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RESUMO

Lectinas sdo proteinas amplamente distribuidas nas plantas e particularmente abundantes em
cotilédones de algumas espécies. Nas leguminosas, essas proteinas possuem uma regido
hidrofébica altamente conservada, que pode intensificar suas interacdes com moléculas
hidrofébicas, como hormoénios vegetais. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
funcdo fisiolégica da ConM, uma lectina isolada das sementes de Canavalia maritima, em
interacdo com a auxina 4cido indol-3-acético (AIA), utilizando segmentos foliares de Nicotiana
tabacum cultivados in vitro. Os segmentos foliares foram infiltrados a vdcuo com uma solucao
contendo 20 uM de AIA e diferentes concentracdes da ConM (5 uM, 20 uM e 40 uM), sendo
em seguida cultivados em meio MS sem regulador de crescimento, por 28 dias a 26 °C, com
fotoperiodo de 12 horas. Foram analisados o acimulo de biomassa, pigmentos fotossintéticos,
atividade enzimadtica antioxidante e peroxidacao lipidica. A expressao dos genes regulados pela
auxina (ARFI1, TAA14, IAA17 e SAURS9) foi quantificada por qRT-PCR. Os dados foram
analisados estatisticamente, utilizando-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade, por meio do
software Prism®. Verificou-se que a concentracdo de 40 uM da ConM reduziu o conteudo de
clorofila a em 33,52% e aumentou o contetdo de clorofila b em 24,29%, em relagdo ao controle.
Concentragdes da ConM inferiores a 40 uM promoveram a inducao de calos, enquanto 40 uM
da ConM resultou em uma reducao significativa na formacgao dos calos e da biomassa fresca e
seca. Além disso, as concentragdes de 20 uM e 40 uM da ConM aumentaram a peroxidacao
lipidica nos segmentos foliares em 25% e 50%, respectivamente. Nos calos formados sob
tratamento com 5 uM da ConM, observou-se um aumento de 39,59% das proteinas soluiveis,
enquanto com 40 uM houve uma redugdo de 25,53%. Nos segmentos foliares tratados com 20
uM da ConM, verificou-se um aumento significativo na atividade das enzimas APX (16,77%),
CAT (82,76%) e POX (56,34%). Diferentes concentracoes da ConM alteraram de forma
significativa os padrdes de expressao dos genes estudados. No tempo Oh, as concentragdes de
5 uM e 20 uM da ConM elevaram a expressdo dos genes ARF1 e IAA14, enquanto a
concentracdo de 40 uM reprimiu a expressdo de ARFI1. Nas primeiras 48 horas, houve um
aumento na expressao de IAA14, porém, na concentracdo de 40 uM da ConM observou-se uma
reducdo significativa na expressao desse gene, indicando uma modulacdo negativa. A interagao
da ConM com o AIA reduziu a biodisponibilidade da auxina, desencadeando uma resposta
molecular através da expressdo de genes regulados pela auxina, o que levou a alteragdes

morfoldgicas, bioquimicas e fisiologicas significativas.

Palavras-chave: auxina; fatores de transcri¢cdo; interacdo fisioldgica.



ABSTRACT

Lectins are proteins widely distributed in plants and are particularly abundant in the cotyledons
of some species. In legumes, these proteins have a highly conserved hydrophobic region, which
can enhance their interactions with hydrophobic molecules, such as plant hormones. The
present study aimed to evaluate the physiological function of ConM, a lectin isolated from the
seeds of Canavalia maritima, in interaction with the auxin indole-3-acetic acid (IAA), using
leaf segments of Nicotiana tabacum cultured in vitro. The leaf segments were vacuum-
infiltrated with a solution containing 20 uM of TAA and different concentrations of ConM (5
uM, 20 uM, and 40 uM), and then cultured in MS medium without growth regulators for 28
days at 26°C, with a 12-hour photoperiod. Biomass accumulation, photosynthetic pigments,
antioxidant enzyme activity, and lipid peroxidation were analyzed. The expression of auxin-
regulated genes (ARF1, IAA14, IAA17, and SAURS9) was quantified by qRT-PCR. Data were
statistically analyzed using Tukey's test at 5% probability, via Prism® software. It was found
that the concentration of 40 uM of ConM reduced chlorophyll a content by 33.52% and
increased chlorophyll b content by 24.29% compared to the control. Concentrations of ConM
below 40 uM promoted callus induction, while 40 uM of ConM significantly reduced callus
formation and fresh and dry biomass. Furthermore, ConM concentrations of 20 uM and 40 uM
increased lipid peroxidation in leaf segments by 25% and 50%, respectively. In calli formed
under 5 uM of ConM treatment, a 39.59% increase in soluble proteins was observed, while 40
uM resulted in a 25.53% reduction. In leaf segments treated with 20 uM of ConM, significant
increases in the activity of APX (16.77%), CAT (82.76%), and POX (56.34%) enzymes were
observed. Different concentrations of ConM significantly altered the expression patterns of the
studied genes. At Oh, ConM concentrations of 5 uM and 20 uM increased the expression of
ARF1 and IAA14, while the 40 uM concentration repressed ARF1 expression. In the first 48
hours, IAA14 expression increased; however, at the 40 uM concentration, a significant
reduction in this gene’s expression was observed, indicating negative modulation. The
interaction of ConM with TAA reduced auxin bioavailability, triggering a molecular response
through the expression of auxin-regulated genes, leading to significant morphological,

biochemical, and physiological changes.

Keywords: auxin; transcription factors; physiological interaction.
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1 INTRODUCAO

As lectinas sdo proteinas amplamente distribuidas na natureza, encontradas em
plantas, fungos, virus, bactérias e animais. Elas sdo proteinas ou glicoproteinas que se ligam de
forma especifica a carboidratos ou glicoconjugados, sem a necessidade de catalisar reacdes
quimicas. As lectinas sdo relevantes na biotecnologia devido as suas inimeras aplicagdes em
areas como bioquimica, biologia celular e molecular, imunologia, farmacologia, medicina e
analises clinicas, além de terem potenciais usos futuros (CAVADA et al., 2019; COELHO et
al., 2017; HASHIM; JAYAPALAN; LEE, 2017; TSANEVA; VAN DAMME, 2020; VAN
DAMME, 2022).

A presenca de lectinas em plantas ¢ observada desde organismos ndo vasculares,
como bridfitas, até organismos mais complexos, como gimnospermas e angiospermas. A
principal funcdo das lectinas nas plantas ¢ a defesa contra patogenos. Com a descoberta de
varias centenas de lectinas e novas estruturas tridimensionais disponiveis, tornou-se evidente
que ha multiplos mecanismos moleculares pelos quais duas lectinas distintas reconhecem o
mesmo agucar ou duas lectinas da mesma planta ligam-se a diferentes agucares (ABHINAYV;
VIJAYAN, 2014; CHRISPEELS; RAIKHEL, 1991; NAITHANI et al., 2021; VAN HOLLE;
VAN DAMME, 2019).

Em relagdo as plantas, a familia das leguminosas apresenta lectinas com alta
homologia e similaridade. No entanto, pequenas alteracdes nas sequéncias de aminoacidos
podem levar a diferentes modos de associagdes quaterndrias. As lectinas de leguminosas contém
uma regido estrutural hidrofobica altamente conservada, permitindo interagdes com outras
moléculas e desempenhando um papel bioldgico importante na interagdo com moléculas
hidrofébicas. A fungdo ou fungdes biologicas das lectinas em plantas ainda ndo foram
definitivamente respondidas, mesmo que frequentemente questionadas (BRINDA et al., 2004;
DELATORRE et al., 2007; MORENO et al., 2006; RUDIGER; GABIUS, 2001).

Desde a descoberta das lectinas, os cientistas t€ém se interessado por seus potenciais
papéis. Com o avanco da pesquisa, descobriu-se que muitas lectinas vegetais ndo sé
desempenham um papel na propria planta, como armazenamento de nitrogénio ou como fatores
de reconhecimento especificos, mas também podem interagir com glicoconjugados de outros
organismos, interferindo em seu funcionamento normal. No entanto, ainda ha muito a ser
compreendido sobre o papel fisioldgico das lectinas em relagdo as plantas, apesar do amplo
conhecimento sobre sua expressdo génica, sintese e estrutura. A énfase tem sido dada aos

eventos que ocorrem fora da célula vegetal, especialmente com as lectinas de leguminosas, que
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se ligam de forma mais eficaz a oligossacarideos que ndo estdo presentes nas plantas
(SCHUTTER et al., 2017, PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

No campo das pesquisas estruturais de lectinas, Delatorre e colaboradores (2013)
sugeriram que a lectina da Canavalia maritima (ConM) regula a disponibilidade do &acido
indole-3-acético (AIA) durante os primeiros estdgios do desenvolvimento das plantulas,
revelando um possivel novo papel fisioldgico para essas proteinas. Observou-se que o AIA se
localiza no sitio de ligacdo da ConM, cercado pelos residuos Serl08 e Asnl31, e que essa
interagdo pode tornar o fitohormonio indisponivel para a célula, protegendo as raizes de sua
atividade inibitéria. Este novo papel das lectinas de leguminosas pode representar um
mecanismo adicional pelo qual os niveis de AIA sdo reduzidos nas fases posteriores da
germinagdo das sementes. Além disso, os niveis elevados de AIA, induzidos por patdogenos
produtores de 4cido indol acético bacteriano (BIPS), podem estar associados ao
desenvolvimento de doengas em varias espécies de plantas, sugerindo que a interagdo das
lectinas com AIA também poderia atuar como um mecanismo de defesa contra esses patdgenos
(DELATORRE et al., 2013).

A auxina atua de maneira multifuncional em diversas concentragdes, resultando em
diferentes efeitos no desenvolvimento das plantas. Em concentragdes mais baixas, a auxina
estimula o alongamento celular, promovendo o crescimento de certos tecidos vegetais. Em
contrapartida, concentragdes mais elevadas de auxina podem inibir o alongamento celular e
favorecer a divisdo celular, contribuindo para a formacao de novos tecidos e (BHALERAO;
BENNETT, 2003). A regulag¢do do desenvolvimento pela auxina ¢ especifica para cada tecido,
uma vez que diferentes tecidos vegetais apresentam sensibilidades distintas ao hormonio,
permitindo crescimento diferencial e respostas de desenvolvimento que sdo cruciais para a
arquitetura e adaptabilidade da planta.

Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a interacdo da ConM,
isolada das sementes de C. maritima, com a auxina acido indol-3-acético (AIA) e seu impacto
na biodisponibilidade do fitohormonio em segmentos foliares de N. tabacum cultivados in vitro.
O estudo busca investigar como a lectina de leguminosa interage com moléculas
biologicamente relevantes para a fisiologia das plantas. A analise da interagdo entre a ConM e
a auxina AIA podera revelar fun¢des adicionais das lectinas vegetais, além de sua capacidade
de se ligar a acucares na superficie celular. Esse enfoque podera descobrir novos mecanismos
pelos quais as lectinas influenciam processos de desenvolvimento e defesa nas plantas,

ampliando a compreensdo sobre o papel multifuncional dessas proteinas na fisiologia vegetal.



16

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Lectinas

As lectinas sd3o um conjunto heterogéneo de proteinas que tém a capacidade de se
ligar a carboidratos. Os carboidratos sao reconhecidos por trés grupos gerais de proteinas, a
saber: enzimas ativas de carboidratos (CAZy), proteinas de ligacdo a glicanos (GBPs) e
anticorpos (Abs) (Figura 1). As enzimas CAZy incluem glicosiltransferases e glicosidases, que
desempenham um papel na sintese, modificacdo ou quebra de ligagdes glicosidicas. As GBPs
estdo envolvidas no reconhecimento de carboidratos e podem ser divididas em duas familias,
as lectinas e as GAG-proteinas de ligacao a sulfato (NAITHANI ef al., 2021). Ao contrério das
enzimas, as lectinas sdo proteinas que possuem pelo menos um dominio nao catalitico capaz de
se ligar reversivelmente a carboidratos. Essa distin¢do ¢ importante para determinar o papel

primordial das lectinas na identifica¢ao de codigos de agucares (DEDOLA et al., 2020).

Figura 1. Grupo de proteinas de ligacdo a carboidratos.

Proteinas de ligacdo a carboidratos

Enzimas ativadas por
carboidratos (CAZy)

Proteinas de ligag¢ao
a glicanos (GBPs)

I

Anticorpos (Abs)

Proteinas de ligacdo
glicosaminoglicanos sulfatados
(GAG)

Lectinas

Nota: Carbohydrate-Active Enzymes (CAZy), Glycan-Binding Proteins (GBPs), Antibodies (Abs), Sulfated
glycosaminoglycan (GAG)-binding proteins (NAITHANI et al., 2021.)
Fonte: Autor, 2023.

As lectinas tém sido objeto de investigacdo ao longo de varias décadas, sendo que
a sua definicao tem sido refinada com o passar do tempo (BARONDES, 1988; DAMME et al.,
1998; GOLDSTEIN et al., 1980; PEUMANS, W.J.; VAN DAMME, 1995; VAN HOLLE; VAN
DAMME, 2019). Atualmente, as lectinas sao caracterizadas como um grupo de proteinas que
possuem pelo menos um dominio de ligacdo a carboidratos (CBD), mas ndo apresentam

atividade enzimatica em relacdo aos aclcares reconhecidos, nem pertencem a familia das
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imunoglobulinas (TSANEVA; VAN DAMME, 2020; VAN DAMME, 2022). Durante a
evolucdo, as lectinas emergiram como proteinas especializadas em reconhecer seletivamente
carboidratos e apresentam uma diversidade consideravel de dominios de ligacao a carboidratos,
cada um contendo um ou mais sitios de ligacao que reconhecem agucares simples ou complexos
de forma especifica (BARRE et al., 2019).

A especificidade por carboidratos das lectinas e suas estruturas quaternarias exibem
alta variabilidade, afetando a natureza dos alvos proteicos. A presenga de sitios de ligacao para
carboidratos especificos, caracteristica central das lectinas, ¢ inegavelmente um aspecto crucial
para determinar a atividade dessas proteinas e suas potenciais aplicagdes, com base em suas
propriedades. As lectinas sdo proteinas soliiveis ou de membrana, encontradas em ambientes
intra e extracelulares. As interagdes entre proteinas e carboidratos constituem uma via de
sinalizagdo altamente eficiente nos organismos vivos. Os carboidratos, os possiveis ligantes das
lectinas, pertencem a um vasto conjunto de moléculas com estruturas altamente diversas e
complexas, presentes na superficie ou no interior das células. Na matriz extracelular, eles
formam grandes redes complexas de polissacarideos e proteoglicanos (BELLANDE et al.,
2017).

As lectinas sdo proteinas que possuem uma ampla distribuicdo na natureza e sao
encontradas em todos os reinos e filos dos seres vivos. Embora a maioria das lectinas tenham
sido caracterizadas em plantas, sua presenca também tem sido descrita em animais, insetos,
virus, fungos e bactérias (HIVRALE; INGALE, 2013; PEUMANS; VAN DAMME, 1995; VAN
DAMME, 2014). A medida que varias centenas de lectinas estdo sendo descobertas e novas
estruturas tridimensionais se tornam disponiveis, logo ficou claro que havia multiplos
mecanismos moleculares pelos quais duas lectinas distintas reconhecem o mesmo agucar;
alternativamente, duas lectinas da mesma planta demonstraram ligar-se a diferentes acucares
(ABHINAV; VIJAYAN, 2014). Assim, surgiu um novo desafio para sua classificacdo racional.
Desde modo, surge outro método de classificagdo de lectinas considera a natureza e a
organizacao dos CRDs que as lectinas das plantas possuem (TSANEVA; VAN DAMME, 2020).

Assim, com base na sua natureza e organiza¢ao de dominios, as lectinas de plantas
foram agrupadas em duas categorias (Figura 2) distintas de lectinas, sendo elas (a) lectinas
compostas exclusivamente por dominios de ligagdo a carboidratos, incluindo merolectinas,
hololectinas e superlectinas, ¢ (b) quimerolectinas constituidas por um dominio de ligacao a
carboidratos conjugado a outro(s) dominio(s) destituido(s) de quaisquer propriedades de
ligacdo a carboidratos (DAMME et al, 1998; PEUMANS; VAN DAMME, 1995; VAN
DAMME et al., 2007).
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Figura 2. Representacdo esquematica das classes de lectinas de plantas.
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Nota: Representagdo das lectinas para cada uma das classes: merolectina (Heveina PDB: 4MPI), hololectina
(ConA PDB: 2CY6), quimerolectina (Ricina PDB: 2AAl) e superlectina (BC2L-C PDB: 2WQ4) (VAN DAMME
et al., 1998).

Fonte: Autor, 2024.

2.1.1 Lectinas vegetais

Nas plantas, a presenca de lectinas tem sido observada desde organismos nao
vasculares, como briofitas, até organismos mais complexos, como gimnospermas e
angiospermas (NAITHANI et al., 2021; VAN HOLLE; VAN DAMME, 2019). A fun¢ao das
lectinas nas plantas ¢ principalmente relacionada a defesa contra patdogenos (CHRISPEELS;
RAIKHEL, 1991). Estas proteinas secretoras sdo direcionadas para o vacuolo, onde se
acumulam em grandes quantidades nas sementes, ou para a parede celular e a membrana
plasmatica. Apesar de a estrutura das diferentes familias de lectinas em plantas ser
extensivamente descrita, a sua funcao ainda ¢ objeto de estudo e pesquisa (LORIS, 2002; VAN
DAMME; LANNOO; PEUMANS, 2008).

As lectinas sdo amplamente distribuidas em todos os d6rgdos vegetais, embora

alguns tecidos de armazenamento, como sementes, cascas, bulbos e rizomas, apresentem uma
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quantidade muito elevada de lectinas em comparacdo com raizes, brotos, folhas e flores, que
contém quantidades menores (DAMME et al., 1998). Os niveis de expressao das lectinas varia
consideravelmente, sendo que as altamente abundantes sdo geralmente sintetizadas e secretadas
em grande quantidade, representando de 0,1% a 10% da proteina total em sementes ou tecidos
vegetativos. Por outro lado, as lectinas citoplasmaticas sdo expressas em niveis baixos,
especialmente em condig¢des normais de crescimento. No entanto, essas lectinas vegetais podem
ser detectadas em resposta ao estresse, o que sugere que elas sdo "induziveis" (Figura 3)

(CONINCK; VAN DAMME, 2022; LANNOO; VAN DAMME, 2010; VAN DAMME, 2014).

Figura 3. Representacdo esquematica da distribuicdo subcelular das lectinas constitutivas e

lectinas induzidas por estresse em células vegetais.

Nota: A figura apresenta a distribui¢@o subcelular das lectinas constitutivas (representadas em vermelho) nos
vacuiolos e apoplastos, enquanto as lectinas induziveis (em amarelo) sdo encontradas no citosol e nucleo das células
vegetais. A figura também ilustra as principais organelas celulares, incluindo o nucleo e reticulo endoplasmatico
(em roxo), vactiolos (em azul), cloroplastos (em verde) e mitocondrias (em marrom). A parede celular ¢ destacada
como uma estrutura retangular verde ao redor da célula, enquanto a representacdo parcial de outra célula

exemplifica o espaco apoplastico entre as células. Em C fotos da Microscopia eletronica de transmissdo do



20

endosperma de Canavalia brasiliensis por MIGUEL et al., 2015 evidenciando a localizacdo subcelular da ConBr
no vacuolo. Escala: 0,5 — 0,8 um.

Fonte: Adaptado TSANEVA; VAN DAMME, 2020.

Com base na analise da sequéncia e estrutura tridimensional do motivo da lectina,
¢ possivel classificar as lectinas vegetais em 12 familias distintas (VAN DAMME; LANNOO;
PEUMANS, 2008) (Tabela 1), as quais recebem o nome da proteina mais bem estudada para
cada grupo de lectina. Atualmente, a estrutura tridimensional foi determinada para apenas 10
motivos de lectina, incluindo a aglutinina Agaricus bisporus (ABA), o dominio Amaranthin, a
aglutinina relacionada com a quitinase (CRA), o dominio Cyanovirin, a aglutinina Galanthus
nivalis (GNA), o dominio Hevein, o dominio relacionado com a Jacalina, o dominio da lectina
de leguminosas, o dominio Lys M e o dominio Ricina-B (BONNARDEL et al., 2020;
TSANEVA; VAN DAMME, 2020).

Tabela 1. Panorama geral das familias de lectinas presentes em plantas. (Continua ...)

