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RESUMO

As citoquininas oxidases (CKO) sdo enzimas responsaveis pela oxidagcdo de
citoquininas, substancias que, com o auxilio de auxinas, promovem a divisao celular
das plantas. O estudo aprofundado sobre a resposta fisiolégica de leguminosas aos
niveis da razdo CK/CKO em termos de produtividade e metabolismo celular parece
levar a melhor manejo e rendimento de gréos, como também conhecimento dos
processos de sintese de nutrientes e manutencdo de caracteristicas ligadas a
senescéncia da planta. O objetivo deste estudo foi caracterizar fisico-quimicamente
e bioquimicamente sementes de Phaseolus vulgaris L. (cv. BRS Agreste), isolar e
purificar parcialmente citoquinina oxidase em raizes de plantulas dessa Fabaceae.
Realizou-se caracterizacao fisico-quimica da semente quanto aos teores de
umidade, cinzas e proteina segundo metodologia do Instituto Adolfo Lutz, calcio e
magnésio por complexometria, ferro e cobre (espectrofotometria de absorgao) e
aluminio, cobalto, manganés, potassio, sédio e zinco por espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado (ICP — MS). A dosagem proteina (Bradford) e
perfil eletroforético (PAGE-SDS) foi realizada no extrato da farinha de sementes e
tecidos de plantulas de feijao (cotilédones, hipocétilo, raiz e folhas) com diferentes
dias de germinacdo. O isolamento da CKO em raizes de plantulas de feijao foi
realizado a partir da cromatografia de afinidade em coluna de Sephadex G-75 e
ConA-Sepharose. A identificagao da CKO foi feita a partir da atividade biologica de
desalquilagdo oxidativa da isopenteniladenina. As sementes da cv. BRS Agreste
apresentaram teores de cinzas (4,78 g.100 g), proteina (23,42 g.100 g'), calcio
(97,77 mg.100 g-'), magnésio (110,62 mg.100 g-*), ferro (1,09 mg.100 g'), cobre
(1,29 mg.100 g'), aluminio (8,15 mg.100 g-'), cobalto (0,10 mg.100 g'), potassio
(511,74 g.100 g'), manganés (0,61 g.100 g*), sddio (51,51 g.100 g-') e zinco (1,49
mg.100 g' ). A semente apresentou 24,95 mgP/gF de proteina soluveis de pesos
MM entre 21,1 kDa e 97 kDa. Nas plantulas germinadas, pode-se verificar que o teor
protéico varia de acordo com o tecido vegetal analisado e o tempo de germinacgao.
Nos cotilédones, raizes e folhas a concentracdo protéica foi maxima aos 29 DG,

havendo decréscimo apos esse periodo. Ressalta-se que na raiz as variagdes foram



maiores. Nos hipocétilo, a maior concentragao foi aos 24 DG. A cromatografia de
afinidade do extrato de raizes de plantulas no estadio de desenvolvimento | em
coluna de Sephadex G-75 possibilitou isolamento de pico (P  1-1) com proteinas
glicosiladas. A purificagdo do P  1-1) ha coluna de ConA-Sepharose foi eficiente na

purificagao parcial de dois picos que apresentam atividade biolégica de CKO.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L., caracterizagao fisico-quimica, minerais,

sintese de proteina, cotilédone, hipocdtilo, citoquinina oxidase.



ABSTRACT

The oxidase cytokinin (CKO) are enzymes responsible for oxidation of cytokines,
substances that, with the help of auxins, promote cell division in plants. The detailed
study on the physiological response of legumes to the right levels of CK / CKO in
terms of productivity and cellular metabolism appears to lead to better management
and yield, as well as knowledge of procedures for the synthesis of nutrients and
maintenance of features related to senescence plant. The objective of this study was
to characterize physico-chemically and biochemically seeds of Phaseolus vulgaris L.
(cv. BRS Agreste), isolate and partially purify oxidase cytokinin in roots of seedlings
of this Fabaceae. Was performed physicochemical characterization of the seed for
the levels of moisture, ash and protein according Institute Adolfo Lutz methodology,
calcium and magnesium by complexometry, iron and copper (absorption
spectroscopy) and aluminum, cobalt, manganese, potassium, sodium and zinc by
mass spectrometry with inductively coupled plasma (ICP - MS). The protein
determination (Bradford) and eletrophoresis profile (SDS-PAGE) was performed in
the extract of locust and tissues of bean seedlings (cotyledons, hypocotyls, root and
leaves) at different days of germination. The isolation of CKO in roots of bean
seedlings was carried out from the affinity chromatography column of Sephadex G-
75 and ConA-Sepharose. The identification of CKO was made from the biological
activity of oxidative dealkylation of isopentenyladenine. The seeds of cv. BRS
Agreste showed ash content (4.78 g.100 g-1), protein (23.42 g.100 g-1), calcium
(97.77 mg.100 g-1), magnesium (110.62 mg .100 g-1), iron (1.09 mg.100 g-1),
copper (1.29 mg.100 g-1), aluminum (8.15 mg.100 g-1), cobalt (0, 10 mg.100 g-1),
potassium (511.74 g.100 g-1), manganese (0.61 g.100 g-1), sodium (51.51 g.100 g-
1) and zinc ( 1.49 mg.100 g-1). The seed showed 24.95 mgP / gF soluble protein
weight MM of 21.1 kDa and 97 kDa. In seedlings, it is found that the protein content
varies with the plant tissue analyzed and the time of germination. In the cotyledons,
roots and leaves protein concentration was maximum at 29 DG, with a decrease after
this period. It is noteworthy that at the root of the changes were larger. In hypocotyls,

the highest concentration was at 24 DG. Affinity chromatography of the extract of the



roots of seedlings at stage | on a column of Sephadex G-75 allowed the isolation of
peak (P (R I-1) with glycated proteins. Purification of P (R [-1) in column of ConA-
Sepharose was effective in partial purification of two peaks that exhibit biological
activity of CKO.

Keywords: Phaseolus vulgaris L., physico-chemical, minerals, protein synthesis,

cotyledon, hypocotyl, oxidase cytokinin.



1.  INTRODUGAO

As citoquininas sdo uma classe de horménios vegetais especificos que
desempenham um papel fundamental durante o ciclo celular, regulagao do sistema
meristematico e morfogéneses, atuando em diferentes processos ligados ao
desenvolvimento da planta (DEY e HARBONE, 1997; WERNER ef a/,, 2001; TAIZ e
ZEIGER, 2009). Foram descobertas durante a década de 1950 por sua capacidade
de induzir a divisdo da célula vegetal (MILLER ef a/., 1955). Além dessas fungdes,
esse fitohorménio promove o rompimento da dominancia apical, atraso da

senescéncia foliar e amadurecimento dos cloroplastos.

A degradagao das citoquininas, que em sua maioria sdao compostos
purinicos com substituicdes no nitrogénio 6 por cadeias isoprendides, é realizada por
uma enzima denominada citoquinina oxidases (CKO) (EC 1.5.99.12). A CKO
promove a oxidagao de citoquininas gerando como produtos, adenina e um produto
aldeidico resultante da quebra de sua cadeia lateral (HALL, 1973; LETHAM e PALN,

1983).

O mecanismo desta reacdo ainda € incerto, mas um intermediario
iminopurina parece estar envolvido (BROWNLEE, HALL e WHITTY, 1975). A
especificidade da citoquinina oxidase sugere que atua como regulador dos niveis de
citoquininas nos tecidos vegetais, mas a significancia real fisioldgica desta enzima

no desenvolvimento das plantas ainda nao foi estabelecida.
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Nas plantas, as moléculas de CKO se encontram em sua forma livre ou
conjugadas com aminoacidos, nucleosideos ou nucleotideos. Seus principais pontos

de sintese sao os apices radiculares e frutos em desenvolvimento.

Recentemente foi reportada uma técnica de isolamento de CKO de
cultura de “callus ” de Phaseolus vulgaris L. utilizando-se uma coluna de afinidade
com a lectina de Canavalian ensiformis (ConA) imobilizada (CHATFIELD e
ARMSTRONG, 1986). De acordo com esta técnica, a ConA reconhece e liga-se as
glicosilagbes de CKO de P. wulgaris L., uma vez que esta lectina apresenta uma

afinidade por residuos de glicose/manose e seus derivados.

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) € planta originaria do Novo Mundo e
cultivada, atualmente, em todos os continentes, sobretudo para a producao de
sementes seca (FONSECA ef a/, 2002). E uma leguminosa que constitui um
excelente alimento, fornecendo nutrientes essenciais ao ser humano, como
proteinas, ferro, calcio, magnésio, zinco, vitaminas (principalmente do complexo B),
carboidratos e fibras. Representa a principal fonte de proteinas das populagdes de
baixa renda e constitui um produto de destacada importancia nutricional, econémica
e social, além de ser um dos alimentos mais tradicionais na dieta alimentar do

brasileiro (SOARES, 1996).

Os programas de melhoramento genético do feijoeiro visam obter
variedades que apresentem alta produtividade, aliada a resisténcia as doengas, com

producdo de sementes possuindo forma, tamanho, cor e brilho aceitaveis no
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mercado. Além disso, os graos de feijdo devem possuir caracteristicas culinarias e
nutricionais desejaveis, como facilidade de cocg¢ao, boa palatabilidade, textura macia
do tegumento, capacidade de produzir caldo claro e denso apds o cozimento, maior

teor de proteinas e minerais (MESQUITA ef al,, 2007).

Os nutrientes minerais tém funcdes especificas e essenciais no
metabolismo da planta, podendo realizar uma variedade de fungdes. Algumas
destas fungbes sdo pouco correlacionadas com a quantidade requerida ou com
propriedades fisico-quimicas. Um nutriente mineral pode funcionar como constituinte
de uma estrutura organica, como ativador de reagbes enzimaticas, ou como

transportador de cargas e osmorregulador (GARCIA, 2006).

O estudo aprofundado sobre a resposta fisiolégica de leguminosas aos
niveis da razdo CK/CKO em termos de produtividade e metabolismo celular parece
levar a melhor manejo e rendimento de gréos, como também conhecimento dos
processos de sintese de nutrientes e manutencdo de caracteristicas ligadas a

senescéncia da planta (DEY e HARBONE, 1997).

Devido a escassez de estudos, objetivou-se neste trabalho a
caracterizagao fisico-quimica e bioquimica da semente de Phaseolus vulgaris L. (cv.
BRS Agreste), isolar, purificar e caracterizar parcialmente citoquinina oxidase em
raizes de sua plantula. Para tanto elegeu-se como objetivos especificos: a)
Caracterizar fisico-quimicamente a semente de feijao comum, cv. BRS Agreste,

quanto aos teores de umidade, proteina, cinzas e minerais; b) dosar o teor protéico e
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determinar perfil eletroforético da semente de feijdo comum e de plantulas com
diferentes dias de germinacao, nas condicdes de ambiente refrigerado; e, c) isolar,

purificar e caracterizar parcialmente a CKO em raizes de plantulas de feijao.



2. REVISAO DE LITERATURA

21. Feijao Comum (Phaseolus vulgaris L.)

O feijdo é uma leguminosa utilizada como planta domesticada em
periodos remotos, por civilizagbes inca, egipcia, grega, hebraica e romana
(EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, 2009a; KAPLAN, 1965). Sua origem e domesticagéo
suportam diversas hipdteses da existéncia de centros primarios de diversidade
genética, tanto para espécies silvestres como cultivadas, porém a sua origem exata
ndo é bem sabida. Evidéncias de comparagdes de morfologia, distribuicdo
geografica, ecologia, genética e achados arqueologicos tem indicado que espécies

selvagens sao progenitoras de feijdoes comuns americanos (GENTRY, 1969)

Os feijoeiros do tipo selvagens foram encontrados na América Central, no
México e na Guatemala, enquanto que tipos domesticados foram datados de cerca
de 7.000 a.C., no México e disseminados, posteriormente, para os Andes na
América do Sul (BURKART e BRUCHER, 1953; BRUCHER, 1969; GENTRY, 19609;
MIRANDA-COLIN, 1967, 1979). Por outro lado, achados arqueoldgicos mais antigos,
cerca de 10.000 a.C., sugerem que o feijao teria sido domesticado na América do
Sul, mais precisamente no Peru, e transportado para a América do Norte (KAPLAN,

LYNCH e SMITH, 1973; EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, 2009a).
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O género Phaseolus pertencente a familia Fabaceae, compreende
aproximadamente 55 espécies, das quais apenas cinco sao cultivadas: o feijoeiro
comum (Phaseolus vulgaris L.); o feijao de lima (P. /unatus L.); o feijao Ayocote (P.
coccineus L.); o feijao tepari (P. acutifolius L.); e o P. polyanthus L.. A espécie
Phaseolus vulgaris L. € a mais cultivada entre as demais do género Phaseolus,
colocando o Brasil como o segundo pélo produtor mundial dessa espécie. Entretanto
considerando somente o género Phaseolus, o Brasil € o maior produtor, seguido do

México (YOKOYAMA, 2003).

