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RESUMO

OLIVEIRA, H.D. Toxinas Protéicas de Sementes de Soja [Glycine max (L.) Merr.]:
Aspectos Moleculares e Funcionais. 2009. Tese (Doutorado em Bioquimica) —
Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, 2009.

A soja (Glycine max) € uma espécie de grande valor econémico para o Brasil dada a
multiplicidade de uso de seus graos na alimentagao animal e na industria. Embora o Brasil seja
o0 segundo maior produtor mundial dos graos, as perdas na produtividade em campo ainda sao
consideraveis, principalmente aquelas causadas por nematoides do género Meloidogyne e por
fungos fitopatogénicos. Mesmo com a existéncia de alternativas quimicas para o controle
dessas espécies, bem como com a existéncia de genoétipos resistentes, as perdas agricolas
ainda sao consideraveis, mostrando que a busca por mecanismos naturais de resisténcia
ambientalmente seguros s&o praticas necessarias para o controle de pragas e patégenos e
para a melhoria na produtividade. Este trabalho objetivou caracterizar bioquimica e
funcionalmente duas toxinas protéicas isoladas de sementes de soja, bem como avaliar os
seus papeéis na defesa contra patégenos de importancia agronémica para essa espécie. Foi
mostrado experimentalmente que SYTX-2 (28 kDa) é uma proteina acida encontrada em duas
isoformas (27,3 e 27,2 kDa) de plI's 5,11 e 5,24, as quais apresentam a mesma extremidade
NHxTerminal (KTISSEDSPFFNCREK). A analise por dicroismo circular mostrou que a SYTX-2
apresenta um espectro tipico de proteinas que apresentam a-hélice e folhas-B, sendo essa
estrutura semelhante aquela ja descrita para a SBTX. Esses padrdes sdo gradualmente
perdidos quando a proteina é aquecida de 25 a 95 °C. Os espectros de emissdo em 280 e 295
nm (323 e 313 nm, maximo) mostraram padrdes tipicos de residuos de triptofano presentes no
interior da estrutura terciaria. SYTX-2 € uma hemilectina capaz de aglutinar indiretamente
eritrocitos de coelho em presenga de anticorpos policlonais anti-SYTX-2, sendo essa atividade
inibida por D-manose. Além disso, in vifro, SYTX-2 apresentou atividade ribonucleasica, cuja
atividade especifica (1821,42 + 3,34 UA. h™ mgP) foi semelhante aquela descrita para a
ribonuclease de raizes de V. unguiculata. Foi observado que SYTX-2 esta presente na casca
das sementes em teores menores do que os observados para os cotilédones, além de se
distribuir também em raizes, caules e folhas. As raizes jovens apresentam os maiores teores
de SYTX-2 (62,62 + 10,10 pug de SYTX-2/g de tecido) sendo essa expresséao triplicada em
tecidos adultos (195,12 + 35,54 ug/g de tecido). Em pH 5,0 essa proteina é exsudada das
sementes ao longo de 24 h, sendo o pico de exsudagao mostrado 18 h apds o contato com o
tampao (6,16 + 0,08 ugP de SYTX-2/semente ). Tal como descrito para muitas proteinas de
defesa, SYTX-2 foi induzida 6 h apods a injuria mecanica de folhas (de 6,7 para 10,46 ug de
SYTX-2/ g de tecido), retornando aos valores normais 24 h apés a lesdo. In vitro SYTX-2
apresentou uma potente atividade nematicida contra M. incognita Raca 4, induzindo a
mortalidade de 85% dos J2 6h apds incubacdo com a proteina, e de 100% apos 24 h. Essa
toxina também foi capaz de inibir (20%) o crescimento de C. albicans, embora ndo tenha sido
efetiva em inibir a germinagao de esporos de fungos fitopatogénicos (R. solani, Phomopsis sp.
e F. solani f.sp glycines). Este trabalho também descreve o isolamento, a clonagem e a
caracterizagdo do cDNA da subunidade de 27 kDa da SBTX (44 kDa). O cDNA foi isolado a
partir de um pool de RNA extraido de sementes 15, 25 e 35 dias apds a antese, utilizando
iniciadores desenhados a partir do NHx-terminal das duas subunidades da proteina (27 e 17
kDa). Evidéncias experimentais sugerem fortemente que as duas subunidades da proteina sdo
codificadas por genes diferentes. A subunidade de 27 kDa da SBTX apresenta um cDNA de
815 pb, composto por uma ORF de 660 nucleotideos, codificante para uma proteina com 219
residuos de aminoacidos. A sequéncia do cDNA da SBTX foi detectada em dois cromossomos
(04 e 06) e a busca por EST’s para essa proteina, mostrou que além de ser expressa em todo
o vegetal, niveis elevados de transcritos sao observados apés a infecgao contra P. sojae e F.
solani f. sp. glycines, evidenciando seu importante papel na defesa contra fungos
fitopatogénicos. A sequéncia deduzida de aminoacidos da subunidade de 27 kDa apresenta um
peptideo sinal de 26 residuos de aminoacidos, clivado para a produgdo da proteina madura,
que apresenta, portanto, massa molecular de 21,7 kDa e pl 9,3, sendo uma proteina basica. Na
sequéncia de aminoacidos da subunidade de 27 kDa também foram identificados: um residuo
de cisteina, envolvido na formacado de uma ponte dissulfeto com a subunidade de 17 kDa, 11



sitios de fosforilagdo em Ser, Thr ou Tyr, 8 sitios de glicosilagao para GIcNAc e um sitio para
adicdo de oligossacarideos tipo mucina (GalNAc). A toxina também apresenta sitios de
clivagem para pepsina, tripsina e quimiotripsina que podem justificar a auséncia de toxicidade
observada em camundongos apds administragao oral. SYTX-2 e SBTX foram mostradas
através de uma caracterizagdo estrutural ainda mais completa que as descritas por Sousa
(2006) e Siebra (2004) e as informagdes obtidas permitiram definir que essas proteinas sao
parte importante da defesa da soja contra fungos fitopatogénicos e nematodides. Além de
inéditos e de extrema relevancia, todos esses dados dardo subsidios para estudos posteriores
que objetivem, para SYTX-2, determinar sua microestrutura protéica e isolamento génico e,
para SBTX, realizagao de projetos futuros, visando o desenvolvimento de plantas transgénicas
com uma maior resisténcia a fungos.

Palavras-chave: Glycine max, SYTX-2, SBTX, defesa vegetal, M. incognita, fungos
fitopatogénicos.



ABSTRACT

OLIVEIRA, HD. Toxic Proteins from Soybean Seeds [Glycine max (L.) Merr.]:
Molecular Aspects and Functional Analysis. Universidade Federal do Ceara, Fortaleza,
2009.

Soybean provides significant sources of fatty acids and proteins for human and animal
nutrition and also has non-food uses. Conditions in almost all cultivated land are sub-optimal for
plant growth as a result of the increasing incidence of diseases, even in developed agricultural
systems. To meet these challenges, genes and proteins that control their resistance to a wide
range of pathogens need to be identified and characterized to facilitate improvements in crop
productivity. The main focus in this thesis has been to characterize (providing basic information
about biochemical characteristics) and study the functional role of SYTX-2 (28 kDa) and SBTX
(44 kDa), two toxic proteins isolated from soybean seeds, in plant defense against pathogens.
The SYTX-2 was purified by a combination of ammonium sulphate fractionation and two
chromatographic steps. Bidimensional electrophoresis of this protein revealed the presence of
two spots (27.3 e 27.2 kDa), with isoeletric points values corresponding to 5.11 and 5.24,
respectively, exhibiting the same N-terminal sequence (KTISSEDSPFFNCREK). SYTX-2 has
also ribonuclease activity (1821.42 + 3.34 UA. h” mgP), similar to that described in Vigna
unguiculata leaves. The CD spectrum of SYTX-2 presents an alpha-beta profile spectrum,
similar to the structure described to SBTX. Regarding to the temperature exposure, monitored
by CD, it was observed that the structure of SYTX-2 is vulnerable to the temperatures above 40
°C. The fluorescence spectra of Soyatoxin-2 marked a maximum emission of fluorescence at
323-333 nm and confirmed that the tertiary structure of this protein was correctly folded. SYTX-2
behaves as a hemilectin: it does not directly promote agglutination of red blood cells, but toxin-
treated erythrocytes are readily agglutinated in the presence of anti-SYTX-2 antibodies. ELISA
assays showed that SYTX-2 was exuded during seed imbibition, the maximum level of exuded
toxin (6.16 + 0.08 ug/seed) detected being at 18 h after the start of imbibition. The expression
profiles of SYTX-2 in various soybean tissues were investigated with ELISA assay or Dot Blot
analysis. The expression analysis suggested that SYTX-2 was clearly detected in seed coat,
leaves, roots and also in stems. However, expression of SYTX-2 in roots is higher than that in
leaves and stems. A strong induction of SYTX-2 expression was also observed in wounded
leaves 6 h after treatment and it decreased thereafter. In vitro, antifungal activity of SYTX-2 was
not detected against R. solani, Phomopsis sp. and F. solani f.sp glycines, but this protein
inhibits C. albicans growth. Nematicidal effects of SYTX-2 were studied in vitro against
Meloidogyne incognita nematode and the toxin (11ug/nematode) showed a high nematicidal
activity, with the mortality of 85%, after six hours contact and of 100%, after 24 h of incubation.
This work also describes the isolation, sequencing and functional analysis of cDNA (815 pb)
encoding 27 kDa subunit of soybean toxin (SBTX). CDNA was amplified using a forward primer
designed based on the N-terminal sequence of the toxin in combination of primer AP. The
genomic location of the 27 kDa SBTX subunit SBTX was preliminarily determined with the
mapped soybean ESTs database (www.phytozome.net) at Gm04 and Gm06 chromosome of
soybean and thus may have two copies per genome. The deduced protein sequence of 219
amino acids (MW of mature protein 21.7 kDa, pl 9.3) included an N-terminal signal peptide.
EST’s encoding 27 kDa subunit SBTX were present in cotyledons, leaves, and seedlings and
the expression of 27 kDa subunit SBTX was also induced in tissues by P. sojae and F. solani f.
sp. glycines infection and by abiotic stress. In addition to these blocks, the 27 kDa deduced
protein sequence contains a putative Ser/Tyr/Thr phosphorylation and also contains eight
potential N-linked glycosylation sites and a threonine/serine-rich region which is a potential site
for attachment of O-linked carbohydrate. Potential sites for pepsin, trypsin and chymotrypsin
hydrolysis were also detected. The results add a new dimension to toxins SBTX and SYTX
functionalities and support the concept that these proteins act protecting soybean against
pathogens.

Keywords: Glycine max, SYTX-2, SBTX, plant defense, M. incognita and phytopathogenic
fungi
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Soja [Glycine max (L.) Merr.]

1.1.1 Aspectos Bioldgicos e Importancia Econémica

A soja € uma planta herbacea, anual, de crescimento morfolégico
diversificado, idéntico ao feijao comum, diferenciando-se, além de outros
caracteres, pelas hastes e vagens pubescentes e porte ereto. A espécie
cultivada possui 40 cromossomos, pertencendo a familia Fabaceae, classe
Magnoliopsida, subclasse Rosidae e ordem Fabales (CAPELLARI Jr. et al.,
1999).

Em campo, essa espécie apresenta uma taxa de crescimento e
produtividade influenciadas por diversos fatores. A disponibilidade de agua é
um evento importante principalmente durante as fases de germinagao-
emergéncia e floragao-enchimento dos graos. A soja € uma espécie que se
adapta bem a temperaturas do ar entre 20 e 30 °C e temperaturas no solo em
torno de 25 °C para uma emergéncia rapida e uniforme (EMBRAPA, 2009).

Anualmente, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) langa no mercado, diversas cultivares adaptadas as mais variadas
condicdes abidticas e resisténcia contra pragas e doencas. A adaptacédo de
diferentes cultivares a determinadas regides depende, além das exigéncias
hidricas e térmicas, de sua exigéncia fotoperiodica, ja que a soja é considerada
uma planta de dia curto (EMBRAPA, 2009).

Por ser uma espécie de grande importdncia econbOmica, a soOja,
apresenta desenvolvimento fenoldgico bem caracterizado e delimitado em
etapas. Essas etapas sdo chamadas de estadios e contribuem para padronizar
as fases do ciclo reprodutivo dessa espécie, de modo a permitir a identificagao
mais precisa de infecgbes e doengas ao longo do seu ciclo. Em nivel mundial, a
escala de desenvolvimento fenoldgico mais amplamente aceita para a soja é a
de Fehr e Caviness (1977), sendo também a mais utilizada entre

pesquisadores que usam a soja como modelo experimental (Figura 01).

OLIVEIRA, H.D., 2009 1
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Periodo Estadio Descricao

g VE Cotiledones acima da superfice do solo

= VC Coliledounes cumplelamsznle aberlos

‘E V1 Folhas unifolioladas completamente desenvolvidas'

i % Primeira folha trifaliolada completamente desenvolvida

> V3 Szgunda folha trifoliclada completamente desenvolvida
Vn Ante-enésima folha trifoliolada completamente desenvolvida
R1 Inicio?do florescimento - Uma flor aberta em qualquer nd do

caule

R? Florescimento pleno - Uma flor aberta hum dos 2 ultimos

nos’ do caule com folhz completamente desenvolvida

Inicic da formagao dz vagem - Vagem com & mim de
R3 comprimento num dos 4 ultimos nés” do caule com folha
completamente desenvolvida

Vagem completamente desenvolvida - Vagem com 2 cm de
R4 comprimento num dos 4 tltimos nés® do caule com folha
completamente desenvolvida

g Inicic do enchimento do grao - Grdo com q3 mm de
£ R5 comprimento em vagem num dos 4 ultimos nds™ da caule,
S com folha completamente desenvolvida
E +« R5.1 - grées pc_rccpti\fcis ao tate (o cquivalenic a
o 10% da granagao);
Subdivisdes do e R5.2-11% a 25% da granacao;,
cstadio RS * ¢ R5.3-26% a 50% da granagao;
¢ R54-51% a 75% da granacao;
e R5.5-76% a 100% da granagao.
Grao cheio ou completo - vegem contsndo graos verdes
R6 preenchendo as cavidades dz vagem de um dos 4 Ultimos
nés* do caule, com folha completamente desenvolvida
R7 Inicic da maturacdo - Uma vagem normal no caule com
coloracio de madura
R8 Maturacdo plena - 95% das vagens com coloracdo de
madura
Obs:

' Uma folha é considerada completamente desenvolvida quando as bordas dos trifélios da
folha seguinte (acima) ndo mais se tocam.

2 Caule signffica a haste principal da planta

° A expressdo ‘Ultimos nos’ refere-se aos Ultimos nos superiores.

Figura 01. Estadios do desenvolvimento da soja (Fehr e Caviness, 1977).
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No Brasil, essa espécie foi introduzida por volta da década de 60,
quando foi trazida dos Estados Unidos como uma lavoura alternativa aos
periodos de verdo, durante os quais o trigo (principal lavoura da época) nao
podia ser plantado. Os usos iniciais dessa leguminosa eram centrados,
inicialmente, como forrageira, mas, posteriormente, as atencdes foram voltadas
para a utiizagao de seus graos em varios setores da pecuaria na forma de
ragao para animais, como o gado, porco e frango de corte. Atualmente, a soja
possui grande valor social e econdmico para o Brasil dada a sua importancia
na producdo de derivados alimenticios de alto conteudo protéico, além de ser
exportada para outros paises.

Devido ao seu valor social e econdémico e, também, ao melhoramento
genético, resultando em gendtipos de soja mais adaptados a diversas
condicdes e resistentes a doencgas, houve um rapido crescimento da cultura da
soja no Brasil nos ultimos 40 anos. A produgdo mundial de graos em
2008/2009 (USDA - 2009) foi estimada em torno de 220,07 milhdes de
toneladas, resultando em uma receita produtiva superior a 30 bilhdes de
dolares. O Brasil € o segundo maior produtor mundial do grdo, participando
com mais de 27% (safra 2008/2009 estimada em 57.600,0 mil toneladas) da
producédo total, valor inferior apenas ao cultivado pelos Estados Unidos
(CONAB, 2008). Em adigao, o Brasil também figura com o maior potencial de
expansdo na area cultivada, podendo multiplicar a atual producao e suprir a
demanda adicional pelo produto nas proximas décadas. Para 2020 a producéo
projetada para o Brasil € de 105 milhdes de toneladas, quando sera
destacadamente o maior produtor exportador do produto (AGNOL, 2008).

No contexto das grandes culturas produtoras de graos, a soja foi a que
mais cresceu em termos percentuais nos ultimos 37 anos, tanto no Brasil
quanto em nivel mundial. De 1970 a 2007, o crescimento da produgéo global
foi da ordem de 500% (de 44 para 220 milhdes de toneladas), enquanto as
produgcbes de culturas como trigo, arroz, milho, feijdo, cevada e girassol
cresceram, no maximo, trinta por cento desse montante (AGNOL, 2008).

A grande produgdo e a ampla utilizagdo da soja s&o justificadas pelo
elevado teor nutricional de seus graos, formados essencialmente por 38-40%
de proteina, 30% de carboidrato e 18% de 6leo (85% nao-saturado). Seus

beneficios nutricionais ainda incluem o fato de as sementes serem boas fontes
OLIVEIRA, H.D., 2009 3
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de fdosforo, potassio, zinco, ferro, vitaminas do complexo B e da vitamina
antioxidante E (BURTON, 1997).

Os investimentos realizados nos ultimos dois anos tém feito com que a
area ocupada pelo complexo agricola da soja tenha aumentado para 21,3
milhdes de hectares plantados, o que corresponde a maior parte da area
agricola total do pais. Mesmo com os grandes investimentos destinados a
selecdo de gendtipos adaptados, os custos relativos a produgdo sdo muitas
vezes aumentados devido a necessidade de estratégias de controle para
insetos-praga, nematdides, fungos fitopatogénicos e condi¢bes climaticas
desfavoraveis (CONAB, 2008).

1.1.2 Insetos-praga, Doencas e Medidas de Controle

Atualmente, o Brasil dispde de cultivares de soja com potenciais de
produtividade de até 6000 kg de sementes por hectare. Além de cultivares,
dispde-se de tecnologia avangada para a producdo de sementes. Entretanto,
devido a uma série de fatores relacionados a planta, ao ambiente e as praticas
de manejo, ainda depara-se com niveis de produtividade abaixo da média
nacional que se encontra ao redor de 2600 kg/ha.

Dentre os fatores bidticos envolvidos na redugédo dos rendimentos obtidos
nas lavouras brasileiras, a ocorréncia de insetos-praga, nematdides e fungos
fitopatogénicos se destaca.

A soja é uma cultura que tem sido atacada por varias pragas, que podem
ocorrer durante todo o seu ciclo. Mais de 300 espécies de insetos ja foram
relatadas alimentando-se nas lavouras ou nos grdos armazenados. Anticarsia
gemmatalis (lagarta da soja), Euschistus heros (percevejo marron), Piezodorus
guildinii (percevejo verde pequeno) e Nezara viridula (percevejo verde) sao
insetos-praga que se destacam na lavoura da soja, em fungdo dos grandes
danos agricolas causados no Brasil. Em relagcdo a lagarta da soja (principal
praga de interesse agrondmico), os danos sdo causados principalmente as
folhas. Com o objetivo de completar o seu ciclo reprodutivo, cada larva pode
chegar a consumir 90 cm? de folhas, causando desfolha precoce e perdas na
produtividade que podem chegar a 100% da lavoura (LEPPLA et al., 1977;

EMBRAPA, 2009).
OLIVEIRA, H.D., 2009 4
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O controle das principais pragas da soja deve ser feito com base nos
principios do “Manejo de PragasCe consiste de tomadas de decisdo de controle
com base no nivel de ataque, no numero e tamanho dos insetos-praga e no
estadio de desenvolvimento da soja, informagdes estas obtidas em inspegdes
regulares na lavoura com este fim (EMBRAPA, 2009).

Em adicdo aos danos causados por insetos, a soja também aparece
como um dos principais produtos agricolas afetados por doengas causadas por
fungos, juntamente com o milho e café. Para essa espécie, até o momento,
foram identificadas dezenas de doengas cujas ocorréncias podem variar de
esporadicas ou restritas a incidéncia generalizada nacionalmente. A
importancia econémica de cada doenca varia de regido para regido,
dependendo das condi¢des climaticas e da cultivar utiizada (EMBRAPA, 2009).

Uma das mais importantes doengas deletérias para a soja € a mancha
olho-de-ra, causada pelo fungo Cercospora sojina Hara fungus (GRAVINA et
al., 2004; YORINORI, 1997 a, b). Ha evidéncias de 25 ragas do patégeno no
Brasil e novas ragas podem ocorrer (YORINORI e KLINGELFUSS, 2000). A
incidéncia dessa doenga é favorecida pela umidade atmosférica elevada e sua
influéncia na diminuigado da produtividade é derivada da redugéao da area foliar
fotossintética, desfoliagao prematura e danos as sementes (AKEM e DASHIEL,
1994).

Outro fungo que causa grandes danos as lavouras nacionais de soja é a
espécie Fusarium solani f. sp. glycines. A podridao vermelha das raizes, nome
da doenga causada por este fungo, tem causado grandes prejuizos as lavouras
de soja desde a década de 80 e, aliada a um controle quimico ineficiente,
causa vasta preocupacdo aos agricultores nas lavouras nas quais aparece
(FRONZA, 2003).

A ferrugem asiatica da soja, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi
Syd & Syd, foi constatada pela primeira vez no Brasil em 2001, sendo motivo
de grande preocupagédo devido a sua importancia e alto potencial de danos em
paises Africanos, da América Central e América do Sul. Em quase todos os
paises tropicais e subtropicais tém sido verificada a ocorréncia de ferrugem
(HARTMAN et al., 1997). No Brasil, na safra de 2002-2003, a doencga atingiu

mais intensamente o estado da Bahia, causando prejuizos de mais de R$ 300
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milhdes e perdas de até 90% da produgdo em algumas propriedades onde a
doenga ocorreu com alta severidade. Na safra de 2003-2004, as perdas foram
menores, mas ainda significativas, sendo da ordem de R$ 3 milhdes. No total, o
custo da ferrugem asiatica da soja no Brasil, desde as primeiras epidemias
severas até a safra de 2007/08, foi estimado em aproximadamente US$ 10,1
bilhdes, incluindo as perdas em producdo, arrecadagcdo e o custo com o
controle dessa doenca (Consorcio Antiferrugem, 2008). A gravidade da
ferrugem asiatica também reside no fato de que o fungo pode ter hospedeiros
alternativos como Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata, outras espécies
economicamente importantes para o Brasil (YORINORI, 2004).

De acordo com a Embrapa (2009), a expansao da cultura da soja para
areas irrigadas tem favorecido o aparecimento de outras doengas causadas por
fungos, bem como a sobrevivéncia de estruturas reprodutivas dessas espécies
apos a colheita. Esse € o caso de doengas como a antracnose (Colletotrichum
truncatum), tombamento de rizoctdnia (Rhizoctonia solani) e cancro da haste
(Phomopsis phaseolif. sp. meridionalis).

Ao longo dos anos, varias estratégias tém sido adotadas para minimizar
as doengas causadas por fungos nas lavouras. Essas estratégias sao
baseadas em métodos genéticos, quimicos e bioldgicos. O uso de gendtipos
resistentes representa uma das principais abordagens geneéticas utilizadas
(GRAVINA et al, 2004). No entanto, a rapida evolugcéo dos patdégenos torna
invidvel a obtengdo de gendtipos pouco susceptiveis dentro de um curto
intervalo de tempo e mesmo aqueles resistentes nao dispensam a aplicacao de
defensivos quimicos durante o plantio. O controle quimico, por sua vez,
encontra problemas como o aparecimento de espécies de fungos resistentes
ao tratamento e, também, a utilizacdo de compostos toxicos por outros setores
da cadeia alimentar. Como tentativa de controlar biologicamente tais
patdbgenos, sobressaem-se a prospecgdo de proteinas de defesa, aliada a
busca e transferéncia de genes que confiram resisténcia contra esses
patdégenos (IQBAL et al., 2005; EMBRAPA, 2009).

Nao obstante a presenga de insetos e fungos, causadores de perdas
agricolas consideraveis, as lavouras de soja também estdo sujeitas ao ataque
de nematdides. Os endoparasitas sedentarios dos géneros Heterodera,

Globodera (conhecidos como nematéides de cisto) e Meloidogyne (nematdides
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de galha) séo os fitopatdgenos que, na atualidade, causam perdas anuais que
chegam a U$ 125 bihdes de dolares, somente nos Estados Unidos
(CHITWOOD, 2003). Desses, a espécie Meloidogyne incognita é
provavelmente o patdégeno que causa mais danos as lavouras em escala
global, principalmente devido a sua grande quantidade de hospedeiros, ampla
distribuicao e elevada taxa reprodutiva (TRUDGILL e BLOK, 2001).

Segundo a EMBRAPA (2009), todas as medidas de controle contra
nematdides de galha devem ser tomadas antes da semeadura. Ao constatar
que uma lavoura de soja esta atacada, o produtor nada podera fazer naquela
safra. Todas as observacdes e todos os cuidados deverao estar voltados para
0os préoximos cultivos na area. Mesmo assim, estratégias como o uso de
nematicidas, rotagdo de culturas, biocontrole e/ou uso de espécies resistentes
tem sido empregados com sucesso restringindo a multiplicacdo desses
patdégenos (BIRD e KALOSHIAN, 2003). Outra estratégia que tem se mostrado
promissora nos ultimos anos é baseada na inibicdo de enzimas digestivas dos
nematdides através de plantas transgénicas codificando inibidores de
proteases (LILLEY etal., 1999 a,b; ATKINSON et al., 2001).

Diante do exposto, dois aspectos merecem destaque: (1) mesmo com 0s
avangos tecnoldgicos em relagédo ao plantio e colheita, bem como ao uso de
cultivares resistentes, as perdas a lavoura de soja ainda sdo consideraveis; (2)
embora o manejo de pragas e o controle quimico sejam estratégias importantes
no controle de pragas e patdgenos, trabalhos atuais tém mostrado (FRAGOSO
et al,, 2005; BERTHOLDO-VARGAS et al., 2009; MARRA et al., 2009) que a
prospeccgao e uso de genes de defesa sao estratégias promissoras no controle

de pragas e patégenos.

1.1.3 Aspectos Moleculares: Genoma e Proteoma

Tal como descrito anteriormente, a soja € uma oleaginosa de grande
valor comercial, servindo de fonte de acidos graxos e proteinas importantes
para a alimentagcdo humana e animal além de outros usos nao-alimenticios
(THELEN e OHLROGGE, 2002). Nao obstante a sua importancia econémica,
as condi¢cdes de plantio presentes em determinadas areas sdo consideradas,

em sua maioria, insuficientes para o crescimento vegetal. Boyer (1982) estimou
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que cerca de 70% do rendimento potencial dessa espécie é perdido como
resultado de condigdes fisico-quimicas desfavoraveis.

Para superar essas limitacbes, genes e proteinas que controlam o
desenvolvimento, tolerdncia a estresses abidticos e resisténcia a doengas e
pragas precisam ser identificados e caracterizados de modo a contribuir para a
melhoria na produtividade (KOMATSU, TOORCHI e YUKAWA, 2007). Para
espécies-modelo como Arabidopsis thaliana e Oryza sativa (arroz) (NATURE,
2000 e 2005), sequéncias gendmicas completas ja estdo disponiveis e estdo
sendo utilizadas para entender muitos dos aspectos fundamentais da biologia
desses organismos. Duas espécies de leguminosas Lotus japonicus e
Medicago truncatula também tem sido foco de analises genémicas e funcionais
(UDVARDI et al., 2005; LEI et al., 2005).

A soja € uma espécie que também tem sido considerada, nos ultimos
anos, como modelo para plantas cultivadas. Isso ocorre devido ao seu mapa
genético densamente saturado (CREGAN et al, 1999), sistemas de
transformacgado genética bem desenvolvidos (CLEMENTE et al., 2000; XING et
al.,, 2000; ZHANG et al,, 1999) e a um grande numero de ferramentas genéticas
e experimentais aplicadas ao estudo biolégico dessa espécie, além do grande
apelo econdmico mundial dado em fungao da receita gerada a partir de suas
sementes e subprodutos.

O genoma hapldide da soja contém aproximadamente 1,12 x 10° pares
de bases ou 1,1-1,15 Tpb no total, um tamanho que equivale a metade do
genoma do milho (Zea mays), embora seja 7,5 vezes maior do que o0 genoma
de A. thaliana (ARUMUGANATHAN e EARLE, 1991). Trata-se de um
tetraploide diploidizado que anteriormente apresentava n=11 cromossomos,
dos quais um foi perdido ao longo da evolugdo formando n=10, 2n=20 e,
posteriormente, n=20 cromossomos (SINGH e HYMOWITZ, 1988). Por conta
disso, estima-se que cerca de 40-60% de seu genoma seja constituido de
sequéncias repetidas (GOLDBERG, 1978; GURLEY et al.,1979).

Para entender a grande quantidade de informagdes presentes no
genoma da soja, surgiu na década de 90 o projeto intitulado “A PUBLIC EST
PROJECT FOR SOYBEANQ cujo objetivo inicial era produzir sequéncias de
cerca de 300.000 EST (Expressed Sequence Tags) de varias partes da soja,

em varios estagios de desenvolvimento e deposita-las no SoyBase, o banco de
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dados publico para armazenamento e pesquisa de sequéncias gendmicas de
soja.

EST's sdo sequéncias curtas (200 - 800 pb), ndo editadas e
randomicamente selecionadas a partir do sequenciamento em uma unica etapa
de segmentos de DNA derivados de bibliotecas de cDNA (NAGARAJ et al,,
2006). A vantagem inicial desse tipo de abordagem é fornecer, com um custo
menor do que aquele proveniente do seqlienciamento gendmico, informagdes
acerca das sequéncias transcritas sob determinadas condicbes ou estados
fisiologicos, capacitando a descoberta de genes, complementos para
anotagcdes de genomas, identificacdo da estrutura de genes e busca por
transcritos alternativos além de auxiliar a analise proteébmica (JONGENEEL,
2000; DONG, KROISS e OAKLEY, 2005; RUDD, 2003).

Hoje, existem mais de 1.386.618,00 EST’s depositadas nos bancos de
dados do SoyBase e NCBI, as quais foram reforgadas pelo volume massivo de
dados fornecidos pelo genoma da soja encerrado no ano de 2008, através de
um consorcio mundial feito por instituicdes publicas e privadas do Brasil, China,
Coréia, Japao e EUA. Muitas das informagdes acerca do genoma da soja
podem ser encontradas e analisadas através do enderego eletrénico:
http://www.phytozome.net/soybean.

Mesmo com o grande numero de informagbes gendmicas depositadas
para a soja, os estudos das funcdes dessas sequéncias ainda estdo em sua
fase inicial. Além disso, muitas dessas analises se tornariam demasiadamente
dificeis de analisar devido as duplicagdes apresentadas pelo genoma, se nao
fosse o auxilio de abordagens protedmicas, para analise de estrutura e fungao
dos genes (KOMATSU e AHSAN, 2009). Nao se pode duvidar, entretanto, da
riqueza de informagdes fornecidas pelo estudo do genoma de um organismo.
Para a soja, a simples existéncia de um banco de sequéncias nucleotidicas ja
fornece informagdes muito a frente das sequéncias de proteinas depositadas
para essa espécie (Tabela 01) (LOCKHART e WINZELER, 2000; PANDEY e
MANN, 2000).
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Tabela 01. Aspectos moleculares de G. max: sequéncias nucleotidicas e
estudos protéicos envolvendo plantas de soja. Abaixo, links dos bancos de
dados consftruidos para essa espécie

REGISTROS NO NCBI

Detalhamento Numero
4+ Projeto Genoma 1
4+ EST (sequéncias nucleotidicas) 1.386.618,00
4+ Dominios com Estrutura Tridimensional Definida 447
4+ Registros no UniGene 33.607
4+ Sequéncias Protéicas 12.652
4+ Genes 1.461
4+ Artigos Cientificos — PubMed Central 3.092

LINKS

Banco de Dados

Finalidade

+ NCBI

+ SoyBase

4+ Soybean
Proteome
DataBase

Busca por sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos, além de realizar o alinhamento usando
algoritmos como BLASTp, BLASTn efc.

Busca por sequéncias nucleotidicas, de aminoacidos
e no Banco de EST de soja

Busca por informagcbes acerca de proteinas
expressas em soja sob diferentes condicdes e

estagios ontogenéticos
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A despeito de todas as informagdes disponiveis para 0 genoma da soja,
estudos protebmicos com essa espécie somente comegaram a ocorrer de
forma consideravel a partir do ano de 2002, quando novos métodos para
extragcéo e solubilizagdo de proteinas puderam ser disponibilizados (HERMAN
et al, 2003). Esse evento foi importante visto que tecidos recalcitrantes como
aqueles presentes em diversas partes da soja possuem compostos fendlicos,
enzimas proteoliticas, oxidativas e carboidratos que dificultam a extragao e
analise das proteinas dessas partes (TSUGITA e KAMO, 1999; SARAVANAN e
ROSE, 2004; CARPENTIER et al., 2008).

A partir do surgimento de novos métodos para extragdo e analise de
proteinas por eletroforese bidimensional, diversas partes da soja tem sido
submetidas a estudos detalhados envolvendo 2-DE. Pelo fato de
representarem o foco primario das atencdes comerciais, sementes maduras de
soja foram extensivamente analisadas por varios grupos de pesquisa atraves
de abordagens proteémicas (MOONEY e THELEN, 2004; NATARAJAN et al.,
2005; NATARAJAN et al., 2006).