Lisantes sacarideos Localizacao Estrutura
8 celular tridimensional
Lectina GlcNAc/GalNAc, Nucleo, p-sanduiche
Agaricus galactose, antigeno T citoplasma
bisporus
(ABA)
Amarantina GalNAc, antigeno T Nicleo, B-trevo
citoplasma
Aglutinina N-glicanos de alta manose Vacuolo, TIM barril
relacionada a ligado a
quitinase (CRA) membrana
Cianovirina Manose, N-glicanos de Nucleo Folha 3 de fita tripla e
alta manose grampo P
Lectina de Galactosideos, N- NlelCO, ND
Euonymus glicanoscom alto teor de  Citoplasma
europaeus
(EUL) manose
Lectina de Manose, oligossacarideos  Vacuolo, B-prisma
Galanthus de manose, N-glicanos de  nucleo,
nivalis (GNA) alta manose citoplasma
ou
ligado a
membrana
Heveina Quitina, (GlcNAc)n, 4cido Vactolo Motivo estrutural

comum de 30-43



Jacalina

Lectina de
leguminosa

LysM

Lectina de
Nicotiana
tabacum
(Nictaba)

Ricina-B

sialico

Manose/N-glicano de alta
manose ou galactose/N-
glicano complexo

Manose/glicose,
Galactose/GalNAc,
(GIcNAcC)n, fucose, acido
sidlico, high manose e N-
glicanos complexos

Quitina, (GlcNAc)n,
peptidoglicano

(GIcNACc)n, alta manose e
N-glicanos complexos

Galactose/GalNAc,
Galactose
sialilada/GalNAc

Nicleo,
citoplasmae
vacuolo

Vactolo,
nticleo,
citoplasma ou
ligado a
membrana

Vactuolo,
nucleo,
citoplasma ou
membrana
ligada

Nicleo,
citoplasma

Vactolo,
nucleo,
citoplasma

residuos, rico em
glicinae cisteina em
posicdes altamente
conservadas,
organizado em torno
de um nucleo de
quatro dissulfeto

B-prisma

B-sanduiche

estrutura p-0-0-p

ND

B-trevo

21

Nota: ND - nao definido.

Fonte: TSANEVA; VAN DAMME (2020).

2.1.2 Aplicagaes biologicas das lectinas vegetais

As lectinas sdo proteinas que apresentam uma diversificada gama de aplicagdes em

diversas areas, incluindo agricultura e medicina, além de serem utilizadas como ferramentas na

glicociéncia (Figura 4) (TSANEVA; VAN DAMME, 2020). Suas multiplas funcdes fisioldgicas

sdo determinadas pela distribuicdo tissular e pela presenga de sitios de ligagdo a carboidratos

especificos, conferindo-lhes um alto grau de seletividade na interacdo com moléculas de

carboidratos em modelos biologicos (SANTOS et al., 2014).
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Figura 4. Representagdo esquematica das aplicagdes das lectinas vegetais.
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Nota: A figura apresenta as aplicagdes das lectinas vegetais na area da medicina (A), glicobiologia (B) ¢ da
agricultura (C).
Fonte: Adaptado TSANEVA; VAN DAMME, 2020.

As lectinas de plantas possuem diversas aplicacdes nas areas de pesquisa biomeédica,
diagnostico e terapia, e foram fundamentais para o avanco da imunologia (COELHO ef al.,
2017; HASHIM; JAYAPALAN; LEE, 2017; SHARON, 2004). Vérios estudos agrupados por
Tsaneva e Van Damme em 2020 demonstraram que as lectinas de plantas podem exercer efeitos
mitogénicos ou apoptoticos, podendo modular a resposta inflamatdria, inibir o crescimento
tumoral, interferir na infec¢do por patdgenos, virus e parasitas, bem como favorecer a
cicatrizacdo de feridas. Muitas lectinas de plantas atuam como agentes imunomoduladores,
exercendo efeitos mitogénicos em células humanas. Essas lectinas sdo capazes de induzir a
ativacdo de células T auxiliares e, consequentemente, modular os niveis de interleucinas,
interferon-y (IFT-y), fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e a expressao de diferentes quinases
(COELHO et al., 2017; LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO,
2017).

A utilizacdo de lectinas vegetais no diagndstico e tratamento do cancer € um dos
principais temas abordados na atualidade pela lectinologia. A interagdo entre lectinas e
estruturas de glicanos pode resultar na inibicao de células cancerigenas, em muitos casos por
meio da inducdo de autofagia e apoptose. Os efeitos antiproliferativos e citotoxicos de

determinadas lectinas podem contribuir significativamente para o combate ao cancer
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(POIROUX et al., 2017; TSANEVA; VAN DAMME, 2020). Algumas lectinas de plantas sdao
utilizadas com éxito como adjuvantes em terapias de radioterapia ou quimioterapia, resultando
em reducao dos efeitos colaterais dessas terapias (JIANG et al., 2015; KONOZY; OSMAN,
2022). Em linha de pesquisa semelhante, a fotoquimioterapia tem sido aplicada no tratamento
de diversos tumores, e sugere-se que a eficiéncia do fotossensibilizador possa ser aumentada
pela conjugacdo com lectinas de plantas, permitindo a direcionamento especifico dos
fotossensibilizadores para as células tumorais com glicosilagdo desordenada (KURODA et al.,
2023).

Desde sua descoberta, as lectinas vegetais tém sido desenvolvidas como
ferramentas importantes no campo da glicobiologia, permitindo estudar a importancia das
interagdes proteina-carboidrato. Sua capacidade de se ligar especificamente a biomoléculas
glicosiladas torna as lectinas excelentes ferramentas para entrega direcionada de moléculas. A
nanotecnologia tem utilizado nanoparticulas decoradas com lectinas para entregar moléculas as
células, onde as proteinas glicosiladas e lipidios na superficie celular servem como locais de
ligagdo para as lectinas (BLOISE et al., 2021; CHOI ef al., 2021). As lectinas de plantas com
uma ampla variedade de especificidades foram incluidas em microarranjos de lectinas,
consistindo em lectinas imobilizadas em chips, permitindo triagem de alto rendimento e
deteccao mais facil de glicanos em amostras (DANG et al., 2020; HAAB; KLAMER, 2020;
PUROHIT et al., 2018).

Algumas lectinas afetam o crescimento e/ou infec¢do de patdogenos animais ou
humanos, parasitas e virus. As lectinas exercem sua atividade antimicrobiana em diferentes
niveis, como bloqueio da entrada, infeccao, adesdo ou migracao das bactérias e inibicdo do
crescimento microbiano (COELHO et al., 2018; KONOZY et al., 2022). Muitas lectinas de
plantas foram relatadas como proteinas antivirais e sugeridas como possiveis candidatas para
prevenir infec¢des virais (BALZARINI, 2007; MITCHELL; RAMESSAR; O’KEEFE, 2017).
Embora varios obstaculos precisem ser superados antes que as lectinas possam ser usadas na
clinica, varias lectinas de plantas avangaram nosso conhecimento sobre biologia viral,
especialmente os virus envelopados, como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), o virus
influenza e os coronavirus que contém um revestimento altamente glicosilado (VAN DAMME,
2022).

As lectinas presentes em plantas podem ser empregadas para fins agricolas, uma
vez que as mudancas climaticas globais irdo aumentar a frequéncia de estresses ambientais nas
culturas, com combinagdes diversas. Dessa forma, ¢ imprescindivel a criagdo de culturas com

maior resisténcia e rendimentos superiores sob condigdes desfavoraveis de crescimento. As
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lectinas vegetais fazem parte do sistema imunologico das plantas (LANNOO; VAN DAMME,
2014) e diversas publicagdes tém relatado o envolvimento de lectinas de plantas induziveis,
bem como do receptor de lectina como quinases, em diferentes respostas ao estresse abiotico
(TSANEVA; VAN DAMME, 2020).

Virios estudos tém demonstrado que essas proteinas desempenham um papel
importante na sensibilidade ao sal, além de influenciarem no desenvolvimento e produtividade
da planta. Os niveis de transcrigao das lectinas de cultivares de importancia agronémica, como
arroz, trigo e cevada, aumentam apo6s estresses salinos, hidricos, de frio e tratamentos com acido
abscisico (AL ATALAH et al., 2014; DE SCHUTTER et al., 2017; HE et al., 2017; JIANG;
MA; RAMACHANDRAN, 2010; LAMBIN et al., 2020; PEUMANS et al., 2000). Portanto, as
lectinas podem ser utilizadas para desenvolver plantas com maior crescimento e

desenvolvimento em condi¢des ambientais desfavoraveis.

2.1.3 Papel das lectinas nas plantas

No seu habitat natural, as plantas sdo frequentemente expostas a diferentes tipos de
estresses ambientais, como estresse hidrico, estresse térmico e estresse nutricional. Como
resposta a essas mudangas no ambiente, algumas plantas desenvolveram respostas fisiologicas
sofisticadas que resultam em um melhor desempenho de crescimento e maiores rendimentos.
As lectinas, dependendo da sua localizagdo celular, podem interagir com diferentes alvos,
incluindo estruturas de carboidratos endogenas presentes no interior da célula vegetal ou
porcdes de carboidratos na superficie de patdgenos exdgenos. Os estudos recentes sobre as
lectinas presentes no nucleo e nos compartimentos citoplasmaticos da célula vegetal tém
transformado drasticamente o entendimento sobre a fisiologia e as fungdes biologicas das
lectinas. No passado, as lectinas eram consideradas como proteinas sem fun¢do especifica na
célula, a ndo ser por sua capacidade de proteger a planta contra insetos herbivoros e patogenos.
No entanto, agora se sabe que as lectinas estdo envolvidas em diversos outros processos
bioldgicos relacionados a transducdo de sinal e defesa do estresse, podendo cumprir fungdes
especificas dentro da célula vegetal ou na interagdo com outros organismos. Isso inclui seu
papel na regulacdo do crescimento e desenvolvimento da planta, na resposta a patdgenos e na
tolerancia a estresses abioticos (DE SCHUTTER et al.,2017; LANNOO; VAN DAMME, 2010;
PEUMANS; VAN DAMME, 1995; VAN DAMME, 2022; VAN DAMME; LANNOO;
PEUMANS, 2008; VAN HOLLE; VAN DAMME, 2019).

Devido a sua abundancia em sementes e tecidos vegetativos, as lectinas foram
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originalmente consideradas como proteinas de armazenamento, destinadas a fornecer a planta
uma fonte de nitrogénio. No entanto, a observacdo de que muitos tecidos vegetais com altos
niveis de lectina ndo sdo consumidos por herbivoros levou a hipotese de que essas proteinas
desempenham um papel na defesa da planta (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

Assim, embora nem todas as lectinas sejam proteinas toxicas, a atividade dissuasiva
de algumas dessas proteinas ainda ¢ um fator importante para explicar o papel das lectinas na
defesa da planta. Experimentos utilizando diferentes abordagens, como a adi¢dao de lectinas
purificadas a dieta artificial de insetos ou ao meio de cultura de fungos, bactérias ou nematoides,
bem como experimentos com plantas transgénicas que superexpressam lectinas, demonstraram
que algumas lectinas tém atividade deterrente ou sdo toxicas para varios patdogenos e insetos. O
papel das lectinas na defesa vegetal tem sido amplamente discutido nos ultimos anos (COELHO
et al., 2018; LANNOO; VAN DAMME, 2014; MACEDO; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015;
VANDENBORRE; SMAGGHE; VAN DAMME, 2011).

De modo geral, as lectinas de origem vegetal apresentam alta resisténcia as enzimas
digestivas dos insetos. A resisténcia a degradagdo proteolitica tem sido identificada como um
importante parametro para a atividade inseticida (POWELL et al., 1998; SHUKLE;
SUBRAMANYAM; WILLIAMS, 2012). Nas células, as lectinas presentes no nucleo e/ou no
citoplasma sdo proteinas com concentragdes variaveis € dependentes da resposta da planta a
estresses abidticos e bidticos. Como as concentragdes de lectinas sdo positivamente reguladas
em resposta a estimulos ambientais, essas chamadas lectinas induziveis por estresse sdo
consideradas parte da sinalizag¢do e das respostas ao estresse da planta(DE SCHUTTER et al.,
2017; DE SCHUTTER; VAN DAMME, 2015). Varios exemplos mostraram a contribuigdo de
diversas lectinas induzidas por estresse para a imunidade da planta (AL ATALAH et al., 2014;
LAMBIN et al., 2020).

2.1.4 Lectinas de leguminosa

O grupo de proteinas conhecidas como lectinas de leguminosas ¢ uma familia
estreitamente relacionada das lectinas de plantas, que ¢ encontrada exclusivamente em vegetais
da familia Leguminosae. Dentro dessa familia, as tribos Phaseoleae, Vicieae ¢ Dalbergieae,
todas pertencentes a subfamilia Papilionoideae (Figura 4), apresentam o maior nimero de
lectinas purificadas e caracterizadas (CAVADA et al. 2019). Neste estudo, enfocamos uma
lectina pertencente a subtribo Diocleinae, a ConM extraida das sementes da Canavalia

maritima.
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Figura 5. Diagrama simplificado da arvore filogenética da familia Leguminosae.
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Nota: A figura mostra a distribuicao da arvore filogenética reduzida da familia Leguminosae com destaque a
subfamilia Papilonoidea, a tribo Phaseoleae, a subtribo Diocleinae e os géneros dessa subtribo.

Fonte: Autor, 2023.

Essas lectinas apresentam alta similaridade estrutural, com algumas diferengas que
separam umas das outras por apenas trés residuos. No entanto, apesar dessas pequenas
diferencas, essas lectinas exibem diferentes efeitos nas atividades bioldgicas (CAVADA et al.,
2001). A Concanavalina A (ConA) ¢ uma das lectinas desse grupo, que ¢ especifica para
manose/glicose e é purificada das sementes de Canavalia ensiformis. E importante destacar que
a ConA ¢ a lectina mais amplamente estudada (LI ef al., 2010).

As leguminosas s3o uma fonte rica de lectinas, com niveis elevados presentes nas
sementes em comparagdo com outros tecidos (GAUTAM et al., 2018; HIVRALE; INGALE,
2013; LORIS et al., 1998; VAN DAMME, 2022). Consequentemente, a pesquisa com lectinas,
nas ultimas décadas, concentrou-se principalmente na investigagdo das lectinas encontradas em
leguminosas tornando-as o grupo melhor caracterizado estruturalmente (SHARON; LIS, 2002;
VAN DAMME, 2022). Além disso, a semelhanga estrutural entre as lectinas de leguminosas e
as galectinas de animais justifica o interesse adicional nessa familia de lectinas (SHARON; LIS,
2002).

A analise dos mondmeros das lectinas de leguminosas revela alta similaridade na
sequéncia e estrutura, com apenas pequenas variacdes no comprimento dos loops (LAGARDA-

DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO, 2017). As estruturas primarias das



27

lectinas desta familia exibem cerca de 20% de aminoacidos invariantes e 20% de aminoacidos
semelhantes. Os residuos de aminoécidos conservados compreendem muitos dos participantes
das ligacdes de hidrogénio ou interacdes hidrofobicas com monossacarideos mantidos nos
locais de ligagdo, bem como quase todos os residuos que coordenam os ions metalicos
(SHARON; LIS, 2002).

A arquitetura do monomero da lectina, representada na Figura 5, é frequentemente
descrita como sendo composta por trés folhas: uma folha traseira plana contendo seis fios, uma
folha frontal curvada contendo sete fios, e uma folha menor no topo, chamada de folha S, que
tem um papel importante na manutencao das duas folhas maiores juntas (BANERIJEE et al.,
1996; LORIS et al., 1998; RUDIGER; GABIUS, 2001). Essa arquitetura é caracteristica do
motivo Jelly roll, o qual foi primeiramente identificado na ConA (SINHA et al., 2007). De
modo geral, as estruturas monoméricas apresentam esse motivo, com um peso molecular de 25-
30 kDa, e contém um dominio de reconhecimento de carboidratos (DRC) e sitios de ligagdo
para fons bivalentes, tais como cilcio (Ca’") e manganés (Mn*") (LAGARDA-DIAZ;
GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO, 2017). O céalcio e o manganés sdo separados
por 4,25 A e estdo proximos (9-13 A) do sitio de ligagio de carboidratos (SHARON; LIS, 2002).

Figura 6. Diagrama da topologia das dobras das lectinas de leguminosas.
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Nota: A folha traseira com 6 fios estd representada na cor preta, a folha frontal de 7 fios na cor cinza claro e a
folha pequena de 5 fios do topo em cinza escuro.

Fonte: LORIS et al., 1998.

A estrutura quaternaria das lectinas de leguminosas pode ser bastante variavel

devido a modificagdes, como glicosilagdo, embora as estruturas primaria e secundaria dos
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mondmeros sejam semelhantes (LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-
MORENO, 2017). As lectinas das leguminosas sdo conhecidas por existirem principalmente
como dimeros ou tetrdmeros compostos por dimeros, apresentando diferengas significativas em
suas associagdes quaternarias ¢ modos de organizacdo de mondmeros na associacao
dimérica/tetramérica (BRINDA et al., 2004; MORENO et al., 2006). Em valores de pH
inferiores a 5,8, as lectinas das leguminosas sao geralmente dimeros, enquanto em pH superior,
elas se apresentam como tetrameros compostos de quatro monomeros idénticos (WANG;
CUNNINGHAM; EDELMAN, 1971).

Os tetrameros das lectinas de leguminosas sdo, em geral, dimeros de dimeros, € 0s
diferentes modos de tetramerizagdo sdo uma consequéncia da combinagao diversa de interfaces
diméricas vistas nessas estruturas quaternarias (MORENO et al., 2006). A oligomerizagao
nessas lectinas diméricas ou tetraméricas ¢ mediada principalmente pelas interacdes da folha 8
posterior plana de seis fios entre as diferentes subunidades, produzindo sete tipos diferentes de
interfaces. Em ConA, por exemplo, s3o observadas duas interfaces: uma interface candnica
encontrada no dimero e a interface X2, que ¢ encontrada em sua forma tetramérica, como

mostrado na Figura 6 (SINHA et al., 2007).

Figura 7. Caracteristicas da ConA e suas interfaces de dimerizagao e tetramerizacao.
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Nota: A figura apresenta a dimerizacdo da ConA em sua interface candnica (PDB 1CVN) na parte esquerda, com

representacdes das seis fitas de cada monomero coloridas em verde e laranja, exibindo um total de doze fitas
dispostas sequencialmente. Na parte direita, ¢ mostrado o tetramero da ConA, onde os dimeros se associam através
de suas folhas B posteriores em uma interface X2 (destacada no circulo alongado preto). Na parte inferior de cada
imagem, figuras esquematicas das duas interfaces abordadas sdo apresentadas.

Fonte: SINHA et al., 2007.
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2.1.5 Canavalia maritima (Aubl.)

O género Canavalia abrange cerca de 60 espécies com distribuicdo pantropical,
concentrando-se na regido neotropical, onde sdo encontradas aproximadamente 37 espécies.
Uma das espécies mais comuns ¢ a Canavalia maritima (Aubl.), também conhecida como
Canavalia rosea, Canavalia apiculata (Piper), Canavalia arenicola (Piper), Canavalia
obtusifolia (Lam.), Dolichos emarginatus (Jacq.), Dolichos roseus (Sw.) e Dolichos maritimus
(Aubl.), cujo nome em latim, “maritimus”, significa "pertencente ao mar" (MENDOZA-
GONZALEZ; MARTINEZ; LITHGOW, 2014).

No Brasil, essa planta é popularmente chamada de feijio-da-praia (Figura 8). E
amplamente distribuida ao longo do litoral brasileiro, sendo encontrada, por exemplo, nas praias
do litoral cearense. Esta espécie de leguminosa possui hébito rasteiro e trepador, com caules
grossos e carnudos que podem crescer até 10 metros ou mais em comprimento e cerca de 2,5
cm de didmetro, podendo ser lenhosos na base. Suas flores rosa-ptrpura sdo produzidas durante
todo o ano, especialmente no verao (MENDOZA-GONZALEZ; MARTINEZ; LITHGOW,
2014).

Figura 8. Canavalia maritima em seu habitat natural: (a) esteiras densas crescendona praia, (b)

inflorescéncia, (¢) vagem verde e (d) sementes ejetadas das vagens

Descricio Taxonémica:

Reino: Plantae
Sub-reino: Tracheophytas
Superfilo: Espermatophyta
Filo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Rosidae
Ordem: Fabales

Familia: Fabaceae
Subfamilia: Faboideae
Subtribo: Diocleinae
Género: Canavalia
Subgénero: Canavalia

Espécie: rdsea (Sw.) DC

Nota: Canavalia maritima na Praia de Tabuba, Caucaia, Ceara, Brasil.

Fonte. SOUSA, 2022. MENDOZA-GONZALEZ; MARTINEZ; LITHGOW, 2014,
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As vagens, produzidas no final do periodo chuvoso, sdo planas, medem entre 10 e
15 cm de comprimento e 2,5 cm de largura, contendo cerca de seis sementes cada. As sementes
pesam em média entre 0,5 ¢ 0,65 g, com um comprimento médio de 1,4 cm, sendo o peso dos
cotilédones de 0,35 g e do tegumento de 0,15 g, apresentando componentes nutricionais
adequados, como proteinas, carboidratos, fibras alimentares, minerais selecionados e baixos
niveis de lipidios (ARUN; SRIDHAR, 2004; SUPRIYA; SRIDHAR; GHATE, 2018).

Canavalia maritima desempenha um papel importante tanto econdmica quanto
ambientalmente. Essas plantas ajudam na protecao costeira, prevenindo a erosao do solo com
sua densa cobertura que diminui o impacto das ondas de tempestade e suas raizes que fixam o
substrato, impedindo a movimentacao da areia. O rapido crescimento da planta também permite
a cobertura das dunas mais moéveis, reduzindo o impacto direto do vento ¢ das ondas na praia.
Além disso, na India, o feijio-da-praia ¢ utilizado como adubo verde. As sementes, apos
fervidas ou torradas para remocdo de toxinas, sdo comestiveis, e suas flores, frescas ou secas,
podem ser usadas como enfeites e para aromatizar ambientes (D’CUNHA; SRIDHAR, 2011;
SRIDHAR; SEENA, 2006).