O feijdo comum é uma planta anual, de dias curtos e baixas altitudes,
porém encontrada nas mais diversas condicdes em varios paises do mundo. A
importancia da sua utilizagcdo e producdo, esta em ser um dos alimentos basicos da
populagcédo brasileira, além de ser um dos principais produtos fornecedores de
proteina na dieta alimentar de enorme parcela da populagdo mundial (ANTUNUES
et al., 1995; GONCALVES e SOUZA, 1998; VILLAVICENCIO, MANCINI-FILHO e
DELINCEE, 2000), e excelente fonte de carboidratos e fibras, apresenta baixo teor
de lipidios, sddio e nao contém colesterol, além de possuir vitaminas (ROSTON,
1990; GEIL e ANDERSON, 1994; BRIGIDE, 2002) e minerais (BARAMPAMA e

SIMARD, 1993a; BEEBE et al, 2000; CARDENAS, 2006; RIBEIRO et a/., 2008).

O feijao comum é amplamente consumido no México, América Central,
Ameérica do Sul e nos paises Africanos e Indianos, nos quais a proteina animal €
limitada por razbes econdémicas, religiosas e culturais (WELCH ef a/., 2000; COSTA

et al, 2006). No Brasil o consumo atual de feijao € de cerca de 16 kg/hab/ano,
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existindo preferéncias de cor, tipo de grao e qualidade culinaria em algumas regides

do Pais (EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, 2009b).

Sao inumeras linhagens de feijao cultivadas no Brasil. No Estado do Rio
Grande do Sul, em certas regides da Santa Catarina e Parana, Rio de Janeiro,
Espirito Santo, a preferéncia € pelo feijao preto. Em S&do Paulo e em algumas
regides de Minas Gerais sao cultivados, de preferéncia, feijao de cor mulatinho,
roxinho e o pardo (MOURA, 1998). Ja no Estado de Goias sao cultivadas varias
variedades de feijoes, mas predomina o tipo carioca. Complementando, em Minas
Gerais sao recomendados alguns cultivares com esse tipo de grdo, como Pérola,

Aporé, Carioca MG, Ruda e IAC-Carioca (RAMALHO e ABREU, 2002).

Segundo dados do IBGE (2009), o Brasil produziu cerca de 3.460.067
toneladas de graos de feijao em uma area de 3.779.449 hectares, com rendimentos
de 915 Kg.ha' de graos (Figura 1). Entretanto, ocorrem perdas desses graos a cada
colheita, devido, entre outros fatores, ao ataque de pragas, mudancas
edafoclimaticas, além da ocorréncia de alteragcdes das caracteristicas fisico-

quimicas, por transformacgdes estruturais de seus componentes.
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Figura 1 — Desenvolvimento da cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) no Brasil, Safras
2000/2001 a 2007/2008.
Fonte: Silva (2004).

Diversos trabalhos de melhoramento genético tém sido desenvolvidos
com o objetivo de obter cultivares de feijdo com melhores caracteristicas
agrondmicas, buscando a alta produtividade e melhor adaptagcéo nas regides de
cultivo (SINGH, 1995). Peloso e colaboradores (PELOSO ef al,, 2002), descreveram
que, nos ultimos 16 anos, os Centros de Tecnologia de Feijao, por meio de reunides
anuais, discutiram os resultados da rede de avaliagdo de linhagens e lancaram 34
novas cultivares de feijao, homologadas pelas Comissdes Regionais de Avaliagao e
Recomendagdo de Cultivares CRCs/MA. Destas, 20 foram desenvolvidas pelo
programa melhoramento genético do feijoeiro comum da Embrapa. O mercado

geografico de recomendacdo destas cultivares € diversificado por estados da
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federagdo, e levando-se em consideragdo as vantagens comparativas que
apresentam e que as levaram a serem recomendadas, podendo serem citadas:
Macanudo, Minuano, Macotago, Ouro Negro, Diamante Negro, Xamego e Guapo
Brilhante, do grupo preto; Aporé, Pérola, Ruda e Princesa, do grupo comercial

carioca; Safira do grupo roxo; Corrrente e Bambui do grupo mulatinho.

Recentemente, foi langada uma nova cultivar do grupo mulatinho, o BRS
Agreste. Esta cultivar foi desenvolvida pela Embrapa Arroz e Feijao para atender
cultivo nos Estados de Sergipe, Alagoas, Bahia, Goias e Distrito Federal, o que
possibilita aos agricultores ofertar um produto de melhor qualidade ao consumidor
final e auferir melhores rendimentos com a cultura. A BRS Agreste apresenta ciclo
semi-precoce, com 75 a 85 dias da emergéncia a completa maturagao, cor da flor
branca, cor da vagem na maturagdo amarelo levemente avermelhada e cor do grao
bege sem brilho, tamanho de grao uniformes com massa média de 100 grdos de 25
gramas, teor de proteina de 21% e tempo médio de cozimento de 32 minutos.
Todavia estudos ainda devem ser realizados a fim de elucidar sua composi¢cao
nutricional, interferéncias de fatores modificam seu desenvolvimento morfofisioldgico

e expressao dos seus constituintes (MELO ef a/., 2008).
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2.2 Desenvolvimento de Plantas e Mobilizagdo de Proteinas

O ciclo de vida em plantas superiores compreende o desenvolvimento de
semente seguido por sua germinagdo e periodo pos-germinativo, e o
desenvolvimento por meio do crescimento da planta. Para tanto, diversos eventos
especificos estdo envolvidos nesse processo, como processos fisioldgicos e

morfologicos (CASTRO, BRADFORD e HILHORST, 2004).

Diversos estudos sobre os mecanismos regulatérios que controlam os
processos morfofisiolégicos das plantas s6 passaram a serem descritos depois do
surgimento de técnicas genéticas e moleculares (BEWLEY e BLACK, 1994;
GOLDBERG, DE PAIVA e YADEGARI, 1994; HARADA, 1997; RAGHAVAN, 1997).
Desse modo, a analise de mudancas nos padrbes da expressao de genes que
ocorrem durante o desenvolvimento da semente e o crescimento pds-germinativo
tem contribuido com indicios sobre os programas regulatorios que controlam ambos
os periodos (Figura 2) (PENG e HARBERD, 2002; NAMBARA e MARION-POLL,

2003).
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Figura 2 — Desenvolvimento e germinacdo de semente. Esquema geral de eventos
associados com as diferencas de fase de desenvolvimento, geminacdo e
crescimento pds-germinativo de sementes, incluindo (A) ciclo celular, eventos
metabdlicos e de reparo e periodos em que a semente (embrido) € intolerante ou
tolerante a dessecagao; (B) padrdo de expressdo de genes em estadios
especificos, por meio de uma reparagao conceptual do acumulo de sete
conjuntos de mRNA que ocorrem durante o desenvolvimento da semente.
Adaptada a partir de (CASTRO, BRADFORD e HILHORST, 2004).
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Ao longo das ultimas décadas, diversas espécies tornaram-se modelos
para estudos da biologia da semente. Como exemplo, a semente de Lycopersicon
esculentum Mill (tomate) que tem sido usada para estudar a fisiologia e bioquimica
do desenvolvimento de sementes, germinagdo e a dorméncia (DE CASTRO e
HILHORST, 2000). Ao mesmo tempo, a compreensao dos processos envolvidos no
desenvolvimento e germinagdo de sementes contribuira para o controle do
desenvolvimento, principalmente nos niveis molecular e hormonal (CASTRO,

BRADFORD e HILHORST, 2004).

Na maioria das sementes, o desenvolvimento pode ser dividido em trés
fases confluentes, descritos na Figura 2. A primeira fase € caracterizada pelo
crescimento inicial devido ao inicio primario da divisao celular e ao aumento rapido
do peso fresco da semente inteira e do conteudo de agua. Durante essa etapa, a
histodiferenciacdo e a morfogénese da semente acontecem a medida que o zigoto
unicelular se submete a divisbes mitéticas extensivas, e as células resultantes se
diferenciam para dar forma ao plano basico do corpo do embriao (YADEGARI e
GOLDBERG, 1997). Concomitantemente, ha a formacédo do endosperma. A divisao
de células acaba relativamente cedo no desenvolvimento da semente. Depois disso
ha uma fase intermediaria de maturagdo, na qual a semente aumenta de tamanho
devido, principalmente, a expansdo de células e deposicdo de reservas como
proteinas, lipidios e carboidratos, nos tecidos de armazenamento (cotilédones,

endosperma ou megagametofito).
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Finalmente, o desenvolvimento da semente termina com uma fase pré-
programada da secagem de maturagao ou dessecacao. Nesse estado, a semente
pode sobreviver aos estresses ambientais e, a menos que esteja dormente,
recomecgara a atividade metabdlica, o crescimento e o desenvolvimento quando as
circunstancias condutoras a germinagao e o crescimento forem fornecidas (BEWLEY

e BLACK, 1994).

Uma vez fornecidas as condi¢cdes para desenvolvimento da semente, sua
germinagao acorrera a partir da emergéncia de parte da planta do solo ou da
formagcdo de uma plantula vigorosa sobre algum tipo de substrato (BORGHETTI,
2004). Labouriau (1983) considera a semente germinada quando uma das partes do
embrido emerge de dentro dos envoltérios, acompanhada de algum sinal de

metabolismo ativo, como a curvatura da radicula.

Bewley e Black (1994) e Obroucheva (2000) descrevem que 0 processo
germinativo pode se estender de horas a dias, dependendo da espécie em estudo.
Afirmam ainda que quando sementes viaveis secas absorvem agua, uma corrente
de eventos € iniciada, resultando na emergéncia da radicula. Na embebicéo, o
metabolismo rapidamente recomecga. Respiracdo, sintese e consumo de ATP,
sintese de fitohorménio, ativacdo de enzimas e organelas e sintese de RNAs e
proteinas sao atividades celulares fundamentais intimamente ligadas a germinacgéo e

a preparacgao para o crescimento subsequente.
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Com o inicio da embebigao da semente, o ciclo celular é ativado, assim
como a sintese de proteinas, que tem a fungdo de dar suporte a manutencao do
crescimento do embrido, normalmente suportando o crescimento da plantula até que
ela se torne autétrofa (BEWLEY, 1997; BUCKERIDGE ef a/, 2004). A sintese de [3-
tubulina, uma proteina presente durante a divisdo e a expansao celular, ocorre no
embrido de sementes de tomate (CASTRO ef al., 2000) e café (DA SILVA, 2000).
Sintese de proteinas relacionadas com o crescimento do embrido funciona como
uma preparagao inicial para o crescimento da radicula durante a germinagao e, apos
a protrusdo, no estabelecimento da plantula (MELO, 2005), porém as reservas
protéicas, segundo Mickey (1994), ndo tem efeito sobre o crescimento da plantula,
pois 0s seus aminoacidos sdo convertidos geralmente a amidas apds a hidrélise do

composto.

Diversos experimentos estdo sendo voltados para o estudo do
funcionamento desses processos bioquimicos e fisiolégicos que culminam no
desenvolvimento da planta, porém ainda ndo permitem uma abordagem integrada
de todos eles. Por enquanto, a maioria do que se encontra na literatura compreende
experimentos isolados em que sementes sdo submetidas, por exemplo, a acao de
um fitormonio, e seus efeitos mediados pela dosagem da atividade enzimatica e das
proteinas correspondentes pelo aumento de transcrigido de genes, dentre outros

(BUCKERIDGE et al., 2004).

Diversos fitohormonios estdo relacionados com a modulagdo celular de

maneira a promover o crescimento da plantula ou alongamento embrionario (DEY e
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HARBONE, 1997). Estas substéancias sao produzidas em células especificas de
todos os tecidos da planta e distribuidas aos varios 6rgaos via xilema, para controle
do metabolismo e expressdo génica. Entre estas substancias, que vao desde
moléculas bem simples, como etileno, até grandes moléculas organicas, como as

giberelinas, incluem-se as citoquininas (HELDT, 1997).

2.3. Citoquininas

As citoquininas sao fitohormonios vegetais derivados da adenina que
estimulam, através da ativagdo de replicagdo e transcricdo, a divisdo celular e
retardo da senescéncia em vegetais, sendo considerados indicadores para classe de
reguladores de crescimentos e foram descobertas durante as pesquisas dos fatores
que estimulam a citocinese das células vegetais (MOK, MOK e ARMOSTRONG,

1978).

Haberlandt (1913) descobriu que um composto encontrado no floema
tinha a capacidade de estimular a divisao celular. Mais tarde, Johannes Van
Overbeek descobriu que o endosperma leitoso de coco também tinha essa
habilidade, demonstrando também que varias outras espécies de plantas possuiam
compostos que estimulavam a divisdao celular (VAN-OVERBEEK, CONKLIN e
BLAKESLEE, 1941). Em 1954, Jablonski e Skoog (1954) estendeu o trabalho de

Haberlandt mostrando que nos tecidos vasculares continham compostos que
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promoviam a divisdo celular. Nas décadas de 1940 e 1950, Miller ef al (1955),
pesquisadores da Universidade de Winsconsin (EUA) testaram inumeras
substancias com capacidade para iniciar € manter a proliferacdo de células de
medula de fumo em cultura. Eles observaram que a base adenina do acido nucléico
possuia um pequeno efeito promotor entdo, testaram a possibilidade de que acidos
estimulariam a divisao celular nesses tecidos. Inesperadamente, foi observado que o
DNA autoclavado do esperma de arenque apresentava um forte efeito na promogéao
da divisdo celular. Esse efeito decorria da presenga de uma pequena molécula no

DNA, denominada de cinetina, um derivado da adenina, 6-furfurilaminopurina.