Estudos proteémicos realizados por HAJDUCH e colaboradores (2005)
mostraram que ao longo das etapas de produgdo de gréos de soja mais de 600
proteinas sao expressas, as quais podem ser agrupadas em quinze categorias
funcionais distintas (Figura 02). Entre essas categorias, destacam-se as
proteinas relacionadas ao metabolismo celular (22%), a sintese e
armazenamento de proteinas (10%), a transdugéo de sinais (7%) e aquelas
necessarias nas etapas de crescimento e divisdo celular (7%). Ainda que
dentro de cada uma dessas categorias muitas moléculas tenham sido
identificadas, diversas (28%) proteinas foram agrupadas como n&o-
classificadas, por ndo terem fungéo bioldgica predita.

Um estudo mais aprofundado feito por Agrawal e colaboradores (2008),
utilizando analises por MudPIT mostraram que, das proteinas presentes nas
sementes maduras, cerca de 73% delas apresentam massas moleculares entre
20 e 60 kDa, sendo a minoria (8%) representada por proteinas com menos de
20 kDa. Com relagéo ao ponto isoelétrico, 77% das proteinas estao distribuidas

na zona de pl 4-7, ndao sendo comuns proteinas de pl basico ou abaixo de 4.
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Intracellular traffic ( 1%)

Transeription (1%)
Unclear classification (1% \
Cell structure (2%)

Protein synthesis (2%)

Secondary metabolism (3%)

T'ransporters (4%) Unclassified (28%)

Energy (4%

Disease/defense (7%

Signal transduction (7%o)

Cell growth/division (8%
Metabolism (22%)

Protein destination and storage (10%)

Figura 02. Distribuigao funcional das proteinas presentes em sementes de
soja a partir de mapas bidimensionais (Hajduch et al., 2005). A distribuicao
foi feita a partr de genes com fungdes nado redundantes, seguindo a

nomenclatura adotada por Bevan et al., 1998.
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Em conjunto, esses dados mostram que as sementes de soja
apresentam um vasto repertério de proteinas ainda pouco estudadas e

caracterizadas bioquimica e funcionalmente.

1.1.3.1 Proteinas presentes em sementes de soja e sua atuagao na defesa

vegetal

As sementes de soja possuem um rico conteudo protéico, ndo apenas
quando se considera a quantidade de proteinas, mas também a diversidade.
Em termos percentuais, as sementes possuem, em média, 30-45% de proteina
em sua composi¢cao, muitas delas distribuidas de forma desigual entre a casca
e os cotilédones (DHAUBHADEL et al., 2005).

Estudos fisiolégicos, realizados na década de 70, mostraram que a
deposig¢ao de proteinas nas sementes acontece de forma gradual ao longo de
oito semanas consideradas a partir da antese (HILL e BREIDENBACH, 1974).
Muitas dessas proteinas tém sido investigadas, ndo apenas em relagdo a sua
expressao ao longo do desenvolvimento, mas também em relagdo aos seus
potenciais usos biotecnoldgicos.

A casca da soja corresponde a 4-8% da massa de sementes maduras e,
a partir dessa estrutura, foram isoladas mais de 10 proteinas diferentes, as
quais incluem: proteinas ricas em prolina (PERCY et al., 1999), inibidores de
tripsina do tipo Kunitz e Bowman-Birk (SESSA e WOLF, 2001), peroxidases —
41 kDa (GIJZEN et al., 2001), uma proteina hidrofébica — 8 kDa (GIJZEN et al.,
1999), quitinase da classe | - 32 kDa (GWZEN et al., 2001) e uma proteina
capaz de interagir com carboxilatos - 24 kDa (DHAUBHADEL et al., 2005).

Santos e colaboradores (2008) mostraram que fragdes provenientes da
casca da soja, ricas em atividade peroxidasica, fosfatase acidas e contendo
proteinas tipo vicilina-like foram capazes de inibir significativamente o
crescimento dos fungos Fusarium lateritum e F. oxysporum. Peroxidases sao
enzimas que tém sido implicadas em uma grande variedade de processos
fisiologicos em plantas, tais como biossintese de lignina, polimerizagdo de
extensinas, metabolismo de auxina, indugao por injuria mecanica e resisténcia
a doencga (SIEGEL, 1993). As peroxidases da casca da soja sao muito estaveis

a altas temperaturas, extremos de pH e também a solventes organicos
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(NISSUM et al., 2001). A enzima madura contém uma elevada identidade
(70%) com peroxidases de outras leguminosas, recrutadas em varias respostas
de defesa (HENRIKSEN et al., 2001).

Com relagdo aos cotilédones, varias proteinas foram identificadas
através de analises protedmicas ou isolamento de moléculas individuais.
Mesmo assim, muitas proteinas ainda carecem de caracterizagcdo fisico-
quimica detalhada ou de definicdo de seus papéis fisiolégicos na planta. Das
diversas proteinas isoladas e caracterizadas a partir de cotilédones de soja,
muitas sdo capazes de causar efeitos bioldgicos em outros organismos e,
frequentemente, estdo envolvidas no mecanismo de defesa da planta contra
patogenos e herbivoros. Esse € o caso dos inibidores de protease (SBTI) e da
aglutinina da soja (GRANT, 1989). Para os inibidores ftripsina tipo Kunitz (KTI)
de soja, dados experimentais mostram que essas moléculas, além de limitarem
o crescimento e desenvolvimento de insetos, sdo consideradas também
alérgenos das sementes de soja, onde correspondem a 6% em massa
(JANSEN etal., 1986; BESLER et al., 2000).

Yeboah e colaboradores (1998) descreveram a purificagdo de uma
endoquitinase classe lll de sementes secas de soja de massa molecular
aparente de 28 kDa e pl 5,7 e analisaram, através da obtengdo de seu cDNA,
sua identidade com outras quitinases ja descritas, classificando-a como um
novo membro da PR-8, uma das familias de proteinas relacionadas a
patogénese.

Embora os frabalhos anteriores tenham mostrado que as sementes de
soja possuem diversas atividades biolégicas relacionadas a defesa, poucas
delas tém sido exploradas do ponto de vista biotecnolégico. Um dos poucos
exemplos descritos na literatura envolve a expressdo de inibidores de
proteinases de soja em plantas de cana-de-agucar, objetivando conferir
resisténcia contra o lepidéptero Diatraea saccharalis (FALCO e SILVA-FILHO,
2003). Além disso, atividades biolégicas contra nematodides e insetos, nao sao
descritas na literatura, utilizando proteinas das sementes dessa espécie. Isso
mostra a necessidade de estudos que ndo apenas caracterizem proteinas das
sementes de soja, mas que também avaliem o seu potencial biotecnoldgico
contra diferentes patdgenos e herbivoros de importancia econémica para essa

espécie.
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1.2 Mecanismos de Defesa de Plantas Mediados por Proteinas

As plantas desenvolveram, ao longo da evolugdo, sofisticados
mecanismos que conferem resisténcia contra predadores e infecgbes causadas
por fungos, bactérias, virus, nematdides, dentre outros, os quais sao agrupados
no que chamamos de respostas de defesa (STUIVER e CUSTERS, 2001;
CARLINI e GROSSI-DE-SA, 2002). A resisténcia conferida pelos mecanismos
de defesa impede (total ou parcialmente) o estabelecimento de infecgdes no
vegetal (resisténcia ndo-hospedeira) e com isso, minimiza os danos causados
a orgaos vegetais importantes para seu crescimento e desenvolvimento como
folhas, flores e sementes (JONES e TAKEMOTO, 2004).

Embora o sistema de defesa vegetal ndo seja mediado por anticorpos,
tal como em mamiferos, as plantas sao capazes de ativar uma variedade de
barreiras de defesa, incluindo reforcos na parede celular, aciumulo de
compostos com agao antimicrobiana e pequenas moléculas derivadas do
metabolismo secundario (BECERRA et al., 2002; TOYODA et al., 2002; SILVA
etal., 2007). Entre as moléculas que participam desse sistema de defesa, pode
ser citado um vasto numero de peptidios e proteinas, capazes de conferir
protecdo contra o ataque de pragas e patdogenos (CARVALHO e GOMES,
2009). Esses compostos estdo concentrados principalmente nas sementes,
tendo em vista ser o 6rgao responsavel pela propagacédo e sobrevivéncia das
espécies (CARLINI e GROSSI-DE-SA, 2002).

Um dos grupos mais notaveis de proteinas envolvidas na defesa vegetal
€ o das proteinas relacionadas a patogénese (PR-proteinas), tal como as
quitinases (van LOON et al, 2006). As plantas sintetizam sete diferentes
classes de quitinases, as quais diferem nao somente na localizagc&o espacial e
temporal, mas, também, na estrutura, especificidade pelo substrato,
mecanismos de catdlise e sensibilidade aos inibidores (HAMEL et al., 1997;
GIJZEN et al.,, 2001). Tem sido observado que os principais alvos para as
quitinases de plantas sdo os fungos fitopatogénicos. De fato, varias quitinases
como as de feijdo, trigo, cevada, milho, tabaco, ervilha e abacaxi ttm mostrado
atividade inibitéria tanto sobre a germinagdo de esporos quanto sobre o
desenvolvimento das hifas (TAIRA et al., 2005). Alguns autores mostraram que

as quitinases podem atuar em sinergismo com outras proteinas de defesa,
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dentre elas p-1,3-glucanases, proteinas inativadoras de ribossomos e
osmotinas (NEHAUS, 1999).

Outras classes de peptideos/proteinas podem participar das vias de
defesa. Defensinas, tioninas, proteinas transferidoras de lipideos e proteinas
thaumatin-like possuem espectro de acao variado, podendo inibir o crescimento
de bactérias e a multiplicagdo ou sobrevivéncia de nematdides e insetos (van
LOON et al.,, 2006). A familia das defensinas vegetais € bastante diversificada
quanto a atividade biolégica. Ha inumeras defensinas de plantas que sao
antifungicas (ALMEIDA et al., 2002) e bactericidas (SEGURA et al., 1998);
outras defensinas apresentam atividade inseticida (PELEGRINI e FRANCO,
2005; CARVALHO e GOMES, 2009). Algumas defensinas podem se mostrar
ativas simultaneamente contra diferentes tipos de patégenos, como, por
exemplo, a defensina isolada de sementes de Vigna radiata que se mostrou
toxica para a bactéria Escherichia coli e larvas do inseto Callosobruchus
chinensis, inibiu o crescimento do fungo Rhizoctonia solani e foi capaz de deter
o crescimento de células do inseto Spodoptera frugiperda (CHEN et al., 2002).

InUmeros vegetais também s&o capazes de produzir compostos
considerados altamente téxicos nao apenas para patdégenos e insetos, mas
também para mamiferos. Proteinas como a canatoxina, isolada de Canavalia
ensiformis (CARLINI e GUIMARAES, 1981), soyatoxina, soyatoxina-2 e toxina
da soja, purificadas de sementes de soja (VASCONCELOS et al., 1994;
SOUSA, 2006; VASCONCELOS et al, 2008), sao exemplos de moléculas
capazes de ocasionar convulsdo e morte quando administradas pelas vias
intraperitoneal e endovenosa em camundongos, além de serem deletérias para
insetos-praga como C. maculatus e Dysdercus peruvianus.

Mais recentemente, um novo grupo de toxinas vegetais de natureza
protéica, os ciclotideos, tem sido amplamente descrito e relacionado a defesa
vegetal contra insetos e patdgenos, incluindo bactérias e fungos (TAM et al.,
1999; JENNINGS et al, 2005; GRUBER et al., 2007; CRAIK, 2009). Os
ciclotideos vegetais incluem peptideos contendo cerca de 30 residuos de
aminoacidos e uma estrutura ciclica caracteristica, na qual podem ser
observadas trés pontes dissulfeto formando um motivo chamado “né de
cistinaO A estrutura altamente compacta dessas moléculas, mantida por pontes

dissulfeto, as tornam extremamente estaveis a temperaturas elevadas,
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condi¢cbes quimicas diversas e a digestdo enzimatica (CRAIK, 2001; CRAIK,
2009).

Apesar de muitas moléculas participarem do processo de resisténcia
vegetal a predacédo ou infeccdo, as proteinas tém recebido atencédo especial
em virtude da potencialidade de aplicagées na agricultura. Com o advento da
transformagao genética de plantas, na década de 80, surgiu a possibilidade de
produzir espécies agricolas geneticamente melhoradas e resistentes a insetos,
doengas e fatores abiodticos adversos (TERRAS et al., 1992; OH et al., 1999;
DO et al, 2004; CHEN, LUl e ZOU, 2006; CARVALHO et al, 2006). Muitos
patdgenos (e também herbivoros) causam perdas agricolas consideraveis e,
para muitos desses casos, 0 uso de defensivos quimicos ndo tem sido uma
alternativa eficiente, além de ser ecologicamente danosa (KALPANA et al,
2005).

Nos ultimos anos, sequéncias de DNA codificando diferentes inibidores
de proteinases tém sido isoladas, caracterizadas e incorporadas no genoma de
importantes espécies cultivadas como arroz, batata e tabaco, nas quais tém se
mostrado protetoras contra fitonematoides, lepidoteros e fungos (DO et al.,
2004; KALPANA et al., 2005; CHEN, LUI e ZOU, 2006; CARVALHO et al.,
2006). Adicionalmente, muitas plantas transgénicas tém sido obtidas com o
objetivo de se entender os mecanismos ou a producdo de moléculas
relacionadas aos processos de defesa. Independentemente da estratégia
proposta, boa parte dos trabalhos publicados mostra que o conhecimento de
caracteristicas fisico-quimicas, localizagao subcelular, padrao de expressao no
vegetal de origem e, evidéncia direta de atuacdo na defesa da planta de onde
foi extraida permitem explorar de maneira mais eficiente as estratégias de
defesa, levando a produgdo de organismos mais resistentes a doencgas e
herbivoros, cujo controle por outras estratégias tenha sido insatisfatério ou

toxico ao meio ambiente.

1.2.1 Proteinas Toéxicas de Origem Vegetal e seu Envolvimento nos

Mecanismos de Defesa

Os vegetais produzem uma grande diversidade de proteinas envolvidas

em diversos processos biologicos, tais como biossintese da parede celular,
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metabolismo de lipideos, absorgdo de agua a partir do solo e defesa vegetal
etc. Em fungado da grande heterogeneidade encontrada, torna-se dificil agrupar
essas proteinas com base apenas em similaridades estruturais, o que leva ao
aparecimento de outros critérios de subdivisdo com base em caracteristicas
funcionais e atividades bioldgicas exercidas por essas moléculas.

Uma proteina € considerada toxica, quando ¢é capaz interferir
negativamente em algum parédmetro biolégico de organismos que tenham
entrado em contato com quantidades determinadas dessa molécula, através de
vias especificas (endovenosa, intraperitoneal, oral). Dessa forma, pode-se dizer
gue a toxicidade de uma dada substancia depende de fatores como: organismo
teste, via utilizada e dose ou quantidade de proteina utilizada.

A toxicidade de proteinas vegetais tem sido relatada desde 1888,
quando Stilmark (Esténia) descobriu que extratos de Ricinus communis eram
extremamente toxicos para animais, sendo essa toxicidade, posteriormente
atribuida a uma proteina inativadora de ribossomo (RIP), chamada de ricina
(HARTLEY e LORD, 2004).

A ricina é a RIP mais conhecida na atualidade e forma um grupo de
toxinas vegetais diméricas, chamado de RIP tipo 2. Essa molécula consiste em
uma cadeia A, com massa molecular aproximada de 30 kDa, ligada por uma
simples ponte dissulfeto a cadeia B, que também possui massa aproximada de
30 kDa e atividade lectinica (OLSNES et al,, 1982). Esse padrdo estrutural é
diferente, porém relacionado, ao apresentado por proteinas chamadas de RIP’s
Tipo 1, que apresentam apenas a cadeia A e, em quantidade, representam a
maioria das proteinas dessa classe. Em comum, essas proteinas apresentam a
capacidade de interromper a sintese protéica devido a uma acgao catalitica
presente na cadeia A capaz de clivar uma ligagdo dlicosidica entre uma
molécula de adenina e outra de ribose da subunidade ribossémica 28S
(HARTLEY e LORD, 2004). Em fungao da incapacidade em manter o processo
de sintese protéica, essas moléculas acabam por ser deletérias para varias
espécies como protozoarios, fungos e insetos, estando possivelmente
envolvidas na defesa de plantas contra pragas e patogenos (NIELSEN e
BOSTON, 2001). Bertholdo-Vargas e colaboradores (2009) demonstraram, por
exemplo, que a ingestdo de RIP's Tipo 1 afetou negativamente o

desenvolvimento e a taxa de sobrevivéncia dos insetos — praga Anticarsia
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gemmatalis e Spodoptera frugiperda, pragas de importancia agronédmica para o
Brasil.

Trabalhos anteriores também mostraram que algumas lectinas vegetais,
apresentaram atividades citotoxicas, fungitdxicas, acbes inseticidas,
nematicidas bem como foram téxicas para animais herbivoros e mamiferos
(SANTOS, 2001) evidenciando um papel fisioldgico desse grupo de moléculas
na defesa vegetal Além disso, variagdes significantes nos niveis de lectinas
com atividades toxicas e/ou antinutricionais tém sido observadas em diversas
espécies de plantas como resultado de variacbes ambientais, como seca ou
esfresse salino, mostrando que essas moléculas podem ser induzidas, tal como
ocorre para muitas proteinas relacionadas a defesa (OLIVEIRA et al., 1994;
PEUMANS e VAN DAMME, 1995; OKA et al, 1997; RIPOLL et al, 2003;
NASI, PICARIELLO e FERRANTI, 2009).

A canatoxina (CNTX - dimero de subunidades de 95 kDa) € uma
proteina téxica purificada a partir de sementes de Canavalia ensiformis, capaz
de induzir convulsdes e morte quando administrada pela via intraperitoneal ou
endovenosa em ratos ou camundongos — DLsp de 2 mgP/kg de massa corporal
(CARLINI e GUIMARAES, 1981). Embora suas caracteristicas funcionais e
téxicas tenham sido primeiramente identificadas em mamiferos, trabalhos
posteriores mostraram que essa proteina também apresenta agio inseticida
contra espécies de importancia agricola. Rhodnius prolixus, Callosobruchus
maculatus, Nezara viridula e Dysdercus peruvianus tiveram suas taxas de
mortalidade aumentadas quando alimentados com dieta contendo CNTX
purificada (CARLINI et al,1997; CARLINI e GROSSI-DE-SA, 2002;
STANICUASKI et al., 2005).

CNTX é, na verdade, uma isoforma de urease cujos efeitos
entomotoxicos independem de sua atividade ureolitica, mas dependem do
processamento proteolitico dessa proteina no trato digestério de insetos que
usam proteases do tipo catepsinas, liberando um peptideo entomotodxico
responsavel pelos efeitos observados (FERREIRA-DA-SILVA et al., 2000).
Embora o mecanismo de agao inseticida e de neurotoxicidade em mamiferos
nao tenham sido definidos, evidéncias experimentais mostram que essa
proteina comporta-se como uma hemilectina, ndo possuindo atividade

hemaglutinante direta, mas induzindo a aglutinagéo de eritrocitos em presenca
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de anticorpos anti-CNTX (CARLINI e GUIMARAES, 1991). Em adigao,
respostas sugestivas de neurotoxicidade como, movimentos descoordenados
de patas e antenas e paralisia reversivel em doses sub-letais foram observados
na espécie Rhodnius prolixus, mostrando que a interacdo com carboidratos e
inducdo de efeitos neurotdxicos parecem estar envolvidos nas agbes dessa
proteina (GOMBAROVITS, 1999).

Extratos protéicos produzidos a partir de sementes de soja foram
também capazes de induzir convulsbes e morte quando injetados em
camundongos. Nesses extratos foram detectadas proteinas tipo CNTX-like,
capazes de reagir com anticorpos produzidos contra essa proteina. Em 1994,
Vasconcelos e colaboradores isolaram a soyatoxina (SYTX), uma proteina (21
kDa) de sementes de soja, toxica para camundongos por via i.p. (DLso 7-8
mg/kg de peso corporeo), sendo capaz de produzir dispnéia, paralisia flacida e
convulsbées tdnico-clbnicas que precedem a morte do animal, representando
portanto, um dos principios responsaveis pela toxicidade afribuida ao extrato
total dessa espécie.

SYTX nédo apresenta atividade enzimatica, atividade hemaglutinante
acida de ponto isoelétrico entre 4,4 e 4,6, sendo capaz de formar complexos
protéicos de massa molecular em torno de 100 kDa, visualizados em géis de
poliacrilamida. Esses complexos s&o, assim como a SYTX, reconhecidos por
anticorpos anti-CNTX (VASCONCELOS et al,, 1994). As atividades de SYTX
relacionadas a defesa vegetal ndo foram descritas, porém, SYTX induz
alteragcbes severas no pancreas de ratos, quando presentes em dietas
experimentais (VASCONCELOS etal., 2001).

Outra neurotoxina protéica também presente em sementes de soja, e
distinta da SYTX, foi isolada por Siebra (1998), tendo sido denominada de
“toxina da sojaO(SBTX). Esta toxina, por via i.p. ou i.v., foi também toxica para
camundongos (DLsp 6,0 + 0,41 e 56 + 0,23 mg/kg de peso corpéreo,
respectivamente), produzindo os mesmos efeitos descritos apdés a
administragao de SYTX. A caracterizagao fisico-quimica de SBTX realizada por
Vasconcelos et al. (2008) mostrou que essa proteina possui massa molecular
de 44 kDa, sendo formada por duas cadeias polipeptidicas de 27 e 17 kDa,

unidas por pontes dissulfeto, as quais s6 se dissociam apds o tratamento da
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proteina com B-mercaptoetanol 5%. Tal como ocorre para SYTX, a atividade
téxica de SBTX parece depender de grupos tidis reduzidos, visto que essa
atividade foi mantida quando a toxina foi armazenada a 4 °C e em presenga de
DTT 5 mM. Anticorpos anti-SBTX, mostraram reagdo cruzada com SYTX e
CNTX, mostrando que essas toxinas dividem determinantes antigénicos
comuns (VASCONCELOS et al., 2008). O sequenciamento da extremidade
NH2z -terminal de SBTX mostrou que a cadeia de massa molecular de 27 kDa
apresenta 80% de identidade com a sequéncia de aminoacidos de uma
proteina ligante de carboxilatos, isolada a partir da casca de sementes de soja,
ao passo que a cadeia de 17 kDa apresenta identidade de 96% com uma
ciclofilina também presente em sementes de soja (DHAUBHADEL et al., 2005).
Adicionalmente, SBTX foi capaz de inibir do crescimento micelial de
Cercospora sojina, bem como dos fungos Aspergilus niger € Penicilum herguei,
evidenciando a participacdo dessa proteina na defesa da soja contra fungos
fitopatogénicos. Além disso, essa proteina foi induzida em sementes apds
tratamento com concentragdes crescentes (da ordem de 50 uM) de acido
jasménico, tal como ocorre com muitas proteinas relacionadas a patogénese
(MORAIS, 2007).

Partindo do protocolo de purificagdo descrito por Vasconcelos e
colaboradores (1994) para obtengcdo de SYTX, Sousa (2006) obteve uma
terceira proteina, ou isoforma de SYTX, de massa molecular 28 kDa, chamada
de SYTX-2, dotada de atividade toxica (DLsg 4,5 mgP/kg) para camundongos,
com a mesma sintomatologia e sinais clinicos descritos anteriormente para
SYTX e SBTX. Esse dado mostra que a soja possui, pelo menos, trés proteinas
responsaveis pela inducéo de toxicidade atribuida ao extrato total de sementes.
Tal como descrito para SBTX, evidéncias experimentais mostram que essa
proteina também estd envolvida nos mecanismos de defesa da planta,
particularmente contra insetos, ja que foi capaz de alterar negativamente
diversos parametros do ciclo bioldgico de C. maculatus (emergéncia, indice de
crescimento e tempo médio de desenvolvimento), além de induzir mortalidade
em D. peruvianus. De forma contraria, SYTX-2 n&o foi capaz de inibir a

germinagao e o crescimento de fungos fitopatogénicos de interesse agricola.
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1.2.2 Potencial Biotecnoldgico de Proteinas Envolvidas na Defesa Vegetal

A protecao de plantas de interesse agricola contra doengas tem sido um
dos maiores desafios dos ultimos anos, em especial quando se considera a
protecdo contra fungos fitopatogénicos e nematdides, os maiores causadores
de perdas agricolas na atualidade (KIRUBAKARAN e SAKTHIVEL, 2007).

Além da aplicagcdo seriada de fungicidas e nematicidas a lavoura, as
técnicas de melhoramento genético tradicional e o controle biolégico figuram
entre as metodologias mais utilizadas. Entretanto, com o inicio da era da
biologia molecular de plantas na década de 80, outras abordagens tém sido
aplicadas. Essas abordagens envolvem a identificagdo, caracterizagcdo e
clonagem de genes envolvidos na defesa vegetal cujos produtos (proteinas ou
metabdlitos secundarios) sdo capazes de promover inibicdo de crescimento ou
germinacdo de estruturas fungicas e formas infectivas de nematoides.
Adicionalmente, essas técnicas tém permitido conhecer as fungdes e os
mecanismos de defesa de muitas espécies de plantas (PUNJA, 2001).

Pesquisas recentes relacionadas a aplicagdo de técnicas de biologia
molecular e biotecnologia, com foco na interagédo patégenos e hospedeiro, ttm
permitido identificar, caracterizar e clonar inUmeros genes envolvidos na defesa
de plantas seguindo-se a infeccdo por patégenos. De acordo com essas
metodologias, os candidatos provaveis a serem (e que estdo sendo) utilizados
no desenvolvimento de espécies resistentes sdo genes envolvidos na

expressao de:

» Produtos que sao diretamente téxicos para os fungos ou que interferem em
seu crescimento. Esses compostos incluem PR-proteinas (quitinases e
glucanases), proteinas antifungicas (osmotinas e “taumatina-likeQ,
peptideos antimicrobianos (tioninas, defensinas etc) e proteinas
inativadoras de ribossomos (BOLAR et al., 2000);

* Produtos que destroem ou neutralizam parte do arsenal bioquimico do
patdgeno, como poligalacturonases, acido oxalico e lipases (POWELL et al.,
2000);

» Produtos que podem aumentar a defesa estrutural dos vegetais, como
peroxidases (DONOFRIO e DELANEY, 2001);
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» Produtos capazes de liberar sinais que controlam as respostas de defesa
(HEATH, 2000);

* Produtos de genes de resisténcia (R) envolvidos no reconhecimento dos

genes Avr de patogenos (COOLEY etal., 2000).

A utilizagao de proteinas antifungicas como estratégia de biocontrole de
fungos fitopatogénicos € baseada em trabalhos experimentais preliminares,
que identificaram e analisaram sua atividade in vitro contra diferentes
patdbgenos. Essencialmente, uma proteina & dita antifungica ou fungitdxica,
quando €& capaz de interferir com o crescimento ou reprodugdo de
determinadas espécies de fungos. Como mecanismo geral de agdo, essas
proteinas compartiiham a capacidade de hidrolisar polimeros que constituem a
parede celular, como quitinases e glucanases, ou de ativar respostas celulares
que interferem na formacéo direta da parede celular (NG, 2004).

Mesmo sabendo que alguns dos genes que codificam esses produtos
protéicos ja podem ser encontrados nos préprios vegetais, conhecendo-se o
seu perfil de expressao temporal e espacial, pode-se otimizar a obtencdo de
seu respectivo produto em uma escala de tempo mais apropriada e capaz de
interferir na colonizagdo do patégeno ou, mesmo, aumentar seus niveis nas
estruturas parasitadas (PUNJA, 2001). E o que ocorre com as PR-proteinas,
gue podem se acumular em resposta a infecgao por parte de virus, bactérias e
fungos. Muitas dessas proteinas possuem atividade antifungica direcionada
para patdégenos diferentes ou para uma grande familia de fungos relacionados
(van LOON, 2006).

Apesar de muitas proteinas ativas in vitro terem aumentado a resisténcia
de transgenes a doengas, nem sempre essa metodologia tem sucesso, visto
que varias delas possuem acdo especifica contra determinadas racas de
patdgenos (SCHICKLER e CHET, 1997). De forma contraria, algumas
proteinas de defesa mostram atividades antifungicas contra diversos patdogenos
nao relacionados e sdo capazes de conferir resisténcia a todos eles quando
utilizadas em plantas transgénicas (PELEGRINI e FRANCO, 2005).

Diversas espécies mostram resisténcia aumentada a infecgdo quando
sao utilizadas combinagdes de varias proteinas antifingicas, ao invés de terem
sido transfectadas com genes para apenas uma delas. Em plantas de tabaco, a

co-produgcdo de quitinases e [-1,3-glucanases resultou numa substancial
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protecdo contra Cercospora nicotianae, diferentemente da que foi conferida
quando essa espécie foi transfectada com apenas um dos genes (ZHU et al,,
1994).

As fontes vegetais de proteinas antifungicas podem incluir espécies de
leguminosas e, também, ndo leguminosas e n&o necessariamente devem
pertencer a classe de quitinases ou B-1-3-glucanases. NAKAJIMA e
colaboradores (1997) mostraram que a expressao de uma lisozima humana em
plantas de tabaco resultou na resisténcia aumentada ao fungo Erysiphe
cichoracearum. Outra proteina de massa molecular 15 kDa foi isolada de
Panax notoginseng e essa molécula exerceu potente atividade antifungica
contra Fusarium oxysporum (NG, 2004).

Ainda que haja muitos entraves, € importante ressaltar que, em relacao
ao melhoramento genético convencional ou assistido por marcadores
moleculares, a produg&o de organismos geneticamente modificados parece ser
a estratégia de controle bioldgico mais viavel, embora os custos para a
obtencdo de espécies trransgénicas sejam mais elevados. Além disso, muitas
espécies que expressam proteinas heterdlogas tornam-se resistentes nao
apenas a uma, mas a varios fungos diferentes ou relacionados
filogeneticamente, outra grande vantagem em relagdo ao melhoramento
tradicional. Adicionalmente, a barreira representada pelo cruzamento
interespecifico também é eliminada, o que abre a potencialidade de utilizagao
dessas proteinas em todo e qualquer organismo capaz de ser regenerado in

vitro para o qual um protocolo de transformagao tenha sido descrito.
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2.HIPOTESES

Tal como descrito, as sementes de soja apresentam uma grande
diversidade de proteinas, muitas das quais estdo envolvidas ou relacionadas a
defesa da planta. Embora sejam importantes para o vegetal, em fungdo da
escassez de estudos bioquimicos e funcionais, nao sao utilizadas como alvos
biotecnolégicos no controle de patégenos e pragas de interesse agricola. Por
conta disso, o controle de muitos patogenos como M. incognita e P. pachyrhizi
ainda é feito de forma ineficiente com fungicidas e nematicidas, levando a
prejuizos ambientais e econdmicos. Considerando as premissas descritas

acima, esta tese foi proposta com o objetivo de testar as seguintes hipoteses:

1- As toxinas protéicas SYTX-2 e SBTX sao moléculas envolvidas
no processo de defesa da planta, particularmente contra o

ataque de patégenos.

2- Em funcao do possivel papel de defesa vegetal atribuido a essas
proteinas, pode-se dizer que a sua expressao é distribuida por
todas as partes do vegetal, estando SYTX-2 e SBTX
concentradas nos orgaos relacionados as suas atividades

bioldgicas.
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1. CARACTERIZAGAO DO PROBLEMA E JUSTIFICATIVA

Estudos protedmicos realizados com sementes de soja mostraram que essa
leguminosa apresenta, pelo menos, 600 proteinas diferentes, 7% das quais
relacionadas a defesa, embora menos de 10% dessas proteinas sejam
exploradas com relagéo ao potencial para biocontrole de patégenos e pragas, néo
obstante as grandes perdas agricolas causadas na lavoura (HAJDUCH et al,
2005). Isso mostra que, em dissonancia a grande quantidade de informagdes
fornecidas pelo genoma dessa espécie, pouco se conhece a respeito de proteinas
de defesa expressas nas sementes no que diz respeito a sua caracterizagéo
biogquimica e funcional. Além disso, das proteinas identificadas e parcialmente
caracterizadas, poucas (menos de 1%) sdo estudadas com relagéo ao seu perfil
de expressado no vegetal, 0 que mostra que a soja contém um variado repertério
de moléculas de defesa ainda pouco exploradas ou, mesmo, subestimadas em
programas de melhoramento vegetal.

Sabe-se que o estudo funcional de moléculas utilizando caracterizacao
bioquimica e analise protedmica fornece dados importantes que complementam o
estudo do genoma, permitindo assim, a descoberta mais precisa da estrutura e
fungdo de genes, dentro das milhares de sequéncias de nucleotideos disponiveis
e ainda sem funcao definida.

A Soyatoxina—2 (28 kDa) é uma proteina tdxica isolada de sementes de soja
que, através de ensaios in vivo, se mostrou deletéria para os insetos-praga C.
maculatus e Dysdercus peruvianus, dados esses que evidenciam um papel dessa
proteina na defesa da planta (SOUSA, 2006). Embora tenha sido parcialmente
caracterizada, muitas informacdes acerca de sua esfrutura primaria, secundaria,
estabilidade térmica, biodistribuicao tecidual e participacdo na defesa contra
nematdides, por exemplo, ainda sdo desconhecidas. Isso mostra que muitos dos
aspectos funcionais dessa proteina também nao foram descritos, apesar da sua
presenca em sementes de varias cultivares fornecidas pela EMBRAPA, tal como
mostrado em ensaios de toxicidade contra camundongos (VASCONCELOS et al,,
1997; SIEBRA, 2004; SOUSA, 2006; MORAIS, 2007; MAIA, 2008).
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Este capitulo esta sendo proposto, portanto, com o objetivo de responder

as seguintes perguntas:

- Existe algum parametro estrutural ou funcional de SYTX-2, comum aqueles
apresentados por CNTX e SBTX?