Diferentes partes da planta possuem propriedades medicinais que podem trazer
beneficios a satde (MENDOZA-GONZALEZ; MARTINEZ; LITHGOW, 2014). Em termos de
composi¢do, as sementes contém principalmente carboidratos (50,5 g £ 0,53 por 100 g) e
proteinas (29,3 g + 0,6 por 100 g) (ARUN; SRIDHAR, 2004). Entre as proteinas encontradas
nas sementes, foi isolada, por cromatografia de afinidade utilizando Sephadex® G-50, a lectina
denominada Concanavalina M (ConM), que € o objeto de estudo deste trabalho. A seguir, serdo
apresentadas a sintese dessa proteina pertencente a subtribo Diocleinae, bem como sua

caracterizagdo estrutural e atividades bioldgicas.

2.1.6 Sintese das lectinas da subtribo Diocleinae

O processamento subcelular da ConA ¢ amplamente utilizado como referéncia para
outras lectinas da subtribo Diocleinae, devido a sua caracterizagdo mais completa até o
momento. A biossintese da ConA envolve uma série de clivagens e uma reagdo de
transpeptidagdo no lado carboxilico de residuos de asparagina, resultando na permutagao
circular da proteina. Inicialmente, a ConA ¢ sintetizada como um precursor glicosilado inativo
no reticulo endoplasmatico, e somente apds o processamento pds-traducional, ela se torna

madura e ativa (SHARON, 2007). Apesar da descoberta da ConA ha mais de 100 anos, so
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recentemente foi possivel obter uma estrutura para a sua forma precursora, pro-ConA,
permitindo uma melhor compreensdo de como a permutacao circular afeta essa proteina. Nao ¢
possivel extrair pro-ConA das sementes de feijao-de-porco, ja que ela ¢ rapidamente convertida
em ConA. No entanto, a alta semelhanga entre a estrutura da pro-ConA recombinante, obtida
pelos pesquisadores, ¢ a da ConA indica que a pr6-ConA recombinante se dobra corretamente
no sistema de expressao em E. coli (NONIS et al., 2021).

A estrutura da pré-pro-ConA consiste em um peptideo sinal de 29 residuos de
aminodacidos na regido N-terminal, duas cadeias peptidicas B (residuos 1-119) e A (residuos
135-252), um segmento glicosilado de quinze residuos de aminoacidos no centro
(V120IRNSTTIDFNAAYN 134 com glicosilagdo no residuo Ni23), e um peptideo de nove
residuos de aminoacidos na regido C-terminal. Durante o transporte da pré-pr6-ConA para o
limen do reticulo endoplasmatico, ocorre a clivagem do peptideo sinal, resultando na formagao
da pr6-ConA (Figura 9) (CARRINGTON; AUFFRET; HANKE, 1985; NONIS et al., 2021).

A regido N-terminal da pré-pro-ConA contém um glicano que inibe a atividade de
ligacdo a carboidratos no reticulo endoplasmatico, mas ¢ necessario para o transporte de pro-
ConA para fora do reticulo endoplasmatico (FAYE; CHRISPEELS, 1987). Estudos indicam que
a lectina madura e ativa ndo ¢ glicosilada, pois essa glicosilacdo inibiria a atividade de ligagcao
a carboidrato (SHARON, 2007). Durante o crescimento da semente, uma forma inativa de
ConA ¢ encontrada, mas desaparece na maturagdo (CARRINGTON; AUFFRET; HANKE,
1985). A deglicosilacdo ¢ necessaria para que a pro-ConA adquira a capacidade de se ligar a
carboidratos (RAMIS et al., 2001). A permutagdo circular de ConA ndo afeta a ligacdo e
especificidade de carboidratos e aumenta a estabilidade térmica e de pH sem afetar a ligacdo in
vitro ao carboidrato metil-a-D-manose. A permutacdo circular de ConA pode ser realizada com
a enzima CeAEP1 em pH 6timo entre 5 e 6, com maior eficiéncia proxima a pH 5. A anélise
ITC feita por Nonis e colaboradores em relagao a ligacdo entre pro-ConA e ConA nao mostrou
diferenca na constante de associagdao quando analisada com metil-a-D-manose.

No complexo de Golgi, a pro-ConA (Figura 9) sofre uma clivagem proteolitica,
resultando na remocao do segmento glicosilado ligado ao residuo de asparagina 123 no centro
da sua estrutura e na divisdo da sua cadeia principal em duas subunidades denominadas A e B.
Em seguida, essas duas subunidades sao religadas em locais distintos, com a subunidade A que
estava localizada na regido N-terminal sendo ligada a subunidade B na posi¢ao 27, resultando
em uma inversao entre as regides N e C-terminal e formando uma tnica cadeia o madura, como
ilustrado na Figura 5 (CARRINGTON; AUFFRET; HANKE, 1985). Durante esse processo de

maturacao, o residuo 1 da metade N-terminal (cadeia B) da pr6-ConA ¢ convertido no residuo
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119 da metade C-terminal de ConA, enquanto o residuo 135 (cadeia A) torna-se o residuo 1 de

ConA na regido N-terminal (NONIS et al., 2021).

Figura 9. Processo de maturagdo de ConA por permutagdo circular e estrutura da pro-ConA.
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Nota: A figura apresenta uma representagdo esquematica do processo de maturagdo da ConA. Durante a maturagao,
o residuo 1 da metade N-terminal (cadeia B) da pr6-ConA se torna o residuo 119 da metade C-terminal de ConA,
e vice-versa, o residuo 135 se torna o residuo 1 de ConA. A clivagem de ligagdes peptidicas (seta azul) e a formagao
de ligacGes peptidicas através da transpeptidacdo (seta vermelha) sdo eventos necessarios para a produg@o de ConA,
ocorrendo no lado carboxilico dos residuos de asparagina. O sinal ER N-terminal de pré-pro-ConA e o glicano
ligado a N, removidos antes da permutagdo circular de pr6-ConA, ndo sdo mostrados. A estrutura terciaria de um
monomero tipico de lectinas da subtribo Diocleinae ¢ representada no diagrama esquematico (C), enquanto a
estrutura de pr6-ConA ¢ mostrada em folhas P intercaladas da cadeia A (rosa) e da cadeia B (verde) (D). A
transpeptidagdo ocorre entre o N-terminal (ponto preto) e um residuo proximo ao C-terminal (ponto vermelho). O
"lago de ligacdo de metal" e o "lago de especificidade de monossacarideo" sdo representados em um tUnico lago
cada, enquanto o "sitio de ligacdo de monossacarideo" consiste em residuos de trés lagos. A "cavidade hidrofobica"
¢ composta por residuos de duas folhas p adjacentes e um loop proximo. Quinze residuos flexiveis ligando as
cadeias A e B (linha tracejada azul); ions de célcio (esfera amarela); manganés (esfera roxa); zinco (esfera laranja)

Fonte: Adaptado de NONIS et al., 2021.
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2.1.7 Aspectos estruturais da interagdo das lectinas da subtribo Diocleinae com moléculas
hidrofobicas

As lectinas, presentes em leguminosas e outras familias de plantas, além de outros
organismos, apresentam a capacidade de interagir com moléculas diferentes de carboidratos,
como aminoacidos nao-proteicos (DELATORRE et al., 2007), compostos hidrofobicos
(BARBOSA et al.,2001; EDELMAN; WANG, 1978; MURDOCK; SHADE, 2002; ROBERTS;
GOLDSTEIN, 1983) e fitorreguladores hidrofébicos (DELATORRE et al., 2013; SALES, 2019;
SOUSA, 2022).

Nos estudos iniciais sobre a interagao de lectinas pertencentes a subtribo Diocleinae
com moléculas de carater hidrofébico conduzidos por Hardman e Ainsworth (1973, 1972), foi
observado que a lectina presente na Canavalia ensiformes (ConA) tem a capacidade de se ligar
a diversas moléculas hidrofobicas sem a necessidade de haver qualquer por¢ao de sacarideo em
suas estruturas. Em pesquisas realizadas posteriormente por Edelman e Wang (1978), varias
evidéncias foram apresentadas sugerindo que a ConA ¢ capaz de se ligar a diversas estruturas
por meio de interagdes hidrofobicas independentes da atividade de ligagdo ao sacarideo, que
normalmente esta associada a lectina. Além disso, afirmaram que algumas lectinas presentes
em leguminosas possuem um sitio de ligacdo hidrofébico com alta afinidade por adenina e por
determinados hormonios vegetais derivados da adenina.

Adicionalmente, em 2007, Delatorre e colaboradores, determinaram a estrutura da
lectina da Canavalia gladiata (CGL) em complexo com o 4cido a-aminobutirico (ABU), o que
permitiu a identificagdo de um novo sitio de liga¢do para aminoacidos ndo proteicos na interface
de contato dos mondmeros de cada dimero canonico das lectinas de leguminosas (Figura 10).
Os resultados obtidos por meio de difracdo indicaram a presenca de uma bolsa hidrofébica
formada pelos residuos Leull5, Leul26 ¢ Vall79 que interagem com o ABU. E sabido que
esses residuos sdo altamente conservados em outras lectinas, tais como a ConA, as lectinas de
sementes de Canavalia brasiliensis (ConBr) , sementes de Canavalia maritima (ConM),
sementes de Dioclea grandiflora (DGL) e sementes de Butea monosperma (BML)
(ABHILASH et al., 2015) .

Entretanto, embora as lectinas pertencentes a subtribo Diocleinae compartilhem
uma alta homologia em suas estruturas primarias e apresentem residuos de aminoécidos
conservados em locais importantes, como o sitio de reconhecimento de carboidratos (Tyrl2,
Asnl4, Leu99, Try100, Asp208 e Arg228), o sitio de ligacao a metais (Glu8, Aspl0, Tyrl2,
Asnl4, Asp19, His24, Val32, Ser34, Asp208 e Arg228) e a cavidade hidrofobica (Tyr54, Leu81,
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Leu85, Val89, Val91, Phelll, Ser113, Val179, Ile181, Phe191, Phe212 e Ile214) como descrito
em CAVADA et al. (2001), diferengas na interacdo de moléculas que compartilham essas
caracteristicas podem resultar em diferentes intensidades de atividades biologicas (BEZERRA
etal.,2011; CAVADA et al., 2001; DELATORRE et al., 2007, DUARTE; PEIL, 2010).

Além disso, Delatorre e colaboradores (2013), ao determinarem a estrutura da
lectina ConM complexada com a auxina AIA, constataram que a interacdo entre esse ligante
possibilitava apenas interagdes entre dimeros, sem apresentar uma forte capacidade de
estabilizar o dimero canonico. Por outro lado, a interagao entre ABU e CGL permitia interagdes
intermonoméricas, o que estabilizava o dimero candnico (Figura 10). Esses resultados
corroboram com estudos anteriores que propuseram a existéncia de dois sitios hidrofobicos
independentes em lectinas: um sitio de alta afinidade para compostos hidrofobicos por
tetramero e um de baixa afinidade por mondmero (EDELMAN; WANG, 1978; YANG; GALL;
EDELMAN, 1974).

Figura 10. Intera¢do das lectinas de leguminosas com moléculas hidrofobicas.

Nota: Na figura apresenta a estrutura da lectina da Canavalia gladiata (CGL) complexada com &acido o-
aminobutirico (ABU) interagindo no dimero candnico entre os mondmeros na cavidade hidrofobica. ABU ¢
exibido em amarelo e o a-metil-mandsido em azul (a) e em (b) a estrutura da lectina da Canavalia maritima (ConM)
complexada com acido indol-3-acético (AIA) interagindo através do empilhamento de interagdes hidrofobicas.
Grupamento Indol (IND) ¢é representado em azul perto do dominio CRD e AIA em verde no centro do tetramero.

Fonte: DELATORRE et al., 2007(a); et al., 2013(b)

No campo das pesquisas estruturais de lectinas, como aquelas realizadas por
Delatorre e seus colaboradores (2013), ¢ sugerido que a lectina de C. maritima regula a

disponibilidade do hormoénio vegetal acido indole-3-acético (AIA) durante os primeiros
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estagios do desenvolvimento das plantulas, revelando um possivel novo papel fisiologico para
essas proteinas. Esses achados indicam que as lectinas estdo envolvidas nos estagios iniciais do
desenvolvimento em plantas, mas ha desafios para futuras pesquisas nessa area. As lectinas da
subtribo Diocleinae interagem com hormoénios vegetais por meio de um sitio de ligagcdo de
baixa afinidade constituido pelos residuos Thr49, Ser108, Ser110 e Asnl31, e eventualmente
pelos residuos Thr49 e Asnl31 para IBA e Thr49, Ser110 e Asnl31 para 2,4 D. A alta
similaridade entre as sequéncias das lectinas de Canavalia sugere a conservagao do sitio de
ligagdo da auxina nesse grupo de lectinas. As diferencas nas interagdes descritas por Sousa
(2022) indicam diferentes capacidades de modular as concentragdes de auxinas (expressao e
sintese) disponiveis nas fases iniciais do desenvolvimento.

Apesar das lectinas da subtribo Diocleinae terem sido extensivamente estudadas,
ha poucos relatos sobre seus sitios hidrofobicos na literatura. Embora o conhecimento sobre
esses sitios tenha avangado principalmente através da resolucao das estruturas tridimensionais
das lectinas complexadas com ligantes hidrofobicos, ¢ crucial também compreender como essas
interagdes estruturais se relacionam com os aspectos fisioldgicos dessas proteinas nas plantas.
Uma vez que a maioria dos residuos presentes nos sitios hidrofobicos sdo conservados em
outras lectinas da subtribo Diocleinae, € possivel que eles também desempenhem a fungao de

carregadores de moléculas hidrofébicas, conforme relatado por CAVADA et al. (2019).

2.2 Hormonios vegetais

Nos organismos vegetais superiores, a coordenacao e a regulacdo do metabolismo,
crescimento e morfogénese sao mediadas por sinais quimicos que sdo transmitidos de uma parte
da planta para outra. Esta teoria foi originalmente proposta por Julius Von Sachs, um botanico
alemao do século XIX. Sachs sugeriu que moléculas mensageiras, embora sua identidade ndo
fosse conhecida na época, eram responsaveis por essas atividades.

Com o avango dos estudos de fisiologia vegetal, agora sabemos que essas moléculas
mensageiras s3o hormdnios vegetais, também conhecidos como fitohormonios. Os hormdnios
vegetais sd0 moléculas organicas naturais que desempenham um papel fundamental na
regulacdo e coordenagdo do crescimento e desenvolvimento das plantas. Eles sdo responsaveis
por controlar varios processos fisioldgicos, como germinacao de sementes, desenvolvimento de
raizes e caules, formacao de flores e frutos e resposta a estresses ambientais. Os hormonios
vegetais sdo produzidos em diferentes partes da planta e transportados para outras partes, onde

exercem seus efeitos. Existem seis principais classes de hormdnios vegetais: auxinas,
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citocininas, giberelinas, etileno, 4cido abscisico e brassinosterdides (SHIGENAGA;
ARGUESO, 2016). O estudo dos hormdnios vegetais ¢ uma area importante da fisiologia
vegetal e tem aplicagdes em diversas areas, desde a agricultura até a biotecnologia.

Os hormonios vegetais desempenham um papel importante na regulagdo da divisao
celular, expansao celular e diferenciacdo celular, além de controlarem a resposta das plantas a
estresses ambientais. No entanto, a resposta fisioldgica da planta ndo ¢ mediada por um unico
hormonio, mas sim por uma rede complexa de interagdes sinérgicas ou antagonicas entre os
fitohormonios. Em cada célula, a percepgao hormonal estimula uma rede de sinalizagcao que
regula a expressdo génica e influencia as decisdes celulares, como mudancas na dinamica de
crescimento ou aquisi¢cdo de uma nova identidade celular. A identificagdo dos componentes da
rede de sinalizagdo hormonal e a compreensao de como a percep¢ao hormonal afeta a atividade
desses componentes, incluindo possiveis regulagcdes de ‘feedback’, permitiu recentemente a
obtencdo de informagdes essenciais sobre a topologia das redes que controlam a transcri¢ao
génica em resposta aos hormonios (CHAPMAN; ESTELLE, 2009; SHAN; YAN; XIE, 2012;
SHIGENAGA; ARGUESO, 2016).

Além disso, os niveis de hormonios vegetais nos tecidos estdo diretamente ligados
a sua associagdo com outras moléculas, como aminodacidos, aglicares, peptideos e glicoproteinas
(TAIZ; ZEIGER, 2016). Em relacao as lectinas vegetais, estudos demonstraram sua capacidade
de interagir com hormonios vegetais das classes das citocininas e auxinas, como observado por
Meyer et al. (2008) e Matecki ef al. (2012) ao analisarem a estrutura da lectina ML-I (Viscum
album) complexada com zeatina e cinetina. Da mesma forma, Delatorre et al. (2013) obtiveram
a estrutura tridimensional da ConM em complexo com o acido indol-3-acético. Esses achados

indicam um possivel novo papel fisioldgico para essas proteinas.

2.2.1 Auxinas

A auxina, primeiro hormonio de crescimento estudado em plantas, foi alvo de
muitos dos trabalhos pioneiros na fisiologia do mecanismo de expansao celular (TAIZ; ZEIGER,
2016). Como um grupo de hormonios vegetais, as auxinas regulam quase todas as fases do ciclo
de vida das plantas, desde a germinagao até a senescéncia (WOODWARD, 2005). A ocorréncia
natural de auxina ¢ dominada pelo acido indol-3-acético (AIA), mas outras trés auxinas vegetais
também foram descritas, incluindo acido indol-3-butirico (AIB), acido 4-cloroindol-3-acético
(4-CIl-AIA) e acido fenilacético (AFA) (Figura 11) (SAUER; ROBERT; KLEINE-VEHN,
2013).
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Figura 11. Estrutura de auxinas naturais e sintéticas.

AUXINAS DE OCORRENCIA NATURAL AUXINAS SINTETICAS

4-CI-ATA AFA PICLORAM DICAMBA

Nota: As estruturas 2D das auxinas foram obtidas a partir do PubChem com os seguintes co6digos de referéncia:
AIA (802), AIB (8617), 4-CI-AIA (100413), PAA (999), ANA (6862), 2,4-D (1486), PICLORAM (15965) e
DICAMBA (3030).

Autor: SOUSA, 2022.

E importante destacar que existem diversos tipos de reguladores sintéticos do
crescimento de plantas que possuem atividades similares as auxinas. Dentre eles, destacam-se
o acido l-naftalacético (ANA), o 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), o acido 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoico (Dicamba) e o acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico (Picloram). Todos esses
compostos exercem efeitos similares aos das auxinas, incluindo a inibigdo do alongamento da
raiz e a promogao do crescimento lateral das raizes (KORASICK; ENDERS; STRADER, 2013;
WOODWARD, 2005). Alguns desses compostos sao utilizados como herbicidas, que sdo
produtos quimicos agricolas usados para controlar o crescimento de plantas daninhas
indesejaveis, com o objetivo de aumentar a produtividade das culturas. Esses herbicidas podem
ser ndo seletivos, matando ou danificando todo o crescimento vegetal, e geralmente sdo usados
em areas grandes ou muito cobertas por vegetagdo. J4 os herbicidas seletivos sdo usados para
controlar determinados tipos de plantas daninhas e geralmente funcionam interrompendo o
sistema hormonal das plantas. As auxinas sintéticas sdo utilizadas especificamente como
herbicidas seletivos (SONG, 2014) .

A sintese de acido indol-3-acético (AIA) em plantas pode ocorrer tanto a partir do
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triptofano (Trp), utilizando vias dependentes de Trp, que é produzido na via do chiquimato nos
plastidios, quanto a partir de um precursor indolico de Trp, utilizando vias independentes de
Trp. A rota predominante para a sintese de AIA em plantas ¢ a via [Pya (&cido indol-3-piravico),
que envolve varias etapas e ¢ catalisada por monooxigenases contendo flavina da familia
YUCCA. Essa via consiste em uma rea¢do de duas etapas, onde o Trp ¢ primeiramente
desaminado para IPyA e, em seguida, IPyA ¢ descarboxilado irreversivelmente para AIA.
Acredita-se que as principais rotas para biossintese e degradacao do AIA ocorram no citosol, ja
que a maioria das enzimas envolvidas compartilha a localizagao citoplasmatica. Além disso, a
inativagdo metabolica do AIA modula as concentragdes de auxina nas células e tecidos vegetais.
A maioria do AIA em plantas existe como conjugados inativos e formas de éster metilico, que
podem ser rapidamente convertidos em AIA (formas de armazenamento de auxina), ou como
AIA inativo irreversivel (catabdlicos de auxina), que resulta da remogao do excesso de auxina
ou de uma resposta regulada para criar minimos de auxina. As plantas também podem obter
AIA por B-oxidacao do AIB ou por hidrélise de conjugados de AIA, nos quais o AIA esta ligado
a aminoacidos, agticares ou peptideos. (CASANOVA-SAEZ; MATEO-BONMATI; LJUNG,
2021; KORASICK; ENDERS; STRADER, 2013).

As plantas superiores possuem a capacidade de armazenar 4cido indol-3-acético
(AIA) na forma de conjugados de AIA e 4acido indol-3-butirico (AIB), os quais podem ser
convertidos em AIA livre por hidrélise ou B-oxidacao, respectivamente. O transporte de auxina,
normalmente AIA, ocorre em curtas e longas distancias no corpo da planta, através do sistema
vascular (floema) por fluxo de massa ou célula a célula, que ¢ principalmente polar. Devido ao
fato de que todas as auxinas sao acidos fracos e podem apresentar-se na forma proton-dissociada
ou nao-dissociada, sua capacidade de penetrar na c€lula depende do pH. Em plantas, o pH
apopléstico ¢ de aproximadamente 5,5, e a maioria das moléculas de AIA (pKa = 4,85) esta
dissociada (anidnica, A-) em cerca de 83% e ndo dissociada (HA) em cerca de 17%. Somente
as moléculas ndo dissociadas podem difundir-se através da membrana plasmatica por difusao
lipofilica sem a necessidade de uma proteina transportadora. Portanto, o transporte ativo de
anions de auxina € essencial para a saida das células. Ha diversos transportadores de auxina ja
descritos na literatura (ZAZIMALOVA et al., 2010).