Estudos mais recentes revelaram que a cinetina foi importante para
demonstrar que a divisdo celular pode ser induzida por uma simples substancia
quimica. Diversas citoquininas foram descobertas em quase todas as plantas
superiores, bem como musgos, fungos, bactérias, e também no tRNA de muitos
procariotos e eucariotos. Hoje existem mais de 200 citoquininas naturais e sintéticas.
A citoquinina mais comum, a zeatina, tem um residuo isopreno hidroxilado na
posicao trans, ligado ao nitrogénio amino da adenina. Nos vegetais superiores, a
zeatina ocorre tanto na configuragdo cis e trans, formas essas que podem ser
interconvertidas por uma enzima chamada de zeatina isomerase (Figura 3) (MOK,

MOK e ARMOSTRONG, 1978).
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Figura 3 — Estruturas da zeatina na conformacgao frans e cis.

Concentragcdes de citoquininas sao mais elevadas nas regioes
meristematicas e areas de potencial de crescimento continuo, tais como raizes,
folhas jovens, frutos em desenvolvimento e sementes (ARTECA, 1996; MAUSETH,
1991; RAVEN, EVERT e EICHHORN, 1992; SALISBURY e ROSS, 1992). Estas
parecem se mover pelo xilema até a parte aérea, juntamente com a agua e os sais
minerais. Entretanto as raizes ndo sao as unicas partes capazes de sintetizar
citoquininas. Por exemplo, os embrides jovens de milho sintetizam citoquininas,
assim, como as folhas jovens em desenvolvimento, frutos jovens e possivelmente

muitos outros tecidos (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Embora tenham sido descobertas como fatores da divisao celular, as
citiquininas podem atuar em diversos eventos fisiologicos em que a resposta ira
variar consoante o tipo de citoquinina e espécies de plantas (DAVIES, 1995;

MAUSETH, 1991; RAVEN, EVERT e EICHHORN, 1992; SALISBURY e ROSS,
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1992). Elas estimulam a morfogéneses (formagéo de gemas) em cultura de tecidos,
estimulam o crescimento das gemas laterais da dominancia apical, aumentam a
expansao foliar resultante do alargamento da célula, pode aumentar a abertura
estomatica em algumas espécies, promove a conversdo de etioplastes em
cloroplastos através da estimulagdo da sintese de clorofila, retarda a senescéncia,
estimulam ou inibem uma variedade de processos fisioldégicos, metabdlicos,
bioquimicos e de desenvolvimento quando aplicadas as plantas superiores, sendo
cada vez mais evidente que as endogenas exercem importante fungcao na regulagao

destes eventos (MAUSETH, 1991; MOK, 1994, WERNER et al, 2001).

Nos Estados Unidos, foi depositada a patente de uma citoquinina vegetal
descoberta por Tomas Werner e Thomas Schmulling (19/02/2008). Em seu registro,
consta como efeitos desta substéncia: crescimento de raizes e/ou potencializagao
da formagao de raizes laterais ou adventicias e/ou alteragdo do geotropismo das
raizes pela ativacdo da expressdo de uma citoquinina vegetal (SCHMULLING e
WERNER, 2008). No ambito da patente, estdo incluidos, além das sequéncias de
acidos nucléicos codificadores da citoquinina, vetores e células transgénicas que
contenham tais sequéncias. As citoquininas, na patente, estdo relacionadas com
aumento de rendimento, vigor, modificacdo da razao folhas/raizes entre outras
caracteristicas. Esta patente esta descrita como regulador do crescimento da planta

ou herbicida.

O crescimento da planta esta ligado ao balango citoquininas/auxinas.

Enquanto as citoquininas induzem a divisdo celular, as auxinas induzem a
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elongacao das células promovendo o crescimento de brotos. Células vegetais ja
diferenciadas normalmente param de se multiplicar. Adicionando-se citoquininas e
auxinas estas células diferenciadas podem ser induzidas a recomecarem a se
multiplicar formando massas disformes de células, os “callus”. Em cultura de tecidos,
a razao citoquininas/auxinas € utilizada para induzir estas células na formacao de
brotos (maior proporgao de citoquininas) ou raizes (maior proporgao de auxinas). O
uso de citoquininas em escala comercial como estimuladores de crescimento vegetal
é difundido, p. ex. FARTUM® DRY FOLIAR e AGROKELP (TORRES, CALDAS e

BUSO, 1998).

A metabolizacdo das citoquininas nos tecidos vegetais € realizada
rapidamente a partir da sua conversdao em suas respectivas formas nucleosidea e
nucleotidea. Tais interconversdes provavelmente envolvam enzimas comuns ao
metabolismo das purinas (TAIZ e ZEIGER, 2004). Dietrich et al (1995)
demonstraram uma correlacdo temporal entre o decréscimo dos niveis de
citoquinina e o0 aumento dos niveis de citoquinina oxidase nos nucleos
desenvolvedores do milho. Tal fato leva a crer que uma das fungdes da citoquinina
oxidase (CKO) pode ser destruir a citoquininas endégenas no momento preciso de

seu desenvolvimento.
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2.3.1. Citoquininas oxidases na metabolizagdo da citoquinina nos tecidos

vegetais

A degradacgao citoquinina € um importante processo nos componente da
rede metabdlica que controla os niveis de metabdlitos de citoquinina e sua
distribuicdo nos sistemas vegetais. A existéncia, em tecidos vegetais de maquinas
enzimaticas capaz de degradar citoquinina aos produtos inativos foi demonstrada

nos primeiros estudos do metabolismo de citoquinina (ARMSTRONG, 1994).

As citoquininas sao seletivamente inativada a partir da clivagem oxidativa
da sua cadeia lateral, por uma enzima que catalisa sua degradagao, denominada
citoquinina oxidase (HARE e VAN STADEN, 1994). Pesquisas recentes indicam que
essa enzima utiliza um aceptor de elétrons que nao oxigénio (BILYEU ef a/, 2001;
GALUSKA et al, 2001; LASKEY ef al, 2003) e foi reclassificada pelo Comité de
Nomenclatura de Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular em 2001
de enzimas citoquinina desidrogenase (CE 1.5.99.12). A reacgao catalisada por essa

enzima € mostrado esquematicamente na (Figura 4) (GALUSKA ef al,, 2001).
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Figura 4 — Degradacéo da citoquinina pela enzima citoquinina oxidase.

A CKO foi publicada como um membro da familia oxidorredutase apés ter
sido clonada do milho. Ela mostrou-se conter um co-fator FAD (Flavina Adenina
Dinucleotideo) e ligacdo covalente com flavina (MORRIS ef al., 1999; BILYEU ef al.,
2001). O FAD da CKO quando reduzido a FADH,, oxida a imina secundaria da
cadeia lateral da citoquinina, que passa a imina intermediaria. Esta imina formada
sofre hidrdlise, promovendo a liberacdo de uma amina. Assim, a citoquinina é
convertida em adenina e com a quebra da sua cadeia lateral um grupo aldeido
correspondente também é resultante (HARE e VAN STANDEN, 1994; GALUSKA ef

al., 2000, 2001; MOK e MOK, 2001).

Muitos tecidos vegetais possuem a enzima citoquinina oxidase, a qual
cliva a cadeia lateral da zeatina (ambas cis e frans), mas nao cliva seus derivados o-
glicosideos. A CKO inativa irreversivelmente as citoquininas, podendo ser importante

na regulacido ou limitacdo dos efeitos da citoquinina. A atividade da enzima é
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induzida por altas concentragdes de citoquinina devido, pelo menos em parte, ao

aumento dos niveis do RNA de um subgrupo de genes.

As citoquininas oxidases ter sido discutida em varias espécies vegetais,
incluindo Vinca rdsea L. (SCOTT et al, 1982; McGRAW e HORGAN, 1983), feijao
(Phaseolus vulgaris L. e lunatus) (CHATFIELD e ARMSTRONG, 1986; KAMINEK e
ARMSTRONG, 1990), trigo ( 7riticum aestivum L.), tabaco (Nicotiana tabacum L.)
(PACES, WERSTIUK e HALL, 1971; MOTYKA e KAMINEK, 1992), caryophyllus
dianthuns, soja (Glycine MaxL.), arroz (Oriza sativa L.) e milho (Zea mays L.). Todas
estas citoquininas oxidases de plantas tém preferéncia a substratos semelhante a
isoprendides (iP) e zeatina (Z), mas mostram pouca ou nenhuma reatividade com
citoquininas de cadeia aromatica. Todas apresentam atividade reforcada com a
presengca de cobre, além de imidazol. Entretanto, estas enzimas apresentam
variagao significativa na atividade especifica e peso molecular. Isto pode estar
relacionado com a ocorréncia de espécies nao-glicosiladas e glicosiladas da

proteina, entre e dentro das espécies.

Os pesos moleculares das citocininas oxidases descritas em diversas
fontes vegetais tém sido estimados por filtragcdo em gel (Tabela 1). Os valores
registrados variam de 25.100 para as enzimas de tecido tumoral da coroa de V.
rosea L., a aproximadamente 90.000 para a enzima de embrides de Z mays e inclui
um valor intermediario de 40.000 reportados para a enzima de gérmen de trigo. O
peso molecular da citocinina oxidase de grdos de milho foi estimada pela

Eletroforese de gel de poliacrilamida em presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS-
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PAGE), e o valor obtido por este método (78 kDa) é razoavel de acordo com as

estimativas provenientes de filtracdo em gel (88 kDa e 94 kDa) (MOK e MOK, 1994).

Tabela 1 - Propriedades da atividade de citoquininas oxidases isoladas em

diferentes tecidos de plantas

pH Peso Afinidade por
Planta de Origem
otimo Molecular ConA'
Tecidos de “callus” de Nicotiana tabacum 9,0 - -
Tecidos de “callus” de Phaseolus vulgaris 6,5 67.000 Sim
Tecidos de “callus” de Phaseolus lunatus 8,4 60.000 N&o
Gérmen de Triticum aestivum 7,5 40.000 Sim
Tecido tumoral da coroa de V. rosea L. 7,0 25.100 -
Graos de Zea mays - <67.000 Sim

1/ Concanavalina A.

A CKO de diversas plantas foram descritas como glicoproteinas, uma vez
que foi evidenciados afinidade das mesmas para a lectina Concanavalina A (ConA)
(CHATFIELD e ARMSTRONG, 1986). A CKO de Z mays L. e germe de trigo
também foram reportados por se ligar a lectina ConA. No entanto, a afinidade por
ConA nao é uma propriedade universal para todas as CKO. A citoquinina oxidase de

tecido de “callus” de P. /unatus L., cv Kingston ndo é reconhecida por ConA. Desse
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modo, a enzima dessa cultivar de feijao ndo é glicosilada, ou o seu padrdao de
glicosilagao é significativamente diferente das outras atividades citoquinina oxidase
até os presentes estudos (BILYEU et al, 2001). Chatfield e Armstrong (1986),
mostraram que cerca de 20 % da citoquinina oxidase de P. vulgaris L. nao se liga a
coluna de ConA, podendo se tratar de proteinas nao-glicosiladas, isoformas ou

mesmo produto de degradacgao obtidos durante os procedimentos de isolamento.

Em Arabidopis, a CKO é codificada por uma familia multigénica, cujos
membros apresentam padrdes distintos de expressdo. Curiosamente, varios genes
possuem sinais secretores putativos, sugerindo que pelo menos algumas dessas

enzimas possam ser extracelulares (SCHMULLING et a/., 2003).

Um gene que codifica a CKO foi primeiramente identificado em milho.
Dietrich ef al (1995), Houba-Herin ef al. (1999) e Morris ef al. (1999), demonstraram
uma correlagao temporal entre o decréscimo dos niveis de citoquinina (CK) e o

aumento dos niveis de citoquinina oxidase nos nucleos desenvolvedores do milho.

Outro papel alternativo para a CKO de milho pode ser a protegao contra a
invasao de patdgenos ja que os mesmos sao, sabidamente, capazes de produzir CK

(MILLS e VAN STADEN, 1978; ANGRA, MANDAHAR e GULATI, 1990).