- Em adigéo a toxicidade apresentada contra insetos, seria essa proteina também

efetiva contra patégenos de interesse agronémico para a soja?

- Sabe-se que a defesa contra insetos envolve mecanismos bioquimicos ativados
apos injuria mecanica de tecidos vegetais. Seria SYTX-2 induzida apds injaria

tecidual?

- Embora tenha sido obtida a partir de sementes, SYTX-2 pode ser detectada em
outras partes do vegetal? Em caso positivo, existe expressdo diferencial em
raizes, caules e folhas?

- Existe alguma correlagdo entre os niveis de expressdo apresentados nos
diferentes 6rgéos vegetativos e suas atividades determinadas contra patégenos e
pragas?
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

+ Caracterizar bioquimica e funcionalmente a Soyatoxina — 2 dentro do

contexto da defesa vegetal.
2.2 Especificos

4+ Avangar na caracterizagdo fisico-quimica e estrutural da Soyatoxina-2
através de determinagdo do(a): sequéncia NHy-terminal, ponto isoelétrico,
espectro de fluorescéncia, espectro de dicroismo circular, estabilidade
estrutural frente a diferentes temperaturas, interagdo com carboidratos e
atividade ribonucleasica;

4+ Determinar o perfil de expressao da proteina em raizes, caules, folhas
jovens e adultas e cascas de sementes de soja através de ensaios
imunologicos e estimar o teor de toxina apresentado em cada tecido
estudado;

4+ Determinar o perfil de exsudacédo de sementes de soja em pH considerado
6timo para o plantio em solo, bem como determinar o teor de SYTX-2
presente nos exsudatos;

4+ Avaliar as possiveis alteragcbes nos niveis de expressdo de SYTX-2 em
folhas de soja submetidas a injuria mecanica;

4+ Avaliar os possiveis efeitos de SYTX-2 contra diferentes espécies de
fungos, sendo algumas delas, de interesse agronémico para essa espécie;

4+ Determinar o efeito de SYTX-2 contra juvenis do segundo estagio larval (J2)

de M. incognita (R4).
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3. MATERIAIS

3.1 Materiais Biolégicos

3.1.1 Sementes de soja

Sementes de soja ndo tratadas com fungicidas (cultivar BRS Pala) foram
fornecidas pela Embrapa - Fundacdo Pré-sementes (Passo Fundo - RS) e
armazenadas até o uso em frascos hermeticamente fechados e livres de
infecgdes causadas por fungos ou ataques de insetos. Para a produgao de farinha
e planto em casa de vegetagdao foram utiizadas sementes livres de danos

mecanicos e sem alteragcdes morfolégicas perceptiveis.

3.1.2 Fungos fitopatogénicos, leveduriformes e nematdéides de galha da
espécie Meloidogyne incognita

Fusarium solani f. sp. glycines (isolado SDS-5) foi fornecido pela
EMBRAPA (Londrina — PR). Rhizoctonia solani e Phomopsis sp. foram obtidos da
micoteca mantida no Laboratério de Proteinas Vegetais de Defesa do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (UFC). Os fungos foram
mantidos em meios de cultura estéreis e apropriados aos seus crescimentos in
vitro.

Candida albicans, C. tropicalis e C. krusei foram mantidas em meio Agar
Sabouraud-Dextrose (ASD), sendo utilizados para ensaios repiques de 24 horas
em ASD, incubados a 37 °C.

Os ensaios in vitro de determinagcado de mortalidade com juvenis de segundo
estadio (J2) de M. incognita — raga 4 - foram realizados com espécimes obtidas a
partir de massas de ovos provenientes de raizes de tomateiro infectadas cerca de
60 dias antes do ensaio (HUSSEY e BARKER, 1973).
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3.1.3 Animais experimentais

Para deteccdo da atividade toxica de SYTX-2 foram utilizados
camundongos (Mus musculus) albinos Swiss, machos ou fémeas, com massa
corporal entre 20 e 30 g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara - Campus do Pici e aclimatados em caixas
plasticas contendo agua e ragao comercial ad libitum sendo submetidos a um
ciclo claro/escuro de 12 horas.

A producao de anticorpos policlonais anti-SYTX-2, a serem usados nos
ensaios de imunodeteccao, foi realizada em coelhos albinos machos da raca
Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus), adquiridos do coelhario do Departamento
de Zootecnia (UFC) com 8 a 12 semanas de idade, mantidos em gaiolas
apropriadas e em temperatura nao superior a 25 °C. Todos os procedimentos com
animais foram realizados de acordo com os Principios Eticos da Experimentagao

Animal, preconizados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (1991).
3.2 Reagentes e solugdes

Reagentes utiizados para purificagdo, analise eletroforética (uni e
bidimensional), Western Blotting e preparo de amostras de SYTX-2 para
sequenciamento como: Acetonitrila, Tris (Ultra Pure TrisT'V'), Inibidores de protease
(PMSF e Pepstatina A), acrilamida, N,N’ - metileno bisacrilamida, 1gG de cabra
conjugada com fosfatase alcalina produzida contra IgG de coelho, “Coomassie
Briliant BlueO(G e R) 250, nitrato de prata, ditiotreitol (DTT), membranas de
difluoreto polivinilideno (PVDF), p-mercaptoetanol, dodecil sulfato de sddio e
marcadores de massa molecular (Bench Mark Pre-Stained Protein Ladder) foram
obtidos de empresas como Sigma Chemical Co, St. Louis, EUA ou Invitrogen,
EUA. As matrizes cromatograficas de DEAE-Celulose e Sepharose® 4B Ativada
com Brometo de Cianogénio foram obtidas da GE HeathCare, Uppsala, Suécia.
Demais reagentes de grau analitico como: cloreto de sddio, acido cloridrico,
hidroxido de sodio, peroxido de hidrogénio e meios de cultura para fungos

leveduriformes e fitopatogénicos foram obtidos comercialmente.

OLIVEIRA, H.D., 2009 31



Capitulo Il

4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 Extracao e Purificagao da Soyatoxina -2

A purificagdo de SYTX-2 foi efetuada a partir do exftrato bruto de farinha de
sementes de soja delipidada com éter de petréleo (1:10, m/v). Para obtengédo do
extrato bruto, a farinha delipidada foi suspensa no tampao de extragao (Tris-HCI
25 mM, DTT 5 mM, PMSF 0,1 mM, Pepstatina A 1uM, pH 7,5) na propor¢géo de
1:5 (m/v). A suspensao foi mantida sob continua agitagao por 3 horas (4 °C) e,
apos esse intervalo, filtrada em pano de malha fina. O material retido no tecido de
fitracao foi re-extraido por 2 horas sob as mesmas condi¢cdes e, entao, filtrado.
Os filtrados foram combinados e centrifugados a 10.000 x g (30 minutos, 4 °C) e o
sobrenadante (denominado de extrato total) precipitado com sulfato de aménio
nas faixas de 0-20% (Fracado 0-20%) e 20-55% (Fragc&o 20-55%) de saturagao. O
precipitado obtido a partir da centrifugagédo (10.000 x g, 30 minutos, 4 °C) da
fracdo 20-55% foi dialisado (cut-off 12 kDa) contra o tampdo de extragédo e
submetido aos passos cromatograficos envolvidos na purificagdo de SYTX
descritos por Vasconcelos (1994) com modificagdes introduzidas por Sousa
(2006). Todas as etapas envolvidas no processo de purificagdo de SYTX-2 estao
esquematizadas na Figura 01.

Brevemente, amostras (700 mgP) da fragado 20-55% dialisada (Preparado
A; Prep. A) foram aplicadas em coluna de DEAE-Celulose (15 x 2,2 cm; DE-52
Whatman®), previamente equilibrada com Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, contendo DTT
5 mM. Para eluigao das proteinas n&o retidas, a coluna foi percolada (a 4 °C, em
fluxo de 35 mL/hora) com tampao de equilibrio até a completa remogéo das
proteinas ndo adsorvidas (Prep. D-1), dentre elas a toxina da soja (SBTX). Parte
das proteinas retidas na coluna de troca iénica (Prep. D-Il) foi eluida com a adicéo
de NaCl 0,15 M ao tampéao de equilibrio, sob mesmo fluxo usado para eluicdo do
material ndo retido. As fragcdes (Prep. D-Ill) contendo SYTX-2 foram eluidas
através da aplicagao de um gradiente salino linear (0,15 — 0,7 M de cloreto de
sédio) a coluna de DEAE-Celulose sendo coletadas (coletor Pharmacia® LKB

FRAC-100) fragbes de 3 mL (fluxo 45 mL/h) as quais foram monitoradas pela
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absorbancia a 280 nm e avaliadas através de deteccdo da atividade toxica em
camundongos pela via endovenosa (e.v.). Com o objetivo de remover inibidores
de ftripsina presentes no material tdxico proveniente do gradiente salino, as
fracdes foram reunidas, concentradas e aplicadas em coluna de Sepharose® 4B
anidrofripsina. A coluna foi equilibbrada com tampao Tris-HCI 25 mM, pH 7,5,
contendo NaCl 0,15 M. As proteinas nao retidas (Prep. S-I; contendo atividade
téxica) foram eluidas com o préprio tampéao de equilibrio. Para eluicao do material
retido na coluna (Prep. S-ll; correspondente ao inibidor de tripsina de soja, SBTI),
foi aplicado tampéao Glicina-HCI 0,05 M, pH 2,2. As fragcdes obtidas nos processos
cromatograficos foram monitoradas através de absorbancia a 280 nm e
analisadas eletroforeticamente (LAEMMLI, 1970) para verificar o grau de pureza
do material obtido.

Nas andlises por eletroforese, amostras protéicas foram dissolvidas em
tampéao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, contendo SDS 1,0% e B-mercaptoetanol 1%. Em
seguida, essas amostras foram aquecidas a 100 °C, por 10 minutos, centrifugadas
a 10.000 x g, por 5 minutos (10 °C) e receberam azul de bromofenol 0,1% para
acompanhamento da corrida eletroforética. A corrida eletroforética foi realizada
em sistema vertical (HOEFER SE 250, Amersham Biosciences), onde os géis
foram submetidos a uma voltagem de 150 V e amperagem 20 mA. Como
marcador de massa molecular foi utilizado o kit BenchMark Protein Ladder
(Invitrogen). A coloragédo do gel foi efetuada com Coomassie Coloidal (WANG, LI
e LI,2007).
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SOJA DELIPIDADA

Extragéo (2x)
Tris 25 mM/pH7,5- 4°C
Filtragdo; U 10.000 g/4° C, 30’

|
Precipitado \

0 10.000 g/ 4°C, 30’

— Dialise contra Tris-HCI 25 mM,
pH7.5; PREP. A

— Adicdo de DTT 5 mM
DEAE Celulose

Proteinas Proteinas
nao retidas « retidas _/
I ' NaCl 0,15 M NaCl 0,15-0,7 M
PREP. D-I

I' C PREP.D-ll D

_ Purificagéo de SBTX Sepharose-4B

...... Anidrotripsina Proteinas
retidas
Proteinas ndo
retidas
PREP. S-I -
- _PREP ) CPREP.S-Il_D

Figura 01. Esquema geral de purificagdo da SYTX-2 descrito por
Vasconcelos (1994) e modificado por Sousa (2006). Todas as etapas indicadas
como “Prep.O indicam preparados obtidos ou submetidos aos passos
cromatograficos mostrados.
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4.1.1 Determinacgao do teor de proteinas

A determinacdo do teor de proteinas totais foi feita pelo método
colorimétrico de Bradford (1976), usando albumina sérica bovina como padrao.
Alternativamente, as proteinas eluidas nos passos cromatograficos, como ja

descrito, foram avaliadas pelas leituras das absorbancias a 280 nm.

4 1.2 Detecgdo e dosagem da atividade toxica

Para determinacao da atividade téxica do extrato total e da fracao 20-55%,
diferentes doses (mgP/kg de massa corporal) de proteinas foram administradas
na cavidade peritoneal de camundongos (3 animais/dose), sendo observados a
sintomatologia e o tempo de sobrevivéncia dos animais 12-24 horas apos inje¢ao.
A atividade toxica das fragbes obtidas dos passos cromatograficos foi avaliada
através de injecao endovenosa de volume nao superior a 250 uL de cada fragéo
sendo observada a sobrevivéncia dos animais 1-2 horas apos a injecao. A Dose
Letal Mediana (DLsp) foi calculada usando-se a média do numero total de
camundongos mortos por dose de proteina administrada em trés ensaios
independentes (VASCONCELOS et al., 1994).

4.2 Caracterizagao Bioquimica da SYTX-2

4.2.1 Sequenciamento NH; - Terminal

Para obtencdo da sequéncia de aminoacidos NHxTerminal de SYTX-2
amostras contendo cerca de 1mg/mL (20 pg/pogo) da toxina foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacriiamida, seguindo os parametros descritos
anteriormente. Apos eletroforese, as proteinas foram eletrotransferidas (Sistema
“Trans BlotQ Multiphor Il Pharmacia-LKB) para membrana de PVDF, durante 2
horas (50 V, 80 mA). Em seguida, a membrana de PVDF foi saturada com
metanol 100% e corada com Comassie Brilliant Blue R-250 por 10 minutos. A
membrana foi, entao, descorada com metanol 50% até a visualizagcdo da banda

protéica referente a Soyatoxina-2. A banda protéica de massa molecular 28 kDa

OLIVEIRA, H.D., 2009 35



Capitulo Il

foi recortada, lavada exaustivamente com metanol 50% para completa remocéao
do corante e submetida ao sequenciamento automatizado de proteinas, seguindo
o método de degradagdo de Edman, utilizando o equipamento Shimadzu PPSQ-
10 do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (UFC). Todo o
procedimento foi realizado em cinco repeticées para determinagdo da sequéncia
da proteina em estudo. As sequéncias obtidas foram comparadas aquelas
depositadas nos bancos de dados Protein Data Bank, Swiss Prot e NCBI por meio
do pacote de algoritmos de busca BLAST (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST;
ALTSCHUL et al., 1990).

4.2.2 Analises espectroscopicas

4 2.2.1 Espectroscopia de fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia de SYTX-2 foram determinados partindo-se
de amostras de toxina 0,5 mg/mL completamente solubilizadas em Tris-HCI 25
mM, pH 7,5, as quais foram excitadas em 280 nm e 295 nm e seus espectros
registrados de 300 nm a 440 nm em espectrofotdbmetro Perkin-Elmer utilizando-se

cubeta de quartzo de 1 cm de caminho éptico.

4 2.2.2 Espectroscopia de dicroismo circular

O espectro de dicroismo circular (CD - circular dichroism) foi determinado
para SYTX-2 nativa 0,5 mg/mL, diluida em Tris-HCI 25 mM, pH 7,5. As medidas
foram feitas em espectropolarimetro Jasco, modelo J 720, em um intervalo de 185
a 260 nm utilizando-se cubeta de quartzo cilindrica de 0,2 cm de caminho éptico.

Para determinacao das componentes de estrutura secundaria, utilizou-se o
programa Selcon-2 desenvolvido por Sreerama e Woody (1993), o qual tem por
fungdo extrair as cinco componentes puras associadas a formacao da estrutura
secundaria de proteinas de um grupo de espectros de referéncia no qual o
espectro da proteina analisado é adicionado.

A estabilidade da SYTX-2 foi também determinada utilizando-se CD, frente

a diferentes temperaturas. As amostras de SYTX-2 0,5 mg/mL foram dissolvidas
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em Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 e incubadas de 25 °C a 95 °C durante 10 minutos em
cada temperatura antes das determinagdes do espectro CD.

Além disso, as modificagdes na estrutura secundaria de SYTX-2 submetida
a temperaturas decrescentes foram determinadas tomando-se como ponto de
partda a temperatura maxima de perda de estrutura secundaria (95 °C) e
atingindo-se a temperatura usada para determinagao do espectro CD de SYTX-2
nativa (25 °C). A amostra utilizada foi preparada seguindo-se as mesmas
condi¢des descritas anteriormente.

Todas as analises espectroscopicas foram realizadas no Laboratério de

Biofisica e Espectroscopia do Instituto de Fisica de Sao Carlos — USP.

4.2.3 Eletroforese Bidimensional

A determinacdo do ponto isoelétrico de SYTX-2 foi efetuada através de
eletroforese bidimensional seguindo o protocolo descrito e modificado por Gorg et
al., 2000. Amostras de SYTX-2 (100 ug) foram ressuspendidas em 200 uL de
tampao de re-hidratagdo composto por uréia 8 M, 7 mg de DTT, CHAPS 2%, azul
de bromofenol e 2% de IPG Buffer (pH 3-10; GE Healthcare), centrifugadas a
10.000 x g durante 5 minutos e aplicados em tiras (strips) de 11 cm com variagéo
nao linear de pH de 3 a 10, sendo deixados em repouso overnight
(aproximadamente 12 h). A focalizagao isoelétrica foi executada de acordo com
0s seguintes parametros: 2 mA, 5 W e 500 V durante 30 minutos, 1000 V durante
30 minutos, 3500 V por 30 minutos e 3500 V constantes durante 5,5 h. Em
seguida, as strips foram imersas em uma solugédo de equilibrio contendo uréia 6
M, DTT 1%, SDS 2% e azul de bromofenol durante 15 minutos e, submetidas a
separagao na segunda dimensdo por SDS-PAGE (12,5%) de acordo com a
metodologia descrita por Laemmli (1970). Nessa etapa foram usadas placas de
(18 x 24 x 0,15 cm) e as corridas foram conduzidas a 250 V, 50 mA e 10 W
durante 6 horas em temperatura constante de 20 °C. A coloragédo do gel foi
efetuada utilizando Coomassie Coloidal (WANG, LI e LI, 2007). Os géis obtidos
foram digitalizados (LabScan software) e analisados utilizando o programa Image
Master TM 2D Platinum v. 7.0 (GE Healthcare).
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4.2.4 Efeito da SYTX-2 Sobre Eritrocitos de Coelho

A determinacgéo da atividade hemaglutinante direta de SYTX-2 foi realizada
através do método descrito por Vasconcelos et al, 1991. Os ensaios foram
realizados com amostras de SYTX-2 liofilizadas e diluidas (20 mg/mL) serialmente
em solugao salina (NaCl 0,15 M) estéril, as quais foram incubadas (100 pyL) em
microplacas plasticas de titulagdo contendo 100 yL de uma suspensao de 2% de
eritrécitos de coelho. A placa foi incubada por 1h em 37 °C e, apds esse intervalo,
foi analisada para deteccéo de eritrocitos aglutinados. Alternativamente, aliquotas
das amostras incubadas foram avaliadas quanto a presenca de hemdlise. Como
controle foi utilizado apenas solugéo salina estéril ou amostras da fragdo 20-55%
(que contém lectina da soja — SBA) como controle positivo.

Em adicdo ao ensaio de hemaglutinagdo direta foi também realizado o
ensaio de hemaglutinagédo indireta, descrito por Carlini e colaboradores (1985).
Nesse protocolo, eritrocitos de coelho foram incubados em presenga de SYTX-2
tal como descrito na atividade de hemaglutinacdo multivalente. Apos 1h de
incubacdo a 37 °C 100 uL da suspensao de eritrécitos incubada com SYTX-2
foram retirados e adicionados 100 pL de IgG anti-SYTX-2 policlonal (0,5 mg/ml ou
50 pg/pogo) deixando-se a placa, novamente, sob as mesmas condigées. Como
controle desse grupo experimental, os eritrocitos (2%) foram incubados somente
com IgG policlonais anti-SYTX-2. Os resultados das atividades hemaglutinantes,
direta e indireta, foram expressos em unidades de hemaglutinagdo (UH)
determinadas a partir do inverso do titulo da maior diluicdo, na base 2, que ainda
apresentou aglutinacao visivel e, em atividade especifica obtida pelo calculo de
UH/mg de proteina.

O ensaio de hemaglutinagcéo indireta foi também realizado com amostras
de SYTX-2 incubadas previamente (30 min, temperatura ambiente) com
diferentes monossacarideos e com a glicoproteina mucina, objetivando definir os
possiveis aguUcares inibidores da atividade hemaglutinante observada. Nesse
ensaio, foram utilizadas 4 UH de SYTX-2/poco, as quais foram incubadas com
solugdes de 0,1M de glicose, manose, galactose, N-acetil-D-glucosamina ou D-

fucose ou, ainda, 2,5 mg/mL de mucina. Todos os demais parametros do ensaio
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foram realizados tal como descrito anteriormente, sendo os mesmos realizados

emduplicada e em trés repeticdes.
4.2.5 Atividade Ribonucleasica

A atividade ribonucleasica de SYTX-2 foi determinada em tubos de ensaio de
acordo com a metodologia descrita por Tuve e Anfinsen (1960) modificada por
Gomes-Filho e Enéas-Filho (1991) utilizando RNA de leveduras (forula yeast) tipo
IV (Sigma Chemical, Co.) como substrato. O substrato (0,2%; 1 mL) foi dissolvido
em tampéao acetato de sédio 0,1 M pH 5,8 e foi incubado em presenga de 1,5 mL
SYTX-2 (0,35 mgP/mL) dissolvida em Tris-HCI 20 mM, pH 7,0. Como controle foi
utilizado apenas Tris-HCI 20 mM, pH 7,0 (1,5 mL). Os tubos foram incubados em
banho maria a 40 °C e apds 60 minutos a reacdo foi interrompida através da
adicdo de acetato de uranila 0,75% dissolvido em HCIO4 25%. Em seguida, os
tubos foram deixados em banho de gelo (~ 2°C) por 20 minutos, foram
centrifugados (3.000 rpm, durante 10 minutos) e a presenca de nucleotideos livres
em solugdo resultante da hidrolise de RNA foi determinada através de leitura
espectrofotométrica a 260 nm. A atividade enzimatica especifica foi expressa em
UA x (h x mgP)”" sendo uma unidade de atividade (UA) definida como uma

diferenga de absorbancia em 260 nmigual a 0,01.

4.3 Distribuicao Tecidual de SYTX-2 em Sementes, Plantas Jovens e

Adultas de Glycine max
4.3.1 Produgao de Anticorpos Policlonais

A distribuicdo tecidual de SYTX-2 em sementes e plantas de soja foi
determinada utilizando-se como ferramenta anticorpos policlonais produzidos em
coelho contra SYTX-2. Antes de ser iniciado o processo de imunizagdo, uma
amosfra de sangue dos animais foi utilizada para obtengdo do soro pré-imune.
Para a produgdo de anticorpos policlonais, os animais foram imunizados com uma
emulsao contendo cerca de 200 pg de SYTX-2 obtidos a partir de bandas

provenientes de géis de poliacrilamida 12,5 %. Apds a corrida eletroforética os
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géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue 0,25% para detecgao e excisédo
das bandas referentes a SYTX-2, as quais foram descoradas e maceradas em 0,5
mL de NaCl 0,15 M estéril e 0,5 mL de adjuvante completo de Freund (Sigma
Chemical, Co.). Coelhos albinos de, aproximadamente, 4 kg foram aclimatados
uma semana antes do processo de imunizagdao que consistiu na administracao
subcutdnea de 200 ug do antigeno em dez sitios dispostos bilateralmente ao
longo da regiao toraco-lombar da coluna vertebral dos animais. Vinte e um dias
ap6s a primeira inoculagdo, uma nova aplicacdo de proteina (200 pg) foi
realizada, também pela via subcutdnea. Nessa e em todas as demais
imunizagbes o antigeno foi preparado conforme descrito anteriormente, mas
usando o adjuvante incompleto de Freund. A segunda imunizagao foi
acompanhada pela coleta de cerca de 10 mL de sangue, para obtencdo do
primeiro soro imune. Duas outras coletas (10 mL) foram realizadas em intervalos
de 10 dias apds a segunda imunizagédo, sendo essas também acompanhadas
pela administragdo de 200 ug de antigeno. Os anti-soros obtidos nas coletas
foram reunidos, precipitados com sulfato de aménio sélido a 33% de saturacéao e,
em seguida, dialisados em trocas alternadas com agua bidestilada e tampao
acetato de sédio 50 mM, pH 5,0, a cada 6 horas, durante trés dias. O dialisado
(ultima troca realizada com agua Milli-Q®) foi, entdo, centrifugado (15.000 x g, 20
minutos, 4 °C) e o sobrenadante foi liofilizado e armazenado a 2 °C para posterior

uso nos experimentos de imunodetecgao (Figura 02).
4.3.2 Determinagao do Titulo e da Especificidade dos Anticorpos Produzidos

O titulo e a especificidade dos anticorpos produzidos contra SYTX-2 foram
determinados através da metodologia de Western Blotting descrita por Towbin e
colaboradores (1979). Esse método representa uma combinag¢éo de técnicas de
eletroforese e imunodeteccdo com o objetivo de visualizar a especificidade da
interacao antigeno-anticorpo através de imunoreag¢do. No protocolo experimental
aqui utilizado, amostras (10 pg) de SYTX-2 foram submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida 12,5 % - SDS-PAGE (LAEMMILI, 1970) e, em seguida,
foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Hybond C® - GE Healthcare)

durante 30 minutos, 400 mA, 15V. Para avaliacado da eficiéncia da transferéncia
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de proteinas para membranas de nitrocelulose foi utiizada a solugdo de
marcadores Benchmark Pre-stained Protein Ladder (Invitrogen®) que apresenta
proteinas (10 kDa a 190 kDa) ligadas covalentemente a corantes especificos que
permitem a visualizagdo das bandas protéicas durante a eletroforese e, também,
apos a eletrotransferéncia sem a necessidade de coloracdo da membrana de
nitrocelulose.  Apds transferéncia, as membranas de nitrocelulose foram
colocadas em tampao de bloqueio de sitios inespecificos, composto de Tris-HCI
50 mM, pH 7,4, contendo NaCl 0,15 M, Tween 20 0,05% e 5% de leite em po
desnatado, sendo deixadas sob leve agitagcdo durante, aproximadamente, 12
horas. Subsequentemente, as membranas foram imersas em solugcdo de
anticorpo primario ant-SYTX-2 ou soro pré-imune (branco) em diferentes
diluicbes e mantidas por quatro horas a 37 °C. O anticorpo primario foi preparado
a partir de uma solugado contendo 1 mg do anticorpo em 1 mL de tampao de
blogueio sem leite e foi utilizado nas diluigbes 1:50, 1:100, 1:200 e 1:500 e
1:1000. Apods essa etapa, as membranas foram lavadas pelo menos cinco vezes
com o tampéo de bloqueio sendo, entdo, incubadas em presenga do anticorpo
secundario 1:1000 (IgG de cabra anti-lgG de coelho conjugado com fosfatase
alcalina), a 37° C, por duas horas. A membrana foi novamente lavada com o
mesmo tampao e, por fim, revelada com o substrato cromogénico da fosfatase
alcalina, 5-bromo-4-cloro-3-indoil-fosfato/nitro blue tetrazolium (BCIP/NBT).

O titulo dos anticorpos anti-SYTX-2 foi também determinado utilizando a
técnica de Dot Blotting. Para isso, 10 yL de toxina (1 mg/mL em Tris-HCI 25 mM,
pH 7,5) foram aplicados sobre membrana de nitrocelulose e deixados secar.
Todas as demais etapas do ensaio foram realizadas conforme descrito para a
técnica de Western Blotting, exceto pelas diluicbes do anticorpo primario que
foram de 1:100, 1:500 e 1:1000 (v/v). Nesse experimento, foi utilizado um
controle experimental com o soro pré-imune como fonte de imunoglobulinas
primarias.

A especificidade dos anticorpos anti-SYTX-2 foi avaliada através da técnica
de Western Blotting, utilizando uma amostra protéica contendo fragbes toxicas e
nao téxicas provenientes do gradiente salino aplicado em DEAE-Celulose no

processo de purificacdo de SYTX-2.
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Figura 02. Esquema geral de producdo e utilizagao dos anticorpos
policlonais anti-SYTX-2 nos experimentos de imunodetec¢do em plantas de
soja. ACF e AIF representam, respectivamente, Adjuvante Completo e Incompleto
de Freund. IG’s indicam imunoglobulinas. ELISA — Enzyme Linked Imunosorbent
Assay. Na determinagdo do titulo, a técnica de Dot Blotting foi suprimida do
esquema.
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4.3.3 Deteccdo de SYTX-2 na Casca das Sementes de Soja

No processo de purificagao de SYTX-2, farinha de soja delipidada, produzida a
partir de sementes inteiras foi utilizada como material de partida. Com o objetivo
de detectar se essa toxina estaria distribuida ndo apenas nos cotilédones, mas,
também, na casca da soja, sementes da cultivar BRS - Pala foram descascadas
em condi¢cdes assépticas e frituradas em moinho para café para produgédo de
farinha de granulagcado bem fina. As proteinas presentes na casca foram extraidas
com tampao Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, contendo PMSF 0,1 mM, DTT 5 mM e
pepstatina 1 uM, durante 4 h, 4 °C, usando-se a propor¢cdo de uma parte de
farinha para cinco partes de tampao (1:5). Apds extragdo, o material obtido foi
fitrado em pano de trama fina e centrifugado a 10.000 g, 30 min, 4 °C, sendo o
extrato total da casca das sementes assim obtido. A dosagem de proteinas foi
realizada através do método de Bradford (1976) e a deteccdo de SYTX-2
presente no extrato foi efetuada através da atividade téxica em camundongos
(descrita anteriormente) e Dot Blotting. O extrato obtido foi, também, analisado
por eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (LAEMMLI, 1970) e,
alternativamente, a atividade toxica foi determinada utilizando amostras do extrato
dialisadas contra Tris-HCI 2,5 mM, pH 7,5, contendo DTT 0,5 mM, concentradas

por liofilizagao.

4.3.4 Exsudacao de Proteinas de Sementes de G. max

Neste protocolo, vinte sementes de soja da cultivar BRS - Pala (massa total
das sementes de 2,85 g) foram lavadas com etanol 30%, deixadas secar
rapidamente e colocadas em contato com 6 mL de tampao acetato de sédio 100
mM, pH 5 em temperatura de 28 °C e umidade relativa de 70% em céamara
B.O.D., tal como descrito por SANTOS e colaboradores (2008). A embebi¢céo das
sementes com tampao acetato foi feita em frascos tipo erlenmeyer fechados, os
quais tiveram seus volumes coletados nos intervalos de tempo de 1 h, 6 h, 12 h,
18 h e 24 h apds o contato inicial com o tampdo. Os volumes dos exsudatos
coletados foram medidos e seu teor de proteinas determinado. Além disso, os

exsudatos de sementes foram analisados por eletroforese em gel de
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poliacriamida 15% (LAEMMLI, 1970) para determinagdo dos perfis protéicos
exsudados em cada intervalo de tempo. As amostras foram preparadas tal como
descrito anteriormente para a analise eletroforética de SYTX-2 sendo aplicado o
mesmo volume de amostra (20 L) por pogo. A coloragao do gel foi efetuada com
Coomassie Coloidal (WANG, LI e LI, 2007). Os géis obtidos foram digitalizados
(LabScan software) e analisados utilizando o programa Image Master TM 2D
Platinum v. 7.0 (GE Healthcare). O ensaio de exsudagao foi realizado em ftriplicata

e em duas repeticdes.
4 .3.4.1 Analise do Exsudato de Sementes por Eletroforese Bidimensional

O exsudado de sementes de soja foi também analisado por eletroforese
bidimensional. Definido o pico de exsudagao de proteinas, amostras de 1 mL do
exsudato foram dialisadas exaustivamente contra agua Milli® Q, liofilizadas e
solubilizadas em tampao de re-hidratagdo composto por uréia 8 M, 7 mg de DTT,
CHAPS 2%, azul de bromofenol e 2% de IPG Buffer (pH 3-10; GE Healthcare) de
modo a conter cerca de 200 ug de proteinas em 200 pL de tamp&o. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g durante 5 minutos e aplicadas em
tiras (strips) de 11 cm com variagao de pH de 3 a 10, sendo deixadas em repouso
overnight (aproximadamente 12 h). A focalizagdo isoelétrica foi executada de
acordo com os parametros descritos anteriormente. A separagdo na segunda
dimensao foi realizada por SDS-PAGE (12,5%) de acordo com a metodologia
descrita por Laemmli (1970). Os géis foram corados com Coomassie Coloidal
(WANG,; LI e LI, 2007), digitalizados (Lab Scan software) e analisados utilizando o
programa Image Master TM 2D Platinum v. 7.0 (GE Healthcare).

4.3.4.2 Imunodetecgao de SYTX-2

A determinacdo quantitativa de SYTX-2 nos exsudatos obtidos em diferentes
intervalos de tempo foi efetuada com o uso da técnica de ELISA indireto (Enzyme
Linked Imunosorbent Assay) descrita por ROWHANI e FALK (1995). Os
exsudatos foram diluidos em tampéo de acoplamento (fosfato de sdédio 10 mM,
fosfato de potassio 10 mM, NaCl 0,15 M, pH 7,4 contendo Tween 20 0,05% v/ -
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PBST) de modo a ajustar suas concentragdes finais para 25 ugP/mL e as demais
etapas do protocolo utilizado foram conduzidas tal como mostrado na Figura 03.
Como controle negativo, soro pré-imune diluido 1:1000 (v/v), em tamp&o PBST foi
utilizado. Os ensaios foram realizados em friplicata para cada amostra
experimental utilizada e a concentragcao de SYTX-2 foi estimada a partir de uma

curva padrdo obtida com amostras de SYTX-2 nas concentragbes de 5 a 30

pg/mL.
1 1 L 2 L 3
. | —> —»
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4; _*;( L ----- __ +s-ubst_rato _______
L I i S
* o & @ ® a8 & 9 e o ® @ L I
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Legenda:

1 — Impregnagéo com 100 L do antigeno — 16 h, 4 °C;

L - Lavagem com tampao PBST sob leve agitacdo seguida de uma nova lavagem realizada com tampéao
PBST contendo 5 % de leite em p6 desnatado (60 min.).