As auxinas livres sdo consideradas a forma mais ativa do AIA, mas a sua forma
conjugada ¢ considerada uma molécula inativa e de armazenamento, sendo os ésteres
glicosilados de auxina o estado inativo mais comum (DELATORRE et al., 2013). Esta forma
de auxina ¢ a mais encontrada em sementes e 6rgaos de armazenamento. Estudos demonstram

que os niveis endogenos de AIA livre sao baixos em diferentes tecidos e drgaos, possivelmente
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devido a conjugacdo do AIA com aminodcidos e agticares (NORMANLY, 2010). Além disso,
estudos sugerem a existéncia de um mecanismo regulador adicional, baseado na capacidade das
lectinas de formar complexos com AIA (EDELMAN; WANG, 1978).

Em 2013, foi publicado um estudo sobre a interagao da lectina de C. maritima com
AIA. Foi observado que o AIA estd localizado no sitio de ligacdo da ConM, cercado pelos
residuos Ser108 e Asnl131. A interagdo da ConM com AIA pode ser uma estratégia para tornar
o fitohormdnio indisponivel para a célula e proteger as raizes de sua atividade inibitoria. Este
novo papel fisioldgico proposto para as lectinas de leguminosas pode representar um novo
mecanismo, além da degradagdo e formacdo de novos complexos, pelo qual os niveis de AIA
sdo reduzidos nas fases posteriores da germinagao das sementes. Além disso, os niveis elevados
de AIA induzidos por um grupo de patdgenos conhecidos como BIPS (Produtores de acido
indol acético bacteriano) podem estar associados ao desenvolvimento de doengas em varias
espécies de plantas. Nesse sentido, os autores sugeriram que a capacidade das lectinas de
interagir com AIA também poderia ser um mecanismo de defesa contra esses patdogenos

(DELATORRE et al., 2013).

2.2.2. Sinalizacgdo das auxinas em plantas

A auxina possui a capacidade de regular sua distribui¢ao dentro dos tecidos vegetais,
criando gradientes de concentragdo que guiam os padroes de desenvolvimento por meio de um
mecanismo de auto-organizacdo. Essa propriedade de auto-organizagdo assegura que a auxina
possa estabelecer areas localizadas de influéncia de forma independente, direcionando os
processos de crescimento e diferenciagdo de acordo com essa organizacao (LEYSER, 2005).
Nesse processo, a auxina organiza autonomamente o estabelecimento de canais polarizados de
transporte de auxina, fornecendo sinais posicionais para o desenvolvimento subsequente de
uma vascularizacao intricada durante a organogénese, ramificacdo dos brotos e regeneragao
vascular das folhas (HAJNY; TAN; FRIML, 2022).

Através do mecanismo de canalizacdo da auxina, a auxina promove a formacgao de
canais auto organizados que se originam de um campo amplo de células transportadoras de
auxina e gradualmente se refinam em canais bem definidos com capacidade de transporte de
auxina aprimorada. Esses canais surgem de uma fonte de auxina e se estendem em direcdo a
um dreno de auxina, com cé¢lulas individuais passando por polarizagdo coordenada ao integrar
sinais da fonte de auxina, do sumidouro, do contexto tecidual ¢ do estado das células

circundantes (BENNETT; HINES; LEYSER, 2014; HAJNY; TAN; FRIML, 2022).
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A auxina atua de maneira multifuncional em diversas concentracdes, resultando em
diferentes efeitos no desenvolvimento das plantas. Em concentracdes mais baixas, a auxina
principalmente estimula o alongamento celular, promovendo o crescimento de certos tecidos
vegetais. Em contrapartida, concentragdes mais elevadas de auxina podem inibir o alongamento
celular e favorecer a divisdo celular, contribuindo para a formagao de novos tecidos e 6rgaos
(BHALERAO; BENNETT, 2003). A regulagdo do desenvolvimento pela auxina ¢ especifica
para cada tecido, ja que diferentes tecidos vegetais apresentam sensibilidades distintas ao
hormonio, permitindo crescimento diferencial e respostas de desenvolvimento que sao cruciais
para a arquitetura e adaptabilidade da planta.

Adicionalmente, diversos estudos sugerem que as diferengas no tempo de resposta
e na concentracdo de auxina apontam para mecanismos distintos no crescimento celular
induzido em caules e raizes (BAILLY et al., 2008; PARIZKOVA; PERNISOVA; NOVAK,
2017; RAKUSOVA et al., 2011, 2016; TANIGUCHI et al., 2017). Raizes e brotos respondem
de maneira distinta a auxina devido as suas sensibilidades e fungdes especificas. Por exemplo,
a aplicagdo exogena de auxina em concentragdes de at¢ 10 uM promove o alongamento do
hipocoétilo em Arabidopsis sob condigdes de luz (ADAMOWSKI; LI; FRIML, 2019),
enquanto concentracdes tdo baixas quanto 5 nM podem inibir o crescimento radicular
(FENDRYCH et al., 2018).

A auxina pode desencadear respostas celulares rapidas e lentas, dependendo do
contexto de desenvolvimento ou das condigdes ambientais. As respostas rapidas ocorrem em
segundos ou minutos, frequentemente em menos de 1 minuto, e incluem despolarizacdo da
membrana celular, fluxo de ions de hidrogénio, oscilagdes de ions de calcio, aumento do volume
do protoplasto, remodelacdo do citoesqueleto e regulagdo do trafego endocitico de
transportadores de auxina, como os PIN (ADAMOWSKI; LI; FRIML, 2019; BARBEZ et al.,
2017; BATES; GOLDSMITH, 1983; FIEDLER; FRIML, 2023; MONSHAUSEN et al., 2009;
NARASIMHAN et al., 2021; SERRE et al., 2021; ZHOU et al., 2024). As respostas celulares
lentas se desenvolvem ao longo de horas a dias, caracterizando-se por mudangas sustentadas na
expressdo génica e na sintese de proteinas, influenciando o crescimento, a divisdo e a
diferenciagdo celular, e, consequentemente, processos de desenvolvimento associados
(DUBROVSKY et al., 2008; HEISLER et al., 2005; REINHARDT et al., 2003).

As vias de sinalizacdo extracelular da auxina s3o mediadas por um complexo
formado pela proteina Auxin-Binding Protein I (ABP1), pela familia de proteinas Auxin-
Binding Proteins like (ABLs) e pelas Tyrphostin-Activated Kinases (TMKs), desempenhando

um papel crucial na resposta as auxinas. A ABP1 liga-se a auxina, facilitando a percep¢ao do
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hormdnio e a subsequente resposta celular. As ABLs, semelhantes a ABP1, também estao
envolvidas na liga¢do da auxina e na modulacao da sinalizacdo. As TMKs, ou tirosina quinases
ativadas por tyrphostin, atuam como mediadoras na transduc¢ao do sinal, catalisando reagdes de
fosforilagdo essenciais para a resposta a auxina. A proteina ABP1, identificada ha trés décadas
como uma das primeiras quinases receptoras do tipo repeticdo rica em leucina (RLKs) em
Arabidopsis, ¢ um componente essencial na sinalizagdo da auxina na superficie celular (CAO
etal.,2019; CHANG et al., 1992; XU et al., 2014; YU et al., 2023).

Por outro lado, nas vias de sinalizagdo de auxina intracelulares, a sinalizacao
baseada em Transport Inhibitor Response 1 (TIR1)/Auxin Signaling F-box (AFB) ¢
fundamental. A regulacdo transcricional mediada por TIR1/AFBs, conhecida como a via
classica de sinalizag@o de auxina, ¢ vital para as respostas de auxina (XU ef al., 2014) (Figura
12). Estudos recentes indicam que o complexo ABP1-TMKI ¢ essencial para respostas rapidas
mediadas por fosfato, fluxo citoplasmatico e desenvolvimento de estruturas vasculares apos

tratamento com auxina (HAJNY; TAN; FRIML, 2022).

Figura 12. As vias de sinalizagdo de auxina extracelulares e intracelulares em plantas.
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Nota: As vias de sinalizagdo de auxina extracelulares envolvem a interagdo das proteinas ABLs (1) e ABP1 (2)
com a quinase TMK1 (3) na membrana plasmatica, ativando a H™-ATPases (4) para acidificagdo do apoplasto e
promovendo a clivagem do dominio C-terminal de TMK1 (5) para regulagdo génica no nucleo. No citosol, o
receptor AFBI1 (6) inibe a H"-ATPases inibino o fluxo de H* para o apoplasto. No nticleo, a auxina se liga aos

receptores TIR1/AFBs (7), induzindo a degradacdo de repressores Aux/IAA (8) e liberando os fatores de
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transcricdo ARF (9), além de interagir com SKP2a (complexo SCF Skpl-Cullin-F-box) (10) para promover a
expressdo de genes do ciclo celular.

Fonte: TANG; YU; XU, 2024

A interacdo entre as vias de sinalizacdo de auxina extracelulares e intracelulares é
essencial para a coordenagdo das respostas de auxina. As diferentes vias de percepgdo e
sinalizacdo de auxina sdo coordenadas em resposta ao hormonio para direcionar os mesmos
componentes de sinalizagdo, desempenhando papéis sobrepostos, antagonistas ou especificos
através dos receptores intracelulares TIR1/AFBs e dos co-receptores extracelulares
ABP1/ABLs-TMKs. Essa coordenagdo ¢ importante para controlar diversos processos
associados a auxina no desenvolvimento das plantas, incluindo crescimento acido, efeitos de
dosagem, respostas rapidas e lentas, e canalizacdo (CAO et al., 2019; LIU et al., 2014; YU et
al., 2023). A coordenagdo dessas vias permite que as plantas se adaptem rapidamente as
mudangas nas condigdes ambientais, enquanto sustentam estratégias de desenvolvimento a
longo prazo. As propriedades combinadas da auxina formam um sistema regulatorio complexo
e dindmico, onde a auxina atua como um regulador principal, guiando de forma eficiente e
precisa o desenvolvimento das plantas e suas respostas aos estimulos ambientais (TANG; YU,

XU, 2024).

2.2.3 Regulacgdo transcricional mediada pelas auxinas

A resposta das plantas a auxina envolve alteracdes na regulacao génica (LISCUM,;
REED, 2002). Genes que sao ativados ou reprimidos pela auxina contém elementos de resposta
a auxina (AuxRE) em seus promotores, que interagem com fatores de transcri¢do da familia
ARF (GUILFOYLE; HAGEN, 2007; LI et al., 2016; MOCKAITIS; ESTELLE, 2008).
Variagdes nos niveis de auxina podem induzir rapidamente a expressdao de certos genes,
conhecidos como genes de resposta precoce a auxina (AERGs). Esses genes incluem a familia
dos ARFs, genes Auxina/Acido indol-3-acético (Aux/IAA), a familia GH3, que ¢ responsiva a
auxina, e a familia de pequenos RNAs regulados positivamente pela auxina (SAUR) (BAO et
al., 2024).

A familia dos genes ARF ¢ composta por fatores de transcricio modulares com
dominios conservados ao longo de centenas de milhdes de anos de evolucao (FINET ef al.,
2013). Esses genes sao expressos de forma dindmica e diferencial durante o desenvolvimento

das plantas, e estudos genéticos mostram que diferentes ARFs regulam processos de
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desenvolvimento distintos (RADEMACHER et al., 2012). As proteinas ARF contém dominios
responsaveis pela ligagdo ao DNA, ativagdo ou repressao transcricional e interacdes proteina-
proteina, desempenhando papéis essenciais na percepcao e sinalizagdo da auxina (DI; ZHANG;
GUO, 2015; GUILFOYLE; HAGEN, 2007). A sinalizacao da auxina ¢ transmitida por meio da
interacdo entre fatores de resposta a auxina e proteinas Aux/IAA.

As proteinas Aux/IAA, sdo de curta duragdo e atuam no nucleo, interagem com o0s
ARFs em condic¢des de baixo nivel de auxina para inibir a ativagao dos genes-alvo dos ARFs.
Quando os niveis de auxina aumentam, as Aux/[AA sdo ubiquitinadas por meio da interagao
com o Transport Inhibitor Response 1/Auxin Signaling F-box (TIR1/AFB) e degradadas pelo
proteassoma 26S, resultando na liberacao da atividade das ARFs (LI, Si-Bei et al., 2016; TAN
et al., 2007; WEIJERS; WAGNER, 2016). A diversificacdo e a complexidade dos papéis
reguladores da auxina no desenvolvimento sdo alcangadas por vérias combinagdes regulatorias
transcricionais Aux/IAA-ARF (CHAPMAN; ESTELLE, 2009; JING et al., 2023; LEYSER,
2018; WEIJERS; WAGNER, 2016) (Figura 13).

Figura 13. Os principais componentes na percep¢do e sinalizacdo da auxina. (A) Proteinas
Aux/IAA formam multimeros com os ARFs e recrutam TPL para a cromatina. (B) Altos niveis
de auxina promovem a ubiquitina¢do e degradacdo dos Aux/IAAs através do SCFTIR1/AFB e

do proteassoma 26S.
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Fonte: LI et al., 2016.

Uma questdo central, ainda sem resposta, na biologia da auxina ¢ como o 4cido
indol-3-acético, uma molécula simples semelhante ao triptofano, pode desencadear uma ampla
variedade de respostas celulares. Como a ultima etapa na sinalizacdo da auxina antes da
regulacdo genética, os fatores de transcricdo ARF sdo componentes provaveis para conferir
especificidade a resposta da auxina por meio da sele¢do de genes-alvo (BOER et al., 2014). Os
genes ARF sdo expressos em padrdes dindmicos e variados durante o desenvolvimento
(RADEMACHER et al., 2011), e estudos genéticos demonstraram que os ARFs individuais
controlam processos de desenvolvimento especificos (GUILFOYLE; HAGEN, 2007;
RADEMACHER et al., 2012, 2011; WELJERS et al., 2005). Por exemplo, ARF1 e ARF2 estao
envolvidos na senescéncia foliar, além de controlarem a abscisdo de o6rgaos florais (ELLIS et
al., 2005).

A classe SAUR de pequenos RNAs ¢ regulada dinamicamente pela auxina, com
respostas ocorrendo em niveis transcricional, pds-transcricional e proteico. Os genes SAUR
codificam mRNAs altamente instaveis, que sdo degradados em questdo de minutos devido a
presenca de um elemento conservado (DST) em suas regides 3' ndo traduzidas (BAO et al.,
2024). A maioria dos genes SAUR ndo contém introns, o que pode oferecer uma vantagem
evolutiva (CHEN; HAO; CAO, 2014). As proteinas SAUR apresentam dois residuos de leucina
conservados na maioria das plantas superiores, o que indica a importancia funcional desses
residuos.

Vale ressaltar que a regulacao da transcrigdo de auxina mediada por TIR1/AFB ¢

conhecida como a via classica de transdugdo de sinal de auxina. No entanto, as fungdes



45

complexas da auxina ndo podem ser completamente explicadas por essa via. Algumas proteinas
Aux/IAA sdo incapazes de se ligar a proteina TIR1/AFB devido a falta dos dominios estruturais
conservados I e/ou II. Consequentemente, seu mecanismo de agao difere do mecanismo cléssico
de sinalizacao da auxina mediado por TIR1/AFB (BAO et al., 2024). Estudos realizados por
(CHANDLER, 2016; YU et al., 2023) confirmaram a existéncia de mecanismos nao classicos
de transducdo de sinal da auxina em multiplos niveis regulatorios. Esses mecanismos nao
classicos controlam conjuntamente os complexos processos de desenvolvimento das plantas,

coordenando-se com as vias classicas de transducao de sinal.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da interagdo da ConM, isoladas das sementes de Canavalia maritima, com a
auxina acido indol-3-acético na biodisponibilidade do fitohormonio em segmentos foliares de

Nicotiana tabacum cultivados in vitro.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a influéncia da ConM no processo de organogénese em segmentos foliares de
N. tabacum.

e Examinar as alteracdes morfoldgicas em segmentos foliares de N. tabacum infiltrados
a vacuo com AIA juntamente com a ConM.

e Investigar o efeito oxidativo da ConM em segmentos foliares e calos de N. tabacum.

e Analisar os niveis de expressao dos genes relacionados na resposta ao AIA, fatores de

regulacdo do crescimento e fatores de resposta a auxina.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 Purificacio da lectina

4.1.1 Obtencdo do material biologico e extragdo proteica

A ConM foi obtida a partir das sementes de C. maritima, e purificadas seguindo
protocolos previamente estabelecidos por Ceccatto e colaboradores (2002). As sementes de C.
maritima foram coletadas na praia de Tabuba (Latitude: -3.64766052 e Longitude: -38.6925441)
no municipio de Caucaia, no estado do Ceard. O cadastro para atividade de acesso ao
Patrimonio Genético/CTA foi obtido junto ao SisGen com o seguinte nimero: AFD4698.

As sementes foram coletadas maduras, lavadas e secas em estufa por 24h a 37 °C.
Em seguida, os tegumentos das sementes foram removidos, expondo-se o endosperma do qual
foi triturado em um moedor de café e peneirado, obtendo-se uma farinha fina, apropriada para
o processo de extragdo proteica. As proteinas soluveis foram extraidas pelo contato com a
solu¢do NaCl 0,15 M, na propor¢ao (1:10, Mg/ VNact), SOb agita¢do por 3 horas a temperatura
ambiente. O material, em seguida, foi centrifugado a 16.000 xg durante 30 min a 4 °C. O
sobrenadante foi denominado extrato total, sendo filtrado em papel de filtro e em seguida

submetido a purificacdo em coluna cromatografica por afinidade.

4.1.2 Cromatografia de afinidade em gel de Sephadex G-100

A ConM foi purificada através de uma Unica etapa de cromatografia de afinidade,
como adaptado por Ceccatto e colaboradores (2002). O extrato total, obtido da extragdo total
de proteinas, foi aplicado em uma coluna de Sephadex G-100 (a coluna ¢ constituida de cadeias
poliméricas de dextrana por meio de ligacdes covalentes cruzadas), previamente equilibrada
com a solucao NaCl 0,15 M. O extrato permaneceu em contato com a matriz overnight. Apos
o periodo de contato, a coluna foi lavada com a mesma solugdo de equilibrio para remover o
material que ndo interagiu com a coluna, denominado Pi. Em seguida, o material retido,
denominado P, foi eluido com a solugao glicina 0,1 M pH 2,6. A cromatografia foi realizada a
um fluxo de aproximadamente 1 mL/min e as foram coletados em fragdes de aproximadamente
5,0 mL e monitorados na absorbancia no comprimento de onda de 280 nm. O P2, que
corresponde teoricamente a lectina purificada, foi dialisado exaustivamente contra agua

deionizada, liofilizado e armazenado.
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A concentracdo de proteinas totais soluveis no extrato e nas fragdes foi verificada
pelo método descrito por Bradford (1976). A massa molecular aparente da ConM durante as
etapas de purificagdo foi acompanhada através de eletroforese em gel de poliacrilamida,

baseada na técnica desenvolvida por Laemmli (1970).

4.2 Detec¢ao da atividade hemaglutinante

Os ensaios para a detec¢do de atividade hemaglutinante das amostras foram
realizados através de diluicdes seriadas em microplaca de 96 pogos do tipo fundo “V”, a partir
de uma adaptagdo ao método descrito por Moreira e Perrone (1977).

As amostras contendo a ConM foram diluidas, em triplicata, em solucao NaCl 0,15
M, de forma seriada nos pogos, seguindo a propor¢ao de 1:2, 1:4, 1:8 e assim por diante. ApOs
a diluicdo seriada, foi adicionado 50 pL. da suspensdo de eritrécitos de coelho 2% (v/v) (Figura
14). Para o controle negativo os volumes de NaCl 0,15 M e solucdo de hemadcias 2% (v/v) foram
iguais. Ap6s 30 min de incubacio a 37 °C e repouso por mais 30 min a temperatura ambiente.

A presenca ou ndo de hemaglutinagdo foi observada macroscopicamente a olho nu.

Figura 14. Esquema ilustrativo para a determinacao da atividade hemaglutinante para a lectina

de Canavalia maritima (ConM)

Amostra Dilui¢do
concentrada
50 puL 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
(1 mg/mL)
Eritrécitos (2%) T > Eritrdcitos
50 pL 2%)

50 uL

Fonte: Autor, 2024.

Os titulos de hemaglutinacdo foram expressos em unidade de hemaglutinacio
(UH.mL!') que corresponde ao inverso da maior diluigio da amostra que apresente nitida

aglutinagao.
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4.3 Cultivo in vitro dos explantes foliares de Nicotiana tabacum

4.3.1 Obtencao e desinfestacdo do material vegetal

As plantulas de N. tabacum foram obtidas a partir da germinagdo das sementes. A
desinfestacdo das sementes foi realizada em camara de fluxo laminar, utilizando uma solucao
de etanol a 70% (v/v) por 30 segundos. O excesso da solucdo etandlica foi removido com dgua
autoclavada. Na segunda etapa do processo de desinfestacdo, foi utilizada uma solucdo de
hipoclorito de s6dio a 33% (v/v) com 1% de cloro ativo, por 12 minutos. Apds esse periodo, o
excesso de hipoclorito de sddio foi removido com dgua autoclavada.