A caracterizagcdo molecular e bioquimica de CKO de milho foi feita por
(BILYEU et al., 2001). A expressao de CKO de milho em Pichia pastoris (Guilliem)
levou a producédo de grandes quantidades de CKO recombinante e possibilitou os

estudos estruturais e de cinética. Estes estudos revelaram que a potencialidade da
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acao das CKO parece ser caracteristica das diferentes variedades de plantas. Em
uma variedade de P. lunatus L., a frans-zeatina se mostrou 3x mais efetiva que a
diidrozeatina e 30x mais efetiva que a ciszeatina. As atividades de N6&-
isopentiladenina e NS6(AZ-isopentenil) adenina foram bem similares. No entanto,
numa variedade de P. wvulgaris L. a diidrozeatina foi pelo menos 30x mais ativa que
ambas frans e cis-zeatina, e a Né-isopentiladenina foi 100x mais ativa que N6(A2z-

isopentenil) adenina (MOK, MOK e ARMOSTRONG, 1978).

Cinco diferentes substratos foram utilizados em estudos de cinética das
reagdes de CKO de milho (Zea mays L.). As correlagdes entre a cinética de tais
reacdes e a estrutura cristalina da CKO foram estabelecidas e os estudos indicaram
que a enzima reconhece as citoquininas a priori, interagindo com o residuo adenina
e, a partir dai, acomodando os varios tipos de cadeias laterais. As clivagens
cataliticas de todas as citoquininas estudadas ocorreram com a formagao inicial de
um intermediario unico, um complexo binario entre a imina correspondente a

citoquinina e a enzima reduzida (POPELKOVA et al.,, 2006).

Assumindo que existem duas espécies da citoquinina oxidase de Zea
mays L., o estudo demonstrou que, para as citoquininas que rapidamente reduzem o
co-fator flavina, isopenteniladenina e frans-zeatina, a interagdo com a citoquinina
oxidase produz um complexo onde o derivado imina da citoquinina esta firmemente
ligado proximo a flavina, no topo de seu anel isoaloxazina. A N-metilacdo da
isopenteniladenina afeta profundamente a reatividade das citoquininas com a

enzima, o resultado € que ambas as espécies enzimaticas atuam diferentemente no
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processo de clivagem deste substrato. A clivagem da N-metil-isopenteniladenina
ocorre lentamente através de um mecanismo diferente que resulta na produgao de
uma imina. Este estudo demonstra claramente a importancia da estrutura da

citoquinina oxidase no estabelecimento das rotas metabdlicas das citoquininas.

A relagao entre citoquinina oxidase e produgao de grdos de arroz foi
demonstrada por Ashikari ef al. (2005), a expresséao reduzida de citoquinina oxidase
em linhagens isogénicas de arroz (Oriza safiva L.) provoca a acumulagao de
citoquininas em meristemas inflorescentes e aumenta o numero de o6rgaos

reprodutivos aumentando, assim, o rendimento de graos.

Chatfield e Armstrong (1986) demonstraram a relagao entre o aumento de
niveis de citoquinina exdgenas em cultura de “callus” de P. vulgaris L. e elevados
niveis de atividade de citoquinina oxidase. Este aumento da atividade enzimatica
ocorre rapidamente e parece necessitar de RNA e sintese protéica. Tais diferencas
de poténcias das citoquininas em espécies tao proximas foram também explicadas
por Mok ef al. (1982) quando demonstraram que, em P. vulgaris L., citoquininas que
tém cadeias laterais insaturadas nado tém tanta efetividade na promocao de

crescimento de “callus” gragas a sua susceptibilidade a citoquinina oxidase.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

Foram utilizadas sementes de feijao comum (Phaseolus vulgaris L.),
variedade mulatinho, cultivar BRS Agreste obtidas de Ensaio de Valor de Cultivo e
Uso (VCU) do Programa de Melhoramento da Embrapa Arroz e Feijéo, localizada no

Municipio de Santo Antonio de Goias, GO, na safra agricola de fevereiro/2008.

As sementes apresentavam cor bege sem brilho, uniformidade de

coloragao e tamanho de grdo, massa média de 100 graos de 25 gramas (Figura 5).

SEMENTES DE
_BRS-AGRESTE

COLMIDO: FEY 26¢y
| sem varor comenrciar |

— oo Posquise Ag
Sanvigo e Produghe te Semantes Bdsice,
SAIN Pargsn Rural - Foved 0 W Nome

Figura 5 — Sementes de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.), variedade mulatinho, cultivar
BRS Agreste.
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Os graos da cultivar BRS Agreste foram armazenados em sacos Kraft sob
temperatura de ar refrigerado em torno de 21 °C e umidade relativa de 20 %. Parte
do material foi submetida a caracterizacao fisico-quimica e bioquimica, e parte
levada a germinagao para posterior identificacdo e isolamento da citoquinina

oxidase.

Para o preparo da farinha de P. vulgaris L., as sementes foram trituradas
em multiprocessador e armazenadas em frascos hermeticamente fechados e
mantidos a temperatura ambiente até uso posterior nas analises de fisico-quimica e

caracterizagao bioquimica.

3.2. Caracterizagédo Fisico-Quimica da Semente de P. wulgaris L., cv. BRS

Agreste

A caracterizagao fisico-quimica das sementes desta cultivar de feijao
mulatinho foi conduzida nas dependéncias do Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular da Universidade Regional do Cariri — URCA, em algumas analises se fez
necessaria parceria com os Laboratorios de Bromatologia de Alimentos da
Faculdade de Tecnologia Centec — FATEC Cariri, Quimica Analitica do Instituto
Federal de Educacgéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro — IFRJ e de Quimica

Analitica da Pontifica Universidade Catolica do Rio de Janeiro — PUC/RJ.
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3.2.1. Determinagdo de umidade

Para a determinacdo de umidade, capsulas previamente taradas,
contendo amostras de 5,0159 + 0,0320 g de farinha de sementes de P. vulgaris
foram colocadas em estufa a 105 °C por 24 horas. Apds este tempo foram colocadas
em dessecador até atingirem a temperatura ambiente, sendo entdo pesadas. O teor
de umidade foi feito em quadruplicada e calculado pela diferenga entre os pesos
inicial e final das amostras, e expresso em mg/100g de massa seca, baseado no

metodo (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1976).

3.2.2. Determinagao de proteinas a partir do teor de nitrogénio total

A determinacao foi feita pelo método Macro Kjedhal segundo metodologia
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1976). Foram pesadas em balanga analitica 1,0267 *
0,2520 g de amostra e transferidas para baldo de Kjeldahl, adicionando 40 mL de
solugado digestora (sulfato de cobre, sulfato de zinco, acido sulfurico P. A. nas
propor¢gdes 1:10:60 — m/m/v). A mistura foi levada para aquecimento em bloco
digestor, a principio lentamente, mantendo a temperatura de 50 °C por 1 hora. Em
seguida, elevada a temperatura gradativamente até atingir 350 — 400 °C. Quando a
fase liquida se tornou limpida e transparente, de tonalidade azul-esverdeada, a
mistura foi retirada do aquecimento, deixada esfriar e foram adicionados em torno de

100 mL de agua destilada.
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Foi acoplado ao destilador o erlenmeyer contendo 50 mL de &cido
sulfarico (H2SO4) 0,1 N com 3 gotas de indicador vermelho de metila. Foi conectado
o baldo de Kjeldahl ao destilador e adicionados imediatamente 100 mL de hidréxido
de sédio (NaOH) 50 % até a obtencao de solugdo de cor negra, em seguida foram
adicionados 0,5 g de zinco em pdé e 5 gotas de fenolftaleina. Procedeu-se a
destilagao, deixando-se destilar cerca de 2/3 do volume inicial. Recolhido o volume
necessario para a completa destilagdo da amoénia, foi titulado o excesso de H2SO4
0,1 N com solugcdo de NaOH 0,1 N até a viragem do indicador vermelho de metila

para a cor amarela palha. Uma prova em branco foi feita apenas com os reagentes.

As analises do teor de proteina foram feitas quadruplicadas e o percentual

calculado a partir da seguinte formula:

Vit,50,% Nit;50,)~(VNaok X Nnaon )| x0,0014x100x6,25

%P:[( Pa

(3.1),

onde:

(Vi,s0,Vnaom)= Milllitros de H,SO4 0,1 N - Mililitros gastos de NaOH 0,1N

0,0014 = Fator do nitrogé nio

. . nitrogénio
6,25 = fator de converséao da relagdo de —————de acordo com o produto
proteina

Pa = Peso da amostra em gramas
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3.2.3. Determinagéo de residuo mineral fixo (cinzas)

Na determinacédo do teor de cinzas foram utilizados cadinhos de
porcelana previamente tarados contendo 15,0037 + 0,0074 g de farinha de P.
vulgaris foram colocados em mufla a 550 °C até incineragdo completa do material
organico. Em seguida os cadinhos foram mantidos em dessecador contendo silica-
gel onde permaneceram até atingirem a temperatura ambiente. Os cadinhos
contendo as amostras incineradas foram pesados e o teor de cinzas, calculado pela
relacdo entre o peso do residuo e o peso inicial da amostra, sendo o resultado
expresso em mg/100 g de massa seca, segundo método (INSTITUTO ADOLFO

LUTZ, 1976). Foram feitas quadruplicadas das analises.

3.2.4. Determinagao de Minerais

Para determinacdo dos minerais presentes na farinha de sementes de P.
vulgaris L. foram utilizadas as cinzas provenientes da incineragao da amostra. O

procedimento do tratamento das amostras esta descrito no fluxograma (Figura 6).

Na obtencdo da solucdo cloridrica inicialmente as cinzas contidas no
cadinho foram transferidas para erlenmeyer, e lavadas com acido cloridrico (HCI)
concentrado P.A. Foi efetuado tratamento com 10 mL de agua régia (1 acido nitrico

(HNOs3) concentrado P.A : 3 HCI concentrado P.A — v/v), e o erlenmeyer colocado em
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placa de aquecimento e levado a secura. Em seguida foram adicionados 10,0 mL de

HCI concentrado P.A e a solugao foi novamente levada a secura.

SEMENTES TRITURADAS

Mufla (450 °C - 550 ° C)

Tratamento com HCI concentrado, levando a secura

Dissolugdao em HCI 0,100 M / Obteng¢ao da solugao cloridrica

Filtracado e afericdo em baldo volumétrico (BV)

Solucao cloridrica meio HCI 0,100 N

I I
Ca?*; Mg* Fe: Cu?*

\\ Volumetria de Complexacéo I Espectrofotometria de Absorcao

Figura 6 — Tratamento das amostras de sementes para as determinagées de Ca?*, Mg*, Fe,
Cu?.
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Este tratamento foi repetido por trés vezes. Apoés a ultima secura foi
adicionado HCI 0,1 N (= 50,0 mL), e mantido leve aquecimento para dissolugao de
todo o residuo. Feito isto, o conteudo filtrado com papel filtro ativado foi transferido

quantitativamente para BV de 250 mL e avolumado a marca com HCI 0,1 N.

Aliquotas desta solugcdo foram utilizadas para determinacdo de calcio e
magnésio pelo método de volumetria de complexagédo; ferro e cobre por

espectrofotometria de absorcao.

3.2.4.1. Calcio

Para determinagao de calcio foram tomadas aliquotas de 10,00 mL de
solucao cloridrica transferindo a erlenmeyer. Foi adicionado 1,0 mL de solugédo de
NaOH (2,0 M) gota a gota, sob agitacdo até pH3O* do meio = 12. Posteriormente
foram adicionados 0,05 g de tioacetamida, homogeneizado e avolumado até a
marca de 50 mL com agua. A solugao foi levada para chapa aquecedora, aquecendo
até temperatura entre 60 °C — 80 °C. A solucao foi filtrada com papel filtro ativado, e
avolumada a 100 mL com agua. A solucao resultante foi resfriada em agua gelada
até a temperatura do meio se manter em torno de 26° — 27 °C e, nestas condigdes,
foi adicionado 1,0 mL de calcon até ser obtida intensa coloragdo vermelhada.
Finalmente, foi efetuada titulacao contra acido etilenodiamino tetra-acético (E.D.T.A.)

de molaridade conhecida em triplicata até aparecimento de coloragcao azul.



58

O volume de E.D.T.A. gasto nas titulagdes foi reportado e utilizado para

quantificar o teor de calcio na amostra, seguindo as formulas abaixo:

VieprayXMEpr.ay<PM . +2
% Ca™ = 7 X100 (3.2),

Mamostra XV—
Total (BV)

onde:

Vepra= Volume de EDTA gasto na amostra — Volume de EDTA gasto no branco (mL)

M&.p1a)= Molaridade do E.D.T.A

PM(Ca2+)= Peso Molecular do Calcio em (g)=0,04008 g

Mamostra= Massa da mostra /in natura (Q).
Total

V,= Volume de aliquota de amostra tomada para analise (mL)

V(sv)= Volume do bal&o de aferigdo da solugao cloridrica (mL).

n°de ppm de Ca™® = % Ca™**x 10* (3.3)

m n°de ppm de Ca*?
9 de Cat? = =P
100 g 10

(3.4)
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3.2.4.2. Magnésio

A determinacao do teor de magnésio partiu da analise de determinagéao
conjugada de célcio e magnésio. O teor de magnésio foi obtido da diferenca entre o
teor de calcio e magnésio conjugados, e a quantificagcdo de calcio na amostra,

determinada anteriormente.