2 — Refirada do tampéo de lavagem e adicdo de 100 pL do anticorpo primario anti-SYTX-2 (diluido 1:1000
em PBST) - incubado por 1 h a 37 °C.

L e 3 - Lavagem com PBST 4x10 min.

4 — Incubagdo com 100 L de anticorpo secundario (1 h a 37 °C) (IgG de cabra anti-IlgG de coelho conjugado
com fosfatase alcalina) diluido 1:1000 em PBST.

L e (5)-Lavagem com PBST 4x10 min.

6 e 7 — Adicao (6) de 100 pL da solugcéo de revelagao contendo p-Nitrofenil Fosfato (pNPP) dissolvido em
agua Milli-Q®. A reag3o foi parada com a adi¢3o (7) de 40 pL de NaOH 3 N e as leituras foram realizadas a
405 nmem leitor de ELISA (BIO-TEK ELX 800).

Figura 03. Etapas do protocolo experimental de ELISA, usadas para detecgéo e
quantificacao da SYTX-2.
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43.5 Obtencdo de Plantas Jovens e Adultas de Soja e Producao dos

Extratos Protéicos de Raizes, Caules e Folhas

O plantio de soja foi realizado na casa de vegetacdo do Laboratério de
Interacdo Molecular Planta-Praga | (Cenargen — EMBRAPA- Brasilia), mantida em
temperatura de 25-28 °C e umidade atmosférica variavel de 75 a 85%. As
sementes foram plantadas em vasos plasticos contendo, aproximadamente,
quatro litros de solo, sendo colocadas seis sementes por vaso e deixando-se
apenas trés plantas por vaso apos o desbaste (Figura 04). Para os experimentos
de imunodeteccao de SYTX-2 em diferentes partes de plantas jovens foram
obtidas de espécimes no estagio V4 (cerca de 20 dias apds o plantio) e de
espécimes com 45 dias apds o plantio (adultas em estagio R5). A cultivar BRS-
Pala, usada para purificacdo de SYTX-2 e, também, para o plantio apresenta ciclo
reprodutivo de 135 dias considerando o fim do ciclo como a produgédo de
sementes maduras. Em casa de vegetacdo (conforme sera mostrado adiante), a
producéo de flores e sementes € iniciada apds 37 dias do plantio.

Raizes, caules e folhas de plantas jovens e adultas foram coletados em
nitrogénio liquido, macerados e utilizados para obtengdo dos extratos protéicos.
As coletas foram realizadas a partir de trés plantas de cada vaso, sendo
consideradas como uma unidade experimental. Para a quantificagdo de SYTX-2
nos tecidos vegetais foram consideradas trés unidades experimentais. Os extratos
protéicos foram obtidos a partir de quantidades iguais de material vegetal
maceradas em nitrogénio liquido. As farinhas de raizes, caules e folhas foram
colocadas em contato com Tris-HCI 100 mM, pH 8,8, 50 mM DTT, 10 mM de
EDTA, 1mM de PMSF e 2,5 pM de pepstatina A na proporgéo 1:7 (p/v; volume
minimo para agitagdo) para tecidos jovens e 1:13 (p/v; volume minimo para
agitacao) de tecidos adultos, a 4 °C, durante quatro horas e meia de agitagéo. As
suspensoes foram centrifugadas (13.000 x g, 30 minutos, 4 °C) e o sobrenadante
utilizado para analise eletroforética (20 pg de proteinas aplicadas/pogo) em gel de
poliacrilamida 15% (LAEMMLI, 1970) e imunodeteccdo de SYTX-2. O restante do
extrato foi aliquotado e armazenado a — 20 °C até o uso.
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Figura 04. Plantas de soja (cultivar BRS - Pala) em casa de vegetagao
(Cenargen - Embrapa). Em “AOplantas em diferentes intervalos de tempo apds o
plantio. Em “BOe “COdetalhe das plantas nos estagios V4 (20 DAP) e 45 dias
apos o plantio (R5), respectivamente, usadas para detecgao de SYTX-2.
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4.3.5.1 Deteccao e Quantificagao de SYTX-2 Através do Ensaio de ELISA

As determinagdes quali e quantitativa de SYTX-2 em diferentes partes das
plantas de soja foram efetuadas com o uso da técnica de ELISA indireto
(ROWHANI e FALK, 1995). Os extratos de raizes, caules e folhas de plantas
jovens e adultas foram diluidos em tampao PBST, pH 7,4 contendo Tween 20
0,05% (v/v) de modo a ajustar suas concentragdes finais para 25 ugP/mL. As
demais etapas do protocolo utilizado foram conduzidas tal como mostrado
anteriormente. Os dados referentes aos niveis de SYTX-2 presentes nas partes
vegetativas das plantas foram expressos em relagéo ao teor total de proteinas
extraidas de cada 6rgao e, também, em relagdo a massa de tecido utilizada no
processo de extragao. Os niveis também foram comparados aqueles obtidos para

as sementes.

4.3.6 Indugao da Expressao da Soyatoxina-2 em Plantas Adultas Submetidas

a Injuria Mecanica

Com o objetivo de avaliar a possivel indugdo de SYTX-2, em plantas
adultas submetidas a injuria mecanica, foram utilizadas plantas no estagio R5,
provenientes do plantio com sementes de BRS-Pala, tal como descrito
anteriormente. O protocolo experimental foi conduzido de acordo com o descrito
por MASON e MULLET (1990), com modificagdes.

Neste experimento, as plantas em estagio R5 foram separadas em
unidades experimentais, sendo uma unidade experimental composta por nove
espécimes diferentes. O grupo controle (testemunha) foi composto por plantas
nao injuriadas mecanicamente e o grupo experimental foi composto por plantas
injuriadas. A injuria foi realizada através de corte, com lamina de bisturi estéril, de
cerca de 2 cm na extremidade das folhas de 8 ftrifélios, dos 16 presentes nas
plantas (Figura 05). Logo ap0s a injuria, as folhas dos trifélios lesionados de trés
plantas, e de 8 trifdlios ndo lesionados do grupo testemunha (T O h) também de 3
plantas foram removidas. Seis horas ap6s a injuria (T 6 h) foram removidos 8
trifdlios lesionados do grupo experimental (de mais trés plantas) e também 8

trifdlios nao lesionados da mesma planta injuriada para avaliar se a possivel
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indugdo de proteinas era de natureza sistémica. Nesse mesmo intervalo de
tempo, também foram coletadas folhas dos trifélios do grupo testemunha. Vinte e
quatro horas (T 24 h) apds a injuria, as trés ultimas plantas da unidade
experimental tiveram suas folhas coletadas tal como descrito para o grupo T 6 h.
As folhas foram coletadas e maceradas em nitrogénio liquido e quantidades iguais
de tecido utiizadas para exfracdo de proteinas e ensaios de deteccao
imunoldgica seguindo todas as etapas experimentais descritas anteriormente no
protocolo de quantificagdo de SYTX-2 em raizes, caules e folhas adultos. Com o
objetivo de verificar possivel modificacdo nos niveis e perfis protéicos apos injuria,
amostfras de 20 pg de proteinas de cada extrato (T O h, T6 he T 24 h) foram
submetidas a analise eletroforética em gel de poliacrilamida 15% (LAEMMLI,
1970), sendo as bandas protéicas coradas com Coomassie Coloidal (WANG, LI e
LI, 2007). Os niveis de SYTX-2 detectados em cada grupo foram expressos em
fungdo da quantidade de proteinas extraidas e, também, em relagdo a massa de

tecido usada no processo de extragéo.
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03/2009

Figura 05. Imagens das plantas de soja utilizadas no experimento de
indugdo por injuria mecanica. Em “AQ plantas adultas no estagio R5, usadas
como controles. Em “BOe “COdetalhes do processo de injiria da extremidade das
folhas com ldmina de bisturi e das extremidades cortadas de um dos
componentes do trifélio. Em “DOvisdo geral da planta lesionada com destaque
para as folhas injuriadas (setas verdes) e nao injuriadas (setas azuis) da mesma
planta, usadas nos experimentos.

OLIVEIRA, H.D., 2009 50



Capitulo Il

4 4. Espectro de Agao da SYTX-2 Contra Diferentes Espécies de Fungos

Com o objetivo de avaliar a possivel atividade antifungica de SYTX-2
contra patdgenos de interesse agricola para a soja, foram utilizadas espécies de
fungos capazes de infectar diferentes érgaos e/ou estadios vegetativos da planta.
O efeito sobre a germinagao de esporos foi avaliado seguindo a metodologia
descrita por Ji e Kiuc (1996), adaptada para uso de placas de polietileno
reticuladas. Uma aliquota de 10 yL de uma suspensao de esporos (2 X 10°
esporos/mL), provenientes de: Fusarium solani f. sp. glycines, Phomopsis sp. ou
Rhizoctonia  solani foi incubada com 10 yL de uma solucdo de SYTX-2
(solubilizada em Tris-HCI 25 mM, pH 7,5) nas concentragdes de 150 e 200 ug/mL.
Em seguida, as placas foram mantidas a 37 °C, por 12 horas, em umidade
atmosfeérica (>75%) mantida por meio de papéis de filtro embebidos com agua e
na auséncia total de luz. Apds o tempo necessario para a germinagao de esporos
de cada espécie, as placas foram levadas ao microscépio éptico (Olympus®
System Microscope) para analise dos esporos germinados. Alternativamente, ao
invés da adigao da toxina foram adicionados agua Milli®-Q estéril ou peréxido de
hidrogénio 100 mM (controles). Como parametro experimental, os esporos que
apresentaram tubo germinativo equivalente a, pelo menos, duas vezes o diametro
do esporo foram considerados germinados. As solugdes de toxina, tampao e agua
Milli®-Q estéril usadas nos experimentos foram filtradas em filtro Millex® GV (0,22
Mm) antes de serem incubadas com os esporos.

Além dos fungos fitopatogénicos testados, a atividade antifungica de SYTX-
2 foi também avaliada através do ensaio de inibicdo de crescimento de fungos
leveduriformes. Candida albicans, C. tropicalis e C. krusei foram utilizados como
microorganismos teste. As cepas foram mantidas em meio Agar Sabouraud-
Dextrose (ASD), sendo utilizados para ensaios repiques de 24 horas em ASD,
incubados a 37 °C. O efeito da SYTX-2 sobre o crescimento das leveduras foi
avaliado incubando-se 100 pL de uma solugdo de SYTX-2 em trés diferentes
concentragdes 73,5 pgP/mL, 36,8 ugP/mL ou 18,4 pygP/mL, preparadas em agua
Milii®-Q, juntamente com 100 uL de uma suspens&o das células, cuja turbidez foi
ajustada através de absorbancia a 620 nm, de modo a corresponder a 1 x 10*
células/mL em meio liquido BHI — Brain Heart Infusion. As placas foram, entao,

OLIVEIRA, H.D., 2009 51



Capitulo Il

incubadas a 37 °C e o crescimento avaliado através de leitura da densidade
Optica a 620 nm, em leitor de microplacas (ELISA), a intervalos de 6 horas,
durante 36 horas. Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata utilizando

formaldeido 0,4% como controle positivo.

4.5. Atividade nematicida da SYTX-2 contra formas juvenis (J2) de
Meloidogyne incognita

4.5.1 Obtengao de massas de ovos de formas juvenis do segundo estagio de

M. incognita

Os ovos de M. incognita, Raga 4, foram obtidos a partir de raizes de
plantas de tomate, infectadas cerca de 60 dias antes do ensaio bioldgico e
mantidas em casa de vegetacdo. Apds a coleta, as raizes foram cuidadosamente
lavadas com agua da torneira para retirada de por¢des de solo ainda aderidas na
mesma e, em seguida, lavadas com agua destilada, antes da retirada das massas
de ovos. As massas foram obtidas por meio de sua retirada manual das raizes
com o uso de seringas, agulhas e lupa estereoscopica, sendo colocadas em tubos
tipo eppendorf contendo agua destilada estéril, a 10 °C. Apds a retirada, as
massas de ovos foram colocadas sobre uma tela composta por tecido de
espessura fina e depositadas em uma placa de Petri de cerca de 13 cm de
diametro, contendo 5 mL de agua destilada autoclavada (121 °C, 9,806 x 10*
Pascal, 30 minutos). As placas foram acondicionadas em recipiente plastico
fechado, contendo papel de filtro umidificado com agua e mantido em temperatura
ambiente de 25 °C, na auséncia de luz. Os J2 eclodidos migravam através da
malha de tecido, sendo coletados na placa de Pefi. Para os ensaios
experimentais, J2 eclodidos entre 24 e 72 horas foram usados, os quais foram
retirados da placa de Petri com o auxilio de uma micropipeta. A populacao de J2

(numero de J2/ 10 pL) foi estimada com o auxilio de ldmina e lupa estereoscopica.
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4.5.2 Ensaio de atividade nematicida

O ensaio de atividade nematicida da SYTX-2 sobre juvenis de M. incognita
foi realizado de acordo com a metodologia descrita por COIMBRA e CAMPOS
(2005) com modificagdes. Aliquotas de 50 pL de uma suspensao contendo, em
média, 55 juvenis (J2) foram colocadas em pogos de placas de Kline e, em
seguida, amostras de 150 yL de SYTX-2 0,5 mg/mL ou 5,3 mg/mL solubilizadas
em Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 foram adicionadas de modo a perfazer 200 uL de
volume final de ensaio e, no grupo experimental, conter 1 ou 11 pgP/ J2. As
placas foram mantidas em umidade elevada, a temperatura ambiente de 25 °C e
na auséncia de luz. Agua estéril ou Tampao Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 foram
utilizados como controles. Os nematdides foram observados nos tempos 0 h, 6h e
24 h apés incubacdo com a proteina, sendo contados: o nimero de nematdides
vivos — J2 com intenso movimento; imdveis — J2 sem movimento, mas capazes de
se movimentar ao serem tocados com agulha; e mortos — J2 imbveis e sem
movimentagdo, mesmo apos serem tocados com agulha. Os dados obtidos foram
convertidos em valores percentuais e comparados aos grupos controles. Todos

os ensaios foram realizados em duplicata.
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5.RESULTADOS

5.1 Purificagao e Caracterizagao Fisico-Quimica da Soyatoxina-2

Trabalhos experimentais realizados em nosso laboratério (MAIA, 2008;
MORAIS, 2007; SOUSA, 2006 e SIEBRA, 2004) demonstraram que a toxicidade
atribuida a extratos protéicos de soja em camundongos é uma caracteristica
amplamente distribuida nas cultivares fornecidas pela EMBRAPA e destinadas ao
plantio em condigcbes de campo. Essa toxicidade se da em fungao da presenca de
proteinas téxicas (SYTX — Vasconcelos et al,1994; SYTX-2 — Sousa, 2006 e
SBTX — Vasconcelos et al., 2008) que exercem seus efeitos induzindo convulsées
tébnico-clénicas seguidas de morte apos injecdo na cavidade peritoneal de
camundongos ou ainda pela via endovenosa. Entretanto, embora diferentes
cultivares possam apresentar atividade toxica como caracteristica comum, os
teores de toxinas presentes nessas sementes sao diferenciados. Mesmo assim,
esse fato demonstra que a presengca dessas proteinas em sementes parece
denotar alguma fungdo importante para o vegetal, ainda nao totalmente
esclarecida, embora algumas evidéncias experimentais apontem, fortemente,
para a funcao de defesa contra pragas e patdgenos.

Este topico descreve a purificagcdo e caracterizagcado fisico-quimica da
Soyatoxina-2, através de ensaios adicionais aqueles realizados por Sousa (2006),
contribuindo para um melhor entendimento dos aspectos estruturais e funcionais
dessa proteina em plantas de soja.

A purificagcdo de SYTX-2 foi efetuada tal como descrito anteriormente,
partindo-se de farinha de sementes delipidada como fonte de proteinas. As
sementes utilizadas nos protocolos foram provenientes da cultivar BRS-Pala, a
qual, segundo a Embrapa, apresenta elevado potencial produtivo (de 3.072 —
3.718 kg/ha) e resisténcia a diversas doengas como mancha olho-de-ra, cancro
da haste, mosaico comum e susceptibilidade a nematoides de galha. A obtengéo
de SYTX-2 pura representa uma etapa preliminar em sua caracterizagédo

estrutural e funcional.
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A purificagdo de SYTX-2 a partir dos extratos protéicos de BRS-Pala
obtidos foi conseguida seguindo o protocolo basico descrito por Sousa (2006).
Entretanto, com o objetivo de aumentar o rendimento protéico obtido ao final do
processo de purificacdo, os inibidores de protease PMSF 0,1 mM e pepstatina A
1uM foram adicionados a etapa de extragdo de proteinas. A Figura 06 mostra o
perfil cromatografico obtido em coluna de DEAE-Celulose apds aplicagdo de
gradiente salino (NaCl 0,15 a 0,7 M) para eluicdo de SYTX-2. As fragbes toxicas
contendo SYTX-2 foram obtidas na regido do gradiente salino compreendida entre
0,48 — 0,60 M de NaCl, apresentando rendimento protéico, em massa, de 54,15 %
1,62 mgP. Na auséncia de PMSF e pepstatina ao extrato total, o rendimento
protéico observado nessa etapa foi de 42,68 + 3,66 mgP, mostrando que os
inibidores de proteases foram essenciais na obtencdo de maiores quantidades de
toxina.

Com o objetivo de remover inibidores de ftripsina contaminantes das
amostras provenientes da cromatografia de troca ibnica, as fragbes toxicas
eluidas da coluna de DEAE-Celulose foram submetidas a cromatografia de
afinidade em coluna de Anidrotripsina-Sepharose 4B. A Figura 07 mostra o perfil
cromatografico obtido em coluna de afinidade, o qual apresenta um pico (SI)
dotado de atividade toxica e destituido de atividade inibitoria de tripsina e um
segundo pico (Sll) protéico contendo o inibidor de fripsina da soja (tipo Kunitz). Os
passos cromatograficos mostrados forneceram um material puro € homogéneo,
com massa molecular aparente de 28 kDa, utilizado nas etapas posteriores de
caracterizagao fisico-quimica.

A partir da obtengdo das massas protéicas ao longo do processo de
purificacao foi possivel calcular os rendimentos (em percentural) de cada etapa do
processo de purificacdo, bem como estimar o teor de toxina apresentado por
semente e por grama de tecido, dentro das condigdes experimentais utilizadas.
Ao final do processo de purificagdo, foram obtidos 40,87 + 0,42 mgP de SYTX-2
pura em cada 50 g de farinha delipidada usada na extragdo. Os dados referentes

aorendimento e teores de SYTX-2 por semente estdo sumarizados na Tabela 01.
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Figura 06. Perfil cromatografico obtido apés aplicagao de gradiente salino
(NaCl) em matriz de DEAE-Celulose. PREP. A (0,7 gP /10 mL) contendo DTT 5
mM foi aplicado em matriz (15 x 2,8 cm) de DEAE-Celulose equilibrada com Tris-
HCI25 mM, pH 7,5. D - Il e D - lll representam proteinas eluidas apds aplicacao
de gradiente salino (0,15 a 0,7 M de NaCl) no tampao de equilibrio (Fluxo: 35
mL/h; Fragdes: 3,0 mL/tubo). As fragbes indicadas em laranja apresentaram
toxicidade para camundongos (e.v.).
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Figura 07. Perfil cromatografico obtido em coluna de Anidrotripsina-
Sepharose® 4B. Fracdes toxicas provenientes da cromatografia de troca ibnica
(15 mgP/5 mL) contendo DTT 5 mM foram aplicadas na matriz de afinidade (18 x
1,6 cm) para a remogéo de inibidores de ftripsina. A coluna foi equilibrada
previamente com Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 contendo NaCl 0,15 M, o qual também
foi usado para eluicdo das proteinas nao retidas (S — 1). Para remogao do material
retido contendo SBTI (S — Il) foi aplicado (seta) tampao Glicina — HCI 50 mM, pH
2,2, contendo NaCl 0,2 M. (Fluxo: 45 mL/h; Fragbes: 2,0 mL/tubo). As fragdes
referentes ao material ndo retido foram toxicas para camundongos (e.v.). Detalhe:
eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %) de amostras de 20 ug de S - |

mostrando a SYTX-2 purificada. (1) Marcadores de massa molecular e (2)
Material ndo retido em coluna de afinidade.
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Tabela 01. Rendimento em massa da SYTX-2 em relagcao a massa das sementes de BRS-Pala utilizadas no processo de
purificagao. Os valores representam a média + desvio padrdo da média de dados obtidos de dez repeti¢cdes, partindo-se de
uma quantidade total de 50 g de farinha delipidada. Com excegdo das colunas “FarinhaOe “Rendimento totalQ os demais valores
sao mostrados como proteinas totais, calculadas a partir do produto da dosagem de proteinas pelo volume de cada material
obtido. (Fundagéo Pro-sementes Passo Fundo — RS)

ETAPA
Farinha Extrato Total Fragdo 20-55% | Fracgoes toxicas | Fragoes toxicas Rendimento de
(50 g) Proteinas totais Proteinas DEAE Afinidade toxina total
(9) totais (g) (mg) (mg) (mg/100 g de
farinha)
Proteinas (g) 38,8° 11,67 £ 1,04 2,54 + 0,54 54,15 £ 1,62 40,87 £ 0,42 81,75+0,84
* Rendimento (%) 100 30,5 21,76 2,13 75,47 -

Massa média de 01 semente (cv. BRS-Pala): 0,142 g

Em 100 g — 704 sementes

Estimativa do conteudo total de toxina/ semente: 58,05 ug — 0,04% da massa de uma semente ou 408 ug de toxina/g de tecido.

*Rendimento protéico expresso em relagdo a etapa anterior do processo de purificagdo.
0 teor de proteinas da farinha delipidada foi determinado a partir do percentual protéico das sementes de BRS-Pala — 38,8 g/100 g de sementes (Fonte:

Fundagéo Pr6-Sementes).

OLIVEIRA, H.D., 2009

58



Capitulo Il

O material proveniente do processo de purificagdo da SYTX-2 foi
caracterizado, inicialmente, em relagéo a sua sequéncia NHz-terminal. A banda de
massa molecular aparente de 28 kDa correspondente a SYTX-2 foi sequenciada
pelo método de degradacdo de Edman a partir de bandas protéicas transferidas
para membrana de PVDF. A proteina apresentou como sequéncia NHz-terminal:
KTISSEDSPFFNCREK. Apds o alinhamento dessa extremidade NHy-terminal
com sequéncias protéicas nao redundantes através do algoritmo BLASTDp, foi
observado que essa proteina apresenta identidade com muitas proteinas (160)
presentes em soja, algumas das quais s&o proteinas de reserva (dbj|BAB64304.1-
9/10 - 90%), precursores de peroxidase (gb|JAAC98519.1| - 4/4 - 100%) ou de
endo beta-1,4-glucanases (gb|JABD62083.1| 6/9 - 66%) dentre outras, ndao se
observado nenhuma classe especifica de proteinas que pudesse denotar funcéo
biologica atribuida a SYTX-2.

Por eletroforese bidimensional, SYTX-2 se apresentou como dois spots de
massas moleculares de 27,356 e 27,271 kDa e pontos isoelétricos acidos de 5,11
(spot 1) e 5,24 (spot 2), respectivamente (Figura 08). A presenga de dois spots
protéicos denota, em primeira analise, que a SYTX-2 possui duas isoformas de
pontos isoelétricos e massas moleculares distintas. Entretanto, o seqienciamento
NH2-terminal dessa proteina demonstrou a presenga de uma unica sequéncia,

sugerindo, fortemente, que essas isoformas apresentam o mesmo NH,-terminal.
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Figura 08. Eletroforese bidimensional da SYTX-2. Os marcadores de massa
molecular utilizados estdo assinalados a esquerda do gel de poliacrilamida
(12,5%). As amostras foram submetidas a focalizagdo isoelétrica em tiras de 11
cm com gradiente de pH 3-10 e os géis foram corados com Coomassie Coloidal.
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A fim de investigar a estrutura secundaria e estimar a sua estabilidade
térmica, a SYTX-2 purificada foi estudada através de espectroscopia de dicroismo
circular (CD). A Figura 09 (linha azul) mostra o espectro de CD da SYTX-2 em
tampao Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, condicdo cuja toxicidade da proteina foi
observada. SYTX-2 apresentou um espectro de CD caracterizado por um minimo
de elipticidade molar pronunciado em 210 nm e um maximo positivo observado
em 196 nm. Esse espectro € caracteristico de proteinas que apresentam a-hélices
e folhas—( em sua estrutura secundaria. A desconvolugao desse espectro no pH
7,5 permitiu definir os percentuais de estrutura secundaria observados para
SYTX-2 os quais estdo sumarizados na Tabela 02, juntamente com os
percentuais de estrutura secundaria ja observados para outras neurotoxinas
vegetais.

A estabilidade estrutural da SYTX-2 frente as varias temperaturas testadas
também foi determinada no intervalo de temperaturas de 25 a 95 °C (Figura 09).
Os dados obtidos mostram que com o aumento gradual de temperatura ocorrem
perdas na elipticidade molar, observada em relacdo a proteina nativa, o que
representa, provavelmente, a diminuicdo de elementos de estrutura secundaria.
Em 95 °C, a proteina provavelmente se tornou desenovelada ou desnaturada
caracterizada pelo espectro tipico de estruturas ndo ordenadas.

A partir dos estudos de estabilidade da estrutura secundaria de SYTX-2
frente a diferentes temperaturas, foi possivel tracar, graficamente, as fragdes de
proteinas desnaturadas em funcao da temperatura e definir a temperatura média
de desnaturacao da molécula, que apresenta o valor de 49,0 £ 0,6 °C, tal como
mostrado na Figura 10.
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Figura 09. Estudos da estabilidade térmica da SYTX-2 monitorada por
dicroismo circular. A toxina (0,5 mg/mL), dissolvida em tampao Tris-HCI 25 mM,
pH 7,5, e incubada de 25 a 95°. Em cada temperatura, a proteina foi incubada por
10 min antes das medidas de CD. Na figura, foram omitidos alguns espectros
para que os dados pudessem ser melhor visualizados.
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Tabela 02. Distribuicao dos padroes de estrutura secundaria presentes na
SYTX-2, determinados a partir do espectro de dicroismo circular. Os valores
sao apresentados em percentual do conteudo de estrutura secundaria em pH 7,5
e comparados com padrdes de estrutura ja definidos para toxina da soja (SBTX),
também isolada a partir das sementes de soja (VASCONCELOS et al., 2008) e
para a Canatoxina (CNTX), isolada de sementes de Canavalia ensiformis

o — hélice | Folha— B | Voltas Estrutura
Proteina (%) (%) (%) nao Referéncia
ordenada
SYTX-2 36,3 19,9 18,5 25,3 Esta tese
SBTX 35 13 27 25 VASCONCELOS
etal., 2008
CNTX 27 22 ND ND CARLINI, 2007

*As proteinas usadas para comparacdo apresentam atividade neurotéxica com sinais clinicos

semelhantes aqueles descritos paraa SYTX-2. ND- Nao determinado.
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Figura 10. Temperatura média de desnaturagdao da SYTX-2 em pH 7,5. Os

pontos do grafico séo referentes as medidas de dicroismo circular a 210 nm da
toxina em temperaturas de 25 a 95 °C. Fd - Fracao de proteina desnaturada.
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Um dado interessante (Figura 11) proveniente dos estudos através de CD
mostra que, embora com o aumento de temperatura a SYTX -2 apresente perdas
na estrutura secundaria, caracterizada por perda no minimo e maximo de
elipticidade molar observada na estrutura nativa, quando a proteina ¢é
gradativamente submetida a temperaturas mais baixas, a partir de seu ponto de
desnaturacao (95 °C), ocorre recuperacgao (refolding) dos padrées de estrutura
secundaria da proteina nativa com quase 100% de retorno as condi¢gdes de

estrutura secundaria nativa.
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Figura 11. Espectro de dicroismo circular da SYTX - 2 (0,5 mg/mL) em tamp&o
Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, mostrando a toxina nativa (em azul — 25 °C),
desnaturada (vermelho - 95 °C) e reenovelada (verde) apds incubagdo a 25 °C
por 30 min.
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A integridade estrutural da SYTX-2 também foi avaliada através de
espectroscopia de emissao de fluorescéncia. Os residuos de triptofano presentes
nas proteinas atuam como sondas espectrais para a estrutura terciaria. Os
maximos de emissao de fluorescéncia em 323 nm para proteinas excitadas em
280 nm e de 333 para proteinas excitadas em 295 nm, obtidos para SYTX-2, sao
caracteristicos de residuos de triptofano internalizados na proteina (Figura 12 A e
B).
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Figura 12. Espectro de fluorescéncia da SYTX-2. As amostras protéicas (0,5
mg/mL) foram dissolvidas em tampao Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 e submetidas as
analises em espectrofotdmetro Perkin-Elmer utilizando-se cubeta de quartzo de 1
cm de caminho 6ptico. (A) Amostra excitada a 280 nm — maximo de 323 nm; (B)
Excitada a 295 nm — maximo de 333 nm.
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De acordo com Sousa (2006), SYTX-2 apresenta atividade toxica como sua
caracteristica principal, sendo uma molécula destituida de atividade inibitéria de
tripsina, ureasica e hemaglutinante direta. Entretanto, através de ensaios in vitro
(realizados nesta tese) foi determinado que SYTX-2 apresenta atividade
ribonucleasica, sendo capaz de hidrolisar moléculas de RNA, numa taxa de
1821,42 + 3,34 UA. h" mgP. As amostras de SYTX-2 (0,35 mgP/mL) foram
solubilizadas em Tris-Cl 20 mM. Em presenca de Tris-HCI ndo houve hidrélise
significativa de RNA. Essa atividade é relativamente estavel na te mperatura de 40
°C e é mantida por um intervalo de te mpo superior a 20 h.

Embora SYTX-2 ndo tenha demonstrado atividade hemaglutinante direta,
nao sendo, portanto uma hololectina, o ensaio de hemaglutinagdo indireta
mostrou que essa proteina € capaz de interagir com eritrécitos através de
estruturas glicidicas e, consequentemente levar a hemaglutinagéo (Figura 13 A).
O ensaio experimental foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Carlini (1985).

Quando incubada com diluigcdes seriadas (1:2) de SYTX-2, partindo-se de
uma solugado de 20 mgP/mL, ndo houve aglutinagdo da suspensao de eritrécitos
usadas no ensaio. Entretanto, a adicdo de IgG policlonal anti-SYTX-2 (50
Mg/pogo) aos eritrocitos incubados previamente com SYTX-2 levou a
hemaglutinagdo 1 h apés incubagdo a 37 °C. O titulo da atividade observada foi
de 2.048 UH/mL e a atividade hemaglutinante especifica foi de 120,4 UH/mgP. O
controle positivo do ensaio foi realizado com a fragédo 20-55% usada para
obtencdo de SYTX-2, ainda apresentando SBA em sua composi¢cdo. Para a
fragcdo, foi detectada uma atividade hemaglutinante de 2.048 UH/mL e uma
atividade especifica de 31,99 UH/mgP. N&o foi observada hemaglutinacéo
quando os eritrocitos foram incubados com os anticorpos utilizados no ensaio.

A inibicao da atividade hemaglutinante indireta apresentada pela SYTX-2
também foi estudada incubando-se previamente a toxina em presenga de
solugdes de monossacarideos 0,1 M (glucose, manose, galactose, N-acetil-D-
glucosamina e D-fucose) e, também, da glipoproteina mucina (2,5 mg/mL) antes
da realizagdo do ensaio. Para todos os grupos experimentais, foram utilizadas 4
UH/ ml da proteina. A Figura 13 B mostra que, em presenga de glicose,
galactose, N-acetil-D-glucosamina, fucose e mucina, ndo houve inibicao da
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atividade hemaglutinante. Entretanto, D-manose 0,1 M foi capaz de inibir a
atividade hemaglutinante de SYTX-2, mostrando ser a toxina uma proteina capaz

de interagir com carboidratos através de um unico sitio presente na cadeia

polipeptidica.

B Controle Glu Man Gal GINAc D-Fuc Mucina

S - PP

Figura 13. Ensaio de atividade hemaglutinante direta e indireta da SYTX-2
utilizando eritrécitos de coelho (2%). Em “AO sdo visualizadas a atividade
hemaglutinante da fragao 20-55% de BRS-Pala (Linha 1), a auséncia desse efeito
apos incubagao por 1 h com SYTX-2 a temperatura ambiente (Linha 2) e a
atividade hemaglutinante indireta de SYTX-2 apds incubagédo com eritrocitos a
temperatura ambiente — Linha 3), seguida da adi¢cdo de 50 ug de IgG anti-SYTX-
2. Em “BO pode ser observada (com repeticdio 1R) a inibigdo da atividade
hemaglutinante indireta de SYTX-2 pelo monossacarideo D-manose (0,1 M). As
amostras de SYTX-2 (4 UH) foram incubadas com os acgucares (0,1 M) e com a
glicoproteina mucina (2,5 mg/mL) por 30 min antes da realizagéo do ensaio.
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5.2 Distribuicao da SYTX-2 em Se mentes de soja

Muitas proteinas vegetais envolvidas nos processos de defesa contra
pragas e patdgenos apresentam distribuicdo bastante ampla, varias delas estando
presentes em todos os érgaos vegetativos e reprodutivos. Para outras proteinas,
a distribuicdo pode ser restrita, mas niveis elevados de determinadas proteinas
histo-especificas podem ser detectados em varios 6rgaos nao submetidos a
infeccao ou injuria mecanica. Com o objetivo de mapear a distribuicao tecidual da
SYTX-2 em plantas de soja mantidas em casa de vegetagdo foram produzidos
anticorpos policlonais em coelho, contra a toxina, de forma que essas
imunoglobulinas pudessem ser usadas como ferramentas na imunolocalizagéo da
SYTX-2.