As sementes de N. tabacum, previamente desinfestadas, foram transferidas para
placas de Petri contendo algodao e papel filtro estéreis umedecidos com dgua autoclavada. Apos
a germinagdo, as plantulas foram transferidas para frascos contendo 25 mL de meio nutritivo
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), sem regulador de crescimento, contendo sacarose (2%),
agar (0,7%) e pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem (121 °C, 15 minutos). As plantulas
foram mantidas em sala de crescimento, sob fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro,
a uma temperatura de 27 + 2 °C. Apds o desenvolvimento das mudas, foram realizados

subcultivos para a micropropagacao do material vegetal.

4.3.2 Infiltracdo a vdacuo dos segmentos foliares de fumo em solucdo suplementada com AIA

e lectina

Os segmentos foliares de N. tabacum foram obtidos a partir das plantas de tabaco
durante os ciclos de subcultivo na etapa de micropropagacao (ver item 4.3.1). As folhas foram
seccionadas em discos foliares com drea de 0,5 cm?, preservando as nervuras secunddrias, e
submetidas ao processo de infiltracao a vacuo.

Para os experimentos de infiltracdo a vacuo, seguiu-se a metodologia descrita por
Chen et al. (2013) e King et al. (2014). Os segmentos foliares foram imersos em 100 mL de
solucdes contendo 20 uM de &cido indol-3-acético (AIA) sem a ConM (controle) e nas
concentracoes de 5 uM, 20 uM e 40 uM da ConM, previamente filtradas com membranas de
microfiltragao de 0,2 um. Os segmentos imersos nas solucdes foram submetidos por 1 minuto
a frequéncia de 40 Hz, em seguida, os segmentos foliares na solu¢do foram mantidos no vacuo

de 600 mmHg por 5 minutos. Apds o processo de infiltracdo a vacuo, os segmentos foliares
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foram inoculados em placas de Petri (90 mm) contendo meio MS, sacarose (2%), agar (0,7%)
e pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem (121 °C, 15 minutos).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com seis repeti¢cdes,
sendo cada repeticio composta por 10 segmentos foliares por placa. As placas de Petri,
contendo os segmentos foliares co-infiltrados com a lectina, foram mantidas em sala de
crescimento sob fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, a uma temperatura de 27

+ 2 °C por um periodo de 28 dias.

4.3.3 Avaliacdo do desenvolvimento dos explantes

O desenvolvimento dos explantes foi avaliado através de parametros morfolégicos
(formacdo de calos, biomassa fresca e seca), bioquimicos (atividade do sistema antioxidante e
quantificacdo de pigmentos fotossintéticos) e de niveis de expressdao de genes relacionados a
regulacdo do AIA. Esses pardmetros foram medidos para observar os efeitos dos tratamentos
estudados no desenvolvimento dos explantes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia
e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. As anélises estatisticas

foram realizadas utilizando-se o programa GraphPad Prism®.

4.4 Peroxidacao de lipideos

Para avaliar a peroxidacdo de lipideos, foi estimado o contetido de substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS, do inglés, Thiobarbituric Acid Reactive Substances),
conforme descrito por Heath e Packer (1968). Para isso, 200 mg dos segmentos foliares dos
diferentes tratamentos foram macerados na presen¢a de nitrogénio liquido. Durante a
maceracao, adicionou-se 1 mL de 4cido tricloroacético (TCA) a 0,1%, e o material foi macerado
por mais trés minutos. O material resultante foi centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos a 4
°C. Em seguida, 500 uL desse extrato foram adicionados a uma solugdo de TCA 20% (p/v) e
TBA 0,5% (p/v) em microtubos. A reacdo foi incubada em banho-maria a 95 °C por 25 minutos
e interrompida resfriando os tubos de ensaio em banho de gelo. Ap6s 30 minutos a temperatura
ambiente, as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a dois comprimentos de onda
distintos: 532 nm e 660 nm (para a formacao do complexo MDA-TBA).

O contetido de lipideos foi determinado apds a subtracdo das leituras de absorbancia
em 532 nm e 660 nm, utilizando o coeficiente de extingdo molar de 155 mM™ cm™, sendo o

resultado expresso em nmol/g™! MF. Esta analise foi realizada utilizando amostras compostas,
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formadas pelos diferentes segmentos foliares para cada tratamento, e as andlises foram feitas

em triplicata.

4.5 Extracio de Proteinas Totais

O protocolo para extragdo das proteinas totais dos calos e dos segmentos foliares
de N. tabacum seguiu a metodologia descrita por (PONTE et al., 2014). Para isso, 500 mg do
material vegetal foram pulverizados com nitrogénio liquido e macerados com 2 mL de tampao
Tris-HC1 100 mM, pH 8,0, contendo DTT 2 mM. A mistura foi centrifugada a 12.000 x g por
20 minutos a 4 °C. O sobrenadante obtido foi utilizado como extrato proteico total para as

determinagdes das atividades enzimdticas e quantificac@o proteica.

4.6 Analise das enzimas do sistema antioxidante

4.6.1 Atividade da Ascorbato Peroxidase (APX)

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada pelo método de Nakano
e Asada (1981). Para isso, aliquotas de 0,1 mL do extrato enzimético foram adicionadas a 2,7
mL de tampao fosfato de potdssio 50 mM, pH 6,0, contendo 0,5 mM de 4cido ascérbico (m/v).
Em seguida, adicionou-se 0,2 mL de H,O, 30 mM ao meio de reagdo, acompanhando-se o
decaimento da absorbancia a 290 nm. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro no
intervalo de 0 a 300 segundos, com medicdes a cada 15 segundos. A atividade enzimatica foi
calculada utilizando o coeficiente de extincdo molar do ascorbato, e os resultados foram

expressos em consumo de uM de H,O,-min™!-g™1.

4.6.2 Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pelo método descrito por (BEERS;
SIZER, 1952). A reacdo foi iniciada com a adi¢do de 50 uL do extrato enzimatico ao meio de
reacao, contendo 2,95 mL de tampao fosfato de potassio S0 mM, pH 7,0, adicionado de 20 mM
de H,0,. O consumo de H,O, foi monitorado em espectrofotometro a 240 nm, e a atividade
foi calculada utilizando o coeficiente de extincdo molar do H,O,. Os resultados foram

expressos em consumo de uM de H,O,-min™*- g1
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4.6.3 Atividade da Peroxidase do Guaiacol (POX)

A atividade da peroxidase do guaiacol (POX) foi determinada pela metodologia
descrita por Urbanek et al. (1991). A mistura reacional continha tampao fosfato de potdssio 100
mM acrescido de EDTA 0,1 uM, pH 7,0, e H,O, 15 mM. A reacio foi iniciada pela adi¢do de
10 uL do extrato enzimatico ao meio de reacdo, e o aumento da absorbancia foi medido a 470
nm por minuto. A atividade foi determinada pela quantidade de tetraguaicol formado, utilizando
o coeficiente de extin¢do molar de 26,6 M™! cm™!, considerando que 4 moles de guaiacol sdao
necessdrios para reduzir 1 mol de H,O,. Os resultados foram expressos em consumo de uM de

Hzoz'min_l'g_l.

4.7 Estimativa das Concentracoes de Pigmentos Fotossintéticos

As concentragdes de pigmentos fotossintéticos foram estimadas conforme
adaptacdes dos procedimentos descritos por (LICHTENTHALER, Hartmut K.;
BUSCHMANN, 2001). Os extratos foram preparados utilizando-se 200 mg dos segmentos
foliares dos diferentes tratamentos macerados na presenga de nitrogénio liquido em seguida foi
adicionado 2 ml de acetona 80%. As leituras de absorbancia nos comprimentos de onda de 665,

649 e 480 nm. O contetddo de pigmento foi determinado usando as equagdes:

Equacao 1.
Clorofila a = 12.47 (A665) — 3.62 (A649);

Equacao 2.
Clorofila b = 25.06 (A649) — 6.50 (A665);

Equacao 3.

Carotenoides = [1000 (A480) — 1.29 (clorofila a) — 53.78 (clorofila b) ]/220.
4.8 Analise de expressao de genes relacionados com a resposta ao fitohorménio AIA
4.8.1 Extragdo do RNA total e sintese de cDNA

Para a analise da expressdo dos genes Aux/IAA responsivos a auxina, fatores de
regulagao do crescimento e fator de resposta a auxina, foram utilizados segmentos foliares de

N. tabacum (conforme item 4.3.1), coletados apos o processo de infiltragdo a vacuo nos tempos

de 24h, 48h e 72h. Aproximadamente 200 mg do segmento foliar foram macerados em



53

nitrogénio liquido, e o RNA total foi extraido utilizando o RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen),
conforme as instru¢des do fabricante. Foi adicionado 700 puL do tampao RLT e 10 pL de B-
mercaptoetanol as amostras maceradas, homogeneizando a mistura com vortex. A solugdo
resultante foi transferida para uma coluna QIAshedder spin, acoplada a um tubo coletor de 2
mL, e centrifugada a 25 °C por 2 minutos a 12.000 xg. O sobrenadante foi recuperado e
transferido para um novo microtubo, onde foram adicionados 0,4 mL de etanol 95%,
misturando por inversao.

A solugdo foi entdo transferida para uma coluna RNeasy Mini Spin, também
acoplada a um tubo coletor de 2 mL, e centrifugada a temperatura ambiente (25 °C) por 15
segundos a 8.000 xg. O eluido foi descartado e 400 puL de tampao RW1 foram adicionados a
coluna, seguida de centrifugagdo por 15 segundos a 8.000 xg. Apds esta lavagem com RW1, a
coluna foi transferida para um novo tubo coletor ¢ 500 pL de tampao RPE foram adicionados,
centrifugando-se a temperatura ambiente por 15 segundos a 8.000 xg. O eluido foi descartado
e mais 500 pL de tampao RPE foram adicionados a coluna, com uma nova centrifugagdo a
temperatura ambiente por 2 minutos a 8.000 xg para eliminar residuos de etanol que pudessem
interferir em reagdes posteriores. O eluido e o tubo coletor foram descartados e a coluna foi
transferida para um novo tubo coletor de 1,5 mL. Foram adicionados 40 pL de 4gua livre de
RNases diretamente na coluna, seguida de centrifugagdo por 1 minuto a 8.000 xg para elui¢do
do RNA. O RNA eluido foi armazenado a -20 °C para posterior quantificacdo, analises
eletroforéticas e ensaios de RT-PCR.

O RNA total foi utilizado para a sintese de DNA complementar (cDNA),
empregando o Kit de Transcriptase Reversa IMpromII™ (Promega), conforme as instrugdes do
fabricante. Para a reag¢do, 1 ug da amostra de RNA foi incubado com 500 ng de iniciador
Oligo(dT)18 por 5 minutos a 70 °C, seguido de 5 minutos a 4 °C. Em seguida, foi adicionada
uma mistura reacional contendo: 4 uL de tampao de transcri¢do reversa 5x concentrado, 2,4 pL
de MgCl12 0,025 M, 1 uL de NTP 0,01 M e 1 puL da enzima transcriptase reversa (1 U/uL). A
sintese da fita complementar ocorreu a 25 °C por 5 minutos, 42 °C por 1 hora, seguida de
inativacdo da enzima a 75 °C por 15 minutos. O cDNA obtido foi armazenado a -20 °C para

posteriores reagdes de PCR. Para a realizagdo da PCR, utilizou-se 1 uL. do cDNA resultante.

4.8.2 PCR em tempo real

As reagdes de PCR quantitativa (qPCR) foram realizadas para avaliar a expressao

dos genes Aux/IAA responsivos a auxina, Nt-IAA14 e Nt-IAA17, do fator de resposta a auxina,
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ARF1, e do gene da familia de RNAs pequenos induzidos por auxina, SAURS59 (Apéndice A).
Como referéncia interna, foram utilizados quatro genes de expressdo constitutiva em N.
tabacum: actin, L25, Ntubc2 e EF-1a (Apéndice A) (SCHMIDT; DELANEY, 2010). Amostras
sem a adi¢ao de cDNA foram utilizadas como controles negativos (NTC = no template control).
As reagdes foram preparadas conforme as instrug¢des do kit GoTaq qPCR Sybr Green (Promega),
seguindo as recomendacdes do fabricante. As reagdes foram realizadas em triplicata e
executadas no QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific). A
otimizagao das reacdes foi realizada para obter uma eficiéncia na faixa de 95-105%. O nivel de
expressao de cada gene foi avaliado pelo Cq (Ciclo de quantificagdo). Ao término da reagdo de
qPCR, foi gerada a curva de dissociag@o de 60 a 99 °C para verificar a presenga de um tnico
pico das amostras para os genes utilizados individualmente. Os cdlculos das quantificagdes
génicas foram feitos pelo método Delta-Delta-CT (PFAFFL, 2001). Foram gerados gréficos de

expressao relativa para cada gene analisado, comparando-se com os genes de referéncia.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito da interacdo da ConM com o AIA em segmentos foliares de N. tabacum

cultivos in vitro

A presenca da auxina induziu a formagdo de calos nos explantes foliares de N.
tabacum cultivados in vitro, porém os volumes dos calos sdo distintos nas diferentes
concentragdes da ConM. A formagao de calos foi observada apos 7 dias de cultivo em todos os
tratamentos, exceto nos segmentos foliares infiltrados com 40 uM de ConM. A origem dos calos
nos segmentos foliares ocorreu predominantemente na regido vascular, apresentando coloragao
branco-esverdeada (Figura 15A). Nos segmentos foliares infiltrados com 40 uM da ConM, foi
observado uma alteracdo morfologica, caracterizada por um clareamento tecidual, sugerindo

um processo de oxidacao e perda de pigmentos fotossintetizantes (Figura 15).
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Figura 15. Segmentos foliares de Nicotiana tabacum tratados com 20 uM de AIA e 5, 20 ou
40 uM da ConM. Segmentos foliares de N. fabacum infiltrados a vacuo com 20 uM de acido
indol-3-acético juntamente com 5 uM, 20 uM ou 40 pM da ConM, em seguida, cultivados em
meio MS sem regulador de crescimento por 28 dias a 26 °C foto periodo 12h. (Escala 1 mm).

(A) Calo formado com 28 dias de cultivo, com coloracdo branco-esverdeado.

Controle 5 pM ConM 20 uM ConM 40 pM ConM

Inicio

7 dias

14 dias

21 dias

28 dias

Fonte: Autor, 2024.

Segundo Ikeuchi ef al. (2019), na cultura de tecidos vegetais, o calo se forma a
partir de explantes vegetais em resposta a uma alta propor¢ao da auxina em relacdo a citocinina,
esse equilibrio entre auxina e citocinina determina o destino dos 6rgdos em regeneragao.

Durante o cultivo in vitro, as propriedades do tecido de origem podem influenciar
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significativamente as caracteristicas do calo, incluindo os niveis de auxina e seu transporte. Esta
influéncia ¢ especialmente relevante quando o calo se origina de tipos de células foliares
produtoras de auxina, como aquelas encontradas no apice e nas bordas da folha, tecido do
mesofilo vascular ou células meristemoides (KNEUPER et al., 2021).

O tratamento com 40 uM de ConM reduziu a formagao de calos em 72,60%, o que
foi acompanhado por uma diminui¢do na biomassa fresca e seca dos calos (Figura 16). O peso
fresco dos calos tratados com a maior concentracao da ConM apresentou uma redugao de 77,78%
em comparagdo ao tratamento controle (sem lectina). No entanto, ndo foram observadas
diferengas significativas na formagao e no peso fresco dos calos nos tratamentos com 5 uM e
20 uM da ConM (Figura 16A e 16B). Em relagdo a biomassa seca, os calos tratados com 5 uM
da ConM apresentaram um aumento de 25,93% em comparagdo ao controle, enquanto os
tratamentos com 20 pM e 40 pM da ConM resultaram em redugdes de 18,52% e 77,78%,
respectivamente (Figura 16B e 16C).

Figura 16. Formacdo, determinacdo da biomassa fresca e seca dos calos gerados a partir de
segmentos foliares de Nicotiana tabacum infiltrados com ConM. (A) Porcentagem da formagao,
(B) Biomassa fresca e (C) seca dos calos obtidos a partir dos segmentos foliares de N. tabacum
infiltrados a vacuo com 20 uM de acido indol-3-acético juntamente com 5 uM, 20 uM ou 40
uM da ConM, em seguida, cultivados em meio MS sem regulador de crescimento por 28 dias

a 26 °C foto periodo 12h.
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Nota: Resultados expressos em termos de média = desvio padrdo, obtidos a partir de trés determinacdes
independentes. A andlise estatistica foi realizada por meio da ANOVA. Letras iguais indicam que nao houve
diferenca estatistica entre os tratamentos. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os tratamentos
pelo teste de Tukey, considerando um nivel de significancia de p <0,05. A esquerda fotografia do calo de Nicotiana
tabacum (Escala 1 mm).

Fonte: Autor, 2024.

De acordo com Ghanbari et al. (2018) e Hu et al. (2017), a inducdo da formagao de
calos em diversas espécies vegetais ainda apresenta desafios, € os mecanismos moleculares
subjacentes a transi¢cdo inicial do destino celular durante esse processo permanecem pouco
compreendidos. Contudo, apesar da falta de evidéncias empiricas, suspeita-se que a
organogénese da formagdo do calo a partir de explantes foliares compartilhem o processo inicial
de reprogramagdo celular, que potencialmente envolve o acimulo do AIA, no local da ferida
(LIU et al., 2014). Apos a etapa inicial compartilhada de formagao das células fundadoras da
raiz, acredita-se que a organogénese da raiz e a formagao de calos divergem, dependendo do
tratamento com auxina exogena: a auséncia de auxina exodgena leva a regeneracdo da raiz,
enquanto a aplicacdo de tratamento com altas concentragdes de auxinas exdgeno induz a
formagao de calos proliferantes (YU et al., 2017).

O AIA ¢ a forma mais ubiqua de auxina em plantas superiores e destaca-se entre
todos os hormonios vegetais por ser transportado de forma polar e ativa a curta distancia (de
célula para célula), além de participar do transporte de longa distancia entre 6rgdos. Este
complexo mecanismo de transporte depende da interacdo entre a for¢a quimiosmotica, a
hidrolise de ATP e os transportadores de auxina (FRIML, 2022).

A proliferagdo das células do calo e a especificacio das suas vias de
desenvolvimento sdao fortemente influenciadas por fitohormdnios exdgenos, que controlam a
biossintese e a distribuicdo de hormoénios endogenos. Os fitohormonios, por sua vez,

desencadeiam uma cascata de vias de sinalizagdo que iniciam o processo de diferenciagdo
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celular IKEUCHI; SUGIMOTO; IWASE, 2013).

5.2 Conteudo de pigmentos fotossintéticos dos segmentos foliares na presenca da ConM

Os segmentos foliares de N. tabacum tratados com 5 uM e 20 uM da ConM
apresentaram morfologia semelhante aos segmentos ndo tratados com lectina, mantendo
pigmentagdo esverdeada (Figura 17). No entanto, os segmentos foliares submetidos a infiltracdo
com 40 uM da ConM exibiram alteragdes morfoldgicas atipicas, caracterizadas por
descoloragdo do tecido foliar, indicando possivel oxida¢do e degradacdo dos pigmentos

relacionados a fotossintese.

Figura 17. Placa com segmentos foliares de Nicotiana tabacum infiltrados com a ConM.
Segmentos foliares de N. tabacum infiltrados a vicuo com 20 uM de é4cido indol-3-acético
juntamente com 5 uM, 20 uM ou 40 uM da ConM, em seguida, cultivados em meio MS sem

regulador de crescimento por 28 dias a 26 °C foto periodo 12h. (Escala 1 cm).

Fonte: Autor, 2024.



59

Os segmentos foliares da N. tabacum tratados com 5 uM e 20 uM da ConM, o
conteddo total da clorofila a foi superior ao da clorofila b, assim como, no controle. Esse
resultado € consistente com a literatura atual, uma vez que, no centro de reagdo (RC), a antena
interna liga apenas moléculas de Chl a, com proporcao relativa, cerca de 100 Chl a no PSI e 35
Chl a no PSII. O nicleo dessas moléculas é altamente conservado em organismos
fotossintéticos oxigenados. Enquanto que, os sistemas de antena externa podem ligar tanto Chl
a quanto Chl b, com propor¢des gerais de Chl a/Chl b variando de 2 a 3, pois Chl b limita a
transferéncia de energia excitonica (EET). O tamanho e a composicao das antenas variam de
acordo com os organismos e seus ambientes de crescimento, refletindo um equilibrio entre a
quantidade de Chl a e a adaptacdo ao ambiente (BELYAEVA et al., 2016; CROCE; VAN
AMERONGEN, 2020; LICHTENTHALER; BABANI; LANGSDORF, 2007; MIRKOVIC et
al., 2017).

A clorofila € um pigmento essencial na fotossintese, e qualquer alteracdo em seu
conteddo pode afetar a eficiéncia desse processo. Devido a sensibilidade das reagdes
fotossintéticas mediadas pela clorofila em ambientes diversos, as proteinas de ligacdo a
clorofila a/b, bem como a propria clorofila e os carotenoides, sdo os primeiros componentes a
serem monitorados e controlados em condicdes adversas (NG et al., 2013). As clorofilas a (Chl
a) e b (Chl b) sdo as principais moléculas coletoras de luz nos complexos de antena (LHCs) das
plantas (GRUBER et al., 2019).