Para tanto, foi tomada aliquota de 10,00 mL de solugao cloridrica,
transferida a erlenmeyer e adicionados imediatamente 10,0 mL da solugdao de
Tampao Amoniacal (pH30* = 10), sob agitagéo até que pH3O* do meio = 10. Foram
adicionados 0,05 g de tioacetamida para eliminacdo de interferentes,
homogeneizado e avolumado até 50,00 mL com agua. A solucao foi levada para
chapa aquecedora até obtencdo da temperatura de 60 °C — 80 °C. A solucao foi
filtrada com papel filtro ativado e o precipitado lavado com 10 mL de tampao
amoniacal (pH3O* = 10), completando o volume de 100,00 mL com agua. O pH3O+*
foi mantido em 10 e a temperatura do sistema em torno de 50 °C — 60 °C. Nestas
condigdes foi adicionado 1,0 mL de preto de eriocromo (EBT) (0,1 %) até obter uma
intensa coloragdo vermelha. A solugao foi titulada contra E.D.T.A. de molaridade

conhecida em triplicata até aparecimento de coloracéo azul.

O volume de E.D.T.A. gasto nas titulagcdes foi reportado e utilizado para
quantificar o teor de calcio e magnésio conjugados na amostra. A quantidade

magnésio foi determinada a partir das férmulas abaixo:

Vica*z; mg+2y = Vica*2y + Vimg+2) (3.5)



60

Vig+2=[V(ca*?, mg*2) — VB(Ca+2;Mg +2)] — Vcat2) = VB(Ca+2)] (3.6)
% Mg+2 _ V(E.D.T.A)XM(E_D.T:)>;:M(M9+Z) % 100 (3.7)’
Mamostra Xy, —
Total . V(BV)

Onde:

VEDTA= Volume de Mg+2.

M p1a)= Molaridade do E.D.T.A

PM(Mg+2)= Peso Molecular do Magnésio em (g) = 0,024305 g/mol~!

Mamostra= Massa da mostra /n natura (g).
Total

V,= Volume de aliquota tomada para analise (mL).

V(sv)= Volume do baldo de aferigdo da solugéo cloridrica (mL).

n°de ppm de Mg*? = % Mg+?x 10* (3.8)

m nde ppmde Mg+?
=9 de Mgt? =1 2PP g (3.9)
100 g 10
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3.2.4.3. Ferro

Para determinacédo de ferro na amostra foi utilizado o método
ortofenantrolina por espectrofotometria. Para isso, foram preparadas inicialmente
solucdes estoques de ferro (10 e 100 ppm de ferro) que foram utilizadas na
construgao da curva de calibragao que abrangeu um intervalo de 0,00 ppm - 0,20
ppm - 0,40 ppm - 0,60 ppm - 0,80 ppm - 1,00 ppm — 2,00 ppm - 4,00 ppm — 5,00

ppm de Ferro, sendo verificado o comprimento de onda (A) 6timo para a absorgéo.

Para obtencdo dos pontos da curva de calibragao, a partir de aliquotas de
solugcdes estoque de 10 ppm e de 100 ppm de Fe diluidas com HCI 1,0 N, foram

preparados 5,00 mL das solugdes de concentragbes desejadas.

A cada uma das solugdes padrao foram adicionados 5,00 mL de tampao
acético (pH3O* = 3,60); 5,00 mL de cloridrato de hidroxiamonium (10 %); 5,00 mL de
orto-fenantrolina (0,5 %). As misturas foram homogeneizadas, e deixadas em
repouso durante 3 horas. Decorrido o tempo, as aliquotas contidas nos tubos de
ensaio foram transferidas aos respectivos B.V. 50,00 mL aferindo a marca pela

adicao de agua.

A verificacdo do A maximo para a absor¢do do complexo foi efetuado a
partir da solugdo mais diluida (0,20 ppm de Fe), com a varredura feita no intervalo

de comprimento de onda (490 — 550 nm), com acréscimos de 5 nm.
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A preparacao da amostra para verificagcao do seu teor de ferro partiu da
tomada de aliquota de 5,00 mL da solugao cloridrica obtida das cinzas, transferida
para tubo de ensaio. Foram adicionados 5,00 mL do tampao acético (pH3O* = 3,60),
5,00 mL do cloridrato de hidroxiamonium (10 %), 5,0 mL de orto-fenantrolina (0,5 %),
homogeneizados, deixando em repouso por 3 horas. O teste em “branco” foi
preparado seguindo os mesmos passos de preparagdo da amostra, porém
substituindo a amostra por HCI 0,1 N. Apds o tempo necessario, a amostra foi
levada ao volume de 50,00 mL com agua destilada. A leitura da absorbancia foi feita
no comprimento de onda determinado na varredura. A concentragcdo de ferro na
amostra foi calculada a partir da equacao da reta obtida na curva de calibragao. A
ordenada do grafico plotado foi a absorbancia lida e a abscissa, a concentragao dos

padrdes expressa em Z—";,representada por C. Nessas condi¢des, segue-se:

n ppm de Fe = mPe Ve (3.10)
mamostraxv_
total BV
mFe =V, xC (3.11)
Entao,
n°ppm de Fe = Vo xC A (3.12)
mamostraxv_
total BV
™I Je Fe — M2deppmdefe (3.13)

100 g 10
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Onde:

V,=Volume de aliquota de amostra tomada para analise (mL).

V(sv)= Volume do baldo de aferigdo da solugao cloridrica (mL).

3.2.4.4. Cobre

O método espectrofotométrico foi utilizado para quantificar o teor de cobre
na amostra. Para tanto a curva padrao de calibragdo de cobre foi construida com
pontos que abrangeram concentragdes de 1,00 a 5,00 ppm de Cu?* com acréscimos
de uma unidade. Na construcao dos pontos foram tomados 10,00 mL dos padrdes
(1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 ppm de Cu*?) e transferidos para proveta de 25,00 mL.
Adicionou-se 2,5 mL de tampdo amoniacal (pH3O* = 8,5), 2,50 mL de
dietietilcarbamato de sédio (C2Hs)2NCS2Na (1 %) e 10,0 mL de cloroférmio (CHCIs)
O sistema foi homogeneizado e deixado em repouso até verificagdo de boa
separacgao de fases. A fase aquosa foi descartada e efetuadas 3 lavagens com 5 mL
de agua, descartadas as aguas de lavagem. A fase cloroférmica foi filtrada em papel

filtro ativado e coletada para leitura no espectrofotémetro.

A determinacdo do A (nm) de maxima absorcao foi realizada a partir da
solugdo mais diluida (1,00 ppm de Cu?*) em varredura de faixa de comprimento de

onda entre 400 nm e 480 nm, com acréscimos de 5 nm.
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Para a amostra de feijdo procedeu-se da mesma maneira, utilizando a
solucao cloridrica feita a partir das cinzas da amostra. A concentragdo de cobre na
amostra foi obtida a partir da equacao da reta obtida na curva de calibragdo. A
ordenada do grafico plotado foi a absorbancia lida e a abscissa, a concentragéo dos

padrées expressa em fn—";,representada por C. Desse modo, segue-se:

2+
n° ppm de Cu?* = L,,a (3.14)
mamostraXVi
total
mcCu?>* =V, xC (3.15)
Entéo,
n°ppm de Cu?+ = —2a*¢ - (3.16)
mamostraxv_
total
Mg de Cult = n° de ppm de Cu®* (3.17)
100 g 10 '
Onde:

V,= Volume de aliquota de amostra tomada para analise (mL).

V(sv)= Volume do baldo de afericdo da solugao cloridrica (mL).
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3.2.4.1. Determinagao de aluminio, cobalto, manganés, potassio, sodio e

zinco

O método utilizado para quantificar os teores de aluminio, cobalto,
manganés, potassio, sodio e zinco foi a espectrometria de massa com plasma

indutivamente acoplado (ICP — MS).

Para tanto, inicialmente procedeu-se o preparo da amostra, pesando-se
10,0017 g de farinha de feijao comum BRS Agreste. Esta foi submetida a extracao
de todo conteudo lipidico, mesmo que nao significativo, com dois ciclos de 60 mL de
hexano e posteriormente com cetona. Apos esse procedimento as amostras foram
transferidas para capsulas de porcelanas e submetidas a aquecimento de 400 °C por

3 horas em forno microondas.

O material incinerado foi resfriado e tratado com acido nitrico (HNO3)
concentrado e 8 mL de peroxido de hidrogénio (H202) 30 % m/m. A mistura foi
aquecida em bico de busen até eliminagcado da solu¢ao e branqueamento da amostra.
Em seguida levou-se o material para mufla a temperaturas entre 480 e 520 °C, até a
cinzas. Ao final do processo (aproximadamente 1,5 dia), transferiu-se para becker de
25 mL e preparou-se solugao cloridrica com retomadas de trés volumes de 1 mL de
HCI concentrado sob aquecimento, sendo que cada volume foi adicionado apés a
secura do adicionado anteriormente. Feito isto, dissolveu-se o residuo com 50 mL de

HCI 0,1 N, filtrou-se com papel filtro ativado transferiu-se quantitativamente para B.V.
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de 100 mL, avolumado a marca com HCI 0,1 N. Foi preparado um “branco” com

todos os reagentes na mesmas quantidades e seguido o mesmo procedimento.

Para a determinagdo do teor dos minerais, foi utilizado o equipamento
espectrometro de massa Elan-5000 (Perkin Elmer Sciex) do laboratério de ICP-MS

da PUC-Rio, conforme Figura 7.

4

Figura 7 — Espectrémetro de Massa, Elan 5000 (Perkin Elmer-Sciex), do laboratério de ICP-
MS da PUC-Rio.

Na introdugdo da amostra foi empregada camara de nebulizagao ciclonica
(Glass Expansion, Camberwell, Australia) em conjunto com nebulizador concéntrico

tipo Meinhard, operando com bomba peristaltica (modelo Minipulse, Gilson, Franga).
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Este sistema proporcionou maiores intensidades nos sinais analiticos (tipicamente
20-30% mais altas) e menor tempo para rinsagem. O argbnio utilizado foi de 99,99
% de pureza (AGA). O instrumento foi otimizado a cada dia de trabalho (“daily
performance”) para maxima sensibilidade para ions M*, e minimo sinais para M2+,
MO+ e sinal de fundo (background) em m/z = 220, usando volume de 20 mL. Os

parametros operacionais utilizados estao listados na Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros operacionais do ICP — MS.

Parametro Ajuste
Poténcia da radiofrequencia (W) 1400
Vazao de Ar plasma (L. min-1) 15
Vazao de Ar auxiliar (L. min-1) 1
Vazao de Ar carreador (L. min-1) 0,8
Taxa de aspiragao total (mL.min-1) 1
Diametro do injetor (mm) 2,0
Cones: amostrador e skimmer Pt
Forma de medida Peak-hop
Resolugao (u) 0,8
Dwell time (ms) 100
Numero de replicatas 3

u: unidade de massa atomica
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Para a determinagcdo dos elementos foi utilizada a calibracdo externa
quantitativa que consiste na confecgao de curvas analiticas individuais para cada
elemento. As mesmas foram produzidas, de maneira convencional, pela aspiracao
de solugcdes multielementares com concentragcdes conhecidas e variaveis dos
analitos e registro das suas intensidades normalizadas em relacdo ao padréo
interno. As solugdes analiticas foram preparadas a partir dos padroes
multielementares Merck-IV (Nr. 11355.0100, contendo os elementos: Al, Co, K, Mn,
Na e Zn) e ajuste final da concentragcdo de HNO: para 0,5 % (v/v) com HNO: (bi-
subdestilado). Elementos quimicamente incompativeis com a solugdo de calibragédo

acima mencionada foram preparados em solugdes separadas.

Os comprimentos de onda para medida dos seis analitos foram
escolhidos analisando-se as linhas livres de interferentes espectrais para cada
elemento em estudo. Os comprimentos de onda fixados foram: Al, 167,08 nm; Co,
228,62 nm; K, 766,49 nm; Mn, 279,08 nm; Na, 589,59 nm e Zn, 213,856 nm. As
analises foram realizadas em quadruplicatas e as médias obtidas foram expressas

em mg/100 g de amostra acompanhadas dos desvio padréo.
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3.3. Caracterizagao Bioquimica da Semente de P. vulgaris L., cv. BRS Agreste

3.3.1. Extracao de proteinas

As proteinas presentes nas sementes de P. vulgaris L. foram extraidas
em solugao tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,4 contendo cloreto de sddio (NaCl) 0,5 M,
cloreto de magnésio (MgCly) — cloreto de manganés (MnCl,) — cloreto de calcio
(CaCly) 5,0 mM, na relagao de 1:10 (farinha/tampao, p/v). A mistura foi mantida sob
agitagao constante por 1 h a temperatura ambiente. Apos, foi centrifugada a 4.000
rpm durante 5 min, obtendo-se assim residuo, que foi descartado e do sobrenadante
denominado de extrato bruto, do qual foi reservada uma amostra para ser utilizada

nos testes de dosagem de proteina e eletroforese.