Como uma etapa prévia, em relacdo aos experimentos envolvendo
imunodetecgdo, os anticorpos produzidos foram avaliados quanto a sua
especificidade e titulo. A Figura 14 (parte superior) mostra imagens do ensaio de
Dot Blotting usado para determinar o titulo dos anticorpos produzidos. Como pode
ser observado, os anticorpos policlonais produzidos contra SYTX-2 foram
capazes de reconhecer amostras da proteina imobilizadas em membrana de
nitrocelulose nas ftrés diluicdes utilizadas no ensaio. Em fungdo da resposta
obtida, a diluicdo de 1:1000 foi utiizada nos testes de imunodetecgdo. A
especificidade dos anticorpos obtida também foi avaliada através de Western
Blotting. Amostras toxicas e ndo téxicas provenientes da cromatografia em DEAE-
Celulose foram utilizadas como amostras teste.

A parte inferior da Figura 14 mostra que, nas diluicdes de 1:50 e 1:100 os
anticorpos reconheceram uma banda unica (setas), de massa 28 kDa, que
representa a SYTX-2. Entretanto, na diluicdo de 1:50 os anticorpos também
reconheceram duas bandas de massa molecular superior a 64 kDa. As diluicdes
superiores a 1:100 n&o produziram bandas visiveis de SYTX-2. No soro pré-
imune, também nao foram detectadas bandas reconhecidas tal como era

esperado.
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Figura 14. Determinagao do titulo e especificidade dos anticorpos
policlonais produzidos contra SYTX-2 em coelhos. Na parte superior, Dot
Blotting usando os anticorpos nas diluicbes de 1:100, 1:500 e 1:1000 (v/v). Como
controle experimental foi utilizado soro pré-imune como fonte de anticorpos
primarios. Na parte inferior, Western Blotting para determinagao da especificidade
dos anticorpos. Em “AQe “BOos anticorpos foram utilizados nas diluigdes de 1:50
e 1:100, respectivamente, partindo-se de uma solugdo de 1 mg/mL. Em “COé
mostrado o resultado da incubacdo com o soro pré-imune. Raia 1 - marcadores
de massa molecular; Raias 2 a 4 foram transferidas proteinas de fragdes toxicas e
néo toxicas provenientes na cromatografia de troca idnica. Nas diluicdes de 1:200,
1:500 e 1:1000 (v/v) nao foram detectadas bandas reconhecidas pelos anticorpos.
O resultado apresentado € semelhante ao obtido usando SYTX-2 pura.
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Como passo inicial no mapeamento da SYTX-2 em diversas partes de
plantas de soja, a presenga da toxina foi investigada nas cascas das sementes.
Foram produzidos exftratos protéicos a partir da casca das sementes de BRS-
Pala, seguindo as condicbes descritas para extracdo de proteinas das sementes
inteiras. O extrato protéico da casca apresentou um teor de proteinas igual a 2,46
1+ 0,18 mgP/mL, sendo, pelo menos, 15 vezes menor do que aquele descrito para
sementes inteiras que foi de 37,3 £ 1,85 mg P/mL. Quando injetado pela via
intraperitoneal ou endovenosa, em doses equivalentes a 2,46 mgP/animal, nao foi
detectada toxicidade em camundongos.

Para o exfrato total de sementes de BRS-Pala a DLsy observada em
camundongos foi de 653 + 30,35 mgP/kg de massa corporal, 0 que equivale a
13,06 mgP/20 g de camundongo. Considerando os valores observados para
sementes inteiras, o extrato da casca foi concentrado de modo a permitir a injecéo
de uma quantidade de proteina proxima a DLso apresentada para o extrato total.
Quando os camundongos receberam a dose de 15,0 mgP do extrato total através
da via intraperitoneal, foi detectada mortalidade apdés 10 h, de todos os
camundongos usados no grupo experimental, mostrando que a casca da soja
possui atividade toxica podendo apresentar SBTX e/ou SYTX-2 (Tabela 03).

O extrato da casca de sementes de soja também foi analisado por SDS-
PAGE, para avaliagcdo da presenca banda protéica referente a SYTX-2, sendo
também imobilizado (10 pgP) em membrana de nitrocelulose e submetido a
deteccdo imunoldgica utilizando I1gG anti-SYTX-2. A Figura 15 mostra
eletroforese em gel de poliacriamida do extrato total da casca de G. max,
indicando (seta) a presenga de uma banda de massa aparente de 28 kDa.
Utilizando 1gG anti-SYTX-2 na diluigdo de 1:1000 (v/v) também foi possivel

detectar a presenca da toxina, por Dot Blotting.
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Tabela 03. Determinagcao da toxicidade da casca de sementes de soja, em
camundongos, pela via intraperitoneal. As sementes de BRS-Pala foram
destegumentadas e submetidas ao processo de extragao e dosagem de proteinas
tal como descrito anteriormente. Para o ensaio de toxicidade com amostras
concentradas, o extrato total da casca foi dialisado contra Tris-HCI 2,5 mM e
concentrado por liofilizacdo. Para comparacao dos teores de toxina, os dados de
toxicidade de sementes inteiras (delipidadas) sdo mostrados

Fonte de Massa de Dosagemde Proteinas Letalidade
proteinas tecido (g) proteinas administradas | observada
(mg/mL) (mg/20 g animal)

Casca 5 246 +0,18 2,46 N&o
Casca

(amostra 5 15,1+ 0,20 15,00 Sim

concentrada)
~ Sementes

inteiras 2 34,25+3,18 14,00 Sim

*Os camundongos utilizados nos ensaios (05/dose) tinham 20 + 2 g de massa

corporal. As doses mostradas para a casca foram as maximas utilizadas nos

ensaios. Dose minima letal para o extrato total de sementes: 9 mgP/20 g de

animal.
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Figura 15. Em “AO eletroforese em gel de poliacrilamida (15%; SDS-PAGE)
das proteinas extraidas da casca de sementes de soja. As amostras foram
preparadas em tampao Tris-HCI 0,125 M, contendo glicerol, SDS e 1% B-
mercaptoetanol, sendo aplicados cerca de 20 pg de proteinas por pogo. As
massas dos marcadores sdo mostradas em kDa e o gel foi revelado com nitrato
de prata (BLUM et al,, 1987). (4) indica proteina de massa molecular aproximada
de 28 kDa. Em “BO Dot Blotting das proteinas da casca. Os anticorpos anti-
SYTX-2 foram utilizados na diluigao de 1:1000 (v/v).
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5.3 Deteccao da SYTX-2 em Exsudados de Sementes de Soja

A Figura 16 mostra o perfil de exsudagao de sementes de soja cv. BRS-
Pala ao longo de vinte e quatro horas. Em presenga de tampao acetato de sodio,
pH 5,0, as sementes de soja exsudaram teores progressivamente maiores de
proteinas atingindo um pico de exsudagao 18 h apds a embebi¢ao, quando o nivel
atingiu uma média de 162 £ 5,24 pgP/semente. A exsudagao protéica somente se
tornou significativa apds 6 h em tampao acetato e no intervalo de tempo de 24 h
os niveis de proteinas exsudadas foram menores do que aqueles alcangados em
18 h. Em termos percentuais, o teor maximo de proteinas exsudadas chega a
0,2% do teor de proteinas totais da semente.

A Figura 17 mostfra o perfil eletroforético das proteinas exsudadas nos
diferentes tempos. As amostras provenientes dos intervalos de coleta do ensaio
mostraram o mesmo perfil eletroforético, havendo o predominio de bandas
protéicas com diferentes massas moleculares variando de 110 kDa a menos de
15 kDa. A eletroforese também corrobora com o fato de que em 24 h ocorreu um
nivel de exsudacao protéico menor, visto que, para o mesmo volume de amostra
aplicada, tem-se bandas protéicas menos intensas. As setas vermelhas
mostradas no gel apontam para uma proteina de massa molecular aparente de 28
kDa cujo aumento progressivo de intensidade de gel também corresponde ao da
cinética de exsudacéo.

Com o objetivo de detectar e quantificar a presenga de SYTX-2 nos
exsudados de sementes, as amostras dos diferentes intervalos de tempo tiveram
suas concentragbes ajustadas para 2,5 pgP/mL e foram submetidas a
quantificacao através da técnica de ELISA, utilizando os anticorpos policlonais
produzidos contra a toxina na diluicdo de 1:1000 (v/v), tal como determinado pelo
Dot Blotting. Na Figura 18, sdo mostrados os niveis de toxina exsudados pelas
sementes de soja ao longo de 24 h. Embora ndo tenha havido exsudac&o
significativa de proteinas no intervalo de tempo de 1 h, SYTX-2 ja é detectada nos
exsudados de sementes (1,87 + 0,13 ugP/semente), havendo aumento nos niveis
de toxina exsudada até o pico de 18 h, correspondente a 6,16 = 0,08
MgP/semente ou 3,18% das proteinas totais exsudadas. O aumento na exsudagao

de toxina foi descrito anteriormente, quando da presenga de uma banda no gel de
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massa aparente de 28,3 kDa. Em 24 h, os niveis de SYTX-2 detectados foram de

3,41 + 0,65 pgP/semente, correspondendo a pouco mais de 50% das proteinas

exsudadas em 18 h.

180

160

140

120

100

80

60

40

Proteinas exsudadas (ugP/semente)

20

1h 6h 12h 18h 24h

Tempo de embebicao

Figura 16. Proteinas exsudadas de sementes de soja ao longo de vinte e
quatro horas. Vinte sementes de soja (cv. BRS - Pala) foram colocadas em
presenca de tampao acetato de sédio 100 mM, pH 5,0, sendo retirado o tampao
de embebicdo a cada intervalo de tempo assinalado no grafico. A dosagem de
proteinas totais foi realizada através do método colorimétrico de Bradford (1976).
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Figura 17. Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%; SDS-PAGE) das
proteinas exsudadas de sementes de soja. As amostras (20 pL do exsudados
de cada intervalo de tempo) foram preparadas em tampao Tris-HCI 0,125 M
contendo glicerol, SDS e 1% B-mercaptoetanol, sendo aplicados cerca de 20 pl
dos materiais provenientes de exsudados de 1 h — 24 h, identificados nas raias.
Como marcador de massa molecular (raia M) foram utilizados 10 ul de
BenchMark® Protein Ladder (Invitrogen). As massas dos marcadores sao
mostradas em kDa. (4) indica proteina de massa molecular de 28 kDa, conforme
determinado pela andlise do gel utilizando o programa Image Master — GE

HealthCare.
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Figura 18. Niveis de SYTX-2 exsudados a partir de sementes de soja ao
longo de vinte e quatro horas. A quantificagcdo de SYTX-2 nos exsudatos foi
determinada através da técnica de ELISA indireto, usando anticorpos policlonais
produzidos em coelho contra a toxina (diluicdo 1:1000; v/v). Os ensaios foram
realizados em ftriplicata e em 3 repeticdes. Letras diferentes indicam niveis
estatisticamente diferentes de SYTX-2 (p < 0,05, Teste de Turkey).

OLIVEIRA, H.D., 2009 78



Capitulo Il

A andlise por eletroforese bidimensional das proteinas exsudadas pelas
sementes de BRS-Pala (Figura 19) mostrou um perfil de exsudagdo composto em
sua maioria por proteinas com ponto isoelétrico na faixa acida de pH. Ao todo,
foram detectados 169 spots, distribuidos da seguinte forma: 51 spots com pl entre
3,0 € 5,0, 40 spots com pl entre 5,0 e 7,0 € 78 spots com pl entre 7,0 e 10,0, com
massas moleculares variando de 17,8 a 74,2 kDa. Através da 2-DE, também foi
possivel encontrar dois spots protéicos (setas) com massas moleculares de 27,3
e 27,2 e pl de 5,12 e 5,23, respectivamente, os quais pertencem a SYTX-2, tal
como pode ser visualizado na andlise bidimensional da proteina, citada

anteriormente.
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Figura 19. Mapa protéico bidimensional das proteinas exsudadas por
sementes de soja. Amostras (200 pg de proteinas) provenientes do pico de
exsudacao de proteinas (18 h) foram submetidas a focalizagao isoelétrica em tiras
de 11 cm com gradiente de pH 3-10, seguidas por uma segunda dimensdo em gel
de poliacrilamida 12,5% segundo o protocolo descrito por LAEMMLI (1970). Os
géis foram corados com Coomassie Coloidal (WANG,; LI e LI, 2007), digitalizados
(LabScan software) e analisados utiizando o programa Image Master TM 2D
Platinum v. 7.0 (GE Healthcare).
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5.4 Deteccdao da SYTX-2 em Raizes, Caules e Folhas de Plantas Jovens e

Adultas de soja.

Na Tabela 04 podem ser visualizados os dados da exftracdo de proteinas
de tecidos jovens e adultos de plantas de soja, mantidas em casa de vegetacao
sob condicdes 6timas de plantio. Dentro das condicoes experimentais utilizadas, o
processo de extracdo levou a uma obtencdo de um nivel quase quatro vezes
maior de proteinas das folhas (4,13 + 0,38 mgP/mL), em comparagédo com as
concentracdes obtidas para raizes e caules, quando se consideram os tecidos
jovens (estadio V4). As diferengas nas quantidades de proteinas extraidas sao
menos acentuadas, quando considerados os tecidos adultos, embora das folhas
tenham sido obtidas também quantidades maiores de proteinas (6,23 + 0,38
mgP/mL). Os dados também mostram que, quando comparados aos tecidos
jovens, os tecidos adultos apresentaram maior teor de proteinas por grama de
tecido, sendo esse aumento, mais pronunciado em raizes e caules do que em
folhas. As Figuras 20 e 21 mostram os perfis protéicos obtidos para os diferentes

tecidos nos dois estadios de desenvolvimento utilizados.
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Tabela 04. Teor de proteinas em raizes, caules e folhas de plantas jovens e
adultas de soja — cv. BRS-Pala. As plantas jovens e adultas utilizadas no
processo de extracdo estavam no estagio V4 e RS, respectivamente. Para o
processo de extracdo, realizado em camara fria a 4 °C, foram utilizadas massas
iguais de cada tecido. As extragbes foram realizadas em ftriplicada e em trés

repeticoes
Estagio Orgao Massa de tecido (g) | mgP/mL* | mgP/g de tecido
Raiz 5 1,03+0,18 5,35+ 0,90
Caule 5 1,14 £ 0,22 6,45+ 0,83
V4 (Jovem)
Folha 5 4,13 +0,38 20,25+ 1,84
Raiz 3 3,63+0,54 39,87+ 2,90
Caule 3 4,03 +0,44 42,96 + 4,68
R5 (Adulta)
Folha 3 6,23 £ 0,38 64,40 + 3,92
*(Bradford, 1976)
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Figura 20. Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%; SDS-PAGE) dos
extratos protéicos obtidos de raizes (R), caules (C) e folhas (F) de plantas
jovens de soja (estadio V4) mantidas em casa de vegetagao. Cerca de 30 ugP
(em 20 pL de volume de amostra) foram aplicados em cada raia (indicadas por R,
C e F). Como marcador de massa molecular (raia M) foram utilizados 10 pl de
BenchMark® Protein Ladder (Invitrogen). As massas dos marcadores sao
mostradas em kDa e o gel foi revelado com nitrato de prata (BLUM et al., 1987).
(4) indica proteina de massa molecular aparente de 28 kDa.
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Figura 21. Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%; SDS-PAGE) dos
extratos protéicos obtidos de raizes, caules e folhas de plantas adultas de
soja (estadio R5). Cerca de 30 ugP (em 20 yL de volume de amostra) foram
aplicados em cada raia (indicadas por R, C e F). As massas dos marcadores sé&o
mostradas em kDa (revelagdo do gel: nitrato de prata (BLUM et al., 1987)). (4)
indica proteina de massa molecular aparente de 28 kDa.
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Em relacdo a detecgdo e quantificagcdo de SYTX-2 nos diferentes 6rgaos
utilizados, foi observado que, em tecidos jovens os niveis de toxina detectados
foram maiores em raizes, do que em caules e folhas. Nas raizes foram
detectados 11,6 + 1,88 ug de SYTX-2/mg de proteina extraida, ao passo que em
caules e folhas os niveis observados foram de 7,26 + 0,33 pg de SYTX-2/mg de
proteina extraida e 1,38 * 0,25 ug de SYTX-2/mg de proteina extraida,
respectivamente. Quando normalizados em funcdo da quantidade de tecido
utilizada no processo de extragdo as raizes apresentaram 62,62 + 10,10 ug de
SYTX-2/ g de tecido, enquanto os niveis de 41,10 + 1,90 yg e 6,76 + 1,25 ug de
SYTX-2 foram detectados em caules e folhas, respectivamente (Figuras 22 e 23).

No que diz respeito aos tecidos adultos, observa-se que em paralelo ao
incremento da massa protéica ja observada nos tecidos, os niveis de SYTX-2
também aumentaram, mostrando que a proteina além de ser expressa em plantas
adultas, apresenta-se em niveis maiores do que aqueles detectados em tecidos
jovens. Mesmo assim, os niveis detectados para SYTX-2 continuaram maiores
emraizes (4,89 £ 0,89 ug de SYTX-2/ mg de proteina extraida) do que em caules
(1,53 + 0,06 ug de SYTX-2/ mg de proteina extraida) e folhas (0,75 pg £ 0,01 de
SYTX-2/ mg de proteina extraida) (Figura 24).

Comparando-se os niveis de expressdo de SYTX-2 apresentados por
plantas jovens e adultas, embora os niveis de SYTX-2 /mg de proteina extraida
em extratos de raizes, caules e folhas de plantas adultas tenham sido menores do
que os observados em plantas jovens, quando os niveis de SYTX-2 foram
normalizados em fungdo da massa de tecido (Figura 25), foi observado um
aumento de trés vezes na expressdo de SYTX-2 em raizes adultas (195,12 *
35,54 ug de SYTX-2/g de tecido) em relagao as raizes jovens. No caule, os niveis
detectados foram menores em tecidos adultos (16,31 + 0,68 pg de SYTX-2/g de
tecido) e nas folhas, ndo houve alteragdo significativa no nivel de expresséo da
toxina que foi de 7,82 £ 0,16 ug de SYTX-2/ g de tecido.
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Figura 22. Niveis de SYTX-2 (ug/mg de proteina extraida) detectados em
raizes, caules e folhas jovens de soja (estadio V4). A quantificagdo de SYTX-2
nos extratos dos 6rgaos vegetativos foi determinada através da técnica de ELISA
indireto, usando anticorpos policlonais produzidos em coelho contra a toxina
(diluicdo 1:1000; v/v). Os ensaios foram realizados em ftriplicata e em 3

repeticoes. Letras diferentes indicam niveis estatisticamente diferentes de SYTX-2
(p < 0,05, Teste de Turkey).
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Figura 23. Niveis de SYTX-2 detectados em tecidos jovens de soja,
considerando a massa de tecido usada no processo de extragao de
proteinas. A quantificagdo de SYTX-2 nos exftratos dos 6rgaos vegetativos foi
determinada através da técnica de ELISA indireto, usando anticorpos policlonais
contra a toxina na diluigao de 1:1000 (v/v). Letras diferentes indicam niveis
estatisticamente diferentes de SYTX-2 (p < 0,05, Teste de Turkey).
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Figura 24. Niveis de SYTX-2 detectados em o6rgaos vegetativos adultos
(estadio R5) de soja. A quantificagdo da SYTX-2 nos extratos dos o6rgéos
vegetativos foi determinada através da técnica de ELISA indireto, usando
anticorpos policlonais produzidos em coelho contra a toxina. Os ensaios foram
realizados em ftriplicata e em 3 repeticbes. Letras diferentes indicam niveis
estatisticamente diferentes de SYTX-2 (p < 0,05, Teste de Turkey).
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Figura 25. Niveis de SYTX-2 detectados em tecidos adultos de soja,
considerando a massa de tecido usada no processo de extragdo de
proteinas. Quantificagdo de SYTX-2 nos extratos dos 6rgaos vegetativos através
da técnica de ELISA indireto. Letras diferentes indicam niveis estatisticamente
diferentes de SYTX-2 (p < 0,05, Teste de Turkey).
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5.5 Indugao da expressao da SYTX-2 através de injuria mecénica

Tendo definido os niveis de expressdao de SYTX-2 em tecidos adultos
(plantas em fase reprodutiva) de soja, a proxima etapa experimental foi avaliar a
possivel indugdo nos niveis de expressao dessa toxina em folhas submetidas a
injuria mecanica. O processo de indugao da expressao através de lesdo mecéanica
foi avaliado levando-se em conta dois aspectos importantes: 1 - alteragao dos
niveis de toxina em regides adjacentes ao local da lesao e, também, em folhas
nao lesionadas da mesma planta, para verificar se a possivel alteracdo nos niveis
de toxina seria sinalizada sistemicamente.

Em relacdo aos niveis de proteinas totais de folhas submetidas e nao
submetidas a lesdo, ndo foram detectadas alteragdes significativas nas
quantidades de proteinas extraidas das folhas coletadas. Para folhas de plantas
controle e de plantas injuriadas foram extraidos 6,16 £ 0,81 mgP/mL ou 65,45 +
2,36 mgP/g de tecido. Entretanto, observando-se o perfil eletroforético dos
extratos das folhas lesionadas e nao lesionadas (Figura 26), podem ser notadas
algumas diferengas nos niveis de expressdo de algumas proteinas, a saber: nas
plantas controle ndo houve alteragcao no perfil de proteinas extraidas nos tempos
de 0, 6 h e 24 h. Na eletroforese é detectada a presenga de bandas protéicas
distribuidas principalmente na zona de massas moleculares entre 82 e 26 kDa.
Para a SYTX-2 os niveis também ndo foram alterados e se mantiveram em
quantidades iguais aos obtidos para tecidos adultos: 0,98 + 0,13 ugP de SYTX-
2/mgP extraida ou 6,76 + 0,89 ugP de SYTX-2/g de tecido.

Seis horas apés a lesao, o perfil protéico foi alterado ndo apenas nas folhas
submetidas a injuria, mas também em folhas ndo submetidas a injuria da mesma
planta, mostrando que ocorrem mudang¢as nos niveis de expressado de algumas
proteinas, sendo essas mudancas de natureza sistémica. Na eletroforese, é
observado o aparecimento de bandas entre 115 e 82 kDa (nao detectadas no
grupo controle), bem como o desaparecimento de uma banda na altura de 37
kDa, que era bastante proeminente no controle. Para SYTX-2, nas folhas
injuriadas foi observado um aumento significativo de quase duas vezes nos niveis
dessa proteina que passaram para 1,66 + 0,03 pgP de SYTX-2/mgP extraida ou
10,46 + 0,21 ugP de SYTX-2/g de tecido (Figuras 27 e 28). Esse aumento, nao
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foi detectado em folhas ndo submetidas a injuria na mesma planta, mostrando
que, embora ocorra alteragéo sistémica do perfil protéico das folhas, para SYTX-
2, esses niveis se alteram para mais apenas nos sitios adjacentes a leséo.

Uma resposta semelhante também foi observada nas folhas 24 h apds a
lesdo. Houve alteracdo nos niveis protéicos e essa alteragédo foi sistémica, tal
como pode ser observado na eletroforese em gel de poliacrilamida. Pode ser
verificado o reaparecimento da banda logo acima de 37 kDa e o desaparecimento
das bandas de massas moleculares entre 115 e 82 kDa ndo detectadas em 0 h,
mas detectadas 6 h apds a lesdo. Em relacdo a SYTX-2, os niveis de proteina
detectados retornaram aos valores detectados no grupo controle, mostrando que
a cinética de expressao da toxina permite o seu retorno aos niveis normais em 24
h (Figuras 27 e 28).
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Figura 26. Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%; SDS-PAGE) dos
extratos totais de folhas de soja (R5) submetidas ou ndo a injuria mecéanica.
Os grupos experimentais sao indicados na parte superior de cada raia. As
amostras foram preparadas em tampao de amostra contendo 2-mercaptoetanol
1% tal como descrito anteriormente, sendo aplicados cerca de 40 ug de proteinas
por pogo. As massas dos marcadores sao mostradas em kDa. () indica proteina
de massa molecular aproximada de 28 kDa, conforme determinado pela analise
do gel. Legenda: @O controle; Th: tempo em horas; “IO injuria; “NIO tecido ndo
injuriado;
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Figura 27. Aumento nos niveis teciduais de SYTX-2 através de indugao por
injuria mecanica. A quantificacdo de SYTX-2 nos extratos de folhas adultas foi
determinada através da técnica de ELISA indireto usando anticorpos policlonais
contra a toxina na diluicdo de 1:1000. Os niveis de toxina em pg/mg de proteinas
sdo mostrados na parte superior de cada barra. Tragado em vermelho mostra a
cinética de aumento de SYTX-2 apds a lesdo. Letras diferentes indicam niveis
estatisticamente diferentes de SYTX-2 (p < 0,05, Teste de Turkey). Legenda: C —
controle; | — injuria; NI — tecido n&o injuriado.
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Figura 28. Indugdo da expressao de SYTX-2 em folhas adultas de soja apdés
injuria mecanica. Os valores sédo plotados tomando como base a massa de
SYTX-2/g de tecido usado no processo de extragdo. Os niveis de toxina em ug/g
de tecido sdo mostrados na parte superior de cada barra. Tracado em vermelho
mostra a cinética de aumento de SYTX-2 apds a leséo. Letras diferentes indicam
niveis estatisticamente diferentes de SYTX-2 (p < 0,05, Teste de Turkey).
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5.6 Efeito da SYTX-2 contra diferentes espécies de fungos

A atividade antifungica da SYTX-2 foi avaliada através da capacidade de
inibir a germinagao de esporos de espécies patogénicas de interesse agronémico
para a soja. R. solani, Phomopsis sp. e F. solani f.sp glycines foram as espécies
escolhidas para o ensaio de atividade antifungica em fungao de estarem entre as
espécies de maior ocorréncia na soja e, também, de serem transmitidos através
das préprias sementes. Para F. solani fsp glycines, foi utilizado o isolado SDS-5
considerado o mais patogénico ja coletado no Brasil pela EMBRAPA. A toxina foi
utilizada nos ensaios nas concentragdes de 150 e 200 pg/mL, as quais nao foram
capazes de inibir a germinagdo dos esporos das espécies testadas, tal como

mostrado na Figura 29.
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Figura 29 - Imagens de microscopia 6ptica mostrando a germinagao de
esporos de Fusarium solani f.sp. glycines na presenga e auséncia de SYTX-
2 (aumento total de 100x). “AOesporos germinados na presenga de Tris-HCI 25
mM, pH 7,5, contendo DTT 5 mM; “BOSYTX-2 1,5 ug/10 pL; “COSYTX-2 2,0
ug/10uL e “DOPerdéxido de hidrogénio 100 mM.

OLIVEIRA, H.D., 2009 96



Capitulo Il

A atividade antifungica de SYTX-2 também foi avaliada contra espécies de
fungos leveduriformes do género Candida através do ensaio de inibicdo de
crescimento. Contra C. tropicalis e C. krusei, SYTX-2 nao foi capaz de inibir o
crescimento celular em meio BHI. De forma contraria, para a espécie C. albicans,
SYTX-2 promoveu uma inibigao significativa de 18,0% no crescimento em placa
somente na concentragao de 73,5 ugP, embora nas demais concentragdes de
proteina tenham sido observados padrdes de crescimento inferiores ao grupo

controle.
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Figura 30. Efeito da SYTX-2 sobre o crescimento do fungo leveduriforme
Candida albicans. Amostras de SYTX-2 pura (100 pL) solubilizadas em agua
estéril foram utilizadas nas quantidades mostradas na legenda do grafico (ugP) e
incubadas com 100 pL de uma suspensao das células cuja turbidez foi de 1x 10*
células/ mL em meio liquido BHI — Brain Heart Infusion. Os ensaios foram
realizados em ftriplicata utilizando formaldeido 0,4% como controle positivo. (*)
Indicam resultados significativamente diferentes do grupo controle (p < 0,05;
Teste de Turkey).
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5.7 Atividade Nematicida da SYTX-2 Contra J2 de M. incognita Racga 4

Além de avaliar o efeito da SYTX-2 contra patdgenos de interesse
agronémico, ensaios experimentais foram também conduzidos com o objetivo de
verificar a possivel atividade da toxina contra formas infectivas (J2) de M.
incognita raga 4, um dos principais patdégenos de solo capazes contaminar a
cultura da soja. A atividade nematicida de SYTX-2 foi detectada contra J2 quando
os mesmos foram incubados com a toxina na propor¢cdo de 1 ug de proteina
/nematdide. A indugcdo de mortalidade foi de 20% e o efeito foi observado cerca
de 6 h apds a incubacdo com a toxina. Nessa concentracdo de toxina a
mobilidade dos nematdides ndo foi afetada. Quando os nematdides foram
incubados com SYTX-2 11 ug de proteina/nematoide, a mortalidade observada no
mesmo intervalo de tempo foi elevada e no valor de 85%, tal como pode ser
observado na Figura 31. Os demais nematdides que permaneceram vivos
encontravam-se iméveis e, apds 24 h de contato com a toxina, a mortalidade
observada foi de 100%. Para o grupo controle, a mortalidade observada no
bioensaio foi de 7% e todos permaneceram moveis ao final do experimento.

No intervalo de 6 h apds incubagdo com a toxina, alguns J2 foram
removidos e avaliados por microscopia Optica no intuito de avaliar a sua
morfologia, dado o elevado grau de mortalidade alcancado nesse intervalo de
tempo. A Figura 32 mostra que os nematoides incubados com a toxina, além de
estarem pouco translicidos como mostrado no grupo controle, apresentam
estruturas semelhantes a “vactolosOno seu interior, ndo observadas no grupo

controle, sendo esse efeito possivelmente atribuido a toxina.
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Figura 31. Atividade nematicida da SYTX-2 contra formas juvenis (J2) de M.
incognita. Amostras de SYTX-2 pura foram solubilizadas em Tris-HCI 25 mM pH
7,5 e adicionadas aos pocos de placas de Kline de modo a perfazer 1 ug e 11
Mg/nematoide, num total de 55 nematdides/grupo. Os dados mostram apenas o
percentual de J2 vivos ap6s o intervalo de 6 h em contato com a toxina. (*)
Indicam resultados significativamente diferentes do grupo controle (p < 0,05;

Teste de Turkey).
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Figura 32. Alteracdes morfolégicas detectadas em formas juvenis (J2) de M.
incognita ap6s incubagdo por 6 h com SYTX-2. “AO- grupo controle; “BOe “CO
grupo incubado com SYTX-2. Setas indicam “vacuolosOna regigo interna dos J2,
visualizados com maior detalhe em “CO As imagens foram obtidas a partir de uma
aliquota de 10 pL da suspensao de J2 presente nos pogos das placas de Kline.
As alteragdes foram detectadas através de microscopia Optica apenas para os
nematoides incubados com a maior concentragéo da toxina. Aumento total: 100 X

(AeB);200 Xem C. Barras: 100 pm.
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6. DISCUSSAO

A detecgdo de toxicidade a partir de extratos protéicos de sementes de soja
€ um evento que tem sido reportado desde a década de 50 (LIENER, 1951) e,
atualmente diversas sementes fornecidas pela EMBRAPA apresentam toxicidade
em seu extrato total. A cultivar BR-10 avaliada por Sousa (2006), por exemplo,
apresentou DLso no valor de 563,0 + 22,5 mgP/kg, ao passo que IAC-17 e IAC-24
apresentaram valores de DLso de 684,51 £ 2,07 e 537,57 + 4,56 mgP/kg, tal como
determinado por Morais (2007). Para BRS-Pala, utilizada neste trabalho, a DLsg
encontrada para o extrato total de sementes foi de 653,0 £ 30,35 mgP/kg. Em
conjunto, os dados anteriores mostram que a toxicidade € uma caracteristica
presente em grande parte das cultivares de soja fornecidas pela EMBRAPA,
embora os teores de toxinas presentes nas sementes sejam variados.

A toxicidade detectada no extrato total de soja foi atribuida a presenca de
proteinas bioquimicamente distintas e chamadas de SYTX, SYTX-2 e SBTX, as
quais apresentam como parametro comum a capacidade de induzir convulsdes
tobnico-clénicas se injetadas em camundongos pela via intraperitoneal ou
endovenosa, mas nao quando administradas oralmente. Trabalhando com a
mesma cultivar (BR-10), Sousa (2006) e Siebra (2004) obtiveram um rendimento
de SYTX-2 e de SBTX de 68,3 + 1,0 mgP/100gF e de 30,0 + 1,0 mgP/100gF,
respectivamente, mostrando que boa parte da atividade toxica atribuida ao extrato
total de sementes de soja se deve a presenga e SYTX-2. Neste trabalho, a partir
da cultivar BRS-Pala, foram obtidas 81,75 + 0,84 mg de SYTX-2/100 gF, sendo
esse valor, superior ao obtido por Sousa (2006). O maior rendimento apresentado
para a obtencdo de SYTX-2, em detrimento da menor toxicidade apresentada por
BRS-Pala, se deve aos inibidores de proteases PMSF e Pepstatina A utilizados
no processo de purificacdo da SYTX-2 descrito nesta tese.

A partir dos rendimentos apresentados para SYTX-2 foi possivel estimar o
teor total de toxina apresentado por sementes de soja, que foram iguais a 58,05
MgP o que equivale a 0,04% da massa de uma semente, sendo esse valor, menor
do que aquele obtido para CNTX que representa cerca de 0,5% da massa seca
de sementes de C. ensiformis (STANICUASKI et al., 2005).
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O sequenciamento NH,; — Terminal de SYTX-2 levou a obtengdo de 16
residuos de aminoacidos, os quais apresentaram grande similaridade com muitas
proteinas presentes na soja, ndo representando, portanto, um parametro para
inferéncia de seu papel funcional. Adicionalmente, a sequéncia NH; - terminal de
SYTX-2 néo apresentou similaridade com a sequéncia de aminoacidos deduzida
de SBTX 27 kDa descrita no Capitulo 3, mostrando que, embora exercam efeitos
téxicos de sintomatologia semelhante contra camundongos, essas proteinas nao
parecem apresentar similaridades em suas estruturas primarias.