No entanto, nos segmentos tratados com 40 uM da ConM, a proporcdo entre
clorofila a e clorofila b fo1 significativamente alterada, resultando em uma reducgao de 33,52%
no conteddo de clorofila a e um aumento de 24,29% no contetdo de clorofila b em comparacao
ao controle (Figura 18). Segundo Gao, Guo e Shen (2024), essas alteracdes podem refletir uma
modificagdo no tipo de complexo antena como estratégia de otimizacdo do processo

fotossintético em resposta ao tratamento, promovendo adaptacio e sobrevivéncia.
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Figura 18. Determinacdo dos teores de pigmentos fotossintéticos em segmentos foliares de
Nicotiana tabacum na presenca da ConM. Teores de pigmentos fotossintéticos em segmentos
foliares de N. tabacum infiltrados a vacuo com 20 uM de acido indol-3-acético juntamente com
5 uM, 20 uM ou 40 uM da ConM, em seguida, cultivados em meio MS sem regulador de
crescimento por 28 dias a 26 °C foto periodo 12h.
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Nota: Resultados expressos em termos de média = desvio padrdo, obtidos a partir de trés determinagdes
independentes. A analise estatistica foi realizada por meio da ANOVA. A presenga do (*) e letras iguais indicam
que ndo houve diferencga estatistica entre as concentragdes. Letras diferentes indicam diferencgas significativas entre
os tratamentos pelo teste de Tukey, considerando um nivel de significancia de p <0,05. A diferenciag@o entre
tratamentos foi indicada por meio da utilizagdo de letras distintas, sendo que letras mintsculas indicaram
diferencas significativas entre as concentragdes da clorofila a e letras maiusculas indicaram diferencas entre as
concentragdes da clorofila b.

Fonte: Autor, 2024.

Segundo Jiang e Dehesh (2021), como resultado da evolugdo, os cloroplastos nao
apenas realizam a produgdo primdria de biomassa, mas também sentem ambientes estressantes
para desenvolver a regulacdo biogénica e operacional da expressdao génica do plastidio e do
nucleo por meio de varias sinalizagdes retrogradas e sinalizagdes de fitohormdnios.

Estudos indicam que tanto a auxina enddgena quanto a exdgena atuam como
reguladores negativos do acumulo de clorofila nos cotilédones durante a estiolagao (LUO et al.,
2023). A relacdo entre auxina e desenvolvimento do cloroplasto foi destacada em diversos
trabalhos (LIU et al., 2020; SALAZAR-IRIBE; DE-LA-PENA, 2020). As alteragdes
observadas em nosso estudo podem estar relacionadas a interagdo entre ConM e AIA, que afeta

componentes do sistema fotossintético, como o conteudo de clorofila. Isso sugere um possivel
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papel regulador da lectina na biodisponibilidade de AIA. Visto que a transducdo do sinal da
auxina, mediada pelos fatores de transcri¢do, ¢ essencial na regulagdo da biossintese de clorofila,
interagindo direta ou indiretamente com genes de biossintese de clorofila (SAGAR et al., 2013;
YUAN et al., 2019, 2018).

Diversos genes relacionados a sinalizacdo de auxina, como [AA/AUXs, ARFs,
GH3, SAUR e TIR1, foram identificados como reguladores do desenvolvimento do cloroplasto
(ARSOVSKI et al., 2018, CRUZ et al., 2018; ZOU et al., 2020). Além disso, genes
relacionados a biossintese de auxina (YUCCA) e ao transporte de auxina (PIN) desempenham

papéis criticos nesse processo (CHEN; ZOU; ZHAO, 2015; ZHENG et al., 2016).

5.3 Efeito da ConM nas membranas dos segmentos foliares de V. tabacum

Os segmentos foliares de N. fabacum co-infiltrados com 20 uM do AIA e 20 uM
ou 40 uM da ConM apresentaram aumento na peroxidacgao lipidica apds 28 dias de cultivo in
vitro, conforme indicado pelo aumento dos niveis de TBA. Observou-se um incremento de 25%
e 50% nos niveis de TBA nos segmentos tratados com 20 uM e 40 uM da ConM,
respectivamente, em comparagdo com o controle (Figura 19). Esses resultados sugerem que
concentracdes superiores a 5 uM da ConM provocam um aumento significativo nos danos as

membranas celulares.

Figura 19. Avaliac¢do da peroxidacao lipidica em segmentos foliares de Nicotiana tabacum na
presenca da ConM. Peroxidagdo lipidica em segmentos foliares de N. fabacum infiltrados a
vacuo com 20 uM de acido indol-3-acético juntamente com 5 uM, 20 uM ou 40 uM da ConM,
em seguida, cultivados em meio MS sem regulador de crescimento por 28 dias a 26 °C foto

periodo 12h.
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Nota: Resultados expressos em termos de média £ desvio padrdo, obtidos a partir de trés determinagdes
independentes. A analise estatistica foi realizada por meio da ANOVA. Letras iguais indicam que ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os tratamentos
pelo teste de Tukey, considerando um nivel de significancia de p <0,05.

Fonte: Autor, 2024.

Existem diversos relatos na literatura que fatores ambientais como a salinidade,
temperatura extremas, concentragdes de metais, danos mecanicos causam o aumento no nivel
de peroxidagdo de lipideos e danos de membrana (LU et al., 2018). Contudo, os resultados
obtidos por este trabalho é o primeiro relato que peroxidagdo dos lipidios de membrana
ocasionados por lectinas. Comparado com o controle, 0 TBA ndo aumentou significativamente
na concentracdo de 5 uM da lectina. Este resultado indica que a peroxidagdo lipidica grave da
membrana plasmatica ocorre em concentragdes superiores a 5 uM da ConM.

Neste estudo, o conteido de malondialdeido (MDA) foi avaliado por meio da
formacdo do complexo TBA-MDA. Observou-se que o aumento nos niveis de MDA nos
segmentos foliares estd diretamente relacionado a concentragdo da ConM, indicando que as
membranas celulares foram afetadas pelas altas concentragcdes da proteina. Conforme YONNY
et al. (2017), o MDA ¢ um subproduto gerado pelas plantas em resposta ao estresse, refletindo
no grau de peroxidagdo lipidica das membranas celulares.

Os lipideos sdo biomoléculas que desempenham um papel importante como
componente estrutural da maioria das membranas celulares (PARIDA; DAS, 2005). O conteudo
de MDA, produto da peroxidacdo lipidica, tem sido considerado um indicador de dano

oxidativo (MELONI et al., 2003).

5.4 Efeito oxidativo da ConM em segmentos foliares e calos de V. tabacum

Como apresentado no item 5.1 deste trabalho a presenca da auxina induziu a
formagdo de calos nos explantes foliares de N. tabacum. Logo, foi verificado a atividade
enzimatica separadamente tanto para os segmentos foliares, assim como, para os calos formados
em cada tratamento.

Observou-se que a quantidade das proteinas soliveis nos calos foi superior aquela
nos segmentos foliares em todos os tratamentos (Figura 20). Nos calos tratados com 5 uM da
lectina, verificou-se um aumento de 39,59% nas proteinas soliveis, enquanto nos tratados com

40 uM da ConM, houve uma redugdo de 25,53% em comparagd@o ao controle. Esses resultados
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sdo0 consistentes com o acumulo de biomassa seca sob essas condigdes.

Figura 20. Quantificagao de proteinas soliveis e atividade enzimatica das enzimas ascorbato
peroxidase (APX), catalase (CAT) e peroxidase (POX) em segmentos foliares e calos de
Nicotiana tabacum. Quantidade de proteinas soluveis e atividade enzimatica das enzimas
ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT) e peroxidase (POX) em segmentos foliares e calos
de Nicotiana tabacum infiltrados a vacuo com 20 uM de 4cido indol-3-acético juntamente com
5 uM, 20 uM ou 40 uM da ConM, em seguida, cultivados em meio MS sem regulador de
crescimento por 28 dias a 26 °C foto periodo 12h.
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Nota: Resultados expressos em termos de média + desvio padrdo, obtidos a partir de trés determinagdes
independentes. A analise estatistica foi realizada por meio da ANOVA, seguida do teste de Tukey, considerando
um nivel de significancia de p <0,05. Letras iguais indicam que ndo houve diferenga estatistica entre os tratamentos.
A diferenciagdo entre tratamentos foi indicada por meio da utilizagdo de letras distintas, sendo que letras
minusculas indicaram diferencas significativas entre tratamentos em segmentos foliares e letras maitsculas
indicaram diferencas entre tratamentos em calos.

Fonte: Autor, 2024.
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Os calos atuaram como estruturas dreno, evidenciado pelo aumento na quantidade
de proteinas soliveis em comparagdo aos segmentos foliares. Segundo Ikeuchi ez al. (2019), os
calos apresentam essa caracteristica devido a alta taxa mitética e a intensa proliferacao celular.
A relacao fonte/dreno pode ser manipulada pelo tecido, aumentando ou diminuindo a forga da
fonte (taxa fotossintética da cultura) ou a for¢a do dreno (demanda por assimilados) (DUARTE;
PEIL, 2010).

Adicionalmente, foi observado que a atividade das enzimas antioxidantes nos
segmentos foliares foi superior aquela nos calos, indicando uma maior resposta antioxidativa
nos segmentos foliares (Figura 20). Segundo Mittler et al. (2022), a superproducao de espécies
reativas de oxigénio estd associada a danos oxidativos e morte celular programada em plantas.
Contudo, a producdo equilibrada das EROs estd amplamente implicada na regulacio de varios
processos de desenvolvimento e respostas ao estresse (BISWAS et al., 2019; QI et al., 2018).

Os resultados obtidos sugerem que a lectina impacta significativamente a atividade
das enzimas do sistema antioxidativo no tecido vegetal. A atividade das enzimas catalase e
peroxidase nos calos infiltrados com 40 pM de ConM aumentou 137,50% e 205,16%,
respectivamente, em relagdo ao controle, indicando uma alta atividade do sistema antioxidativo
no tecido. Nos segmentos foliares tratados com 20 uM da ConM, observou-se um aumento
significativo na atividade das enzimas APX, CAT e POX, de 16,77%, 82,76% e 56,34%,
respectivamente, em relacdo ao controle.

As espécies reativas de oxigénio (EROs) desempenham um papel fundamental no
crescimento, desenvolvimento, respostas ao estresse € muitos outros processos nas células
vegetais. Niveis basais das EROs sdo essenciais para esses processos celulares, enquanto um
aumento nos niveis das EROs ativa respostas ao estresse, incluindo a biossintese de metabdlitos
especializados. No entanto, um excesso das EROs resulta em estresse oxidativo, que tem um
efeito citotoxico (MITTLER, 2017).

Segundo Mittler et al., (2022), a homeostase das espécies reativas de oxigénio ¢
crucial para a modulagdo das respostas das plantas ao estresse, com as fungdes das ERO e dos
eliminadores de ERO desempenhando papéis fundamentais. Durante o estresse oxidativo, a
auxina estimula a atividade antioxidante por meio da regulagdo transcricional de genes
especificos (SINGH et al., 2021). Estudos indicam uma relacdo complexa entre as vias de
sinalizagdo de ROS e auxina, essenciais para o ajuste fino das respostas de desenvolvimento e
ambientais das plantas (LAMERS; VAN DER MEER; TESTERINK, 2020; MITTLER et al.,
2022; Ql et al., 2018; SHEN et al., 2020; WANG, Ting et al., 2021).

A literatura relata o papel das lectinas na sensibilidade de espécies vegetais aos
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estresses abioticos e bidticos, evidenciando o aumento dos niveis de transcri¢do de lectinas em
cultivares de importdncia agrondmica sob esses estresses. Além disso, as lectinas estdo
envolvidas nas respostas a estimulos ambientais, atuando na sinalizacdo e nas respostas ao
estresse da planta (DE SCHUTTER et al., 2017; DE SCHUTTER; VAN DAMME, 2015).
Diversos estudos demonstraram a contribui¢do de lectinas induzidas por estresse para a
imunidade das plantas (AL ATALAH et al., 2014; DE SCHUTTER et al.,2017; HE et al., 2017,
JIANG; MA; RAMACHANDRAN, 2010; LAMBIN et al., 2020; PEUMANS et al., 2000)

5.5 Efeito da ConM na expressao de genes regulados pela auxina em segmentos foliares

de Nicotiana tabacum

As diferentes concentragdes de ConM alteraram significativamente os padroes de
expressao dos genes ao longo do tempo. Os niveis de expressdo dos genes ARF1 e [AA14
apresentaram uma tendéncia consistente com a literatura, que descreve a intera¢ao entre fatores
de resposta a auxina e proteinas Aux/[AA. Nessa interacdo, a elevada expressdo dos genes
Aux/IAA inibe a ativacdo dos genes-alvo ARFs.

No Tempo 0Oh, as concentragdes de 5 uM e 20 uM da ConM induziram o aumento
da expressdao dos genes ARF1 e [AA14, enquanto a concentragdo de 40 uM reprimiu a
expressao do gene ARF1. Apds 24 horas, os segmentos foliares tratados com 5 uM da ConM
apresentaram uma superexpressao do gene ARF1, seguida de um declinio ao longo de 72 horas.
Em contraste, a expressdao do gene IAA14 mostrou um padrdo inverso (Figura 21A). Nos
segmentos foliares tratados com 20 uM da ConM, houve indugdo da expressdo do gene [AA14
apos 48 horas, enquanto a expressao do gene ARF1 permaneceu baixa ao longo de 72 horas
(Figura 21B). Diferentemente, nos segmentos tratados com 40 uM de ConM, observou-se uma
repressao da expressao do gene IAA14 ap6s 24 horas (Figura 21C).

Segundo TAN et al. (2007) e Li et al. (2016) as proteinas Aux/IAA interagem com
os fatores de resposta a auxina (ARFs) em condigdes de baixos niveis de auxina, inibindo a
ativacdo dos genes-alvo das ARFs. Com o aumento da concentragdo de auxina, as proteinas
Aux/IAA sdo ubiquitinadas e degradadas pelo proteassoma 26S, liberando assim a atividade
das ARFs e promovendo a maior expressao dos genes-alvo nos tecidos.

A auxina regula processos cruciais do desenvolvimento nas plantas. Ela se
transporta de célula para célula, formando gradientes de auxina extracelular e intracelular que
sdo detectados por diferentes receptores de auxina. Os efeitos fisiologicos da auxina sdo

mediados pela regulacao transcricional dos genes de resposta a auxina (ROOSJEN; PAQUE;
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WEIJERS, 2018; TANG; YU; XU, 2024). A sinalizacdo da auxina envolve a interagdo entre

fatores de resposta a auxina (ARFs) e proteinas Aux/IAA.

Figura 21. Analise dos niveis de expressao dos genes NtARF1, NtIAA14, NtIAA17 e
NtSAURS9 em segmentos foliares de Nicotiana tabacum. Os niveis de expressdo dos genes
NtARF1, IAA14, IAA17, SAURS9 em segmentos foliares de N. tabacum infiltrados a vacuo
com 20 uM de acido indol-3-acético juntamente com 5 uM, 20 uM ou 40 uM da ConM, em
seguida, mantidos em meio MS sem regulador de crescimento por Oh, 24h 48h e 72h a 26 °C

foto periodo 12h.
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Nota: Resultados expressos em termos de média + desvio padrdo, obtidos a partir de trés determinagdes
independentes. A andlise estatistica foi realizada por meio da ANOVA. Letras iguais indicam que ndo houve
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Fonte: Autor, 2024.
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De acordo com (LISCUM; REED, 2002), os membros da familia de fatores de
resposta a auxina (ARF) t€ém um papel fundamental na regulagdo da expressdo de genes de
resposta a auxina. A regulagdo dos ARFs ¢ bem compreendida, e um modelo funcional para a
ativacdo desses fatores esta estabelecido (SALEHIN; BAGCHI; ESTELLE, 2015). Em baixos
niveis de auxina, as proteinas Aux/IAA formam dimeros com ARFs para inibir a atividade
destes, recrutando o correpressor TOPLESS (TPL), o que resulta na repressdo de genes
responsivos a auxina (SZEMENYEI; HANNON; LONG, 2008). Em niveis mais altos de auxina,
Aux/IAAs se ligam ao complexo SCF/TIR1/AFB, tornando-se ubiquitinadas e degradadas pelo
proteassoma 26S. Isso libera os ARFs, permitindo a transcrigdo dos genes alvo em resposta a
auxina (WANG; ESTELLE, 2014).

Embora o padrdo de expressdao do gene IAA17 ndo tenha sido linear ao longo do
tempo, houve regulacdo positiva em alguns pontos do tratamento. O gene SAURS9, por sua
vez, apresentou respostas mistas, com expressao reduzida em relagdo ao controle, indicando
que suas respostas as concentragdes da lectina podem ser complexas.

Além disso, um pequeno niimero de genes SAUR sdo reprimidos pela auxina,
incluindo o SAURS59. Em geral, os genes SAUR induzidos por auxina tendem a ser mais
altamente expressos em brotos, enquanto que os genes SAURs reprimidos por auxina sdo
expressos preferencialmente em raizes (PAPONOV et al., 2008; REN; GRAY, 2015; WANG et
al.,2012).

Os resultados obtidos mostram que a lectina de C. maritima regula a
biodisponibilidade do hormoénio vegetal acido indole-3-acético (AIA) modulando a
concentracdo da auxina para o tecido vegetal (Figura 22). No campo das pesquisas estruturais
das lectinas, estudos como os realizados por Delatorre et al. (2013) sugerem que, nos estagios
iniciais do desenvolvimento das plantulas, essas proteinas desempenham um papel fisiologico
significativo. Nossos achados indicam que as lectinas apresentam nao apenas uma interagao
estrutural, mas apresentam uma intera¢do fisiolégica no desenvolvimento das plantas,

modulando a atividade da auxina.
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Figura 22. Esquema ilustrativo da modulacgao da concentrag@o da auxina no tecido vegetal pela
lectina. (A) Baixa concentracdo da lectina, resultando em mais moléculas de auxina livres no
tecido vegetal. (B) Concentracdo equimolar de lectina, deixando algumas moléculas de auxina
livres no tecido vegetal. (C) Alta concentragdo da lectina, resultando em poucas moléculas de

auxina livres no tecido vegetal.
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Autor: Autor, 2024.
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5.6 Variacdes temporais nos perfis de expressao dos genes em segmentos foliares de V.

tabacum em resposta a tratamentos com lectina

A expressao dos genes ARF1, IAA14, IAA17, SAURS9 variou ao longo do tempo
em resposta a concentragdo da ConM. A expressao do gene ARF1 na concentracio de 5 uM da
ConM inicialmente aumentou (Figura 23A), mas, com o passar do tempo, o nivel de expressao
diminuiu significativamente. Em contraste, ao elevar a concentracdo da ConM para 40 uM, o
padrao se inverteu, indicando uma modulagao da expressao com o aumento da concentragao da
ConM para este gene.

A auxina exerce sua funcionalidade versatii em um amplo espectro de
concentracoes, desencadeando diferentes resultados de desenvolvimento. Em concentracdes
mais baixas, a auxina promove o alongamento celular, aumentando o crescimento de certos
tecidos vegetais e inibindo a atividade dos ARFs. Por outro lado, niveis mais altos de auxina
podem inibir o alongamento celular e estimular a divisdo celular, sustentando a formagao de
novos tecidos e 6rgdos (BHALERAO; BENNETT, 2003) e ativam os ARFs, permitindo que
regulem a transcri¢do de seus genes alvo de resposta a auxina (WANG; ESTELLE, 2014).

Figura 23. Analise da variacdo temporal dos niveis de expressao dos genes NARF1, IAA14,
IAA17 e SAURS9 em segmentos foliares de Nicotiana tabacum. Variagao temporal nos perfis
de expressdo dos genes NARFI, TAA14, TAA17, SAURS9 em segmentos foliares de N.
tabacum infiltrados a vacuo com 20 uM de 4cido indol-3-acético juntamente com 5 uM, 20 uM
ou 40 uM da ConM, em seguida, mantidos em meio MS sem regulador de crescimento por Oh,

24h, 48h e 72h a 26 °C foto periodo 12h.
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Nota: Resultados expressos em termos de média = desvio padrdo, obtidos a partir de trés determinagdes
independentes. A andlise estatistica foi realizada por meio da ANOVA. Letras iguais indicam que nao houve
diferenga estatistica entre os tratamentos do mesmo grupo. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre

os tratamentos pelo teste de Tukey, considerando um nivel de significancia de p <0,05.

A modulagdo de expressiao do gene IAA14 foi observada com concentragdes
superiores a 5 uM da lectina (Figura 23B). Na concentragao de 20 uM, nas primeiras 48 horas,
houve uma modulacdo positiva para o gene [AA14. No entanto, ao aumentar a concentracao da
ConM, ocorreu uma redu¢do significativa no nivel de expressdo do [AA14, indicando uma
modulacdo negativa nessas condicdes. Esse padrao também foi observado para o gene IAA17
(Figura 23C).

A auxina desencadeia respostas celulares rapidas e lentas, dependendo do contexto

de desenvolvimento ou ambiental. Respostas rapidas geralmente ocorrem em segundos a
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minutos, frequentemente em menos de um minuto, incluindo despolarizacdo da membrana
celular, fluxo de ions de hidrogénio, oscilagdes de ions de calcio, inchago do protoplasto,
remodelagdo do citoesqueleto e regulagao do trafego endocitico de transportadores de auxina
formados por PIN (PIN) (BARBEZ et al., 2017; BATES; GOLDSMITH, 1983; FIEDLER;
FRIML, 2023; MONSHAUSEN et al.,2009; NARASIMHAN et al.,2021; SERRE et al., 2021,
ZHOU et al., 2024).