3.3.2. Fracionamento do extrato protéico

O sobrenadante obtido como no item 3.3.1 foi submetido a purificagao
parcial através de fracionamento com sulfato de amonio ((NH4).SO4 ) nas faixas de
0-20% e 20-60% de saturacao, segundo procedimento e massas determinadas na
tabela de “Ammonnium Sulfate Table” descrito por Green e Hughs (1955).

O sal foi adicionado lentamente sob constante agitagéo ao extrato e, apos
a adicao, a suspensao foi deixada em repouso por 1 hora em temperatura ambiente.

O material foi centrifugacdo a 4000 rpm durante 5 minutos sendo que cada fragao
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obtida, ou seja, o material precipitado (F 0-20 % e F 20-60 %) e sobrenadante (F 60
%) foram dialisados exaustivamente contra agua destilada para retirada do sal,
entao liofilizados e armazenados para serem utilizado nos testes posteriores (Figura

8).
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Farinha de Sementes de P. vulgaris + Tampao (Tris-HCI 20 mM, pH 7,4,

NaCl 0,5 M, MgCl, — MnCl, — CaCl, 5 mM)
(1:10, m/v)

Homogeneizagéo 1h;

Residuo (Descartar) Sobrenadante

Aliquotas para Bradford e Eletroforese

Fracionamento com

(NH4),SO,

Centrifugacgéo (4000 rpm/ 05 min)

Precipitado Sobrenadante
F 0-20 % F 20-60 %

Fracionamento com (NH,),SO,

Centrifugacgéao (3000 rpm/05 min)

Precipitado

F 20-60 %

Dialise

Sobrenadante
F 60 %

contra H,0O

Liofilizacao J

Figura 8 — Esquema de fracionamento do extrato protéico das sementes de P. vulgaris L., cv

BRS Agreste.
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3.3.3. Dosagem de proteinas do extrato bruto e das fragées protéicas

A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de
(BRADFORD, 1976) que consiste em técnica para a determinagédo de proteinas

totais utilizando o corante de “Coomassie Brilliant Blue” G-250.

A concentragao de proteinas do extrato bruto e das fragdes protéicas de
sementes de P. vulgaris L., cv. BRS Agreste foram avaliadas utilizando Albumina
Sérica Bovina (BSA) como padrao. Foram adicionados 100 pL da amostra a 2,5 mL
da solugéo de Bradford. Para o preparo deste reagente, foram utilizados 100 mg de
Coomassie Brilliant Blue G, 50 mL de etanol 95 % e 100 mL de acido fosforico 85 %.
Posteriormente, esta solugao foi diluida, completando-se seu volume para um litro
com agua destilada. As determinacdes foram feitas em ftriplicatas e a absorbancia
medida em 595 nm apo6s 3 minutos do inicio da reacao em espectrofotdmetro Nova
2100 UV. Paralelamente a dosagem de proteinas do extrato bruto e das fragdes
protéicas, foi feita uma curva padrao de soroalbumina bovina. A concentragcdo de
proteinas em npg/mL foi determinada a partir de calculos de regressao linear

baseados nos valores obtidos a partir da curva padrao.

3.3.4. Analise eletroforética do extrato bruto e das fragbes protéicas

A eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de dodecil sulfato de

sodio (SDS-PAGE) do extrato bruto e das fragdes protéicas de sementes de P.
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vulgaris L. foi realizada seguindo-se a técnica descrita por Laemmli (1970), adaptada
para 0 uso em geéis de separacao em placas. O gel de poliacrilamida continha
propor¢gao de acrilamida/bisacrilamida 30:0,8 %. O gel de separagdo (12,5 % de
poliacrilamida) foi preparado em tampao Tris-HCI 375 mM pH 8,8 contendo SDS 0,1
%, TEMED (concentrado) e persulfato de aménio (10 %). O gel superior ou de
aplicacao (stacking gel) foi preparado usando acrilamida/bisacrilamida 5 % em
tampao Tris-HCI 125 mM pH 6,8, SDS 0,1 %, persulfato de aménio (10 %) e TEMED
concentrado. A eletroforese PAGE-SDS foi realizada em um sistema duplo de placas

EPS 301 miniVE (Amershan Biosciences).

As amostras foram dissolvidas em tamp&o de amostra na proporgao 4:1
(Tris-HCI 12,0 mM pH 6,8, contendo glicerol (5 %), 0,02 % de azul de bromofenol,
0,4 % de SDS e 2-mercaptoetanol 2,88 mM) e aquecidas a 100 °C por 5,0 minutos.
Como tampéao de corrida foi utilizado Tris-HCI 2,5 mM, pH 8,3, contendo glicina 19,2
mM e 0,01 % de SDS. A corrida eletroforética foi feita em posicao vertical e corrente
constante (40 mA) e 200 V durante 1,5 horas. Os marcadores de massa molecular
(GE Healthcare) utilizados foram: fosforilase b (97 kDa), albumina (66 kDa),
ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbénica (30 kDa), inibidor de tripsina (21,1 kDa) e
a-lactalbumina (14,4 kDa). O volume aplicado de amostra em casa poco foi 8 u L e

de marcadores foi de 5 ulL.

Apods o término da corrida, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue
G-250 a 0,1 % em solugcao aquosa de sulfato de amoénia a 16 % e acido fosférico

0,29 M durante 12 horas. O excesso de corante foi retirado com agua destilada,
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permitindo a visualizagdo das bandas protéicas a olho nu. As massas aparentes das
proteinas serao determinadas por comparagdes de suas mobilidades eletroforéticas

em relagcdo aquelas de proteinas padrdes.

34. Germinagéao

As sementes foram pré-selecionadas para germinagcao de acordo com a
sua integridade fisica, sendo excluidas as mal formadas. Foi efetuado tratamento
com de hipoclorito de sédio 4 %, durante 10 minutos e, em seguida, enxaguadas
exaustivamente com agua destilada até pH3O* = 7,0. Apds este tratamento foram
descartadas as sementes que se apresentaram “queimadas” ou “enrugadas” por

apresentarem danos mecanicos (Figura 9).

Apds o tratamento acima descrito as sementes foram colocadas para
germinar em sacos de TNT de 30 x 18 cm (divididos em 10 raias de 3,0 cm, nas
quais eram dispostas as sementes), desinfetados com hipoclorito de sdédio 4 %,
durante 1 hora, enxaguados com agua destilada até a remocgao total do hipoclorito, e
umedecidos com carbonato de sédio (1,05 %). As sementes, em numero de 10 por
saquinho, foram dispostas uma a uma centralizadas em cada raia a
aproximadamente 9,0 cm da borda superior do saquinho. Apds semeadura, o0s
saquinhos contendo as sementes foram dispostos verticalmente dentro de um

recipiente plastico de 10,90 x 11,15 cm, contendo 100 mL de agua destilada utilizada
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para o umedecimento do TNT. O recipiente plastico foi previamente tratado com

uma solugao de hipoclorito de sédio (4 %), por 1 hora.

Posteriormente, 35 desses recipientes contendo os saquinhos com as
sementes foram colocados para germinar no frio sob fotoperiodo de 12 h com luz
continua guarnecida por duas lampadas luz do dia, fluorescentes de 20 W, a
temperatura de 19 + 1,6 °C e umidade relativa do ar em torno de 67 %. A coleta foi
realizada em amostras entre 24 aos 30 dias de germinacao (DG). Cada amostra

consistiu de 1 lote com 5 repeticdes de 10 sementes cada.
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Figura 9 — Procedimentos necessarios para germinagéo de sementes de feijao comum (P,
vulgaris L., cv. BRS Agreste). A) Sementes intactas viaveis para germinagao; B)
Desinfestacdo da semente e teste de imersao em hipoclorito de sédio para
deteccdo de sementes viaveis; C) Sementes com danos mecéanicos (queimadas
e enrugadas) confirmados apoés teste de imersdo. D e E) Sementes aclimatadas
em sacos de TNT disposto em potes plasticos para entdo germinagao. F)
Disposicao dos potes com sementes para germinagdo em ambientes com
temperatura e Iluminosidade controlada. G) Plantula em estadio de

desenvolvimento.



77

Outras sementes foram semeadas em caixas plasticas com dimensodes de
66 x 33 x 4,0 cm com 200 células, sendo utilizado na germinagao substrato inerte
(Vermiculita Expandida — Tipo B, Vd = 100 L) irrigado com agua destilada até atingir
60% da sua capacidade de retengdo. As sementes permaneceram nas mesmas
condi¢cdes das germinadas em potes plasticos, porém o critério adotado para coleta
de plantulas foi o de estadios de desenvolvimentos. Foram coletas amostras de
plantulas em estadios de desenvolvimento | (radiculas de até 3,0 cm) (Figura 10).
Estas amostras foram utilizadas para o isolamento e caracterizagao de citoquininas
oxidases, verificando se ha expressao dessa enzima no inicio de desenvolvimento

da planta.
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Figura 10 — Germinagéo de sementes de feijdo comum (P. vulgaris L., cv. BRS Agreste) em
substrato de germiculita. A) Germinagdo de sementes em caixas plasticas; B)
Semente germinada em estadio de desenvolvimento | (radiculas de até 3,0 cm).
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3.4.1. Extragcdo de proteinas de plantulas em diferentes estagios de

desenvolvimento

Para preparacao dos extratos, foram coletadas plantulas obtidas de
sementes de P. vulgaris L. em diferentes dias de germinagao nas condigdes de frio

em potes de plasticos com agua.

O material coletado foi separado em cotilédones, hipocdtilo, folhas e
sistema radicular. Em seguida as amostras tecidos foram pesados, congelados a 4

°C, liofilizados, macerados em almofariz e armazenados até sua utilizacao.

A extragcao das proteinas dos tecidos vegetais foi feita em agua destilada,
variando a proporgao de acordo com o tipo de material vegetal, durante duas horas
com agitacdo constante. A propor¢do (m/v) de agua utilizado na extragcdo de
proteinas nos cotilédones foi de 1:15; hipocdtilo, 1:30; folhas, 1:43 e raiz, 1:75. Apos
a extragdo, os homogenatos foram centrifugados (3000 rpm/05 min), obtendo-se
entdo os extratos brutos. A quantificacdo das proteinas e o estudo do perfil
eletroforético dos extratos brutos foram obtidos utilizando os mesmos procedimentos
descritos anteriormente na extracao de proteinas da farinha da semente de feijao.
Todos os processos de extragcao protéica de cotilédones, hipocétilos, folhas e raizes,

estdo esquematizados na Figura 11.
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Cotilédones
Hipocatilo
Folhas
Raizes

(Liofilizados e feito farinha)

- Extragdo 1:15 (m/v) - cotilédones
- Extracdo 1:30 (m/v) - hipocatilos
- Extragdo 1:43 (m/v) - folhas

- Extracdo 1:75 (m/v) - raizes
em agua destilada por 2h

Centifugacdo (3000 rpm/05 min)

Precipitado Sobrenadante

(Descartado) (Extrado Bruto)

Eletroforese

Quantificacdo de Proteina (Gel de Poliacrilamida na

(Bradford) presenca de SDS — PAGE-
SDS)

Figura 11 — Esquema de extragao de proteinas de cotilédones, hipocdtilo, folhas e raizes de
plantulas de feijdo comum (P. vulgaris L., cv. BRS Agreste) com diferentes dias

de germinagéo.
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Para as sementes germinadas em substratos de vermiculita, procedeu-se
selecao de plantulas quanto ao estadio de desenvolvimento, obedecendo o critério ja
descrito anteriormente. Nestas, foi separada o sistema radicular, que foi denominado
de R | (raizes de plantulas em estadio I). Esse material foi pesado “in natura”,
marcerado e submetido a extragdo protéica em tampdo Tris-HCI 0,1M pH 7,4
contendo NaCl 0,15 M, MgCl, — MnCl, — CaCl, 5,0 mM, na propor¢édo 1:10
(farinha/tampao, p/v), com homogeneizagdo durante 1 hora sob agitagao constante.
ApoOs a extragdo, o homogenato foi centrifugado (3000 rpm/05 min), obtendo-se
entdo o extrato bruto R |. Este extrato foi utilizado para dosagem do teor protéico e
aplicacdo em coluna cromatografica para isolamento e purificagdo de CKO. Preferiu-
se utilizar material “in natura” em precaucao a oxidagdo de possiveis CKO na

amostra.