Por outro lado, a determinacdo do ponto isoelétrico da SYTX-2 mostrou
que essa proteina é constituida por dois spots de pontos isoelétricos acidos (5,11
e 5,24). Os pl’s apresentados pelos spots corroboram com o fato de que em pH
7,5, essas proteinas estariam negativamente carregadas, sendo portanto,
capazes de se prender em coluna de DEAE-Celulose, de onde s&o eluidas
através da aplicagdo de um gradiente salino. Os pontos isoelétricos apresentados
por SYTX-2 sao préximos aqueles descritos para SYTX que apresentou duas a
trés bandas protéicas de pontos isoelétricos 4,4 e 4,6 (VASCONCELOS et al,
1994).

Anticorpos policlonais anti-CNTX foram capazes de reconhecer a banda
correspondente a SYTX-2 (dados ndo apresentados) tal como descrito também
para SYTX e para SBTX. Dessa forma, é possivel que SYTX e SYTX-2 fagam
parte de um grupo de toxinas acidas, estrutural e funcionalmente relacionadas,
presentes em sementes de soja e que, embora apresentem caracteristicas fisico-
quimicas distintas, possuem caracteristicas estruturais comuns aquelas
apresentadas por CNTX o que explicaria a reagdo cruzada com anticorpos
produzidos contra essa proteina. Além disso, Vasconcelos et al. (2008)
mostraram que anticorpos anti-SBTX também sdo capazes de reconhecer SYTX-
2 mostrando que a similaridade estrutural também deve existir entre essa proteina
e a toxina da soja.

Através do uso de eletroforese bidimensional e da tecnologia de
identificacdo multidimensional de proteinas (MudPIT), Agrawal e colaboradores
(2008) mostraram que, das proteinas identificadas em sementes de soja, cerca de
40 delas apresentam massas moleculares de 20 - 30 kDa e que cerca de 82

proteinas possuem ponto isoelétrico entre 5 e 6, havendo portanto o predominio
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de proteinas com massas moleculares baixas e de pl acido. SYTX-2 e SYTX
fazem parte desse grupo de moléculas abundantes nas sementes. Esse dado
justifica os valores diferenciais de rendimento obtidos por Siebra (2004) e Sousa
(2006), o qual aponta rendimentos duas vezes maiores para SYTX-2 em
comparacao ao apresentado por SBTX.

A espectroscopia de dicroismo circular € uma das técnicas mais uteis no
estudo estrutural de proteinas, uma vez que suas unidades basicas, residuos de
aminoacidos, possuem centro quiréforo (grupo amida ligado ao carbono a, que é
assimétrico). A analise de um espectro de CD geralmente se concentra na regido
do UV distante (180 -250 nm) onde as transigbes em 210 e 190 nm da amida
estdo compreendidas (CAMPBEL et al.,1984). A partir da técnica de CD foi
possivel definir o padrdo de estrutura secundaria apresentado pela SYTX-2 e
compara-lo ao de outras neurotoxinas imunologicamente relacionadas. Os
percentuais de estrutura secundaria obtidos para SYTX-2 mostram que essa
toxina apresenta um padrao estrutural semelhante aquele observado para SBTX e
CNTX, sendo o seu teor de a-hélice e folhas-f3, quase idénticos aos apresentados
pela toxina da soja. Esse é o primeiro estudo comparativo realizado com padrées
de estrutura secundaria apresentados para neurotoxinas vegetais e os dados
obtidos mostram que as semelhangas estruturais observadas podem justificar o
reconhecimento cruzado com anticorpos produzidos para essas proteinas, visto
que nao foram, até o momento, detectadas similaridades na estrutura primaria
dessas moléculas.

Além de fornecer informacdes acerca da estrutura secundaria, o espectro
de dicroismo circular de uma molécula é uma ferramenta de grande importancia
no estudo de mudangas conformacionais induzidas por interacbes da proteina
com ligantes especificos, assim como verificar alteragées ocorridas em fungdo da
temperatura, pH, forgca ibnica e monitorar fendbmenos de desnaturagéo e
renaturagao na interagéo com ligantes (CANTOR et al., 1980).

Experimentalmente, foi verificado que SYTX-2 € uma proteina instavel
frente ao calor, sendo sua toxicidade somente mantida a 4 °C e na presenca de
agentes redutores como DTT. Através da técnica de CD, foi determinado que os
padrbes de esftrutura secundaria observados para a proteina nativa sao perdidos

com aumentos progressivos de temperatura até um valor maximo de 95 °C, no
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qual a proteina apresenta estrutura completamente desordenada. Um dado
inédito mostrado aqui € que, com a diminuigdo progressiva na temperatura de 95
°C para 25 °C a toxina recupera praticamente toda a sua estrutura secundaria,
demonstrando uma destacavel capacidade para redobramento. Entretanto,
amosfras de SYTX-2 aquecidas perdem definitvamente sua atividade tdxica
mesmo apos terem sido resfriadas. Assim, embora os padrdes de estrutura
secundaria sejam restabelecidos, a estrutura nativa da molécula ndo ¢é
recuperada na sua totalidade

Quando proteinas s&o redobradas in vitro, a formacdo de agregados
frequentemente interfere com o enovelamento e pode diminuir grandemente a
parcela de proteinas com estrutura nativa e, portanto, funcionais (MIDDELBERG,
1996; BUSHWELL e MIDDELBERG, 2002). Esses agregados formados parecem
surgir devido a estados intermediarios que expdem regides hidrofdbicas da
molécula deixando-a mais susceptivel a auto-associagao (FISCHER, SUMNER e
GOODENOUGH, 1993; SPEED, WANG e KING, 1996). A formagao de agregados
€ um evento que foi observado ndo s6 para SYTX-2, mas também para a SYTX
(VASCONCELOS et al., 1994). Essas proteinas, apds serem submetidas ao
aquecimento, na preparagao de amostras para eletroforese, mostraram, algumas
vezes 0 aparecimento in gel de bandas de, aproximadamente, 100 kDa, mesmo
quando puras.

A partir dos estudos de dicroismo circular frente a diferentes temperaturas
foi, também, possivel determinar a temperatura média de desnaturacdo da
molécula, no valor de 49,6 °C, outro dado inédito nos estudos estruturais de
neurotoxinas vegetais.

A espectroscopia de emissao estatica também é largamente utilizada para
caracterizar macromoléculas biolégicas e verificar mudangas conformacionais no
microambiente dos grupos fluorescentes naturais (fluoréforos) como ftriptofano,
fenilalanina e tirosina. A fluorescéncia desses residuos € altamente sensivel ao
ambiente em que se encontram e, portanto, € possivel monitorar suas atteragdes
através de paradmetros como o maximo de emissao (Amax) (LAKOWICZ et al,
1999). Para SYTX-2 o maximo de emissao de fluorescéncia foi a 323 e 333 nm,
um indicativo de residuos de ftriptofano internalizados na proteina. Os dados

espectroscopicos obtidos para SYTX-2 até entdo, além de fornecerem
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caracteristicas estruturais dessa molécula, abrem a perspectiva de estudar as
possiveis alteragbes na estrutura de SYTX-2 frente a ligantes ou condigdes
experimentais, permitindo um melhor entendimento de seu papel funcional.

A despeito da atividade toxica apresentada contra camundongos, SYTX-2
foi capaz de hidrolisar, in vitro moléculas de RNA, apresentando, portanto
atividade ribonucleasica. As ribonucleases (E.C. 3.1.27.1) desempenham um
papel chave no desenvolvimento vegetal devido a sua capacidade de modificar os
niveis celulares de RNA e, portanto, de sintese protéica (TVORUS, 1976 apud
FRANCO et al, 2001 p. 358). Moléculas com atividade ribonucleasica foram
estudadas em diferentes tecidos de Vigna unguiculata durante a germinagao e
desenvolvimento de plantulas, bem como em cotilédones, tecidos de onde foram
purificadas e caracterizadas (GOMES-FILHO et al, 1999). A atividade
ribonucledsica apresentada por SYTX-2 (1821,42 + 3,34 UA. h™" mgP) foi similar &
atividade da ribonuclease de raizes (16,3 kDa) de V. unguiculata cv. Pitilba
(FRANCO et al, 2001). Com relagdo aos mecanismos de defesa vegetal,
moléculas tipo ribonuclease — like, fazem parte da familia de PR-10, cuja massa
molecular dos membros ja descritos situa-se em torno de 17 kDa (SOMSSICH et
al.,, 1986; SELS et al., 2008). Varios membros de PR proteinas acumulam-se em
plantas infectadas por patégenos e algumas moléculas como quitinases,
peroxidases e proteinas com atividade ribonucleasica pertencente a familia PR-4
possuem atividade antifungica in vitro (WELIDER et al, 1992; CAPORALE et
al, 2004). Em fungcdo da massa molecular encontrada para SYTX-2, nado
podemos classifica-la como membro da familia PR-10, ndo sendo possivel avaliar
a significancia funcional da atividade enzimatica encontrada em relagdo aos
mecanismos de defesa vegetal.

Embora muitas caracteristicas estruturais de SYTX-2 tenham sido descritas
até entao (nesta tese e em trabalhos de Sousa, 2006) os mecanismos envolvidos
na interacao dessa proteina com alvos biologicos ainda ndo haviam sido
descritos. Em nossos trabalhos experimentais foi demonstrado que SYTX-2 nao
possui atividade hemaglutinante direta, mas foi capaz de aglutinar eritrécitos
quando incubada em presengca de anticorpos policlonais anti-SYTX-2.
Diferentemente do observado para abrina e ricina, que interagem com D-

galactose, a atividade hemaglutinante de SYTX-2 foi inibida por manose 0,1 M,
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mostrando que SYTX-2 é uma hemilectina manose-ligante. Carlini e Guimaraes
(1991) mostraram que a canatoxina também se comporta como uma hemilectina
capaz de interagir com glicoconjugados complexos, em particular com moléculas
polisialiladas e gangliosideos de forma semelhante ao que ocorre com as
neurotoxinas tetanica e botulinica (EIDELS et al., 1983). Essa interagado permitiu
inferir que CNTX pode exercer efeitos neurotdoxicos provavelmente através da
interacdo com glicanos presentes na superficie neuronal.

SYTX-2 apresenta atividade pré-inflamatéria em ratos, induzindo a
migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal quando injetada na dose de
100 pg de proteina/cavidade. A resposta pro-inflamatéria detectada esta
possivelmente associada a toxicidade intraperitoneal apresentada por SYTX-2,
visto que, ao serem autopsiados, camundongos que receberam doses letais de
SYTX-2 apresentaram sinais tipicos de inflamagédo peritoneal (dados nao
apresentados). A indugdo de migragao neutrofilica como uma sinal de toxicidade
tem sido descrita para outras lectinas vegetais, como aquelas purificadas de
Pisum sativum, Dioclea grandiflora, Glycine max, Vatairea macrocarpa,
Artocarpus intergrifolia, Artocarpus incisa e Talisia esculenta (MOREIRA et al.,
1983; BENTO et al., 1993; SANTOS-DE-OLIVEIRA et al., 1994; BENJAMIN et al,,
1997; LIMA et al.,, 1999; ALENCAR et al., 2003; FREIRE et al., 2003; BRANDO-
LIMA, et al., 2005).

Trabalho experimental realizado por Coelho e colaboradores (2006)
mostrou que a lectina de sementes de Annona coriacea foi capaz de induzir a
migracdo neurofilica para a cavidade peritoneal de camundongos, a qual foi
significativamente inibida por D-manose, mas nao por D-glucose ou D-galactose,
mostrando que glicanos de superficie contendo manose sao sitios importantes
para a atividade pro-inflamatéria de muitas proteinas. Assim, a atividade pré-
inflamatoéria de SYTX-2 em ratos, também pode ser ocasionada pelo mesmo
mecanismo apresentado pela lectina de A. coriacea. Em adigcéo, pelo menos em
mamiferos, a interagcdo com carboidratos parece mediar os efeitos tdxicos dessa
proteina, tal como apresentado também para CNTX.

SYTX-2 é uma proteina que tem sido purificada a partir do extrato total de
sementes inteiras de soja. Trabalhos recentes (SANTOS et al., 2008 e MOISE et

al., 2005) tém mostrado que a casca de uma semente, ndo representa meramente
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uma barreira fisica e protetora, mas contém uma série de moléculas que
participam de processos como regulagdo da embebicdo, manutengcdo de sua
integridade estrutural e defesa vegetal. Tal como mostrado na introdugdo, da
casca de sementes de soja foram isoladas varias proteinas relacionadas a defesa
algumas delas, com atividade fosfatase acida e peroxidasica, capazes de inibir o
crescimento micelial de F. lateritium e F. oxysporum.

A administracdo intraperitoneal do extrato da casca de sementes de soja
induziu convulsdes tdnico-clénicas seguidas de morte em camundongos, tal como
descrito para o extrato obtido de sementes inteiras. Utilizando anticorpos
policlonais anti-SYTX-2 foi possivel detectar a toxina no extrato da casca, dado
esse confirmado pela presenga de uma banda protéica de massa molecular
aparente de 28 kDa através de eletroforese em gel de poliacrilaminda. A
toxicidade descrita anteriormente foi observada somente para o extrato
concentrado, mostrando que os niveis de toxina expressos na casca séo
inferiores aqueles descritos para a semente. Dados os efeitos deletérios
apresentados pela toxina contra os insetos C. maculatus e D. peruianus é
possivel inferir que a distribuicdo dessa proteina em todas as partes da semente,
denota o seu importante papel na defesa contra espécies que atacam sementes
em armazenamento, ja que a casca € a primeira barreira natural encontrada por
esses organismos.

SYTX-2 também parece exercer um papel protetor para as sementes
durante a germinagcdo. Durante a fase de embebicdo, as sementes de soja
exsudam proteinas relacionadas a defesa vegetal, como fosfatase acida e
peroxidases que in vitro, ja apresentaram atividades contra fungos (SANTOS et
al., 2008). Em campo, de acordo com indicacbes da EMBRAPA, a soja deve ser
plantada em solos de pH entre 5,0 e 6,0, visto que valores de pH diferentes
desses interferem na disponibilidade de nutrientes minerais para a plantas. In
vitro, em pH 5,0 e temperatura de 27-28 °C, as sementes da cultivar BRS-Pala
exsudaram proteinas em um perfil temporal que atinge o maximo de exsudacgéo
em 18 h. SYTX-2 é exsudada das sementes obedecendo também essa variacao
temporal, juntamente com outras proteinas presentes nas sementes, as quais sao

em sua maioria, de pl acido.
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A importancia funcional de SYTX-2 para plantas de soja &€ também
mostrada pela sua distribuigdo ndo restrita apenas na casa e nos cotilédones,
mas também em raizes, caules e folhas de plantas jovens e adultas mantidas em
casa de vegetacao. Em tecidos jovens SYTX-2 esta presente em raizes em teores
quase dez vezes superiores aqueles detectados em folhas. Nesses ultimos
orgaos a expressao da SYTX-2 nado se altera, quando consideradas as plantas
adultas. Entretanto, na raiz o nivel de expressdo em plantas adultas ¢ ftriplicado,
mostrando que essa proteina exerce um papel biolégico relacionado a sua
presenca nesse tecido. Esse dado é corroborado com o achado experimental que
in vitro mostra que SYTX-2 foi capaz de induzir a mortalidade de 85% das formas
infectivas de M. incognita Raga 4 (J2), quando esses nematodides foram incubados
por apenas 6 h com a toxina e de 100% apds 24 h de incubacgao.

SYTX-2 também foi capaz de induzir alteragdes morfologicas em J2,
perceptiveis a microscopia optica, denotando sua interagdo com estruturas de J2.
Uma pesquisa experimental envolvendo a avaliagcdo da capacidade de interagao
de diversas lectinas com especificidade para diferentes agucares com a cuticula
de J2 mostrou que essa estrutura € constituida principalmente de carboidratos
tipo D-manose, D-glucose e N-acetil-D-glucosamina e menores quantidades de D-
fucose e D-galactose (AL-YAHYA, 1996). Assim, dada a capacidade dessa
proteina em interagir com manose € possivel que o efeito nematicida de SYTX-2
tenha sido mediado através da interacdo com a cuticula do nematéide.

Para nematoides do género Meloidogyne, a quase totalidade da literatura
retrata o controle bioldgico dessa espécie através da agédo de bactérias do género
Pasteuria. Essas bactérias do solo aderem a cuticula do nematdide colonizando
ovos, larvas e adultos. Embora promissora, ndo existe até o momento aplicacao
em grande escala dessa bactéria, além desses organismos serem especificos
para determinadas espécies-alvo (FRAGOSO, 2006). Esses dados demonstram
gue a busca por mecanismos naturais de resisténcia ambientalmente seguros séo
praticas necessarias para o controle de M. incognita. Dentro desse contexto,
SYTX-2 configura-se como um candidato importante para essa estratégia, dada a
sua expressao em raizes e sua potente atividade contra esses patégenos,
verificada in vitfro. Esse é o primeiro estudo que mostra a potente atividade de

uma toxina protéica vegetal contra um nematoide de importancia agronémica para
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a soja, associando a atividade observada in vitro com a localizagado tecidual
determinada por ELISA.

A literatura mostra que varios sao os fatores e moléculas envolvidas nos
processos de defesa, alguns dos quais sdo moléculas sinalizadoras distribuidas
sistemicamente. Em solanaceas, onde essas respostas sdo bem descritas, a
injuria mecénica ou o ataque de insetos ativam genes como inibidores de
proteases asparticas e carboxipeptidases tanto local como sistemicamente. Essa
inducdo é mediada por um sinal mével de 18 residuos de aminoacidos chamado
de sistemina envolvendo uma cascata complexa de sinais com a participacao de
sinalizadores como &cido linoléico e jasmodnico (LI etal, 2002; RYAN e MOURA,
2002; DIEZ-DIAZ etal., 2004; TURRA etal, 2009). Varios dos produtos desses
genes, que incluem também quitinases, glucanases, osmotinas etc, sao efetivos
contra nematoides sendo, por isso, explorados em organismos geneticamente
modificados (URWIN etal., 1998; CAl etal., 2003).

Na cultivar BRS-Pala, a indugéo de injuria mecanica em folhas elevou para
quase o dobro os niveis de SYTX-2 expressos em tecidos adultos, 6 h apds a
lesdo tecidual, demonstrando que, tal como ocorre para outras proteinas efetivas
contra nematdides, SYTX-2 é induzida por injuria tecidual. Apesar dos niveis de
SYTX-2 nao terem sido medidos em raizes, sabe-se que a indugdo na
modificacao foi sistémica e transiente. As modificagbes no perfil de proteinas
expressas foram observadas nao s6 nos tecidos submetidos a injuria, mas
também em folhas nao lesionadas da mesma planta e 24 h apds a inducao os
niveis de SYTX-2 voltaram aos valores normais. Este € mais um dado que reforca
o grande potencial biotecnolégico apresentado por SYTX-2 em relagdo ao
biocontrole de nematoides.

Em soja, diversas proteinas relacionadas a defesa vegetal, sdo induzidas
apos injuria tecidual. Mason e Mullet (1990) mostraram que Vegetative Storage
Proteins, tiveram um aumento nos niveis de seus transcritos em plantulas
submetidas ao déficit hidrico, injuria e tratamento com acido jasménico. Graham e
colaboradores (2003) mostraram que glucanos elicitores provenientes de P. sojae
induziram a expressdo de varias PR proteinas em plantas de soja, sendo essa
resposta também obtida com o tratamento com acido jasmdnico. Morais (2007)

mostrou que SBTX é induzida em sementes de soja apds o tratamento com acido
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jasmodnico, sendo os maiores niveis de toxina detectados 24 h ap6s o contato com
esse composto. Dessa forma, o aumento de SYTX-2 observado em tecidos
submetidos a injuria pode ter sido mediado pela participacdo do acido jasmbnico,
tal como descrito para outras proteinas de defesa induzidas em plantas de soja.
Embora tenha apresentado uma potente atividade nematicida, SYTX-2 ndo
foi efetiva em inibir a germinacdao de esporos de fungos fitopatogénicos,
mostrando que essa proteina atua mais especificamente na defesa contra
nematoides além de apresentar atividade téxica contra insetos. Na verdade, as
atividades contra fungos aqui mostradas sdo o complemento do trabalho
experimental iniciado por Sousa (2006), no qual foram testadas sete espécies de
fungos fitopatogénicos através de, pelo menos trés metodologias distintas de
ensaios bioldgicos, os quais também mostraram que essa proteina ndo apresenta
atividade antifungica. Mesmo com os efeitos negativos detectados contra fungos
fitopatogénicos, ao ser avaliada contra fungos do género Candida, SYTX-2 foi
capaz de inibir em aproximadamente 18% a taxa de crescimento apenas de C.
albicans, mas nao de C. tropicalis e C. krusei, sendo esse efeito considerado

espécie-especifico.
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7.CONCLUSOES DO CAPITULO

« SYTX-2 é uma proteina que apresenta pl acido, comportando-se como
uma hemilectina capaz de interagir com D-manose. Dadas as diferengas
fisico-quimicas mostradas entre SYTX-2 e SYTX, as quais demonstram
claramente que essas moléculas nao sdo isoformas, sugere-se que
SYTX-2 seja mais adequadamente chamada de Glycine max — Toxin,
Gm-TX.

» Os padrdes de estrutura secundaria determinados por dicroismo circular
mostraram que SYTX-2 apresenta similaridades estruturais com SBTX e
CNTX, fato que pode justificar o reconhecimento de SYTX-2 por
anticorpos anti-CNTX e anti-SBTX.

« SYTX-2 é uma proteina distribuida amplamente em plantas de soja. A
biodistribuicdo de SYTX-2 parece estar correlacionada com a funcao da
proteina para o vegetal, visto que maiores niveis de expressao foram
detectados em raizes e a proteina apresenta atividade contra M.

incognita.

« Além de amplamente distribuida, a toxina é também exsudada por
sementes de soja, um evento bioldégico associado a defesa de sementes

durante a germinacao.

» Tal como descrito para muitas proteinas relacionadas a defesa vegetal,
particularmente contra nematdides e insetos, SYTX-2 é induzida em
folhas de soja apds a injuria mecéanica. Esse dado também pode ser
funcionalmente associado a atividade inseticida apresentada pela

proteina.

» SYTX-2 apresentou uma potente atividade nematicida contra M. incognita,
embora in vitro dentro das condigbes experimentais testadas nao tenha
sido capaz de inibir a germinagao e o crescimento de diferentes espécies

de fungos fitopatogénicos.
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1. CARACTERIZAGAO DO PROBLEMA E JUSTIFICATIVA

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € uma das principais espécies cultivadas
no Brasil, correspondendo a uma area de quase 22 mihdes de hectares
plantados em territorio nacional, resultante do grande valor nutritivo e econdmico
(42% dos produtos nacionais exportados) de seus graos, bem como da
multiplicidade de aplicagdes que eles possuem na alimentagdo humana e animal.
Apesar da expressiva produgdo apresentada pelo Brasil, o seu potencial produtivo
ainda pode chegar a 4000 kg/ha, muito embora esses valores dificimente sejam
atingidos pelos agricultores, em decorréncia, particularmente, de doengas e
caracteristicas relacionadas as condi¢des de plantio.

Como tentativa de minimizar o impacto de condi¢des edafoclimaticas
desfavoraveis, existe uma tendéncia atual entre os produtores em buscar areas
mais propicias ao plantio, abandonando pequenas areas cuja produtividade tenha
sido diminuida em virtude de condicdes insuficientes para atender as
necessidades fisiolégicas da soja. Ainda que essa medida tenha promovido um
aumento na produgcdo de graos, a expansao da lavoura da soja para outras
regides aumentou também a ocorréncia de doengas causadas por fungos
(CONAB, 2008).

Do ponto de vista econdmico, 0 uso de gendtipos resistentes de soja tem
sido a alternativa mais viavel para minimizar os danos causados por patdégenos,
visto que o0 uso de defensivos quimicos além de ser uma pratica dispendiosa, nao
tem se mostrado efetivo para o controle de algumas doengas fungicas, como a
ferrugem asiatica.

Porém, mesmo com a existéncia de gendtipos resistentes a muitas
doengas fungicas e com o potencial de utilizacdo de algumas proteinas no
controle dessas doengas, poucos trabalhos tém sido conduzidos com o objetivo
de estudar e validar genes ou proteinas de defesa como estratégia de controle de
patdgenos. O potencial de utilizagdo dessas proteinas no controle de patégenos
depende, como ja descrito, do conhecimento das atividades apresentadas pelas
proteinas contra alvos de controle e, também, dos genes que codificam essas

moléculas, de modo que sua expressao possa ser regulada na propria planta ou
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mesmo possam ser transferidos para outras espécies, cujas técnicas de
regeneragao in vitro ja tenham sido estabelecidas.

A toxina da soja (SBTX, 44 kDa) é uma proteina isolada de sementes
capaz de interferir em parametros importantes do desenvolvimento biolégico dos
insetos-praga Callosobruchus maculatus e Dysdercus peruvianus, além de inibir o
crescimento do fungo Cercospora sojina Hara, bem como dos fungos Aspergilus
niger e Penicilium herguei (relacionados a doengas de armazenamento das
sementes de soja), atuando através de mecanismos que independem da
permeabilizagdo da membrana celular dos fungos testados (SIEBRA, 2004;
MORAIS, 2007). Embora esses resultados fornegam evidéncias do envolvimento
da SBTX na defesa da soja, sua caracterizagao bioquimica e funcional, bem como
sua utilizacdo como estratégia de controle de doengas, dependem do
conhecimento de detalhes da estrutura e perfil de expressdo de seu gene em
diferentes partes do vegetal. Este capitulo foi proposto, portanto, com o objetivo

de responder aos seguintes questionamentos:

— O isolamento, clonagem e caracterizagdo do gene de SBTX permitiriam um
entendimento mais aprofundado sobre a fungdo biolégica dessa proteina

em plantas de soja?

— SBTX possui algum dominio protéico ou detalhe estrutural similar ao

observado em outras proteinas envolvidas na defesa vegetal?

— Transcritos para SBTX podem ser detectados em outras partes do vegetal

além de sementes?

— Aléem das atividades apresentadas in vitro, existe alguma evidéncia da

participacao dessa proteina na defesa contra fungos in planta?
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2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

Isolar, clonar e caracterizar o cDNA que codifica a toxina da soja - SBTX;

Caracterizar bioquimica e funcionalmente a sequéncia de aminoacidos

deduzida a partir do cDNA isolado da toxina;

2.2 Especificos

» Isolar e clonar o cDNA que codifica a toxina da soja utilizando iniciadores
especificos produzidos a partir da sequéncia NH,-Terminal da suas cadeias

polipeptidicas;

e Caracterizar bioquimica e funcionalmente a sequéncia de aminoacidos
deduzida da toxina, através de bioinformatica, e comparar os dados obtidos

com os resultados ja descritos experimentalmente;

* Analisar, através de pesquisa de Expressed Sequence Tags (EST) nos bancos

de soja o perfil de expressao dessa proteina em diferentes partes da planta;

» Avaliar, utilizando ferramentas de bioinformatica, o perfil de expresséo do gene
de SBTX em plantas submetidas a infecgdo com fungos fitopatogénicos ou

expostas a diferentes fatores abidticos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Sementes de Soja Utilizadas Para Plantio

Tal como descrito anteriormente, para a purificacdo e caracterizacao de
SYTX-2, nesta etapa foram também utilizadas sementes de soja ndo tratadas com
fungicidas provenientes da cultivar BRS — Pala e fornecidas pela Embrapa -
Fundagao Pré-sementes (Passo Fundo - RS). Para o plantio de soja em casa de
vegetacdo e obtencdo das sementes em diferentes estagios de maturagao, foram
utilizadas sementes livres de danos mecanicos e sem alteragdes morfoldgicas

perceptiveis.

3.2 Isolamento, Clonagem e Caracterizagdo do DNA complementar (cDNA)
da Toxina da Soja - SBTX

3.2.1 Material Vegetal: Condi¢coes de Plantio

O plantio de soja foi realizado na casa de vegetagdo do Laboratorio de
Interagédo Molecular Planta-Praga (Cenargen - EMBRAPA), mantida em
temperatura de 25-28 °C e umidade atmosférica variavel de 75 a 85%. As
sementes foram semeadas em vasos de ceramica, com capacidade para quatro
litros de solo, sendo colocadas seis sementes por vaso, sendo deixadas apenas
trés plantas por vaso apos o desbaste. A irrigacédo das plantas foi realizada em
dias alternados e de forma manual. Para garantir a obtengdo de plantas e
sementes em diferentes estagios vegetativos e reprodutivos, as sementes foram
plantadas em cinco datas distintas, distribuidas em intervalos de uma semana

entre cada plantio e o subsequente (Figura 01).
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i

Figura 01. Imagens da casa de vegetagao (A) do Laboratério de Interagao
Molecular Planta-Praga | (Cenargen - Brasilia), onde foi realizado o plantio
de soja. Em “BOe “CQplantas de soja em diferentes etapas do desenvolvimento
usadas para obtencao de sementes e extracao de RNA.

OLIVEIRA, H.D., 2009 117



Capitulo Il

3.2.2 Coleta de Sementes e Extragdao de RNA Total

Para obtencdo de RNA total e sintese de cDNA foram utilizadas sementes
de soja coletadas 15, 25 e 35 dias apds a antese (DAA - Figura 02). Os intervalos
de coleta anteriormente citados correspondem, respectivamente, as fases:
morfogénica tardia (até duas semanas apds o florescimento), de divisédo celular
(de 3 a 4 semanas apos o florescimento) e a fase de expanséo celular (5 a 6
semanas apos o florescimento) (HAJDUCH et al,, 2005).

Para extracdo de RNA as sementes foram coletadas e mantidas em
nitrogénio liquido. Com auxilio de almofariz e pistilo, o material vegetal foi
macerado e a ele adicionado o reagente “Concert Plant Reagent” (Invitrogen®), na
propor¢cdo de 0,5 mL de reagente para cada 0,03 g de tecido. Em seguida, essa
suspensado foi centrifugada (12.000 x g, 5 minutos, a 4°C) e o sobrenadante
coletado, utilizado nas demais etapas do processo de extracdo de RNA que
incluiram: adicdo de cloroférmio (2:1); homogeneizagédo e repouso durante 5
minutos e precipitacdo do RNA integro com isopropanol (1:1). O RNA precipitado
foi lavado com etanol 75%, e por fim, ressuspendido em agua grau Milli-Q®
tratada previamente com DEPC (dietil-pirocarbonato). A concentragédo de RNA foi
determinada em espectrofotdmetro (Biophotometer-Eppendorf®), através de
medida das absorbancias das preparagbes a 260 nm, utilizando como valor
padrdo 1 ODye = 40 pg/mL de RNA. A integridade das amostras de RNA foi
verificada por eletroforese em gel de agarose (1%) em tampao TBE (Tris-Borato-
EDTA), preparado com agua grau Milli-Q® estéril. Apds a corrida eletroforética, as
bandas foram visualizadas através do uso de brometo de etideo (0,01 ng/uL), sob
luz ultravioleta em camara escura equipada com um transluminador (Gel
Transillumitaor Bio-Rad) e uma cémera acoplada a um microcomputador dotado
de um software de captura e analise de imagens em tempo real. Apos analise, as

amostfras foram armazenadas a - 80 °C, até a utilizagéo para obtengdo de cDNA.
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Figura 02. Vagens e sementes de soja nos tempos de 15, 25 e 35 dias (da
esquerda para a direita) apés a antese (cv BRS-Pala). As sementes foram
usadas para extracdo de RNA total e obtengao de cDNA.
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3.2.3 Sintese e Clonagem de cDNA — RT-PCR

A reacéo de RT-PCR (sintese de cDNA sobre um molde de RNA catalisada
pela transcriptase reversa, seguida de amplificacdo por meio de PCR, reacdo em
cadeia de polimerase) foi realizada utilizando uma amostra de RNA proveniente
de um pool de RNA total (produzido a partir de quantidades iguais de RNA
extraido de sementes de soja coletadas nos intervalos de tempo mencionados) e
oligonucleotideos iniciadores (primers) foward e reverse (Invitrogen®)
degenerados e ndo degenerados, desenhados a partir da sequéncia de
aminoacidos NHx-terminal da SBTX (Vasconcelos et al, 2008) — Tabela 01.
Nesse protocolo, a sintese de cDNA foi efetuada a partir de uma aliquota
contendo 3 ug de RNA total, utilizando-se 10 uM de oligo d(T) - anchor primer,
tampao de sintese de cDNA (Tris/HCI 250 mM, pH 8,5; KCI 150 mM; MgCl 40
mM e ditiotreitol 100 mM), mistura de desoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), com concentragdo de 10 mM cada, e franscriptase reversa (200 U/uL) -
MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase - Invitrogen®). As
amosfras de RNA foram pré-desnaturadas a 70 °C/10 minutos e mantidas em
banho de gelo até a adigdo dos reagentes. A sintese do cDNA foi realizada a 42
°C/60 minutos com posterior inativagédo da enzima a 70 °C/15 minutos, segundo
protocolo descrito pelo fabricante da transcriptase reversa.