Respostas celulares lentas se desenvolvem gradualmente ao longo de um periodo
de horas a dias, caracterizadas por mudangas sustentadas na expressdo génica e na sintese de
proteinas, influenciando o crescimento, a divisdo e a diferenciagdo celular, levando, em ultima
analise, a processos de desenvolvimento associados (DUBROVSKY et al., 2008; HEISLER et
al., 2005; REINHARDT et al., 2003). Essas propriedades facilitam um sistema regulatorio
complexo e dindmico, no qual a auxina atua como um regulador mestre, orientando de forma
rapida e especifica o desenvolvimento das plantas e a resposta ambiental.

A expressdo do gene SAURS9 mostrou variagao ao longo do tempo, sem um padrao
linear claro. Durante os tratamentos com 5 pM e 20 uM da ConM, foi observada uma regulacao
positiva em determinados momentos, mas, de maneira geral, a expressdao foi menor em
comparagao com o controle (Figura 23D). Esses resultados sugerem que a resposta do gene
SAURS9 as diferentes concentracdes da ConM ¢ complexa e ndo segue um comportamento
previsivel.

A acdo da auxina ¢ caracterizada por diversas caracteristicas criticas: auto-
organizagdo, efeitos dependentes da concentracdo e especificos do tecido, e responsividade
temporal (BENNETT; HINES; LEYSER, 2014; BHALERAO; BENNETT, 2003; CUI et al.,
2024; HAINY; TAN; FRIML, 2022; LI; GALLEI; FRIML, 2022). Essas caracteristicas
destacam o papel complexo da auxina no desenvolvimento das plantas e sua adaptabilidade as

condigdes ambientais.
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6 CONCLUSAO

Este estudo investigou a influéncia da ConM na fisiologia da Nicotiana tabacum,
destacando seu impacto na modulacido da biodisponibilidade do 4cido indol-3-acético (AIA).
Os experimentos demonstraram que a interagcio da ConM com o AIA reduz a
biodisponibilidade da auxina e desencadeia uma resposta molecular nos niveis de expressao
dos genes responsivos a auxina. Isso resulta em alteracdes morfoldgicas, bioquimicas e
fisiol6gicas, afetando processos como a formagdo de calos, o conteudo de pigmentos
fotossintéticos e a atividade antioxidante. Os resultados mostram que a ConM atua como um

modulador significativo da expressdo génica em resposta a auxina, proporcionando uma

compreensdo mais aprofundada das interacdes entre lectinas e hormonios vegetais.
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APENDICE A - LISTA DE PRIMERS USADOS PARA ANALISE DA qRT-PCR

Figura A1. Tabela dos primers utilizados para analise da qRT-PCR

Gene Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3")
L25 ribosomal CCCCTCACCACAGAGTCTGC AAGGGTGTTGTTGTCCTCAATCTT
protein
Elongation factor ~ TGAGATGCACCACGAAGCTC CCAACATTGTCACCAGGAAGTG
la (EF-10)
Ubiquitin-
conjugating enzyme CTGGACAGCAGACTGACATC ~CAGGATAATTTGCTGTAACAGATTA
E2 (Ntubc2)
NtActin (Tac9) CTGAGGTCCTTTTCCAACCA TACCCGGGAACATGGTAGAG
NtARF1 CGGATCATCACATCATCAGC  TGGGAAATAGTAAACTCTCT
NtIAA14 GCGAAACGTGGACTCTCATC GTTTGATCTCACTGGTGGCC
NtSAURS9 TGGGGAAGAGCAGAAGAAGA ACGAAGACATCCTCAGTGCA
NtIAA17 GGAATCTCCGACGCTATGGA GAGCTCCATCTACTGCCACT
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Modulation of IAA bioavailability by ConM in Nicotiana tabacum leaf segments cultured
in vitro

Misrael V. Sales?, Cristina P. S. Carvalho?, Bruno A. M. Rocha?”
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ABSTRACT

Lectins, widely distributed in plants, are particularly abundant in legume cotyledons and
interact with hydrophobic molecules such as plant hormones. This study evaluated the
physiological role of ConM, a lectin from Canavalia maritima, in interaction with indole-3-
acetic acid (IAA) using Nicotiana tabacum leaf segments cultured in vitro. Leaf segments were
treated with 20 uM IAA and varying concentrations of ConM (5 uM, 20 uM, 40 uM). Biomass,
photosynthetic pigments, antioxidant enzyme activity, lipid peroxidation, and auxin-regulated
gene expression were analyzed. Results showed that higher ConM concentrations reduced
chlorophyll a, biomass, and callus formation while increasing lipid peroxidation and antioxidant
enzyme activity. Gene expression was significantly modulated, with 40 uM ConM reducing
ARF1 and IAA 14 expression. The interaction of ConM with IAA reduced auxin bioavailability,
triggering a molecular response through auxin-regulated gene expression, which led to

significant morphological, biochemical, and physiological changes.
Keywords: Auxin. Transcription factors. Physiological interaction
1. INTRODUCTION
Lectins are widely distributed proteins found in plants, fungi, viruses, bacteria, and
animals. They specifically bind to carbohydrates or glycoconjugates without catalyzing

reactions, and have extensive applications in biotechnology, including biochemistry, cellular

and molecular biology, immunology, pharmacology, medicine, and clinical diagnostics, with
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potential for future innovations (Cavada et al., 2019; Coelho et al., 2017; Hashim et al., 2017;
Tsaneva & Van Damme, 2020; Van Damme, 2022).

In plants, lectins occur across non-vascular organisms such as bryophytes, as well as in
more complex groups like gymnosperms and angiosperms, primarily serving as defense
mechanisms against pathogens. The diversity in the three-dimensional structures of lectins
enables their ability to recognize the same sugar molecules or bind to different sugars, despite
structural differences (Abhinav & Vijayan, 2014; Chrispeels & Raikhel, 1991; Naithani et al.,
2021; Van Holle & Van Damme, 2019)

Legume lectins, in particular, exhibit high sequence homology and structural similarity,
though small variations in amino acid composition can lead to differences in quaternary
structures. These lectins possess a highly conserved hydrophobic region crucial for binding
hydrophobic molecules and facilitating interactions with other substances. Despite decades of
research, the full scope of biological functions of plant lectins remains unclear (Brinda et al.,
2004; Delatorre et al., 2007; Moreno et al., 2006; Riidiger & Gabius, 2001)

Recent studies suggest that plant lectins, beyond their traditional roles in nitrogen
storage and pathogen recognition, interact with glycoconjugates of other organisms, influencing
their biological functions. This aspect of lectin physiology, particularly regarding interactions
with external molecules and their roles in plant defense and development, remains
underexplored (De Schutter et al., 2017; Peumans & Van Damme, 1995)

For example, Delatorre et al. (2013) demonstrated that the lectin from Canavalia
maritima (ConM) plays a role in regulating the availability of indole-3-acetic acid (IAA) during
seedling development. By sequestering IAA, ConM may protect developing tissues from its
inhibitory effects. This novel role of lectins suggests they could modulate IAA levels, acting as
a defense mechanism against pathogens that manipulate IAA concentrations to their advantage
(DELATORRE et al., 2013)

Auxins, particularly IAA, are central regulators of plant growth and development. While
low concentrations promote cell elongation, higher concentrations inhibit elongation and
stimulate cell division, thereby influencing tissue differentiation (Bhalerao & Bennett, 2003).
Auxin homeostasis is crucial for growth regulation and environmental adaptation, with tissue-
specific effects depending on concentration gradients.

This study aims to investigate the interaction between ConM and IAA, specifically its
impact on IAA bioavailability in Nicotiana tabacum leaf segments cultured in vitro. By
exploring the role of ConM in modulating auxin physiology, this research may uncover new

mechanisms by which legume lectins influence plant development and defense responses.
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2. MATERIALS AND METHODS

Biological Material and Protein Extraction

Lectin ConM was isolated from Canavalia maritima seeds collected from Tabuba Beach,
Caucaia, Ceard, with genetic access registered under SisGen (AFD4698). Mature seeds were
washed, dried at 37 °C for 24 hours, and dehulled. The endosperm was ground into a fine flour.
Soluble proteins were extracted using 0.15 M NaCl (1:10 w/v) for 3 hours at 298 K, followed
by centrifugation at 10,000 xg at 277 K for 30 minutes. The supernatant was filtered and
subjected to affinity chromatography using a Sephadex G-100 column equilibrated with 0.15
M NaCl. The total extract was left to interact with the column overnight, and unbound materials
were washed out. Bound proteins were eluted with 0.1 M glycine (pH 2.6), then dialyzed against

deionized water, lyophilized, and stored.

In Vitro Culture of Nicotiana tabacum Leaf Explants

Nicotiana tabacum seedlings were obtained from disinfected seeds, treated with 70%
ethanol for 30 seconds and 1% sodium hypochlorite for 12 minutes. Seeds were placed in sterile
Petri dishes with moistened filter paper for germination. Seedlings were transferred to flasks
containing (Murashige & Skoog, 1962) (MS) medium (2% sucrose, 0.7% agar, pH 5.8) and
cultured under a 12-hour photoperiod at 300 + 2 K. Subcultures were periodically performed

for micropropagation.

Vacuum Infiltration of Tobacco Leaf Segments

Leaf segments (0.5 cm?) with secondary veins were excised from micropropagated M.
tabacum plants. These segments were vacuum-infiltrated with 100 mL of 20 uM indole-3-
acetic acid (IAA) in the presence or absence of ConM (5 uM, 20 uM, or 40 uM), filtered
through 0.2 pm membranes. After a 1-minute exposure to 40 Hz vibration and 5-minute vacuum
at 600 mmHg, the segments were cultured on MS medium and maintained at 300 + 2 K for 28
days. The experimental design was fully randomized, with six replicates containing 14 leaf

segments each.
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Lipid Peroxidation and Enzyme Activity Assays

Lipid peroxidation was assessed by measuring thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS), following (Heath & Packer, 1968). Absorbance was measured at 532 nm and 660
nm, using an extinction coefficient of 155 mM™ cm™!, and the results were expressed as nmol/g
of fresh weight. Total proteins were extracted from leaf segments and calli using a 100 mM
Tris-HCI buffer (pH 8.0) containing 2 mM DTT, and protein content was used for enzyme
assays. Ascorbate peroxidase (APX) activity was measured according to Nakano and Asada
(1981) by tracking H,O, consumption at 290 nm. Catalase (CAT) activity was measured by
monitoring H,O, decomposition at 240 nm (Beers and Sizer, 1952). Guaiacol peroxidase (POX)
activity was determined by tracking the oxidation of guaiacol at 470 nm using a molar

extinction coefficient of 26.6 M™' cm™ (Urbanek et al., 1991).

Photosynthetic Pigment Estimation

Photosynthetic pigments were extracted from 200 mg of leaf segments using 80%
acetone. Absorbance was measured at 665, 649, and 480 nm, and pigment concentrations were
calculated using equations from Lichtenthaler and Buschmann (2001) to determine chlorophyll

a, chlorophyll b, and carotenoid content.

Gene Expression Analysis of Auxin Response

Total RNA was extracted from N. tabacum leaf segments after vacuum infiltration at 24,
48, and 72 hours, using the RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). cDNA was synthesized from 1 pg
of RNA using the IMpromII™ Reverse Transcriptase Kit (Promega). Quantitative PCR (qPCR)
was performed to evaluate the expression of auxin-responsive genes, including NtIAA14,
NtIAA17, NtARF1, and NtSAURS59. Reference genes (actin, L25, Ntubc2, EF-1a) were used
for normalization. Reactions were performed in triplicate using the GoTaq qPCR Sybr Green
Kit (Promega) on a QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific).
Relative gene expression was calculated using the AACT method (Pfaffl, 2001).

RESULTS

Effect of ConM Interaction with IAA in N. tabacum Leaf Segments Cultivated In Vitro
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The presence of auxin (IAA) promoted callus formation in N. tabacum leaf explants
cultured in vitro, with callus volume varying based on ConM concentration. Callus formation
occurred after 7 days of culture, except at 40 uM ConM, where tissue whitening was observed,
suggesting oxidation and pigment degradation (Figure 1). Callus primarily formed in the
vascular regions of the leaf segments. Treatment with 40 uM ConM reduced callus formation
by 72.6%, alongside a 77.78% reduction in fresh biomass compared to the control. No
significant differences were observed in callus formation or fresh weight at 5 uM and 20 uM
ConM. However, 5 uM ConM increased dry biomass by 25.93%, while 20 uM and 40 uM
reduced it by 18.52% and 77.78%, respectively (Figure 2).

Figure 1. Leaf segments of Nicotiana tabacum treated with 20 pM IAA and 5, 20 or 40 uM
ConM. Leaf segments of N. tabacum vacuum infiltrated with 20 pM indole-3-acetic acid
together with 5 uM, 20 uM or 40 uM ConM, then cultured in MS medium without growth
regulator for 28 days at 300 K photoperiod 12h. (Scale 1 mm). (A) Callus formed after 28 days

of culture, with greenish-white coloration.
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Figure 2. Formation, determination of fresh and dry biomass of calli generated from leaf
segments of Nicotiana tabacum infiltrated with ConM. (A) Percentage of formation, (B) fresh
and (C) dry biomass of callus obtained from leaf segments of N. tabacum vacuum-infiltrated
with 20 uM indole-3-acetic acid together with 5 uM, 20 uM or 40 uM ConM, then cultured in
MS medium without growth regulator for 28 days at 300 k photoperiod 12h.
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Pigment Content of Leaf Segments in the Presence of ConM and Effect of ConM on
Membrane Integrity

Leaf segments treated with 5 uM and 20 uM ConM retained their green pigmentation,
exhibiting morphology similar to untreated controls. In contrast, those treated with 40 uM
ConM showed tissue discoloration, indicative of pigment degradation. Treatment with 5 uM
and 20 uM ConM resulted in higher chlorophyll a content compared to chlorophyll b, consistent
with controls. However, segments treated with 40 uM ConM displayed a 33.52% reduction in
chlorophyll a and a 24.29% increase in chlorophyll b, suggesting disruption of photosynthetic
processes (Figure 3). Leaf segments co-infiltrated with 20 uM IAA and 20 uM or 40 uM ConM

exhibited increased lipid peroxidation after 28 days, as evidenced by elevated TBA levels.
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Segments treated with 20 uM and 40 uM ConM showed a 25% and 50% increase in TBA
levels, respectively, relative to the control (Figure 4). These findings suggest that ConM

concentrations above 5 uM significantly impair membrane integrity, inducing oxidative stress.

Figure 3. Determination of photosynthetic pigment contents (A) and Evaluation of lipid
peroxidation (B) in leaf segments of Nicotiana tabacum vacuum-infiltrated with 20 uM
indole-3-acetic acid together with 5 uM, 20 uM or 40 uM ConM, then grown in MS medium
without growth regulator for 28 days at 300 K, 12-h photo period.
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Oxidative Effects of ConM on Leaf Segments and Callus

Callus samples exhibited higher soluble protein content than leaf segments across all
treatments (Figure 4). Calli treated with 5 uM ConM showed a 39.59% increase in soluble
protein content, while those treated with 40 uM ConM experienced a 25.53% reduction
compared to the control. These patterns align with the observed dry biomass accumulation.
Moreover, ConM substantially affected antioxidant enzyme activity, with catalase (CAT) and
peroxidase (POX) activities increasing by 137.50% and 205.16%, respectively, in calli treated
with 40 uM ConM. Leaf segments treated with 20 uM ConM displayed significant increases in
APX, CAT, and POX activities, indicating a stress response triggered by higher ConM

concentrations.
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Figure 4. Quantification of soluble proteins and enzymatic activity of ascorbate peroxidase
(APX), catalase (CAT) and peroxidase (POX) enzymes in leaf segments and calluses of
Nicotiana tabacum. Quantity of soluble proteins and enzymatic activity of ascorbate peroxidase
(APX), catalase (CAT) and peroxidase (POX) enzymes in leaf segments and calluses of N.
tabacum vacuum infiltrated with 20 uM indole-3-acetic acid together with 5 uM, 20 uM or 40
uM ConM, then cultured in MS medium without growth regulator for 28 days at 300 K
photoperiod 12h.
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Effect of ConM on Auxin-Regulated Gene Expression

ConM concentrations significantly modulated the expression of auxin-regulated genes
in N. tabacum leaf segments over time. The expression of ARF1 and IAA14 followed trends
described in the literature, where Aux/IAA proteins inhibit ARF target genes under high
Aux/IAA gene expression. At time O h, 5 uM and 20 uM ConM induced increased expression
of ARF1 and IAA14, while 40 uM ConM repressed ARF1 expression. After 24 h, segments
treated with 5 uM ConM exhibited ARF1 overexpression, followed by a decline after 72 h,
while TAA14 showed an inverse pattern (Figure 5A). Segments treated with 20 uM ConM
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demonstrated upregulation of IAA14 at 48 h, with ARF1 expression remaining low (Figure
5B). Conversely, 40 uM ConM led to repression of 1AA14 after 24 h (Figure 5C). The

expression of [AA17 varied, showing occasional upregulation, while SAURS9 displayed mixed

responses, with overall reduced expression, suggesting complex regulation by ConM

concentrations.

Figure 5. Analysis of the expression levels of NARF1, IAA14, IAA17, and SAURS9 genes in
leaf segments of Nicotiana tabacum. The expression levels of NARF1, IAA14, IAA17, and

SAURS59 genes in leaf segments of N. tabacum vacuum infiltrated with 20 uM indole-3-acetic

acid together with 5 uM, 20 uM, or 40 uM ConM, then maintained in MS medium without
growth regulator for Oh, 24h, 48h, and 72h at 300K photoperiod 12h.
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DISCUSSION

Callus Formation and Biomass Accumulation

The presence of IAA induced callus formation in N. tabacum, with variations in callus
volume and biomass depending on ConM concentration. Lower concentrations of ConM (5 uM
and 20 uM) promoted callus formation and biomass accumulation, with a notable increase in
dry biomass at 5 pM. However, at higher concentrations (40 M), there was a marked reduction
in callus formation (72.60%) and biomass, likely due to oxidative stress, as indicated by tissue
whitening and decreased chlorophyll content. This oxidative damage aligns with the findings
of Ikeuchi ef al. (2019) and Yu et al. (2017), who noted that high auxin concentrations can
shift developmental pathways toward callus proliferation but can also induce oxidative stress,
affecting cell viability. The proliferation of callus cells and the specification of their
developmental pathways are significantly influenced by exogenous phytohormones, which play
a crucial role in regulating the biosynthesis and distribution of endogenous hormones. These
phytohormones initiate a cascade of signaling pathways that are critical for the process of

cellular differentiation (Ikeuchi ef al., 2013).

Pigment Content and Photosynthetic Integrity

The significant reduction in chlorophyll a content and increase in chlorophyll b at 40
uM ConM indicate potential damage to the photosynthetic apparatus. This agrees with studies
by Jiang and Dehesh (2021) and Luo et al. (2023), which suggest that auxin plays a critical role
in regulating chloroplast development and chlorophyll biosynthesis. The interaction between
ConM and TAA appears to disrupt normal chlorophyll production, particularly at high lectin
concentrations, which correlates with the tissue whitening observed. Studies have shown that
both endogenous and exogenous auxin act as negative regulators of chlorophyll accumulation
in cotyledons during de-etiolation (Luo et al., 2023).

The relationship between auxin and chloroplast development has been highlighted in
several (Liu et al., 2020; Salazar-Iribe and De-la-Pefia, 2020). The changes observed in our
study may be related to the interaction between ConM and IAA, which appears to affect
components of the photosynthetic system, such as chlorophyll content. This suggests a potential
regulatory role of the lectin in the bioavailability of IAA. Given that auxin signal transduction,

mediated by transcription factors, is crucial in the regulation of chlorophyll biosynthesis, this
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interaction could directly or indirectly influence chlorophyll biosynthesis genes (Sagar et al.,
2013; Yuan et al., 2018, 2019). Our findings indicate that the presence of ConM may modulate

auxin levels, which in turn could impact chloroplast development and chlorophyll biosynthesis.

Membrane Integrity and Lipid Peroxidation

The increase in TBA levels in leaf segments treated with 20 uM and 40 uM ConM
indicates significant lipid peroxidation, suggesting that higher concentrations of ConM induce
oxidative damage to cell membranes. These findings are consistent with the literature on plant
responses to stress (LU et al., 2018), where environmental factors such as oxidative stress lead
to increased lipid peroxidation. The results further confirm that concentrations of ConM above
5 uM cause oxidative stress, affecting membrane integrity and overall tissue health. In this
study, malondialdehyde (MDA) content was indirectly assessed through the formation of the
TBA-MDA complex. The observed increase in MDA levels in leaf segments was directly
correlated with the concentration of ConM, suggesting that cellular membranes were adversely
affected by high concentrations of this protein. According to Yonny et al. (2017), MDA is a
byproduct generated by plants in response to stress, reflecting the degree of lipid peroxidation
in cellular membranes. Lipids are essential biomolecules that serve as structural components of
most cellular membranes (Parida and Das, 2005). The increase in MDA, a product of lipid
peroxidation, is widely recognized as an indicator of oxidative damage (Meloni et al., 2003).
The elevated MDA levels observed in our study indicate that ConM-induced stress likely
resulted in oxidative damage to the membrane lipids. This damage could impair membrane

integrity and function, leading to compromised cellular processes.