3.5. Purificagao Parcial da Citoquinina Oxidase

3.5.1. Cromatografia de afinidade em coluna de Sephadex G-75

A quantidade de 1,0 mL de extrato de raizes de plantulas de feijao no
estadio | (R I) a base de Tris-HCI 0,1M pH 7,4 contendo NaCl 0,15 M e os sais
metalicos MgCl2, MnCl, e CaCl; a 5 mM, foi aplicada em coluna de Sephadex G-75
com (10,1 x 0,93 cm; 27,5 mL) previamente equilibrada com o mesmo tampao,

permanecendo em contato com a coluna o periodo de 1 hora.
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Apéds adsorgao das proteinas com o gel, iniciou-se o processo de elui¢ao
exaustiva da coluna com o mesmo tampéao de equilibrio até que a absorbancia a 280
nm fosse proxima de zero, resultando na obtencao de fragbes protéicas. As fragdes
foram coletadas com um fluxo de 40 mL/h, coletando-se 1,5 mL por tubo, e lida em
espectrémetro Nova 2100 UV. Quando a leitura ndo mais foi sensivel as fragdes, foi
feito teste da atividade hemaglutinante (AH) no pico evidenciado pela leitura
(amostra do pico ndo-retido + amostra de sangue na proporcao 1:1 (v/v)). Aplicou-se
0 mesmo tampao, porém com concentragdao salina maior (NaCl 1,5 M) para a
remogao de proteinas aderidas a matriz cromatografica, constituindo os picos retidos
(P (r1-2)). Procedeu-se nova leitura das fragdes obtidas com a eluigdo da coluna com
NaCl 1,5 M, no mesmo comprimento de onda anterior, até a perda da sensibilidade
da leitura pelo espectrofotdmetro. As fracdes que apresentaram as maiores
concentragdes protéicas evidenciadas na leitura, foram dialisadas no mesmo tampao
de equilibrio da coluna para promover a estabilidade do sitio de ligagéo de possiveis

lectinas.

Apenas as fragbes representantes dos (P (r 1-1)) foram utilizados. As
fragbes foram reunidas (6 tubos, 9,0 mL) e concentradas em dialise contra
polietileno glicol (PEG) 6000 a 30 % por 24 horas e estocadas a temperatura de 5°

C. Esses picos também foram submetidos a dosagem de proteinas.
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3.5.2. Purificagdo de proteinas a partir do P (r1-1yda CKO

O pico Pr 1, obtidos da cromatografia em Sephadex G-75, ja
concentrados até o volume de 2,2 mL, foram aplicados (volume de aplicagdo 1 mL)
em coluna de afinidade de ConA-Sepharose (7,0 x 0,93 cm; 12 mL) equilibrada com
Tris-HCI 0,1M pH 7,4 contendo NaCl 0,15 M e os sais metalicos MgCl>, MnCl, e
CaCl; a 5 mM. A coluna foi entdo exaustivamente lavada com esse tampao. O fluxo
da coluna foi de 40 mL/h, coletando-se 1,5 mL por tubo. Apds remog¢éo dos materiais
nao-ligantes a coluna através de eluicdo com o tampao de equilibrio, as proteinas
glicosiladas retidas na matriz da coluna foram eluidas com o tampao de eluigéo
acrescido de NaCl 1,5 M. A absorbancia a 280 nm foi determinada como descrito
anteriormente. As fracdes constituintes dos picos obtidos foram concentradas em
dialise contra PEG 6000 a 30 % e estocadas a 5 ° C. Estes também foram

submetidos a dosagem de proteinas pelo método de Bradford (1976).

3.5.3. Ensaio da atividade da citoquinina oxidase

Para deteccdo de citoquinina oxidase, 1 mL da amostra concentrada do
pico retido na coluna ConA-Sepharose do P ) foi adicionado a solugdo de 200 pL
imidazol (0,2 M; pH 6,5), 100 uL de cloreto de cobre (CuClz) 2 mM, 400 pL agua e 16
pL de isopenteniladenina. A reagéao catalitica foi iniciada pela adicao da enzima, e a

reacao foi incubada a 30°C por 1 hora no escuro. Essa reagao foi paralisada pela
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adigao de 200 pL de acido tricloroacético (TCA) 40 % (m/v) e 200 pL da solugao 4-
dimetilamino benzaldeido 0,03 % (m/v). Deixou-se desenvolver a cor em
temperatura ambiente por 10 minutos e procedeu-se leitura no espectrofotdmetro
Nova 2100 UV em comprimento de onda de 352 nm. O teste em branco foi
preparado da mesma maneira, porém com omissdao da isopenteniladenina na

amostra.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Composigao Centesimal da Semente de P. vulgaris L.,cv. BRS Agreste

Os resultados de composicédo centesimal do feijao comum (P. vulgaris L.,
cv. BRS Agreste) encontram-se na Tabela 3 e sdo comparaveis com outras
cultivares de feijao comum (ANTUNUES et al, 1995; MESQUITA, 2005;

CARDENAS, LEONEL, e COSTA, 2008).

Tabela 3 — Composi¢cao centesimal de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L., cv. BRS

Agreste) em base seca.

Caracterizagéo Feijado Comum 34

Feijao Comum (CARDENAS,
Componentes (ANTUNUES (MESQUITA,
(BRS Agreste)'2 LEONEL e
et al., 1995) 2005)
COSTA, 2008)
Umidade 9,4841 + 0,3301 (=) 13,76 — 18,26 10,69 — 15,38
Cinzas 4,7844 + 0,1030 3,58 - 4,20 2,97 - 4,87 3,36 — 4,22

Proteinas 23,4204 £ 0,0242 23,37 - 25,77 22,34 - 36,28 22,57 - 24,42

' Phaseolus vulgaris L., cv. BRS Agreste analisada neste estudo.

2/ Valores expressos em média (g/100 g) £ desvio padrao de quatro determinagdes independentes em
relagdo a massa “in natura”.

3\/alores minimo e maximo obtidos em cultivares de feijdo comum segundo caracterizagdo de
Antunes et al.(1995), Mesquita (2005) e Cardenas, Leonel e Costa (2008).

4'Valores expressos em g/100 g de Massa seca (MS)

(-) Analise nao realizada.
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De acordo com Barampama e Simard (1993a) a composi¢cdo centesimal
do feijao varia de acordo com o local do plantio, os fatores ambientais e a cultivar.
Os dados expostos na Tabela 3 reforcam a afirmacdao dos referidos autores

supracitados.

O teor de umidade da cultivar BRS Agreste foi de 9,4841 %, estando
abaixo do valores reportados por Mesquita (2005), Cardenas, Leonel e Costa (2008),
que ao avaliarem diferentes cultivares de feijdo comum encontraram valores de
umidade que variaram de 13,76 — 18,26 % e 10,69 — 15,38 %, respectivamente.
Estas variacbes sado provavelmente decorrentes da diferenca de cultivar e das
condi¢des de cultivo. Segundo Bunch (1959) e Fonseca ef al. (2004), a umidade é
um fator importantissimo na manutencdo da qualidade de sementes, devendo

ocorrer um teor de umidade adequado ao armazenamento que varie de 13 a 14 %.

O teor de cinzas (4,7844 + 0,1030 g/100 g) esta de acordo com os
resultados observados por Antunues ef al (1995), Mesquita (2005) e Cardenas,
Leonel e Costa (2008) que obtiveram valores entre 2,97 e 4,87 g/100 g, em diversas
cultivares de feijdo comum. Barampama e Simard (1993a), reportaram teores
maiores e menores que a faixa citada nesse trabalho para a cultivar BRS Agreste,
indicando que essas diferengas estdo relacionadas as condicdes de cultivo,

climaticas e fertilidade do solo.

O conteudo protéico obtido neste estudo (23,4204 + 0,0242 g/100 g) foi

superior ao encontrado Melo (2008), 21 g/100 g e por Marquez, Barros e Lajolo
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(1996), 20,5 g/100 g. No entanto, outros autores que estudaram o feijdo comum
encontraram maiores variagbes no percentual protéico (22,43 a 36,28 g/100 Q)
(ANTUNUES et a/,, 1995; MESQUITA, 2005; PIRES, 2002; CARDENAS, LEONEL e
COSTA, 2008). Osborn (1988) reportou que o percentual de proteinas de feijao varia
entre 16 e 33%. De acordo com Pereira e Costa (2002), a variagédo no teor de
proteinas, pode ser inerente a diferengas entre linhagens, condi¢ées de plantio e/ou
armazenamento. Ainda Castellon ef al. (2003) complementam que essas diferencas
em sementes sugerem que o melhoramento genético induz mudangas neste

parametro bioquimico.

4.2, Composigao Mineral da Semente de P. vulgaris L., cv. BRS Agreste

A composigao mineral do feijao comum (P. vulgaris L., cv. BRS Agreste)
encontra-se apresentada na Tabela 4, com valores expressos em mg.100 g' de

amostra seca.
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Tabela 4 — Composi¢gdo mineral (mg.100 g') de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L., cv.

BRS Agreste) em base seca.

Componentes Feijao Comum (BRS Agreste)'2
Calcio 97,77 £ 4,2032
Magnésio 110,62 + 2,6849
Ferro 1,09 £ 0,0329
Cobre 1,29 £ 0,1489
Aluminio 8,15 +5,0912
Cobalto 0,170 £ 0,012
Potéssio 511,74 + 2,6163
Manganés 0,61 £0,5235

Sédio 51,51 £ 3,1820
Zinco 1,49 + 0,8485

”mg.100 g-' de massa seca “in natura”

2/ Valores expressos em média + desvio padrao de quatro determinagdes independentes.

4.2.1. Calcio e Magnésio

A cultivar BRS Agreste apresentou indice de calcio e magnésio de (97,77

+4,2032 mg.100 g e 110,62 + 2,6849 mg.100 g-), respectivamente (Tabela 4).

O teor de calcio nos graos de feijao pode variar de acordo com a cultivar.
No Brasil, valores entre 122,53 a 207,41 mg.100 g' de matéria seca (MS) foram
constatados em onze variedades de feijao (PIRES et al., 2005) e entre 220 a 280
mg.100 g' de MS foram observados em seis linhagens (ESTEVES, 2000). O valor

obtido para o teor de célcio na variedade de feijao estudada foi superior aos citados
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por Barampama e Simard (1993b) que ao estudar quatro variedades de feijao
cultivadas em quatro diferentes regides encontraram valores de teores de calcio

entre 24,8 e 72,6 mg.100 g-' de feijao seco.

O valor encontrado para o teor de magnésio (100,62 mg.100 g') na
cultivar estudada foi inferior as faixas encontrada na literatura (158,20 a 340 mg.100
g’ (OLIVEIRA, 1997; MOURA, 1998; ESTEVES, 2000; PIRES et al., 2005;

MESQUITA et al., 2007).

De acordo com Bonato et al. (1998), o calcio e 0 magnésio possuem
papéis importantes no desenvolvimento das plantas. O calcio € responsavel pela
estabilidade da membrana e integridade das células vegetais, podendo também
modular a ativagdo de varias enzimas direta ou indiretamente. Estes autores
complementam que, embora o calcio esteja envolvido na diviséo celular, a parada do
crescimento na auséncia de calcio no meio externo €, primariamente, o resultado da
inibicdo na elongagado da planta. O magnésio tem fungao essencial como elemento
de ligagdo para a agregagao das subunidades do ribossomo, processo este
necessario para a sintese de proteina, atividade da RNA polimerase e formagao do
RNA do nucleo. Também é um mineral requerido por enzimas ou fortemente
promove reagdes enzimaticas, como a modulagao da RuBP carboxilase (ribulose 1,5

bisfosfato oxidase/carboxilase — Rubisco) no estroma do cloroplasto vegetais.
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422. Ferro

A varredura da solucado estoque de 0,20 ppm de Fe complexado com

ortofenantrolina (Figura 12) apresentou maior absorbancia em A = 510 nm.
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Figura 12 — Varredura de absorgdo do complexo ferro-ortofenantrolina no intervalo de
comprimento de onda entre 490 — 550 nm em solugdo com [Fe] = 0,20 ppm.

A curva de calibracdo padrao obtida com as solucdes de diferentes
concentragdes de ferro esta apresentada na Figura 13. A curva gerou a equacao da
reta y = 0,1871x — 0,0001, que foi utilizada para calculo da concentragdo de ferro

encontrada na amostra.
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Figura 13 — Curva de Calibragdo Padrao do complexo Ferro-ortofenantrolina no intervalo de

concentragao de 0,20 - 5,0 ppm de ferro na amostra.

A concentragao de ferro obtida da amostra foi de 1,09 + 0,0329 mg.100 g-
1 (Tabela 4) , valor esse inferior aos reportados por Pires ef al. (2005), 4,46 a 6,40
mg.100 g*; Cardenas (2006), 4,81 a 9,16 mg.100 g'; e Corréa (2007), 4,68 a 8,06
mg.100 g' do elemento ferro em diferentes variedades de feijao seco. Outros
autores, Maldonado e Sammam (2000), verificaram que os teores de ferro variaram
entre 8,81 (feijao carioca) e 76,03 mg.100 g' de matéria seca, para diferentes
variedades estudadas. Oliveira (1997), estudando uma variedade de feijao vermelho

cozido e seco encontrou teores de ferro de 7,70 mg.100 g-' de amostra.