A PCR foi realizada em termociclador (Mastercycler Gradient Termocycler -
Eppendorf®), em volume total de 25 pL contendo: 1 pL de cDNA obtido
anteriormente; 2,5 pL de tampéo (Tris-HCI 200 mM, pH 8,4, KCI 500 mM); mistura
de dNTPs (dATP, dGTP, dTTP, dCTP- 400 pM, no volume final da reagao, cada);
2 mM de MgCl; Tag DNA Polimerase — Alta fidelidade 2 U (Invitrogen®), agua
grau Mili-Q® estéril e iniciadores senso e antisenso (0,4 pM) nas seguintes
combinagdes: 1: SBTX 27F1 e oligo-d(T) -AP; 2 — SBTX 27F1 e SBTX 17R1; 3 —
SBTX 27F1 e primer AP; 4 — SBTX 17F1 e oligo-d(T) —AP e SBTX 17 F1 e primer
AP. Os iniciadores degenerados foram também testados nas mesmas

combinacdes.
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Tabela 01. Iniciadores utilizados para obtencdo do cDNA da toxina da soja. Em
destaque, sdo mostradas as sequéncias do NH -terminal das cadeias polipeptidicas
de 27 kDa e 17 kDa determinadas para a SBTX. Os aminoacidos em azul foram
usados para desenho dos primers nao degenerados. Os aminoacidos grifados foram
usados para desenho dos iniciadores degenerados

SBTX - NH,-Terminal (Vasconcelos et al., 2008)

SBTX 44 e 27 kDa
ADPTFGFTPLGLSEKANLQIMKAYD

SBTX 17 kDa
PNPKVFFDMTIGGQSAGRIVMEEYA

Iniciadores

SBTX 27F1° (25 pb)

5 CTTTTGGATTTACTCCTTTGGGTT T3’

SBTX 17 F1 (25 pb)

5GGTTTTTTT TGATAT GACTATTGG T3’

SBTX 27F2 (24 pb)

5 CCHYTN GGNYTN WSH GAR AAR GCH 3’

SBTX 17 F2 (24 pb)

5 GCH GGNMGN ATH GTN ATG GAR GAR 3’

Oligo d(T)- AP
5’ GAC CAC GCG TAT CGATGT CGA C(T qe

3’

SBTX 17 R1 (25 pb)

5" ACC AAT AGT CAT ATC AAAAAAAACC3’

Primer AP

5" GAC CAC GCG TAT CGATGT CGAC ¥

SBTX 17 R2 (24 pb)

5 YTCYTC CAT NAC DAT NCK NCC DGC 3’

2 Os iniciadores indicados pelo numero “1Ondo foram degenerados, ao passo que o nimem “20
indica primers degenerados. F e R indicam: Foward (senso) e Reverse (Anti-Senso).

*As propriedades fisico-quimicas e caracteristicas de desempenho desses primers foram

analisadas com o auxilio do programa OligoTech.
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A principio, as condi¢bes utilizadas para amplificacdo do cDNA de SBTX
foram (em todas as combinagdes de primers): 94 °C por 1 minuto (pré-
desnaturacao) e 30 ciclos de 94 °C por 40 segundos (desnaturagéo), 55 °C por 40
segundos (anelamento) e 72 °C por 40 segundos (extensao), seguidos por uma
extensdo final a 72 °C por 5 minutos. Com o objetivo de otimizar as condi¢cdes de
amplificagcdo do cDNA de SBTX as combinag¢des de primers citadas anteriormente
foram também testadas em condicbes de anelamento em gradiente de
temperatura de 35 °C a 52,8 °C, tendo sido mantidos constantes os demais
parametros da PCR.

Os produtos de amplificagcao obtidos nas reagdes de PCR utilizando os
primers para SBTX foram analisados através de eletroforese em gel de agarose
(1%) em tampao TBE, submetido a uma voltagem de 4 V/cm, tendo como
marcador de massa molecular 1 kb DNA Ladder (Invitrogen®). As amostras e o
marcador de massa molecular foram solubilizados em tampido de amostra,
contendo azul de bromofenol 0,25%, xilenocianol - FF 0,25% e glicerol 30%, e as
bandas foram visualizadas por meio do uso de brometo de etideo (0,01 ng/uL)
sob luz ultravioleta.

Em seguida, os fragmentos de interesse foram purificados a partir do gel de
agarose, utilizando o kit QlAquick Gel Extraction (QIAGEN®), de acordo com as
orientagdes do fabricante. Apds purificagdo, a concentragcdo de DNA extraido foi

estimada pela absorbancia a 260 nm.

3.24 Ligagdo dos Fragmentos de DNA a Vetores de Clonagem e

Transformacgao de Células Competentes de Escherichia coli

Para clonagem dos fragmentos amplificados e purificados do gel, o DNA foi
solubilizado em agua grau Milli-Q® estéril e incubado com o vetor pGEM-T Easy
(Figura 03), em um meio contendo tampdo de ligacdo e T4-DNA ligase
(Promega®). Essa mistura foi incubada por 16 horas, a 4 °C. Os produtos de
ligacdo foram, subsequentemente, utilizados para transformar células
competentes (XL1-Blue) de E. coli, através do processo de eletroporagéo
(SAMBROOK et al., 2001) em microcélulas de polipropileno (Gene Pulser Cuvette
- Bio-Rad®).

OLIVEIRA, H.D., 2009 122



Capitulo 1

Xmnl 2009
17 4 .
Scal 1890 Nael 2707 [ e 14"
\ Aatll 20
f1 ori Sphl | 26
BstZI 31
MNco 37
A pr Bst 7| 13
M - Mt 43
pGEM™-T Easy lac? ] Sé’cn 19
Vector I FcoRl | &2
(3015bp)
Spel 54
EcoRl 70
MNotl 77
BstZ| 77
Pstl 38
or Sall 30
Ndel 97
Sacl 109
BstXl 118 %I
MNSi 112? §
| =
T spg §

Figura 03. Mapa circular do vetor de clonagem pGEM-TEasy, com destaque
para os diferentes sitios de restricdao de endonucleases, gene de resisténcia
a ampicilina e gene lac Z que codifica a enzima B - galactosidase. As
caracteristicas presentes na construcdo do vetor foram exploradas em varias
etapas do processo de clonagem.
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Apds o processo de transformagdo, as células recombinantes foram
cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) liquido, por 1 hora, a 37 °C e, em seguida,
em meio LB solido (para selegcéo dos clones recombinantes) contendo 100 ug/mL
de ampicilina, 50 pL de X-Gal 25 mg/mL (5-bromo-4-cloro-3-indolil- B-D-
galactopiranosideo) e 10 pL de isopropil-tio-galactosideo 100 mM (IPTG - para
inducdo da expressao do gene da B-galactosidase), por 24 horas, a 37 °C. Os
plasmideos dos clones contendo o DNA de interesse (brancos) foram isolados,
utilizando-se o sistema de purificacdo da Life Technologies® (Concert Rapid
Plasmid Miniprep System) e, posteriormente, usados para sequenciamento do
inserto. Antes de serem submetidos ao sequenciamento automatizado de DNA,
amostfras de cerca de 30 ug dos plasmideos provenientes das colénias brancas
foram submetidas a digestdo por 3 horas a 37 °C com EcoRI 2,5 U (Promega®)
em tampéo de digestdo. Terminado o processo de digestdo, os produtos foram
analisados em gel de agarose 1%, tal como descrito anteriormente. Foram
submetidos ao seqlenciamento somente os clones com digestdo positiva

(contendo o fragmento usado na ligagao).
3.2.5 Sequenciamento de DNA e Analise das Sequéncias por Bioinformatica

O sequenciamento das moléculas de DNA, isoladas a partir dos clones
positivos de E. coli, foi efetuado no Laboratério de Ciéncias Genbmicas e
Biotecnologia Molecular da Universidade Catolica de Brasilia, utilizando o sistema
de sequenciamento automatico ABI Prism 377 DNA Sequencer e o kit ABI
PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied
Biosystems®). Para analise das sequéncias de DNA obtidas foram utilizados os
softwares Chromas e BioEdit 4.8. O alinhamento e a determinagdo da homologia
das sequéncias com aquelas depositadas no GenBank foram realizados por meio

do pacote de algoritmos de busca BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST;

ALTSCHUL et al., 1990). Outros recursos de bioinformatica disponiveis nos sitios
NCBI (National Center for Biotechnology Information), Expasy Molecular Biology
Server e CLUSTAL W. Softwares também foram utilizados para caracterizagao in
silico da sequéncia de aminoacidos obtida para a toxina, bem como para estudo

dos niveis de expressao da proteina em diferentes partes do vegetal, sob
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condigdes diversas. Todos os parametros definidos através de ferramentas de
bioinformatica foram comparados aqueles obtidos experimentalmente para a

proteina em estudo.

4. RESULTADOS

4 1 Isolamento e Clonagem do cDNA da Toxina da Soja (SBTX)

Conforme descrito anteriomente, a SBTX € uma proteina de massa molecular
aparente 44 kDa, composta por duas cadeias polipetidicas unidas por pontes
dissulfeto. Embora seja uma proteina que, através de técnicas imunoldgicas, tenha
sido detectada em outras partes do vegetal (SIEBRA, 2004), sua fonte principal é,
na verdade, o cotilédone de soja. Dessa forma, com o objetivo de isolar e clonar o
cDNA codificante de SBTX, as sementes dessa espécie foram utilizadas como
fonte de RNA para a sintese de cDNA.

Sementes da cultivar BRS-Pala foram plantadas em casa de vegetagdo sob
condigdes otimas de plantio no que diz respeito a temperatura (25 °C), umidade
atmosférica (mantida sempre em torno de 70%), pH do solo (5,5) e irrigagcao
periddica de forma manual, objetivando atender as necessidades fisioldgicas dessa
espécie (que variam de 400 a 800 mm de agualciclo) e evitar a ocorréncia de
estresses que pudessem prejudicar seu desenvolvimento normal. Assim,
caracteristicas do ciclo biolégico da culiivar BRS - PALA, como tempo para
abertura das flores e altura média das plantas foram usados como parametros para
a coleta de sementes, tendo sido retiradas apenas aquelas que atingiram os
parametros esperados para a cultivar, divulgados pela EMBRAPA.

A coleta das sementes utilizadas para extracao de RNA foi determinada a partir
da abertura das flores da planta (antese) em intervalos de dias.
Experimentalmente, foi determinado que, para a cv. BRS-Pala o tempo médio para
abertura das flores foi de 37 £ 1 dias apds o plantio, um ciclo de total de 118 a 125
dias e as plantas apresentaram, quando adultas, uma altura de 49 cm. As

sementes foram retiradas 15, 25 e 35 dias apds a antese, medidas e pesadas para
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estimativa do peso fresco total. Sementes com 15 dias apresentaram massa total
de 30 mg, havendo um incremento do peso fresco em 25 (80 mg) e 35 dias (140
mg) apods a antese. Os intervalos de coleta da semente foram assim definidos com
o objetivo de extrair RNA de diferentes fases do enchimento do grao, maximizando,
portanto, a obtengdo de transcritos para a proteina de interesse.

A partir das sementes obtidas foi realizada a extragao de RNA total, seguindo a
metodologia descrita anteriomente, quantificagdo e analise de integridade e pureza
do material extraido. Cerca de 2.840, 1.670 e 3.730 ug/uL de RNA foram extraidos
de sementes com 15, 25 e 35 DAA, respectivamente, os quais apresentaram razao
A260/A280 de 1,88, indicando seu elevado grau de pureza. A Figura 04 mosftra a
eletroforese em gel de agarose 1% dos RNAs extraidos nos intervalos citados,
destacando a presengca de duas bandas principais correspondentes ao RNA
ribossomal 28S e 18S, sendo a primeira banda mais intensa do que a segunda,
demonstrando também que o RNA extraido estava livre de degradagao.

O RNA extraido foi, entdo, utilizado para obtencéo da primeira fita de cDNA. O
cDNA obtido foi submetido a reacdo em cadeia de polimerase com os primers
senso e antisenso para a f3-actina, com o objetivo de testar a qualidade do cDNA
produzido, antes dos procedimentos de isolamento de cDNA da SBTX. A
amplificagdo da segunda fita de DNA a partir de amostras nao diluidas de cDNA,
usando os primers especificos para a actina, mostrou a ocorréncia de uma banda
de 400 pb demonstrando a qualidade do cDNA a ser usado na clonagem.

A clonagem do cDNA de SBTX foi realizada, inicialmente, partindo-se de
condigdes padréo de PCR, descritas na literatura. O cDNA nao foi diluido para uso
nas reacgdes e a temperatura de anelamento inicial foi de 55 °C. Nao foram
amplificados fragmentos de DNA nessas condigbes de reagdo quando utilizados
primers degenerados ou ndo degenerados para as cadeias polipeptidicas de SBTX
em diferentes combinagdes possiveis ou ainda, juntamente com os primers oligo-
dT - AP e AP. Dessa forma, novas condigcbes de PCR foram testadas utilizando

temperaturas de anelamento mais baixas e de: 52,8; 51,8;39,9; 37,3 e 35 °C.
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Figura 04. Eletroforese em gel de agarose 1% do RNA extraido de sementes
de soja em diferentes estagios de maturagao. As bandas foram visualizadas
através de brometo de etideo (0,01 ng/pL) sob luz ultravioleta. Raia M - marcador
de peso molecular 1 kb DNA Ladder (Invitrogen®). Raias 15, 25 e 35 indicam
amostras de RNA nos respectivos intervalos de coleta em dias apds a antese.
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Para as novas temperaturas de anelamento testadas foram conduzidas duas
reacdes de PCR. Na primeira, os primers 27F1 e Oligo d(T) — AP, 27F1 e AP,
27F1 e 17R1, 17F1 e Oligo d(T) — AP ou 17F1 juntamente com o primer AP foram
utilizados para amplificacdo, sendo as mesmas combinagcdes testadas para os
primers degenerados. A segunda reagdo de PCR foi conduzida tal como as
primeiras, mas utilizando 1 uL do DNA amplificado na primeira PCR como molde.

A andlise em gel de agarose dos materiais provenientes de diferentes
condicdes de amplificacdo mostrou que, apenas para a PCR conduzida com os
primers 27F1 e AP houve amplificagdo de fragmentos de DNA em todas as
temperaturas testadas (Figura 05). Nas temperaturas de 35, 37,3 e 39,9 °C foram
obtidos fragmentos de DNA com tamanhos de aproximadamente 1400 e 430 pb,
ao passo que nas temperaturas mais altas (51,8 e 52,8 °C) foram amplificadas
bandas de tamanho superior a 2000 pb. Para a SBTX seriam esperados até trés
tamanhos de fragmentos possiveis: um fragmento em torno de 1320 pb que
codificaria toda a cadeia polipeptidca de 44 kDa e fragmentos de
aproximadamente 810 e 510 pb, codificantes das cadeias polipeptidicas de 27
kDa e 17 kDa, que fazem parte da proteina nativa. Dessa forma, considerando os
tamanhos esperados, somente os fragmentos de 1400 e 430 pb foram utilizados
nos passos seguintes de clonagem, sendo desprezadas as moléculas obtidas nas
temperaturas maiores de 50 °C. Com o objetivo de se obter uma maior
quantidade de DNA, a temperatura de 37,3 °C (segunda reagdo de PCR) foi
escolhida para dar prosseguimento a clonagem das duas bandas obtidas.

Foram, entdo, realizadas oito reagcdbes de PCR nas condigbes ja
estabelecidas e ao final do processo, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose para separacao e purificagdo do DNA do gel. Para
as bandas de 1400 e 430 pb foram obtidos, respectivamente, cerca de 98 ng/uL e
94 ng/puL de DNA, usados para insergdo no vetor de clonagem pGEM-TEasy,
produzindo o DNA recombinante que foi utilizado para transformar células
competentes de E. coli (XL1-Blue).
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Figura 05. Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR
obtidos apés amplificagdo com os primers SBTX 27F1 e AP em diferentes
temperaturas de anelamento. As reagdes de PCR foram conduzidas nas
temperaturas de anelamento indicadas na imagem. O nimero “1Qindica primeira
reacdo de PCR e 2 representa segunda reagao de PCR usando como DNA molde
material amplificado na primeira reagdo. Seta azul — banda ~ 1400 pb; Seta
vermelha — banda ~ 430 pb; Raia M - marcador 1 kb DNA Ladder (Invitrogen®).
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Os clones positivos foram primariamente identificados pela resisténcia ao
antibiético ampicilina (100 ug/mL) adicionado ao meio de crescimento bacteriano
e colbénias repicadas em placas com ampicilina contendo IPTG e X-Gal crescidas
com a coloragéo branca foram consideradas potencialmente transformadas com o
cDNA de interesse.

Para as células transformadas com o plasmideo contendo o inserto de
aproximadamente 1,4 kb foram obtidas 7 colbénias. Para os plasmideos contendo
o framento de 0,4 kb foram obtidas 11 colénias representando clones positivos.
Em seguida, as coldnias brancas contendo os insertos foram repicadas em meio
LB contendo ampicilina e deixadas crescer por 16 h, 37 °C, 200 rpm. As células
bacterianas foram submetidas a extragdo de DNA plasmidial pelo método de lise
alcalina e o DNA obtido foi submetido a analise de restricao.

A Figura 06 mostra o resultado do perfil de digestdo dos clones selecionados.
Para as colbnias transformadas com o plasmideo contendo o inserto de 1,4 kb,
das sete coldnias selecionadas, apenas duas apresentaram o inserto como
mostrado no resultado da digestdo. Para as colbnias transformadas com o
fragmento de 0,4 kb, cinco clones apresentaram o inserto. Todos os clones
positivos foram submetidos ao sequenciamento automatizado de DNA usando
amostras de DNA de 80 ng/uL e iniciadores T7 (Foward) e SP6 (Reverse).

A partir do sequenciamento foi obtido um segmento de 1327 pb,
correspondente ao material de aproximadamente 1,4 kb clonado em E. coll.
Andlises em BLASTn (NCBI) mostraram identidade de 100% das sequéncias
obtidas com uma sequéncia (AK243932.1 e ) depositada no banco de dados para
a espécie G. max. A sequéncia completa de AK243932.1 possui 1492 pb e uma
ORF que codifica uma proteina putativa de 378 residuos de aminoacidos e
massa molecular aproximada de 43 kDa, mas nao possui em seu NHo-Terminal
nenhum residuo de aminoacido obtido para as cadeias polipeptidicas de SBTX.
Uma busca por similaridade através do algoritmo BLASTp mostrou que essa
sequéncia € putativa para uma enzima de soja chamada de formato
desidrogenase, que possui similaridade com varias outras sequéncias
depositadas como aquelas de Quercus robur e Lotus japonicus, ndo se tratando,
portanto do cDNA de SBTX.
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Figura 06. Analise de restricdo dos plasmideos provenientes de coldnias
brancas transformadas com os insertos de ~ 1400 pb e 430 pb. Trinta
microgramas de DNA plasmidial foram digeridos com a enzima de restricdo EcoRI
2,5 U por 3 horas. As setas indicam os insertos de interesse.
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Por outro lado, o sequenciamento também forneceu um fragmento de 463
pb, contendo na extremidade 5’ a sequéncia completa do primer 27F1 (ndo
degenerado). A Figura 07 mostra a sequéncia completa do fragmento de 0,4 kb
juntamente com a sequéncia de aminoacidos deduzida com o uso da ferramenta
Translate (disponivel em www.expasy.ch). Como pode ser observado, todos os
residuos de aminoacidos usados para o desenho do primer 27 F1 estao
presentes na sequéncia deduzida, juntamente com outros residuos presentes na
cadeia polipeptidica. Em funcdo de esses aminoacidos estarem presentes na
subunidade de 27 kDa de SBTX, os dados sugerem fortemente que esse
sequéncia é parte do cDNA da subunidade de 27 kDa da toxina da soja.

Para a soja estdo depositadas atualmente mais de 1,7 milhées de sequéncias
nucleotidicas nos bancos de dados do NCBI, além de informagdes referentes as
EST’s dessa espécie, como parte do estudo de seu genoma e transcriptoma.
Considerando a riqueza de informacgdes a respeito de sequéncias de nucleotideos
disponiveis para essa espécie, a sequéncia parcial de nucleotideos encontrada
experimentalmente (463 pb) foi utilizada para buscar a sequéncia completa da
subunidade de 27 kDa através do alinhamento usando a ferramenta BLASTn.

A Tabela 02 mostra trés dos alinhamentos encontrados para a sequéncia
parcial obtida para SBTX na base de dados do SoyBase
(Integrating Genetics and Molecular Biology for Soybean Researchers). A busca
foi realizada contra as sequéncias de EST’s disponiveis para soja. Foram
encontradas 29 sequéncias com escore maximo de alinhamento (e-value 0.0),
dentre as quais podem ser citadas sequéncias provenientes de plantas infectadas
com Phytophthora sojae, de tecidos do endosperma em desenvolvimento e de
uma proteina ligante de grupamentos citrato, as quais, se alinhadas, mostram ser

0 mesmo material.
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CTTTTGGATTTACTCCTTTGGGTTTATCTAGTAGCTCAAACTTGCAAATCCAAAAGCCTTAC
F 6 F T P L G L S S S S N L O I QO K P Y

GACGTTGCAGTCAACGAGCGCTACAGCTTTTCAAATGGAGTGCACAGATTTTGGGTATAC

bp v A V N E R Y S F &S N G V H R F W V Y

TCCACGGACAAGCCTCATATGCAAGGCAGCAATACGAAGCCACGAACTGAGATTCGTATC

s T bD K p H M 0 G S N T K P R T E I R I

GCTGGATACGATTATACATCCGGTGTGTGGCAATTTCAAGGGTTTTTTTACGTGCCTAGT

A G Y D Yy T S G VvV W QQ F O G F F Y V P S

GGCACAAGCGGGGTGTGCATCCAGCAAGTGTTTGGTGGAGTAACTTCTGCCACAACCTCG

G T s GG v ¢c I o QQ VvV F G G Vv T S A T T S

CAGACTAGGGTCTATGGTGGTTCTCTCACTCATTACCAATCACCTACTCTGGAACCAAAC

c T R VY 6 G s L T H Y ¢ s Pp T L E P N

ATCTATAATAGGTGGATCCGGTTTAACGTGATCCATGATGTGGGTGCCAACAATGTGAAG

I ¥y N R W I R F N V I H D V G A N N V K

ATTTTTCTTAATGGGGAGGATAATCCCAGGTACAATGGACC

I »¥ L N G E D N P R Y N G

Figura 07. Sequéncia de nucleotideos de parte do cDNA de SBTX
amplificado com os primers SBTX 27F1 e AP, juntamente com a sequéncia
de aminoacidos deduzida. O fragmento seqlienciado possui 463 pb. Em negrito
estd destacado o primer 27F1 desenhado para amplificacdo. Em azul,
aminoacidos da regido NH,-terminal da subunidade de 27 kDa da SBTX.
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Tabela 02. Alinhamentos encontrados para a sequéncia parcial do cDNA da
subunidade de 27 kDa da SBTX utilizando o pacote de algoritmos de busca
BLAST na base de dados do SoyBase
(Integrating Genetics and Molecular Biology for Soybean Researc hers). A
busca foi realizada contra as sequéncias de EST’s disponiveis para soja. Foram
encontradas 29 sequéncias com escore maximo de alinhamento

Identificador Identidade Expect

>gb|CF806952.1|CF806952 psHBO017x003f USDA- 98% 0.0
IFAF S:Expression of Phytophthora sojae genes during infection

and propagation Glycine max cDNA clone

sHB017003 5, mRNA sequence

>gb|BQ740587.1|BQ740587 saq49c07.y1 Gm-c1076 Glycine 98% 0.0
max cDNA clone SOYBEAN CLONE ID: Gm-1076-3181 5'

similar to TR:Q39962 Q39962 CITRATE BINDING PROTEIN

PRECURSOR. ;, mRNA sequence

>gb|EH039861.1|EH039861 GMSeed0669 Soybean endosperm 98% 0.0
tissue in developing seeds Glycine max cDNA clone

HYI18.xg_E10_072, mRNA sequence
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A Figura 08 mostra o alinhamento da sequéncia parcial do cDNA
encontrada para a toxina com uma das sequéncias nucleotidicas citadas
anteriormente. Com base na alta identidade apresentada entre o cDNA parcial de
SBTX e as sequéncias descritas, pode ser concluido que o cDNA encontrado &,
na verdade, parte das sequéncias depositadas no banco de dados SoyBase, 0
que tornou possivel definir as demais regides da sequéncia de nucleotideos para
a cadeia polipeptidica de 27 kDa, obtendo-se assim o cDNA completo de uma
das cadeias polipeptidicas da toxina.

O cDNA definido para a cadeia polipeptidica de 27 kDa da SBTX, conforme
visualizado na Figura 09 é composto por uma sequéncia de 815 pares de bases,
incluindo uma ORF de 660 nucleotideos assinalada nas posigdes 15 a 674, a qual
codifica uma cadeia polipeptidica de cerca de 219 residuos de aminoacidos e
massa molecular de 24,570 kDa, valor esse proximo da massa molecular

determinada experimentalmente para a cadeia polipeptidica de 27 kDa da SBTX.
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SBTX e
sc24 TTGGAACTGCAACAATGGTGCCGCAACCCATTTTGCATCTAACCCT TTTGTCATTAATAA 60
SBTX e CTTTTGGATTTACTCCTT 18
sc24 TCTCTCTGACCACTCTTTCCTTGGTCGATGCCGCCGATCCCACATT TGGCTTCACCCCTC 120
* kk kkk *k kK Kkkr K
SBTX TGGGTTTATCTAGTAGCTCAAACTTGCAAATCCAAAAGCCTTACGACGTTGCAGTCAACG 78
sc24 TTGGATTATCTAGTAGCTCAAACTTGCAAATCCAAAAGCCTTACGACGTTGCAGTCAACG 180
K KKk A AR AR A AR AR A AR AR A A A AR KA A A A A AR A A AR AR A A AR AR AR AR AR AR AR ARk K * K
SBTX AGCGCTACAGCTTTTCAAATGGAGTGCACAGATT TTGGGTATACTCCACGGACAAGCCTC 138
sc24 AGCGCTACAGCTTTTCAAATGGAGTGCACAGATT TTGGGTATACTCCACGGACAAGCCTC 240
KK KA AR AR A A A A AR A A AR AR A A A AR KA A A AR AR A A AR AR A A AR AR AR AR AR AR AR ARk K kK
SBTX ATATGCAAGGCAGCAATACGAAGCCACGAACTGAGATT CGTATCGCTGGATACGATTATA 198
sc24 ATATGCAAGGCAGCAATACGAAGCCACGAACTGAGATT CGTATCGCTGGATACGATTATA 300
KK KA AR AR AR A A AR A A AR AR A A A AR KA A A AR AR A A AR AR A AR IR AR AR AR AN A A AR ARk K * K
SBTX CATCCGGTGTGTGGCAATTTCAAGGGTTTT TTTACGTGCCTAGTGGCACAAGCGGGGTGT 258
sc24 CATCCGGTGTGTGGCAATTTCAAGGGTTTT TTTACGTGCCTAGTGGCACAAGCGGGGTGT 360
KK KA AR AR A KR AR AR A A AR AR AR AR A KA A A AR AR AR AR AN AR AR AR AR AR AN AR AR Ak k kK
SBTX GCATCCAGCAAGTGTTTGGTGGAGTAACTT CTGCCACAACCTCGCAGACTAGGGTCTATG 318
sc24 GCATCCAGCAAGTGTTTGGTGGAGTAACTTCTGCCACAACCTCGCAGACTAGGGTCTATG 420
KK KA AR AR AR AR AR A A AR AR A R AR A KA AR AR AR AR AR AR AR AR A A AR AR AN AR A A,k K,k
SBTX GTGGTTCTCTCACT CATTACCAATCACCTACTCTGGAACCAAACATCTATAATAGGTGGA 378
SC24 GTGGTTCTCTCACT CATTACCAATCACCTACTCTGGAACCAAACATCTATAATAGGTGGA 480
KK KA AR AR AR AR A AR A AR AR A R AR A KA AR AR AR AR AR AN A A A A A A AR AR AN ARk A Ak k K,k
SBTX TCCGGTTTAACGTGATCCATGATGTGGGTGCCAACAATGTGAAGAT TTTTCTTAATGGGG 438
SC24 TCCGGTTTAACGTGATCCATGATGTGGGTGCCAACAATGTGAAGAT TTTTCTTAATGGGG 540
R b b e I S b b b e S S b S S I b b IR e S I b I S S S b b b e S I b b S b b b b I S S I b b b S i
SBTX AGGATAATCCCAGGTACAATGGACC- === = === === —— ——mm—mm oo 463
sc24 AGGATAATCCCAGGTACAATGGACCTGGCCGTGGAGCCAGCACTCACTACTTCAAGTTTG 600
R e b R I 2 S b b b e S S b b b S S i
SBTX e
sc24 GGGTTTACGCACAGGATGGTGCTTCCAACTACAT GGAATCTCGTTGGAGGGATATCCAGA 660
SBTX e
sc24 TTTTTAAAAAATAGAAATGCAGTGCT TTCCTTTCAGTTCCAGGTCT TAATAACACAAGCA 720
SBTX e
sc24 AAGAGCTTGTTTAGTTAACTATATATGACTCTGAATAATTTACTTGGACTGTGAGAAGCA 780
SBTX — mm e
SC24 CGGTTTACAAATAATATAACTCTTGTATTGTGTCT 815

Figura 08. Alinhamento usando o programa Clustal W da sequéncia parcial do cDNA
da subunidade de 27 kDa da SBTX com a sequéncia de RNAm disponivel no NCBI
para uma proteina ligante de carboxilatos de soja (SC24). Os asteriscos indicam
nucleotideos idénticos nas duas sequéncias.
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TTGGAACTGCAACAATGGTGCCGCAACCCATTTTGCATCTAACCCTTTTGT CATTAATAATC
M v P Q P I L H L T L L S L I I

TCTCTGACCACTCTTTCCTTGGTCGATGCCGCCGATCCCACATTTGGCTTCACCCCTCTT
s L T T L S L VvV D A A D P T F G F T P L

GGATTATCTAGTAGCTCAAACT TGCAAATCCAAAAGCCTTACGACGTTGCAGTCAACGAG
G L §S §S S S N L Q I 9 K P Y D V A V N E
CGCTACAGCTTTTCAAATGGAGTGCACAGATTTTGGGTATACTCCACGGACAAGCCTCAT
R ¥y s ¥F S N GG V H R F W V Y s T D K P H
ATGCAAGGCAGCAATACGAAGCCACGAACTGAGATTCGTATCGCTGGATACGATTATACA
M0 G S N T K P R T E I R I A G Y D Y T
TCCGGTGTGTGGCAATTTCAAGGGTTTTTTTACGTGCCTAGTGGCACAAGCGGGGTGTGC
s G vw Q F 9 G F F Y V P S G T s G VvV €
ATCCAGCAAGTGTTTGGTGGAGTAACTTCTGCCACAACCTCGCAGACTAGGGTCTATGGT
I o o V* 6 G VT s A T T s o T R V Y G
GGTTCTCTCACTCATTACCAAT CACCTACTCTGGAACCAAACATCTATAATAGGTGGATC
G s L T H Y ¢ s p T L E P N I Y N R W I
CGGTTTAACGTGATCCATGATGTGGGTGCCAACAATGTGAAGATTTTTCTTAATGGGGAG
R F NV I H D V G A NNV K I F L N G E
GATAATCCCAGGTACAATGGACCTGGCCGTGGAGCCAGCACTCACTACTTCAAGTTTGGG
b N P R Y NG P G R G A S T H Y F K F G
GTTTACGCACAGGATGGTGCTT CCAACTACATGGAATCTCGTTGGAGGGATATCCAGATT
v Yy A Q D G A S N Y M E S R W R D I O I
TTTAAAAAATAGAAATGCAGTGCTTTCCTTTCAGTTCCAGGTCTTAATAACACAAGCAAA

F K K -
GAGCTTGTTTAGTTAACTATATATGACTCTGAATAATTTACTTGGACTGTGAGAAGCACG

GTTTACAAATAATATAACTCTTGTATTGTGTCT

Figura 09. Sequéncia de nucleotideos da subunidade de 27 kDa da SBTX,
juntamente com a sequéncia de aminoacidos deduzida para a proteina. A sequéncia
mostrada contém uma ORF delimitada pelos cdédons de iniciagdo e parada em destaque
(amarelo). A sequéncia de aminoacidos mostra (em vermelho) residuos determinados
experimentalmente no seqienciamento NHz-terminal da toxina da soja (44 kDa e 27 kDa).
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Em adigao aos dados ja mostrados, uma pesquisa no banco de dados do genoma da
soja divulgado recentemente (Dezembro/2008; www.phytozome.net) utilizando a
ferramenta Blastn, tendo como entrada a sequéncia nucleotideos (ORF) determinada para
SBTX 27 kDa, mostrou que o genoma dessa espécie apresenta outras duas sequéncias
génicas completas (Gm04HSP e GmO6HSP). Essas sequéncias estdo presentes nos
cromossomos 04 e 06, respectivamente e mostram elevada identidade quando
comparadas com a sequéncia de entrada, sugerindo que dois genes codificantes para a

toxina estao presentes no genoma dessa espécie (Tabela 03).