Antioxidant Enzyme Activity

The enhanced activity of antioxidant enzymes, particularly catalase (CAT) and
peroxidase (POX), in both calli and leaf segments treated with high concentrations of ConM
reflects a robust response to oxidative stress. This aligns with studies by Biswas et al., (2019)
and Mittler er al. (2022), which emphasize the role of reactive oxygen species (ROS) and
antioxidant systems in modulating plant responses to stress. The increased enzyme activity
suggests that ConM triggers an oxidative stress response, activating the plant’s antioxidant
defense mechanisms to mitigate cellular damage. ROS play a critical role in plant growth,

development, stress responses, and many other cellular processes. While basal levels of ROS
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are essential for these cellular functions, an increase in ROS levels triggers stress responses,
including the biosynthesis of specialized metabolites. However, excessive ROS can lead to
oxidative stress, which has a cytotoxic effect (Mittler, 2017). According to Mittler et al. (2022),
maintaining ROS homeostasis is crucial for modulating plant stress responses, with both ROS
and ROS scavengers playing fundamental roles. During oxidative stress, auxin has been shown
to stimulate antioxidant activity by regulating the transcription of specific genes (Singh et al.,
2021). This indicates a complex relationship between ROS signaling pathways and auxin,
which is essential for fine-tuning plant developmental and environmental responses (Lamers et

al., 2020; Mittler et al., 2022; Qi et al., 2018; Shen et al., 2020; T. Wang et al., 2021).

Gene Expression of Auxin-Regulated Genes

The alterations in the expression of auxin-regulated genes, such as ARF1, IAA14, and
SAURSY, further highlight the impact of ConM on auxin signaling pathways. At lower
concentrations, ConM induced gene expression, particularly ARF1 and IAA14, consistent with
the role of auxin in promoting cell differentiation and proliferation. However, at 40 uM ConM,
the repression of these genes suggests a disruption in auxin signaling, possibly due to the
oxidative stress induced by high lectin concentrations.

These findings are supported by Li et al. (2016) and Tan et al. (2007), who describe the
regulation of auxin response genes through the interaction of Aux/IAA proteins and ARFs. The
modulation of gene expression observed in this study indicates that ConM influences auxin
signaling, potentially by affecting the bioavailability of IAA in plant tissues (Figure 6). Previous
research has established that Aux/IAA proteins interact with auxin response factors (ARFs)
under low auxin conditions, inhibiting the activation of ARF target genes. As auxin
concentration increases, Aux/IAA proteins are ubiquitinated and degraded by the 26S
proteasome, freeing ARFs to promote the expression of target genes in the tissues. This
regulatory mechanism underscores the critical role of auxin in controlling key developmental
processes in plants, mediated through the transcriptional regulation of auxin response (Roosjen

et al.,2018; Tang et al., 2024).
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Figure 6. Illustrative diagram of the modulation of auxin concentration in plant tissue by lectin.
(A) Low concentration of lectin, resulting in more free auxin molecules in the plant tissue. (B)
Equimolar concentration of lectin, leaving some free auxin molecules in the plant tissue. (C)

High concentration of lectin, resulting in few free auxin molecules in the plant tissue.
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In our experiments, we observed that the expression of the gene IAA17 was not
consistently linear over time but showed positive regulation at specific treatment points. This
suggests that IAA17 may respond dynamically to fluctuations in auxin levels influenced by the
presence of lectins. Moreover, the expression of SAURS9 showed mixed responses, with a
reduction compared to the control, indicating a more complex interaction with lectin
concentrations. These findings align with previous studies, which have shown that a subset of
SAUR genes, including SAURS9, can be repressed by auxin, particularly in root tissues
(Paponov et al., 2008; Ren and Gray, 2015; Wang et al., 2012).

The regulatory role of ARFs in auxin-responsive gene expression is well established,

with models describing their activation being thoroughly characterized (Salehin et al., 2015).
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In low auxin environments, Aux/IAA proteins form dimers with ARFs, inhibiting their activity
by recruiting the co-repressor TOPLESS (TPL), leading to the repression of auxin-responsive
genes (Szemenyei et al., 2008). As auxin levels rise, Aux/[AA proteins bind to the
SCF/TIR1/AFB complex, becoming ubiquitinated and degraded, thereby releasing ARFs to
activate transcription of target genes (Wang and Estelle, 2014).

CONCLUSION

This study explored the role of ConM lectin in modulating the physiology of Nicotiana
tabacum, with a focus on its impact on the bioavailability of indole-3-acetic acid (IAA). The
findings indicate that the interaction between ConM and IAA significantly reduces auxin
bioavailability, triggering molecular responses in auxin-responsive gene expression. These
interactions result in notable morphological, biochemical, and physiological changes, including
effects on callus formation, photosynthetic pigment content, and antioxidant activity. Overall,
the data suggest that ConM functions as a significant modulator of gene expression in response

to auxin, offering deeper insights into the interactions between plant lectins and phytohormones.



352
353
354
355
356

357
358

359
360
361
362

363
364
365

366
367
368
369

370
371

372
373
374
375
376

377
378
379

109

REFERENCES

Abhinav, K. V., & Vijayan, M. (2014). Structural diversity and ligand specificity of lectins.
The Bangalore effort. Pure and Applied Chemistry, 86(9), 1335—1355.
https://doi.org/10.1515/pac-2014-0607

Bhalerao, R. P., & Bennett, M. J. (2003). The case for morphogens in plants. Nature Cell
Biology, 5(11), 939-943. https://doi.org/10.1038/ncb1103-939

Biswas, M. S., Fukaki, H., Mori, I. C., Nakahara, K., & Mano, J. (2019). Reactive oxygen
species and reactive carbonyl species constitute a feed-forward loop in auxin signaling
for lateral root formation. The Plant Journal, 100(3), 536—548.
https://doi.org/10.1111/tp;j.14456

Brinda, K. V., Mitra, N., Surolia, A., & Vishveshwara, S. (2004). Determinants of quaternary
association in legume lectins. Protein Science, 13(7), 1735-1749.

https://doi.org/10.1110/ps.04651004

Cavada, B. S., Osterne, V. J. S., Lossio, C. F., Pinto-Junior, V. R., Oliveira, M. V., Silva, M. T.
L., Leal, R. B., & Nascimento, K. S. (2019). One century of ConA and 40 years of
ConBr research: A structural review. International Journal of Biological

Macromolecules, 134,901-911. https://doi.org/10.1016/j.1jbiomac.2019.05.100

Chrispeels, M. J., & Raikhel, N. V. (1991). Lectins, lectin genes, and their role in plant
defense. The Plant Cell, 3(1), 1-9. https://doi.org/10.1105/tpc.3.1.1

Coelho, L. C. B. B., Silva, P. M. dos S., Lima, V. L. de M., Pontual, E. V., Paiva, P. M. G.,
Napoledo, T. H., & Correia, M. T. dos S. (2017). Lectins, Interconnecting Proteins with
Biotechnological/Pharmacological and Therapeutic Applications. Evidence-Based
Complementary and Alternative Medicine, 2017, 1-22.
https://doi.org/10.1155/2017/1594074

De Schutter, K., Tsaneva, M., Kulkarni, S. R., Rougg, P., Vandepoele, K., & Van Damme, E. J.
M. (2017). Evolutionary relationships and expression analysis of EUL domain proteins

in rice (Oryza sativa). Rice, 10(1), 26. https://doi.org/10.1186/s12284-017-0164-3



380
381
382
383
384

385
386
387
388
389

390
391

392
393
394

395
396
397

398
399

400
401
402

403
404
405

406
407

110

Delatorre, P., Rocha, B. A., Souza, E. P., Oliveira, T. M., Bezerra, G. A., Moreno, F. B.,
Freitas, B. T., Santi-Gadelha, T., Sampaio, A. H., Azevedo, W. F., & Cavada, B. S.
(2007). Structure of a lectin from Canavalia gladiata seeds: new structural insights for
old molecules. BMC Structural Biology, 7(1), 52. https://doi.org/10.1186/1472-6807-7-
52

Delatorre, P., Silva-Filho, J. C., Rocha, B. A. M., Santi-Gadelha, T., da Nébrega, R. B.,
Gadelha, C. A. A., do Nascimento, K. S., Nagano, C. S., Sampaio, A. H., & Cavada, B.
S. (2013). Interactions between indole-3-acetic acid (IAA) with a lectin from Canavalia
maritima seeds reveal a new function for lectins in plant physiology. Biochimie, 95(9),

1697-1703. https://doi.org/10.1016/j.biochi.2013.05.008

Hashim, O. H., Jayapalan, J. J., & Lee, C.-S. (2017). Lectins: an effective tool for screening
of potential cancer biomarkers. Peer.J, 5, €3784. https://doi.org/10.7717/peerj.3784

Heath, R. L., & Packer, L. (1968). Photoperoxidation in isolated chloroplasts. Archives of
Biochemistry and Biophysics, 125(1), 189—198. https://doi.org/10.1016/0003-
9861(68)90654-1

Ikeuchi, M., Favero, D. S., Sakamoto, Y., Iwase, A., Coleman, D., Rymen, B., & Sugimoto, K.
(2019). Molecular Mechanisms of Plant Regeneration. Annual Review of Plant Biology,
70(1), 377-406. https://doi.org/10.1146/annurev-arplant-050718-100434

Ikeuchi, M., Sugimoto, K., & Iwase, A. (2013). Plant Callus: Mechanisms of Induction and
Repression. The Plant Cell, 25(9), 3159-3173. https://doi.org/10.1105/tpc.113.116053

Jiang, J., & Dehesh, K. (2021). Plastidial retrograde modulation of light and hormonal
signaling: an odyssey. New Phytologist, 230(3), 931-937.
https://doi.org/10.1111/nph.17192

Lamers, J., van der Meer, T., & Testerink, C. (2020). How Plants Sense and Respond to
Stressful Environments. Plant Physiology, 182(4), 1624—-1635.
https://doi.org/10.1104/pp.19.01464

Li, S.-B., Xie, Z.-Z., Hu, C.-G., & Zhang, J.-Z. (2016). A Review of Auxin Response Factors
(ARFs) in Plants. Frontiers in Plant Science, 7. https://doi.org/10.3389/1pls.2016.00047



408
409
410
411

412
413
414
415

416
417
418
419

420
421
422
423

424
425
426
427

428
429

430
431
432

433
434
435
436

111

Lichtenthaler, H. K., & Buschmann, C. (2001). Chlorophylls and Carotenoids: Measurement
and Characterization by <scp>UV</scp> - <scp>VIS</scp> Spectroscopy. Current

Protocols in Food Analytical Chemistry, 1(1).
https://doi.org/10.1002/0471142913.faf0403s01

Liu, L., Lin, N., Liu, X., Yang, S., Wang, W., & Wan, X. (2020). From Chloroplast Biogenesis
to Chlorophyll Accumulation: The Interplay of Light and Hormones on Gene Expression
in Camellia sinensis cv. Shuchazao Leaves. Frontiers in Plant Science, 11.

https://doi.org/10.3389/1pls.2020.00256

LU, Y., MA,J., TENG, Y., HE, J., CHRISTIE, P., ZHU, L., REN, W., ZHANG, M., & DENG,
S. (2018). Effect of Silicon on Growth, Physiology, and Cadmium Translocation of
Tobacco (Nicotiana tabacum L.) in Cadmium-Contaminated Soil. Pedosphere, 28(4),

680—689. https://doi.org/10.1016/S1002-0160(17)60417-X

Luo, W.-G., Liang, Q.-W., Su, Y., Huang, C., Mo, B.-X., Yu, Y., & Xiao, L.-T. (2023). Auxin
inhibits chlorophyll accumulation through ARF7-IAA14-mediated repression of
chlorophyll biosynthesis genes in Arabidopsis. Frontiers in Plant Science, 14.

https://doi.org/10.3389/1pls.2023.1172059

Meloni, D. A., Oliva, M. A., Martinez, C. A., & Cambraia, J. (2003). Photosynthesis and
activity of superoxide dismutase, peroxidase and glutathione reductase in cotton under

salt stress. Environmental and Experimental Botany, 49(1), 69—76.
https://doi.org/10.1016/S0098-8472(02)00058-8

Mittler, R. (2017). ROS Are Good. Trends in Plant Science, 22(1), 11-19.
https://doi.org/10.1016/j.tplants.2016.08.002

Mittler, R., Zandalinas, S. I., Fichman, Y., & Van Breusegem, F. (2022). Reactive oxygen
species signalling in plant stress responses. Nature Reviews Molecular Cell Biology,

23(10), 663—679. https://doi.org/10.1038/s41580-022-00499-2

Moreno, F. B. M. B., Martil, D. E., Cavada, B. S., & de Azevedo, W. F. (2006). Crystallization
and preliminary X-ray diffraction analysis of an anti-H(O) lectin from Lotus
tetragonolobus seeds. Acta Crystallographica Section F Structural Biology and
Crystallization Communications, 62(7), 680—-683.



437

438
439
440

441
442
443

444
445
446

447
448
449

450
451

452
453

454
455
456
457

458
459
460

461
462
463

112

https://doi.org/10.1107/S1744309106021312

Murashige, T., & Skoog, F. (1962). A Revised Medium for Rapid Growth and Bio Assays
with Tobacco Tissue Cultures. Physiologia Plantarum, 15(3), 473—-497.
https://doi.org/10.1111/1.1399-3054.1962.tb08052.x

Naithani, S., Komath, S. S., Nonomura, A., & Govindjee, G. (2021). Plant lectins and their
many roles: Carbohydrate-binding and beyond. Journal of Plant Physiology, 266,
153531. https://doi.org/10.1016/;.jplph.2021.153531

Paponov, 1. A., Paponov, M., Teale, W., Menges, M., Chakrabortee, S., Murray, J. A. H., &
Palme, K. (2008). Comprehensive Transcriptome Analysis of Auxin Responses in

Arabidopsis. Molecular Plant, 1(2), 321-337. https://doi.org/10.1093/mp/ssm02 1

Parida, A. K., & Das, A. B. (2005). Salt tolerance and salinity effects on plants: a review.
Ecotoxicology and Environmental Safety, 60(3), 324-349.
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2004.06.010

Peumans, W. J., & Van Damme, E. (1995). Lectins as Plant Defense Proteins. Plant
Physiology, 109(2), 347-352. https://doi.org/10.1104/pp.109.2.347

Pfaffl, M. W. (2001). A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-
PCR. Nucleic Acids Research, 29(9), 45¢ — 45. https://doi.org/10.1093/nar/29.9.e45

Qi, J., Song, C., Wang, B., Zhou, J., Kangasjérvi, J., Zhu, J., & Gong, Z. (2018). Reactive
oxygen species signaling and stomatal movement in plant responses to drought stress and
pathogen attack. Journal of Integrative Plant Biology, 60(9), 805-826.
https://doi.org/10.1111/jipb.12654

Ren, H., & Gray, W. M. (2015). SAUR Proteins as Effectors of Hormonal and Environmental
Signals in Plant Growth. Molecular Plant, 8(8), 1153—1164.
https://doi.org/10.1016/;.molp.2015.05.003

Roosjen, M., Paque, S., & Weijers, D. (2018). Auxin Response Factors: output control in
auxin biology. Journal of Experimental Botany, 69(2), 179-188.
https://doi.org/10.1093/jxb/erx237



464
465
466

467
468
469
470
471

472
473
474

475
476
477

478
479
480
481

482
483
484

485
486
487

488
489
490

491

113

Riidiger, H., & Gabius, H.-J. (2001). Plant lectins : occurrence , biochemistry, functions and
applications. Glycoconjugate Journal, 18(8), 589—613.
https://doi.org/10.1023/A:1020687518999

Sagar, M., Chervin, C., Mila, 1., Hao, Y., Roustan, J.-P., Benichou, M., Gibon, Y., Biais, B.,
Maury, P., Latché, A., Pech, J.-C., Bouzayen, M., & Zouine, M. (2013). SIARF4, an
Auxin Response Factor Involved in the Control of Sugar Metabolism during Tomato
Fruit Development . Plant Physiology, 161(3), 1362—1374.
https://doi.org/10.1104/pp.113.213843

Salazar-Iribe, A., & De-la-Pefa, C. (2020). Auxins, the hidden player in chloroplast
development. Plant Cell Reports, 39(12), 1595-1608. https://doi.org/10.1007/s00299-
020-02596-y

Salehin, M., Bagchi, R., & Estelle, M. (2015). TIR1/AFB-Based Auxin Perception:
Mechanism and Role in Plant Growth and Development. The Plant Cell, 27(1), 9-19.
https://doi.org/10.1105/tpc.114.133744

Shen, J., Zhang, J., Zhou, M., Zhou, H., Cui, B., Gotor, C., Romero, L. C., Fu, L., Yang, J.,
Foyer, C. H., Pan, Q., Shen, W., & Xie, Y. (2020). Persulfidation-based Modification of
Cysteine Desulthydrase and the NADPH Oxidase RBOHD Controls Guard Cell Abscisic
Acid Signaling. The Plant Cell, 32(4), 1000-1017. https://doi.org/10.1105/tpc.19.00826

Singh, H., Bhat, J. A., Singh, V. P,, Corpas, F. J., & Yadav, S. R. (2021). Auxin metabolic
network regulates the plant response to metalloids stress. Journal of Hazardous

Materials, 405, 124250. https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2020.124250

Szemenyei, H., Hannon, M., & Long, J. A. (2008). TOPLESS Mediates Auxin-Dependent
Transcriptional Repression During Arabidopsis Embryogenesis. Science, 319(5868),
1384—1386. https://doi.org/10.1126/science. 1151461

Tan, X., Calderon-Villalobos, L. I. A., Sharon, M., Zheng, C., Robinson, C. V., Estelle, M., &
Zheng, N. (2007). Mechanism of auxin perception by the TIR1 ubiquitin ligase. Nature,
446(7136), 640—645. https://doi.org/10.1038/nature05731

Tang, W., Yu, Y., & Xu, T. (2024). The interplay between extracellular and intracellular auxin



492
493

494
495

496
497
498

499
500

501
502
503

504
505
506
507

508
509
510

511
512
513
514
515

516
517
518

519

114

signaling in plants. Journal of Genetics and Genomics.

https://doi.org/10.1016/j.jgg.2024.06.019

Tsaneva, M., & Van Damme, E. J. M. (2020). 130 years of Plant Lectin Research.
Glycoconjugate Journal, 37(5), 533-551. https://doi.org/10.1007/s10719-020-09942-y

Van Damme, E. J. M. (2022). 35 years in plant lectin research: a journey from basic science to
applications in agriculture and medicine. Glycoconjugate Journal, 39(1), 83-97.

https://doi.org/10.1007/s10719-021-10015-x

Van Holle, S., & Van Damme, E. J. M. (2019). Messages From the Past: New Insights in Plant
Lectin Evolution. Frontiers in Plant Science, 10. https://doi.org/10.3389/fpls.2019.00036

Wang, R., & Estelle, M. (2014). Diversity and specificity: auxin perception and signaling
through the TIR1/AFB pathway. Current Opinion in Plant Biology, 21, 51-58.
https://doi.org/10.1016/j.pbi.2014.06.006

Wang, T., Ma, Y., Huang, X., Mu, T., Li, Y., Li, X., Liu, X., & Hou, B. (2021). Overexpression
of OsUGT3 enhances drought and salt tolerance through modulating ABA synthesis and
scavenging ROS in rice. Environmental and Experimental Botany, 192, 104653.
https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2021.104653

Wang, Z.-Y., Bai, M.-Y., Oh, E., & Zhu, J.-Y. (2012). Brassinosteroid Signaling Network and
Regulation of Photomorphogenesis. Annual Review of Genetics, 46(1), 701-724.
https://doi.org/10.1146/annurev-genet-102209-163450

Yonny, M. E., Rodriguez Torressi, A., Nazareno, M. A., & Cerutti, S. (2017). Development of
a Novel, Sensitive, Selective, and Fast Methodology to Determine Malondialdehyde in
Leaves of Melon Plants by Ultra-High-Performance Liquid Chromatography-Tandem
Mass Spectrometry. Journal of Analytical Methods in Chemistry, 2017, 1-9.
https://doi.org/10.1155/2017/4327954

Yu, J., Liu, W,, Liu, J., Qin, P., & Xu, L. (2017). Auxin Control of Root Organogenesis from
Callus in Tissue Culture. Frontiers in Plant Science, 8.

https://doi.org/10.3389/1pls.2017.01385

Yuan, Y., Mei, L., Wu, M., Wei, W., Shan, W., Gong, Z., Zhang, Q., Yang, F., Yan, F., Zhang,



115

520 Q., Luo, Y., Xu, X., Zhang, W., Miao, M., Lu, W,, Li, Z., & Deng, W. (2018). SIARF10,
521 an auxin response factor, is involved in chlorophyll and sugar accumulation during

522 tomato fruit development. Journal of Experimental Botany.

523 https://doi.org/10.1093/jxb/ery328

524  Yuan, Y., Xu, X., Gong, Z., Tang, Y., Wu, M., Yan, F., Zhang, X., Zhang, Q., Yang, F., Hu, X.,

525 Yang, Q., Luo, Y., Mei, L., Zhang, W., Jiang, C.-Z., Lu, W., Li, Z., & Deng, W. (2019).
526 Auxin response factor 6A regulates photosynthesis, sugar accumulation, and fruit
527 development in tomato. Horticulture Research, 6(1), 85. https://doi.org/10.1038/s41438-

528 019-0167-x



