total corrigido 11 15.622292
CV (%) = 16.74

Média geral: 4.5991667

Teste Tukey para a FV DAP

DMS: 2,01425279467506 NMS: 0,05

Média harmonica do nimero de repeti¢des (r): 3

Erro padréo: 0,444465971700872

Tratamentos Médias
10 3.426667 al
15 4.340000 al
20 4.553333 al
25 6.076667

Numero de obse

(Y)

QM Fc Pr>Fc

3.627031  6.1200.0181
0.592650

rvagoes: 12

Resultados do teste

a2
a2
a2
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Arquivo analisado:

ANALISE ESTATISTICA DA ATIVIDADE TOTAL POR RAIZ - E XPERIMENTO TIME-COURSE

Variavel analisada: UAITOTAL

Opcéo de transformagao: Variavel sem transformagéo

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ

DAP 3 552.944900
erro 8 124.549067
Total corrigido 11 677.493967
CV (%)= 29.47

Média geral: 13.3883333

Teste Tukey para a FV DAP

DMS: 10,3238117247493 NMS: 0,05

Média harmonica do nimero de repeti¢des (r): 3

Erro padréo: 2,27805716443737

Tratamentos Médias
10 4.710000 a1
15 10.090000 a1
20 15.743333

25 23.010000

NUmero de obse

(Y)

QM Fc Pr>Fc

184.314967  11.839 0.0026
15.568633

rvagoes: 12

Resultados do teste

a2
a2 a3
a3
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Arquivo analisado: ) )
ANALISE ESTATISTICA PROTEINAS TOTAIS DIFERENTES AMO STRAS — FRACIONAMENTO COM SULFATO DE AMONIO

Variavel analisada: MGPTOTAL

Opcéao de transformagao: Variavel sem transformagao (Y)

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
AMOSTRA 6 83.786495 13.964416 153.938 0.0000
erro 14 1.270000 0.090714

Total corrigido 20 85.056495

CV (%)= 11.49

Média geral: 2.6204762  Numero de obse rvacoes: 21

Teste Tukey para a FV AMOSTRA

DMS: 0,839948755446201 NMS: 0,05

Média harmonica do nimero de repeti¢des (r): 3
Erro padréo: 0,17389104415724

Tratamentos Médias Resultados do teste
60/90 0.250000 a1

30/60 0.596667 al a2

0/30 1.360000 a2

0/60 2.510000 a3

0/90 2.873333 a3

Ebf 4.553333 a4

EB 6.200000 a5

104



Arquivo analisado: )
ANALISE ESTATISTICA DA ATIVIDADE ESPECIFICA DE DIFE
SULFATO DE AMONIO

Variavel analisada: UAIMGP

Opcéo de transformagao: Variavel sem transformagao

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FVvV GL SQ
AMOSTRA 6 191.759067
erro 14 7.405400

Total corrigido 20 199.164467

CV (%)= 13.59
Média geral: 5.3533333  Numero de obse

Teste Tukey para a FV AMOSTRA

DMS: 2,02826731109255 NMS: 0,05

Média harmonica do nimero de repeti¢des (r): 3
Erro padréo: 0,419903617058781

Tratamentos Médias
0/30 2.413333 al
0/60 3.560000 al
30/60 3.723333 al
0/90 3.730000 a1
60/90 3.940000 al
EB 9.510000
Ebf 10.596667

RENTES MATERIAIS — FRACIONAMENTO COM

(Y)

QM Fc Pr>Fc

31.959844  60.420 0.0000
0.528957

rvagoes: 21

Resultados do teste

a2
a2
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Arquivo analisado:

ANALISE ESTATISTICA DO EFEITO DAS AMOSTRAS SOBRE A

Variavel analisada: PERCENTUAL

Opcéo de transformagao: Variavel sem transformagéo

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ
AMOSTRA 17  6698.492593
erro 36 1448.340000

Total corrigido 53 8146.832593

CV (%) = 75.24
Média geral: 8.4296296  Numero de obse

Teste Tukey para a FV AMOSTRA

DMS: 19,4262754087415 NMS: 0,05

Média harmonica do nimero de repeti¢des (r): 3
Erro padréo: 3,66204253874195

Tratamentos Médias
PIHPLC 60 0.000000 a1
F3060f 60 0.000000 a1
EB 20 0.000000 a1
F3060 20 1.066667 al
Ebf 20 1.266667 al
PIIHPLC 60 1.400000 al
HGUA 2.233333 al
PIHPLC 20 2.766667 al
PIHPLC 40 3.233333 al
PIIHPLC 20 3.333333 al
Ebf 40 3.766667 al
EB 40 5.666667 al
PBS pH 7,21 7.200000 al
PIIHPLC 40 9.900000 a1
F3060 40 18.733333 al
F3060 60 20.866667
F3060f 20 32.033333
F3060f 40 38.266667

MOBILIDADE DE JUVENIS

(Y)

QM Fc Pr>Fc

394.028976  9.794 0.0000
40.231667

rvagoes: 54

Resultados do teste

a2

a2

a2

a2

a2

a2

a2

a2

a2 a3

a2 a3 a4

a3 ad

a4
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Arquivo analisado:
ANALISE ESTATISTICA DO EFEITO DAS AMOSTRAS SOBRE A MORTALIDADE DE JUVENIS

Variavel analisada: PERCENTUAL

Opcéo de transformagao: Variavel sem transformagéo (Y)

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
AMOSTRA 17 74369.580926 4374.681231 111.073 0.0000
erro 36  1417.886667 39.385741

Total corrigido 53 75787.467593

CV (%) = 15.50
Média geral: 40.4796296  Numero de obse rvacoes: 54

Teste Tukey para a FV AMOSTRA

DMS: 19,2209583757248 NMS: 0,05

Média harmonica do nimero de repeti¢des (r): 3
Erro padréo: 3,62333827387308

Tratamentos Médias Resultados do teste
HGUA 1.033333 al

Ebf 20 6.200000 a1 a2

PBS pH 7,21 6.233333 al a2

F3060 20 6.666667 al a2

EB 40 8.566667 al a2

EB 20 8.666667 al a2

Ebf 40 10.100000 a1 a2

F3060 40 10.666667 al a2

F3060 60 17.700000 al a2 a3
F3060f 20 21.300000 a2 a3
PIIHPLC 20 35.833333 a3
F3060f 40 59.100000 a4
PIIHPLC 40 75.100000 a4 ab
PIHPLC 20 89.966667 a5 a6
PIHPLC 40 90.800000 a5 a6
F3060f 60 90.966667 a5 a6
PIIHPLC 60 94.233333 ab ab
PIHPLC 60 95.500000 a6
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