Tabela 03. Alinhamentos encontrados para a sequéncia de cDNA da
subunidade de 27 kDa da SBTX, utilizando o pacote de algoritmos BLASTn
na base de dados do genoma da soja. A busca foi realizada utilizando como
entrada a sequéncia de nucleotideos codificante (660 pb) da cadeia polipeptidica
de SBTX (ORF), que permitiu identificar outras sequéncias génicas, cujos
produtos apresentaram 85,3 e 95,6% de identidade com a subunidade de 27 kDa
da SBTX. No esquema abaixo, sdo mostradas as posicdes das sequéncias
encontradas emrelagéo a sequéncia da SBTX

Identificador Identidade % Nucleotideos  Expect
(positivos/alinhados) alinhados
GmO4HSP#1 87,7 (342/390) 274660  3,2e-110
~ GmO4HSP#2 88,1(238/270) 1- 274 2e-71
~ GmOBHSP#1 98,2% (380/387) 274 - 660 0
GmOBHSP#2 100% (274/274) 1-274 14e-152
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Tabela 3 - Esquema geral de alinhamento da sequéncia de SBTX (ORF) com
sequéncias nucleotidicas do genoma da soja

Query: 3BTx (G50 kellers)
Target: Glycna mag genome (1268 saquances, 3723341380 iotal lederz)
Program Elastn 2.2.18 [War-032003

3 regions identified:

Deranc Score E T —CouCT Os [

B3 B omos TG0 0 sE0271

opzn all . clesz all

1 HSP'#1:  Score: 725.0 bits (366.0) E-~value: 0 Idzntity: 98,235 (380,387) Positive: 88.2% [380,387) Framsa:+1/-1

B HSP#2:  Senra: B43.T bis (274.00 Foalie: 1.de- 52 Identiy: 100008 [274,/274)  Posltive: 100.0% (274/774)  Frame: +1,-1
H5P#3:  Seors: 173.9 bits (30.0) Evalue: B.7e-43  Identitv: 81.8% (137/218) Positive: 35.8% (187/218) Frame: +1/-1
MIISP#4: Scors: 77 8 bits (30.0) Covslue:2.4e-12  Ildentity: ©4.1% [48/51) Posithve: 94.1% (48,/51] Trame: 11/1

HEMiE:  Eooro: RO bits (20.0] Evolue:22c € Identity: 26.2% (65/68) Docitive: 85,235 BE/EE) Fame:+1/ 2

E H3H#:  boors: 44 1 bits (22.0) bvalue:3.3e-2  Identity: 84.0% (19/08)  Positive 81.03% 48/u8) Fame:+1/-2

B 55 omos 2029 322 B 1
- —— L
110

open ol - close 2l

FIHSPHL:  Score: 4009 bils (200300 bvaluz: 3021100 (denlily: 80, 0% (3423900 Posilive: 8 ¢0% (342/5390)  Frame: 1141
ETHSIM2: Seorc: 2741 bits (13801 Bvaluc: 2¢-71  |dentity: $8.1% (235,270)  Positive: 3E1% (238/270)  Frame: +1/-1
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Com o objetivo estimar a expressdo da sequéncia de cDNA em plantas de soja em
diferentes condi¢cbes, a sequéncia nucleotidica da cadeia de 27 kDa foi submetida a
busca de sequéncias idénticas através da ferramenta Blastn contra o banco de EST'’s
disponivel para a soja. Nessa busca foram encontradas 69 EST’s, detectadas em
diferentes condigdes, algumas fisioldgicas e outras (maioria) expressas em condi¢cbes
como infecgdo com patdgenos, elicitagdo com produtos derivados da parede celular de
fungos fitopatogénicos e, também, em plantas submetidas a estresses abibticos. Os
dados para a frequéncia de EST’s encontradas sdo mostrados (Tabela 04 e 05) em
fungdo do local e condigdo biolégica de detecgdo, bem como em fungdo das cépias dos

genes detectados para a toxina.

Tabela 04. Frequéncia de EST® para a subunidade de 27 kDa da SBTX detectadas
no banco de dados do NCBI, distribuidas em fungédo dos genes definidos para essa

proteina
EST® Parte do vegetal de
Gene Localizacaono | encontradas deteccao mais
genoma (n°/%) freqliente
GmO6HSP#1 Cromossomo 06 67/97 Cotilédones
GmO6HSP#2 Cromossomo 06 2/3 Cotilédones
GmO4HSP#1e2 Cromossomo 04 0/0 -
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Tabela 05. Frequéncia de EST® detectadas para a subunidade de 27 kDa da SBTX
no banco de dados do NCBI. Os dados sdo mostrados como valores absolutos das
EST’s encontradas e em fungédo das condigcbes nas quais foram detectadas

Numero de| %do Local da planta Condigao experimental
ESTG total

29 43,8 Endosperma 40 dias ap6s a floragéo

17 254 Cotilédones de Tratados com glucano elicitor de

plantulas Phytophthora sojae
2 3 Hipocoétilo 48 h apés infecgdo com P. sojae
1 1,4 Cotilédones em Plantulas estioladas 9-10 dias
degeneracao
3 4.4 Hipocétilo, plumula e Sementes em germinagéao
sementes
1 1,4 Tecidos adultos -
2 3 Plantulas Infectadas com F. virguliforme (folhas e
hipocdtilo) 1, 6, 24 e 48 h apos
inoculacao
1 1,4 Estresse pelo frio: 4°C durante 2 dias
1 1,4 Plantulas Idade de 3 semanas, mantida em casa de
vegetacao

2 Hipocatilos Infectados com P. sojae e estiolados
2 3 Folhas Estresse com radiacao UV-B, 5 dias
2 3 Folhas Tratadas com ozénio

1 1,4 Folhas imaturas Crescidas em campo

1 1,4 Desconhecida Desconhecidas

2 3 Folhas e caules Plantulas infectadas com Pseudomonas,

estresse salino e estresse hidrico
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4.2 Caracterizagao Fisico-Quimica e Funcional de uma das Subunidades de SBTX

com Base nos Dados Obtidos por Clonagem

De posse da sequéncia completa de aminoacidos e nucleotideos definidos a partir
da clonagem e sequenciamento do cDNA da subunidade de 27 kDa de SBTX, foram
avaliados in silico diversos parametros fisico-quimicos afribuidos para a proteina,
comparando-0s, sempre que possivel, com os dados experimentais ja obtidos em nosso
laboratorio.

Tomando como referéncia os dados mostrados na Figura 09, alguns aspectos devem
ser observados com relagcdo a sequéncia de aminoacidos deduzida. Primeiramente, a
sequéncia mostra os residuos de aminoacidos da extremidade NH,-terminal determinados
para a subunidade de 27 kDa da SBTX, mas em posi¢cdes mais internas da cadeia
polipeptidica (residuos destacados em vermelho). Dessa forma, os demais 26 residuos de
aminoacidos anteriores ao NHo-terminal da molécula, poderiam representar um peptideo
sinal de enderecamento da proteina. Através do uso da ferramenta SignalP 3.0
(www.expasy.ch) foi identificado um sitio de clivagem para um peptideo sinal entre os
residuos de aminoacidos 26 e 27 da cadeia polipeptidica (Figura 10).

A composicdo de aminoacidos da subunidade de 27 kDa da SBTX também mostra um
residuo de cisteina que esta provavelmente envolvido na interagdo por pontes dissulfeto
com a outra cadeia polipeptidica que constitui a proteina nativa de 44 kDa. Em adicao,
outras caracteristicas determinadas in silico para a sequéncia de aminoacidos deduzida
da subunidade de 27 kDa da SBTX também foram obtidas experimentalmente. A Tabela
06 mostra que a massa molecular, ponto isoelétrico basico e percentual de cisteina na
composicdo de aminoacidos da proteina total sdo parédmetros praticamente idénticos
entre os valores tedricos e determinados em laboratério. Outras caracteristicas
bioquimicas também sao mostradas, como numero de residuos de aminoacidos na cadeia

polipeptidica e numero de residuos acidos e basicos.

OLIVEIRA, H.D., 2009 142



Capitulo 1

Y =core

Score

BB L qu-”‘\*

MYFOF ITHITIIAITTAITTISI YIAATRTERFTFRI G FE55 N J1KFRY IYAYHFRY AFEHIYHRFLY

1 I 1 1 1 I
g 1@ =4l 3a £14 L] g 78

Marikian

Figura 10. Diagrama da sequéncia NH.-terminal da subunidade de 27 kDa da SBTX,
mostrando sitios de clivagem preditos para a proteina na obtengcao do peptideo
sinal. O sitio de clivagem mais provavel estd entre os aminoacidos 26 e 27, tal como

observado no tragado do grafico (linha vermelha de maior altura).
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Tabela 06. Parametros fisico-quimicos determinados para a subunidade de 27 kDa
da SBTX com base na sequéncia de aminoacidos deduzida. Os dados foram obtidos a
partir de analise in silico usando a ferramenta Compute pl/Mw, disponivel em
as caracteristicas experimentais

www.expasy.ch. Em paralelo,

sdo mostradas

determinadas para a toxina da soja

*Residuos de aminoacidos da proteina ndo processada.

Parametro In silico Experimental Referéncia
2192
Residuos de aminoacidos - -
193°
Espectrometria de
Siebra, 2004
Massa Molecular 21,785 kDa massas: 21,604 kDa
Ponto isoelétrico 9,3 84 Siebra, 2004
Asp + Glu 13 ND -
Arg +Lys 18 ND -
Cys 0,5 % 0,44% Siebra, 2004
"Residuos de aminoacidos da proteina processada.
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A Figura 11 mostra que na sequéncia de aminoacidos da subunidade de 27 kDa da
SBTX, também podem ser identificados sitios de fosforilagdo e glicosilagdo. Foram
preditos cerca de 06 residuos de serina, 04 de tirosina e 01 de treonina potencialmente
fosforilados. Também foi detectada uma regido na sequéncia — QSPTLEPN — contendo
um residuo de treonina como sitio para O-glicosilagdo com monossacarideos tipo mucina

(GalNAc), bem como foram preditos sitios (08) para glicosilagdo com GIcNAc.

10 20 30 40 50 60
ADPTFGFTPL GLSSSSNLQI QKPYDVAVNE RYSFSNGVHR FWVYSTDKPH MQGSNTKPRT
70 80 90 100 110 120
EIRTAGYDYT SGVWQFQGEFFE YVPSGTSGVC IQQVFGGVTS ATTSQTRVYG GSLTHY@
130 140 150 160 170 180
AV TYNRWI RENVIHDVGA NNVKIFINGE DNPREINGPGR GASTHEFKFG VYAQDGASNY
190
MESRWRDIQT FKK

Figura 11. Potenciais sitios de fosforilagio em residuos de serina (amarelo),
treonina (azul) e tirosina (verde) e determinacdo de residuos de aminoacidos
passiveis de glicosilagao, preditos na sequéncia de aminoacidos da subunidade de
27 kDa da SBTX através do uso das ferramentas NetPhos 2.0 Server e OGPet 1.0,
disponivel em www.expasy.ch. A regidao destacada em vermelho contém um residuo de
treonina possivelmente O-GalNAc-glicosilado. Os residuos destacados de cinza sao sitios
preditos para O-glicosilacdo com GIcNAc, sendo os residuos Thr99, Ser100 e Thr106
sitios com maior escore para essa glicosilagao (Ferramenta YinOYANG 1.2).
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A toxicidade atribuida a SBTX foi verificada experimentalmente com o uso de
camundongos. Essa proteina se mostrou tdxica apenas pelas vias endovenosa e
intraperitoneal, mas néo pela via oral. In silico foi verificado que a subunidade de 27 kDa
da SBTX apresenta varios sitios de clivagem para proteases tipo catepsina, como pepsina
(48 sitios), e proteinases serinicas, como tripsina (14 sitios) e quimiotripsina (30 sitios)
(Figuras 12,13 e 14).
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Figura 12. Sitios de clivagem da pepsina preditos na cadeia polipeptidica de 27 kDa
da SBTX. Quarenta e oito sitios de clivagem foram identificados na proteina, através do
uso da ferramenta PeptideCutter, disponivel e m www.expasy.ch.
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Figura 13. Sitios de clivagem da tripsina preditos na cadeia polipeptidica de 27 kDa
da SBTX. Catorze sitios de clivagem foram identificados na proteina utilizando a
ferramenta PeptideCuftter disponivel em www.expasy.ch.
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Figura 14. Sitios de clivagem da quimiotripsina preditos na cadeia polipeptidica de
27 kDa da SBTX. Trinta sitios de clivagem foram identificados na proteina utilizando a
ferramenta PeptideCutter disponivel em www.expasy.ch.
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5. DISCUSSAO

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria fornece, anualmente, dezenas de
cultivares de soja destinadas ao plantio para os produtores de Estados como Mato
Grosso do Sul, Parana, Rio Grande do Sul, Santa Cataria e S&o Paulo, sendo estes os
maiores produtores nacionais de soja. Além do fornecimento de sementes, sdo também
fornecidos alguns pardmetros a serem obtidos pela cultivar a ser utilizada, bem como
informagdes acerca de reacédo a doencas e resisténcia a pragas.

Este capitulo descreveu o isolamento e a caracterizagdo do cDNA de uma das
cadeias polipeptidicas da toxina da soja a partir da cultivar BRS-Pala. Essa cultivar
apresenta resisténcia contra a maior parte dos fungos de importancia agrondmica para
a soja, embora seja suscetivel aos nematdides — de — galha (M. incognita e M.
Javanica), bem como a podridao vermelha da raiz (F. solanif.sp. glycines). Em casa de
vegetagdo foram obtidas plantas com parametros bioldgicos semelhantes aqueles
indicados pela Embrapa em relagao a altura das plantas adultas (em torno de 60 cm),
tempo para abertura das flores (em torno de 40 dias) e massa das sementes (1,54
g/100 sementes maduras).

A toxina da soja (SBTX) é uma proteina purificada de sementes secas e esse fato
denota que a presenga de transcritos para essa proteina seria mais facilmente
detectada nos estagios finais do enchimento dos gréos. Entretanto, como nao se
conhecia o perfil de expressdo do gene dessa proteina ao longo dessa fase, foram
coletadas sementes de estagios iniciais e finais.

A etapa de clonagem do gene de SBTX foi realizada utilizando primers
degenerados produzidos a partr do N-terminal das duas cadeias polipeptidicas
presentes na proteina. Nas condi¢cdes experimentais utilizadas nao foram amplificados
fragmentos de DNA para a subunidade de 17 kDa, em nenhuma das condi¢cdes
testadas. Além disso, ndo foram obtidas bandas amplificadas utilizando os primers 27F
e 17 R, o que forneceu a evidéncia de que as duas cadeias polipeptidicas seriam
codificadas por genes distintos e que a proteina madura (44 kDa) seria montada pods-
traducionalmente. De fato, a clonagem utilizando o primer desenhado para a
subunidade de 27F, forneceu apenas uma banda de tamanho abaixo (463 pb) do

esperado (~810 pb) , mas correspondente a parte do cDNA obtido para uma proteina
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de massa molecular de 24,570 kDa, ndo obstante a mesma sequéncia N-terminal
dessa subunidade tenha sido detectada na proteina de massa molecular de 44 kDa .

Sendo, portanto uma proteina codificada por dois genes esperar-se-ia que essas
duas sequéncias fossem expressas ao mesmo tempo de modo a fornecer cadeias
polipeptidicas para a produgdo de uma proteina madura de massa 44 kDa. Duas
hipéteses experimentalmente ja testadas para outras proteinas poderiam explicar a
producédo de SBTX madura a partir de dois genes.

Primeiramente, nos ultimos anos, analises moleculares tém revelado padrbes
excepcionais de organizagdo génica em eucariotos. Isso inclui o caso de varios genes
gue sao arranjados em varias unidades multicistrénicas expressas simultaneamente
por um unico promotor. Os pré-mRNA’s seriam, entdo, processados por splicing
atternativo a RNA’s monocistrénicos, os quais, ao serem traduzidos, levariam a
proteinas nativas e montadas. No nematdide Caenorhabditis elegans cerca de 25% dos
genes parecem estar em unidades policistronicas (KRAUSS e REUTER, 2000).

Por outro lado, em soja, os varios genes que codificam subunidades da proteina de
reserva [-conglicinina, estdo dispostos e agrupados em varias regides de DNA do
genoma as quais sao expressas no mesmo periodo de tempo. Para essa proteina de
reserva presente nas sementes de soja, foram descritos dois MRNA’s homéblogos que
diferem significativamente no tamanho (um de 2,5 kb e outro de 1,7 kb) e que codificam
cadeias polipeptidicas de tamanhos também diferentes chamadas de a/a’ e B as quais
interagem para formar uma proteina trimérica cujas subunidades podem ainda sofrer
modificagdes pos-traducionais que aumentam ainda mais a heterogeneidade dos
produtos formados (THANH e SHIBASAKI, 1976 e 1978; BEACHY, JARVIS e
BARTON, 1981; GOLDBERG et al., 1981; SENGUPTA et al., 1981; SCHULER et al.,
1982; COATES et al., 1985 apud HARADA, BARKER e GOLDBERG, 1989, p. 415) .

Esses padroes de expressao génica somente poderiam ser explicados em nossas
condigdes, caso fosse obtida a sequéncia da subunidade de 17 kDa e definida a sua
posicdo no genoma em relagédo a subunidade de 27 kDa e também em relagdo aos
promotores que regulariam a sua produgdo, mas a simples existéncia de padrdes de
expressdo como esses, ja determinados experimentalmente inclusive em plantas de
soja, mostra que é possivel produzir proteinas de estrutura quaternaria regulando a

expressao de genes localizados em locais diferentes do genoma.
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Tal como ja descrito, a etapa experimental de clonagem do cDNA da subunidade de
27 kDa levou a obtengdo da sua sequéncia parcial, a qual foi utilizada como ponto de
partida para a busca das demais porcbées da mesma dentro das sequéncias de
nucleotideos ja disponiveis para essa espécie. O alinhamento da sequéncia de
nucleotideos obtida mostrou identidade de 98% com outras sequéncias ja disponiveis
nos bancos de dados da soja e expressas em condigbes diferenciadas: uma delas em
resposta a infecgdo com P. sojae, outra em endosperma em desenvolvimento e outra
de uma proteina ligante de carboxilatos, todas elas correspondendo a mesma
sequéncia. Esse dado permitiu determinar as demais regides do cDNA necessarias
para a obtencéo da cadeia polipeptidica completa de SBTX 27 kDa.

A analise da sequéncia de nucleotideos codante para SBTX 27 kDa, mostrou que
sua cadeia polipeptidica € idéntica aquela determinada para a proteina chamada de
SC24 (DHAUBHADEL et al., 2005), inclusive com a presenga de um peptideo sinal,
composto por 26 residuos de aminodacidos, clivado para a obtengcdo da proteina
madura.

O sequenciamento da extremidade N-Terminal de SBTX mostrou que, a excegao de
cinco residuos presentes no N-terminal da proteina processada, os outros 20 residuos
de aminoacidos sao 100% idénticos. A diferenga nesses residuos de aminoacidos pode
sido observada em fungao da cultivar utilizada neste trabalho. A literatura mostra que a
presenca de variantes de proteinas na soja € um evento que ocorre com diversas
outras moléculas. A glicinina (Glycine max) € uma globulina 11S presente em sementes
sintetizada a partir de um precursor unico, pré-pro-glicinina, cujo peptideo sinal é
removido no reticulo endoplasmatico, produzindo as pré-glicininas, montadas em
trimeros. Tem sido demonstrado que as glicininas obtidas de diferentes cultivares séo
proteinas altamente conservadas durante a evolugdo, mas as cadeias polipeptidicas
que constituem essa molécula apresentam variantes que podem apresentar somente
45% de identidade a despeito de fazerem parte da mesma proteina (TUMER, THANH e
NIELSEN, 1981; TUMER, RICHITER e NIELSEN, 1982; SCALON et al, 1985;
NIELSEN et al, 1989; WANG et al., 2008). Quando a comparacao é feita entre
espécies do mesmo género a mesma condigdo € mostrada. Entre glicininas de Glycine
max e G. soja foi observada uma identidade de 98% na sequéncia de nucleotideos e
97% na sequéncia de aminoacidos (WENG et al, 1995). Dessa forma, pode-se

concluir que uma das subunidades de SBTX ¢é, na verdade, uma proteina ligante de
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carboxilatos. Dados experimentais obtidos por Siebra (2004) e Morais (2007), mostram
que SBTX em pH 7,5 é capaz de se prender em matriz trocadora de cations de CM-
Sepharose, evidenciando a sua capacidade em interagir com grupamentos tipo acido
carboxilico.

O alinhamento do cDNA de SBTX 27kDa usando dados preliminares fornecidos
pelo projeto Genoma da Soja, mostrou que existem pelo menos duas sequéncias no
genoma dessa espécie com identidades de 87-88% e 98-100% presentes nos
cromossomos 4 e 6 codantes para essa proteina, embora nos cromossomos 5 ,8 e 12
também tenham sido observados regides de elevada identidade, mas interrompidas por
varios cddons de parada. Sabe-se que a soja € um organismo que apresenta
duplicagdes no seu genoma em fungdo de eventos ocorridos ao longo da evolugéo.
Dessa forma a presenca de varias copias de algumas proteinas ndo € um evento
inesperado, j@a que 40-60% de seu genoma apresenta sequéncias repetidas
(GOLDBERG, 1978; GURLEY etal.,1979; SINGH e HYMOWITZ, 1988).

Usando estratégias simples baseadas em busca de similaridades usando
sequéncias de EST’s, diversos autores tém conseguido identificar varios genes com
expressao diferencial entre 6rgaos, bem como em diferentes intervalos de tempo e
ambientes, além de conseguirem informagdes acerca de seu mecanismo de regulagao
metabdlica. Dentro desse contexto, o uso de EST’s torna-se uma ferramenta
extremamente valiosa, pois quando a busca por sequéncias € feita de forma
randémica, o niumero de EST’s encontradas acaba se tornando proporcional a
expressao do gene em um dado tecido ou 6rgado (ADAMS et al., 1991; ADAMS et al.,
1995; EWING et al., 1999; SHOEMAKER etal., 2002).

Utilizando a sequéncia de aminoacidos deduzida para SBTX 27 kDa e a
ferramenta TBLASTN, foram detectadas 69 EST'’s, todas elas representando parte da
sequéncia presente no cromossomo 06. Isso mostra que, pelo menos nas condi¢cbes de
obtencdo das varias EST’s, o gene presente no cromossomo 04 ndao é expresso.
Através da analise da condigdo experimental, bem como do local onde essas EST’s
para SBTX 27 kDa foram detectadas, pode-se verificar que os maiores indices de
expressao dessa proteina sdo observados nas sementes, mas essa proteina também
se mostra expressa em folhas, caules, raizes, plantulas inteiras, cotilédones em
degeneragao e hipocétilos. Além disso, algumas EST’s foram detectadas em plantas
infectadas com fungos como P. sojae, F. virguliforme e bactérias do género
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Pseudomonas, todos esses patdgenos de importancia econbémica para a soja. In vitro,
Vasconcelos e colaboradores (2008) e Morais (2007) mostraram que SBTX purificada
foi capaz de inibir o crescimento micelial de Cercospora sojina e das leveduras C.
albicans e Kluyveromyces marxiannus. Em conjunto, esses dados mostram que a
SBTX é uma proteina que participa da defesa contra patogenos, sendo expressa em
todas as partes do vegetal, embora as sementes apresentem o maior nivel (50/69
EST’s encontradas) de expressdo para essa proteina. A deteccdo de SBTX em
diferentes partes do vegetal também foi obtida experimentalmente por Siebra (2004).
Utilizando plantulas germinadas no escuro e anticorpos policlonais produzidos contra
SBTX, foi demonstrado que essa proteina pode ser detectada em raizes, caules, folhas
e cotilédones de soja.

No Capitulo | foi mostrado que, em detrimento do grande volume de informagdes
fornecidas pelo genoma, informagdes acerca da estrutura, localizagdo e atividades
biolégicas apresentadas por proteinas sao ferramentas de grande importancia para o
estudo e fungcdo dos genes. Dhaubhadel e colaboradores (2005) mostraram a
descricdo estrutural de uma proteina ligante de carboxilatos e sugeriram sua possivel
participacdo na defesa com base na elevagcdo do numero de transcritos em tecidos
infectados com P. sojae e submetidos a injuria mecanica. Os trabalhos realizados por
Siebra (2004), Morais (2007), Vasconcelos et al.(2008) juntamente com os dados
apresentados neste capitulo sdo ainda mais relevantes, por fornecerem uma evidéncia
mais detalhada da participacdao de SBTX na defesa contra fungos, bem como de sua
caracterizagdo bioquimica e distribuicao tecidual.

Em adigao a todos os dados experimentais ja mostrados, a analise da sequéncia de
aminoacidos deduzida para SBTX 27 kDa, mostrou que a proteina madura apresenta
uma massa molecular de 21,7 kDa, sendo esse valor muito semelhante ao obtido (21,6
kDa) por espectrometria de massas para a subunidade de 27 kDa de SBTX também
por SIEBRA (2004). A mélecula de SBTX madura € uma proteina de massa molecular
de 44 kDa sendo constituida por duas subunidades unidas por pontes dissulfeto. Na
verdade, apenas uma ponte de sulfeto é responsavel pela unidao covalente das cadeias
polipeptidicas visto que apenas um residuo de cisteina foi detectado em SBTX 27 kDa.
Além disso, essa ponte parece estar inserida em regides mais profundas da estrutura
nativa da proteina visto que s6 foram rompidas quando a proteina foi incubada em

presenca de p-mercaptoetanol 5% durante 15 minutos. Outra evidéncia que reforga a
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presenca de uma ponte dissulfeto intramolecular no interior da estrutura tridimensional
advém do fato de que, DTT 5 mM é um agente redutor adicionado em todas as etapas
do protocolo de purificagdo de SBTX, mas a proteina de 44 kDa, e nado suas
subunidades separadas, € obtida ao final do processo de purificagao.

A toxina da soja é purificada a partir de sementes inteiras de soja e, até entado, nao
havia nenhuma evidéncia de sua localizagao em tecidos da casca das sementes de
soja. No Capitulo 2 foi mostrado que o extrato total da casca de BRS-Pala nao foi letal
para camundongos apdés a sua obtencdo, mas se tornou letal quando as proteinas
desse extrato foram concentradas de modo a obtermos um valor de dosagem préximo
a DLsp do extrato total. Anticorpos produzidos contra SC24 foram capazes de
reconhecer uma proteina presente na casca de soja de massa molecular 43 kDa.
Embora esse reconhecimento tenha sido atribuido a peroxidase da casca de soja, néo
pode ser descartado o fato de que SBTX também tenha sido reconhecida por esse
anticorpo ja que agora € sabido que a SC24 é uma das subunidades de SBTX.

Com relagdo ao ponto isoelétrico apresentado para SBTX, foi determinado
experimentalmente que a proteina madura apresenta pl de 8,4, ao passo que o ponto
isoelétrico tedrico calculado para essa molécula foi de 9,3, mostrando que SBTX é uma
proteina basica. Esse dado corrobora com fato de que, em pH 7,5 SBTX nao é capaz
de se prender em matriz de DEAE-Celulose, mas € adsorvida em matriz de CM-
Sepharose mostrando que nesse pH a proteina deve estar positivamente carregada, o
que so é possivel nessas condi¢gdes para proteinas basicas. Agrawal e colaboradores
(2008) demonstraram que as proteinas basicas de sementes de soja correspondem a
25-35% das proteinas detectadas, mostrando que proteinas acidas sdo mais expressas
em condicbes normais. Quando esse dado é colocado em funcdo das toxinas
presentes em sementes de soja, observa-se que SYTX-2, uma proteina de pl acido
(Capitulo Il) apresenta um rendimento pouco mais de duas vezes maior do que aquele
ja definido para SBTX (30 mg/100 gF), corroborando com a analise protedmica
anteriormente mostrada.

Utilizando as ferramentas NetPhos 2.0 Server e OGPet 1.0 foram identificados 11
sitios potenciais de fosforilacdo na sequéncia de aminoacidos deduzida para SBTX 27
kDa, além de uma sequéncia contendo sitios para O-glicosilagdo com
oligossacarideos tipo mucina (GalNAc), bem como sitios para glicosilagao com N-

acetil-glicosamina. A predicdo de modificagbes pds-traducionais nessa proteina indica
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que, in vivo a adigdo de fosfatos e glicanos podem ser os responsaveis pelas
diferengas de pl tedrico e experimental mostrados anteriormente. Dados experimentais
(Siebra, 2004) também mostraram que SBTX é uma glicoproteina contendo 5% de
carboidratos em sua composicao, tal como mostrado inclusive para outras proteinas
toxicas como a lectina de [pomoea assariforia (SANTOS, 2001), confirmando as
informagdes obtidas pela analise in silico dessa molécula.

A toxicidade atribuida a toxina da soja foi verificada experimentalmente, mas ocorre
somente quando fragbes contendo essa proteina sado injetadas pela via intraperitoneal
e/ou endovenosa de camundongos, ndo se mostrando, portanto, toéxica pela via oral. A
auséncia de toxicidade pela via oral sugere que, em mamiferos, seria digerida e,
portanto, inativada proteoliticamente. A partir da sequéncia de aminoacidos deduzida
para SBTX 27 kDa foi possivel identificar sitios de reconhecimento para a protease
aspartica pepsina e para as proteases serinicas tripsina e quimiotripsina.

Embora a toxicidade nao tenha sido verificada pela via oral em mamiferos, SBTX foi
capaz de exercer efeitos deletérios contra os insetos Dysdercus peruvianus e C.
maculatus. Para D. peruvianus houve diminuicdo no peso medio apresentado, ao
passo que para C. maculatus o tempo médio de desenvolvimento e o percentual de
emergéncia foram os parametros mais alterados. Para outra neurotoxina, proveniente
das sementes de C. ensiformis — CNTX, o efeito inseticida observado contra D.
peruvianus e C. maculatus foi ocasionado devido a formagdo de um peptideo
entomotéxico de 10 kDa — Jaburetox-2Ec (MULINARI, 2007) apdés a digestdo dessa
proteina com proteases tipo catepsinas (asparticas e cisteinicas), presentes no trato
digestorio desses insetos. O alinhamento da sequéncia completa de SBTX 27 kDa com
a sequéncia do peptideo entomotdxico Jaburetox-2Ec ndo forneceu alinhamento
significativo de residuos de aminoacidos, mostrando que, embora possa ser digerida
por proteases asparticas, o mecanismo de acdo inseticida de SBTX ndo envolve a
formacao de peptideos entomotdxicos CNTX-like a partir da subunidade de 27 kDa.
Nao obstante, esses dados ndo foram analisados para a subunidade de 17 kDa e é

possivel que outros mecanismos estejam envolvidos nesse efeito contra insetos-praga.
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6. CONCLUSOES DO CAPITULO

» A toxina da soja € uma glicoproteina que apresenta estrutura quaternaria formada
por duas cadeias de massas moleculares distintas unidas por uma ponte dissulfeto.
Experimentalmente, foram obtidas evidéncias que sugerem que essas cadeias sao

codificadas por genes diferentes.

* A clonagem do cDNA da cadeia de 27 kDa mostrou que essa proteina € uma
proteina basica idéntica a uma proteina ligante de carboxilatos isolada da casca da
soja, mas nao detectada até entdo nos cotilédones. Os dados obtidos com a
analise in silico de SBTX foram corroborados com os dados experimentais ja

obtidos para essa proteina.

» A subunidade de 27 kDa da SBTX é codificada por genes presentes nos
cromossomos 04 e 06 da soja, fato possivelmente relacionado as duplicagdes do

genoma dessa espécie.

* A busca por EST's de SBTX mostrou que essa proteina esta expressa
principalmente nos cotilédones de sementes de soja, mas transcritos para essa
proteina foram identificados em toda a parte da planta, particularmente em
resposta a infeccdo com fungos fitopatogénicos e estresses abidticos. Esse dado
sugere que SBTX é uma proteina que participa da defesa da planta contra fungos,

tal como determinado para suas atividades in vitro contra C. sojina e C. albicans.

* A andlise in silico mostrou que a sequéncia de aminoacidos deduzida para SBTX
apresenta sitios potenciais de glicosilagao. Experimentalmente foi determinado que

SBTX apresenta cerca de 5% de carboidratos em sua estrutura.

* A auséncia de toxicidade oral em camundongos atribuida a SBTX se deve ao fato
de que essa proteina é digerida no trato digestério desses animais. In silico foram

detectados varios sitios de hidrolise para pepsina, tripsina e quimiotripsina.

OLIVEIRA, H.D., 2009 157



Capitulos I, Il e lll

CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Embora seja uma espécie de grande importancia econdmica, muitos dos aspectos
biolégicos da soja comegaram a ser entendidos somente nos ultimos dez anos. O
surgimento de novos métodos de solubilizagdo de proteinas, a construgdo de bibliotecas
de sequéncias expressas e a exploracao dos mecanismos de defesa vegetal foram
ferramentas que impulsionaram todo o conhecimento que se tem hoje a respeito da soja.
Todas essas técnicas surgiram, invariavelmente, da necessidade de se conhecer melhor
0s mecanismos envolvidos na defesa vegetal ou de vias metabdlicas destinadas ao um
melhor aproveitamento do potencial bioldgico apresentado por esta espécie.

Através dos frabalhos desenvolvidos nesta tese foram descritas duas proteinas
isoladas inicialmente a partir de sementes de soja, cuja atividade téxica contra
camundongos foi usada para chama-las de toxinas.

SYTX-2 foi mostrada ndo apenas como uma proteina tdéxica, mas sim como uma
proteina participante da defesa vegetal, presente em varias partes da planta e dotada de
uma potente atividade nematicida. Para essa proteina também foram descritos detalhes
fisico-quimicos que permitem justificar muitas das atividades apresentadas por essa
molécula. Além de inéditos e de extrema relevancia, todos esses dados dardo subsidios
para estudos posteriores que objetivem alterar os niveis de expressdo dessa toxina para
uma finalidade especifica, além de impulsionar estudos acerca de sua microestrutura
protéica e isolamento génico.

A toxina da soja — SBTX — foi mostrada através de uma caracterizagéo estrutural ainda
mais completa e as informagbes obtidas permitiram definir que essa proteina é parte
importante da defesa da soja contra fungos fitopatogénicos, contribuindo para a
realizacdo de projetos futuros, visando o desenvolvimento de plantas transgénicas com
uma maior resisténcia a fungos. O cultivo de plantas geneticamente modificadas, mais
resistentes a fungos, devera resultar em uma redugdo na quantidade de defensivos
agricolas, com beneficios sociais, econébmicos e ambientais, tendo em vista maior
produgdo agricola e, consequentemente, maior oferta de alimento e diminuicdo do
impacto ambiental dos residuos dessas substancias.

Dessa forma, toda a pesquisa basica apresentada nesta tese, teve o papel de fornecer
subsidios para a aplicagdo de conhecimentos importantes para o desenvolvimento de

uma agricultura mais sustentavel.
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