O ferro possui grande capacidade redox o que o torna importante nos

processos de oxirredugcdo no metabolismo da planta. Participa na reagdo de uma
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grande quantidade de enzimas. Somente com a deficiéncia severa desse mineral ha
inibicdo da divisdo celular, e consequentemente reduc¢ao no crescimento foliar. Ele é
requerido na sintese protéica e o numero de ribossomos (sitio de sintese de
proteinas) é reduzido nas células das folhas deficientes em Ferro. A deficiéncia afeta
mais a sintese de proteina no cloroplasto do que no citoplasma (BONATO ef al,,

1998).

4.2.3. Cobre

A varredura da solugao estoque de 1,00 ppm de cobre apresentou maior

absorbancia em A = 435 nm (Figura 14).
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Figura 14 - Varredura de absor¢do do complexo cobre-dietietiicarbamato de sédio no
intervalo de comprimento de onda entre 400 — 480 nm em solugao com [Cu] =

1,0 ppm
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A curva de calibracdo padrdao obtida com as solugcdes de diferentes

concentragbes de cobre gerou a equacao da reta y = 0,243x — 0,0158, que foi

utilizada para calculo da concentragao de cobre encontrada na amostra (Figura 15).
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Figura 15 — Curva de Calibragado Padrao do complexo cobre-dietietilcarbamato de sodio no

intervalo de concentracio de 1,0 — 5,0 ppm de cobre na amostra.

A cultivar BRS Agreste apresentou teor de cobre de 1,29 + 0,1489

mg.100 g (Tabela 4). Estudos citados na literatura mostram os teores de cobre

variando de 1,22 a 2,74 mg.100 g' de MS (PIRES et al.,, 2005) para diferentes

linhagens de feijdo. Barampama e Simard (1993b), encontraram valores entre 0,75 e

1,28 mg.100 g-' de feijao seco para os cultivares analisados. Maldonado e Sammam
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(2000) estudando dez variedades de feijdo, verificaram que os teores de cobre
estavam entre 0,83 e 2,42 mg.100 g-' de matéria seca para as diferentes espécies,
tendo encontrado valor de 0,98 mg.100 g-' de cobre para o cultivar Carioca. Consta
que os teores de cobre do presente trabalhos sao correlatos aos da literatura, porém
superiores aos reportados por Cardenas (2006), 0,61 mg.100 g' de cobre para a

cultivar Pérola; (0,66 mg.100 g-') BRS Radiantes e (0,74 mg.100 g-') Ouro Branco.

4.2.4. Teores de aluminio, cobalto, manganés, potassio, sédio e zinco por

ICP-MS

Os resultados encontrados para os minerais determinados em farinha de
sementes de feijdo comum a partir de ICP-MS foram: aluminio (8,15 mg.100 g-'),
cobalto (0,10 mg.100 g-), potassio (511,74 mg.100 g-'), manganés (0,61 mg.100 g-

1), sédio (51,51 mg.100 g-') e zinco (1,49 mg.100 g-1) (Tabela 4).

Dentre as leguminosas estudadas por Igbal et al. (2006), o feijao BRS
Agreste apresentou as menores concentragdes de potassio, manganés e zinco.
Cabrera et al. (2003) encontraram niveis de zinco de 3,3 a 7,0 mg.100 g-' em
diversas leguminosas. Barampama e Simard (1993b), Esteves (2000), Moura (1998)
também reportaram teores superiores de zinco em varias variedades de feijdes (2,02

a 3,60 mg.100 g-' MS).
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Segundo Bonato ef al. (1998), a deficiéncia de manganés na planta reduz
o fluxo de elétrons do fotossistema Il (FS IlI) para o fotossistema | (FS ),
ocasionando como consequiéncia a reducdo na producdo de compostos redutores
(ATP e NADPH) que seriam utilizados na fixagcdo de CO2 durante a fase bioquimica,
além de apresentar efeito negativo na sintese de proteinas e na multiplicagao
celular. Assim como o manganés, o zinco atua no metabolismo do RNA e DNA, na
divisdo celular, sintese de proteinas e na ativacdo de enzimas como a anidrase
carbdnica e oxidases. Em plantas deficientes em zinco ocorre redugao drastica na
sintese de proteina. Para o potassio, esse nutriente mineral exerce fungao
regulatéria pela alteracdo na conformagao e ativagdo dos componentes de enzimas,

além de participar dos processos de sintese de proteinas.

A concentragcado de sodio nao é desejavel no feijao (IQBAL ef al., 2006),
porém a cultivar desses estudo apresentou valores muito elevado desse mineral
(Tabela 4). Possivelmente a composicdo do solo tenha influenciado em tal
composicdao. Esse mineral, embora téxico para a maioria das plantas, € um
micronutriente requerido pela maioria das espécies que utiliza as rotas C4e CAM de
fixacdo de carbono para a regeneracdo do fosfoenolpiruvato e estimula o

crescimento da planta por meio de uma maior expansao celular.

O teor de aluminio na amostra foi relativamente alto (8,15 mg.100 g'),
esse elemento € toxicos e, a presenga do mesmo no solo proporciona o bloqueio do
transporte de nutrientes para as espécies vegetais, acarretando problemas para o

crescimento das plantas (BONATO et al, 1998)
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4.3. Quantificagdo de Proteinas e Perfil Eletroforético do Extrato Bruto e das

Fracdes Protéicas Precipitadas com Sulfato de Aménio

Para a quantificagao protéica das sementes de feijao comum (Phaseolus
vulgaris L., cv. BRS Agreste) foram pesados 2,0 g de farinha do feijao (FF) e diluidos
em 20 mL de tampao de extracao, ja citado na metodologia. A extragao foi procedida
sob agitacao constante por uma hora, seguida de centrifugagcédo (4000 rpm/ 05 min).
Do volume obtido apds centrifugagcédo, foi tomado aliquota de 10,25 mL para
realizacao do fracionamento do extrato bruto da FF com sulfato de aménio em niveis
de saturagdo de 0-20 %; 20-60 % e 60 %. As fragdes obtidas foram dialisadas e
liofilizadas para concentracdo do conteudo protéico. O conteudo protéico foi
ressuspenso com agua destilada nas seguintes quantidades: F 0-20 % (2,5 mL), F

20-60 % (5,0 mL) e F 60 % (4,5 mL).

As dosagens protéicas do extrato bruto e das fragcbes protéicas da FF
estdo resumidas na Figura 16. O extrato bruto apresentou 24,95 mg de proteinas.
Verificou-se que os intervalos de saturagdo de 0-20%; 20-60% e 60 % continham as
seguintes quantidades de proteinas precipitadas: 0,05 mg, 15,55 mg e 8,16 mg,
respectivamente. A fracdo 20-60% apresentou a maior quantidade de proteina

precipitada.
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Extrato Bruto - 24,95 mgP/ gF

0,05

HF0-20 %
¥ F20-60 %
M F60%

Figura 16 — Quantidades relativas de proteinas do extrato bruto da farinha de feijdo comum
(Phaseolus vulgaris L., cv. BRS Agreste) e das fragbes protéicas precipitadas
nos intervalos de saturagao de 0-20%; 20-60% e 60 % com sulfato de amonio.

Observa-se na Figura 17 que houve maior precipitagao de proteinas nos
dois ultimos intervalos de saturagdo. No extrato bruto pode-se verificar a presenca
de proteinas de massas moleculares (MM) maiores que 97 kDa e aquelas que estédo
compreendidas entre MM de 21,1 kDa e 97 kDa. Na Fragdo 20-60 % houve
precipitacdo de proteinas com MM entre 14 kDa e 66 kDa. A Fragdo 60 %,
possibilitou extracao de proteinas com MM entre 30 kDa e 66 kDa. Apesar da
Fracao 0-20 % ter apresentado proteinas, a presenca de bandas nao esta tdo bem

nitida em virtude da concentracgao.
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Figura 17 — | — Eletroforese do extrato bruto da farinha de feijao comum (Phaseolus vulgaris
L., cv. BRS Agreste) e das fragoes protéicas precipitadas em diferentes
intervalos de saturacao com sulfato de aménio. No pogo A estao os marcadores
moleculares fosforilase b (97 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa),
ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina (21,1
kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa). No pogo B estd o extrato total de FF
Phaseolus vulgaris. Pogo C, D e E, fragdo com saturagéo de sulfato de aménio

de 0-20 %, 20 — 60 % e 60 %, respectivamente
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Dosagem e Perfil Eletroforético de Proteinas de Plantulas de Feijao

(Phaseolus wvulgaris L., cv. BRS Agreste) em Diferentes Estagios de

Desenvolvimento

4.4.1. Cotilédones

O extrato bruto da farinha de cotilédones de plantulas de feijado comum

com 24 ao 30° dia de germinagdo apresentou concentragao protéica variando de

4,57 mg/g F a 8,34 mg/g F (Figura 18). Verificou-se que as plantulas com 29 DG

apresentaram o maior indice (8,34 mg), seguido do 27° DG (6,34 mg).
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Desenvolvimento da Plantula de Phaseolus vulgaris L. - cv. BRS Agreste
( Dias de Germinagéo)

Figura 18 — Dosagem de proteina do extrato bruto da farinha de cotilédones de plantulas de

feijao comum (Phaseolus vulgaris L., cv. BRS Agreste) com estagio de

germinagao de 24 ao 30° dia.
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Como pode ser verificado, houve aumento do teor protéico com o
progresso do desenvolvimento, entretanto em determinado momento essa sintese
comegou a cair (29° — 30° DG). O conteudo protéico apresentou-se crescente nos
periodo de desenvolvimento, com redugado gradativa apdés a protrusao de outras
partes teciduais da plantula. O conteudo de proteinas soluveis decresce durante o
crescimento das plantulas (Figura 18), o que concorda com a afirmagao de Bewley e
Black (1994), de que as proteinas sado mobilizadas durante a germinacdo e
subsequiente crescimento das plantulas. Esses resultados também concordam com
os obtidos por Mintz ef al. (2001) de que a mobilizagdo das proteinas armazenadas
nos cotilédones sé é detectavel apos a protrusdo da radicula (pds-germinagao). Em
sementes de Erythrina velutina Willd., o conteudo de proteina cotiledonar soluvel
decresceu rapidamente durante a germinagao e crescimento da plantula (OLIVEIRA
et al, 1998), e em sementes de Euphorbia heterophylla as proteinas foram

continuamente degradadas apos o inicio da embebigao (SUDA e GIORGINI, 2000).

O padrao eletroforético das albuminas de cotilédones de plantulas de
feijdo comum com estagio de germinacgao de 24 ao 30° dia (Figura 19) apresentou
pelo menos predominancia de sete bandas protéicas nos periodos avaliados.
Verificou-se a presenga de proteinas de massas moleculares (MM) maiores que 97
kDa e aquelas que estdo compreendidas entre MM de 14 kDa e 30 kDa. O arraste
visualizado em todos os pogos podem indicar presenga de glicoproteinas com MM

entre 30 a 45 kDa.
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Figura 19 - | — Eletroforese das albuminas de cotilédones de plantulas de (Phaseolus
vulgaris L., cv. BRS Agreste) com estagios de desenvolvimento de 24 ao 30° dia
de germinagao. A) Marcadores moleculares fosforilase b (97 kDa), albumina
sérica bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbénica (30 kDa),
inibidor de tripsina (21,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa). Pogo de B a H,
cotilédones de plantulas em ordem crescentes de dias de germinagao (24 ao 30°
DG).

4.4.2. Hipocétilo

O extrato bruto da farinha de hipocétilo de plantulas de feijao comum com
24 ao 30° dia de germinagcdo apresentou concentragdo protéica variando de 5,47
mg/g F a 10,82 mg/g F (Figura 20). Verificou-se que a concentragdo protéica foi
maior em hipocétilos de plantulas com 24 DG (10,82 mg/ g F). Do 25° DG ao 26° DG
os hipocdtilos tiveram suas concentragdes relativas diminuidas, mas desse periodo

ao 30° dia, proteinas foram sintetizadas novamente.
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Figura 20 - Dosagem de proteina do extrato bruto da farinha de hipocétilo de plantulas de
feijao comum (Phaseolus vulgaris L., cv. BRS Agreste) com estagio de

germinacao de 24 ao 30° dia.

Segundo Jeronimo (2006), de maneira geral com a inibicdo do
crescimento radicular e alongamento do hipocétilo ha um aumento da sintese
protéica, porém como pode ser observado na Figura 20, com o desenvolvimento, o
hipocdtilo passou a apresentar decréscimo da expressao protéica ou até mesmo
repressédo total da mesma. Romero-Romero ef al (2002) e Cruz-Ortega, Ayala-
Cordeiro e Anaya (2002), relatam que algumas proteinas do tecido vegetal que
tenham suas sintese diminuida podem estar envolvidas nos processos de divisao

celular, alongamento, formagao de parede celular ou trafego vesicular.
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O padrao eletroforético das albuminas de hipocodtilos de plantulas de
feijao comum com estagio de germinagao de 24 ao 30° dia (Figura 21) apresentou
pelo menos predominancia de trés bandas protéicas nos periodos avaliados com
MM entre 14 e 21,1 kDa e uma com MM maior que 97 kDa. Também foi visualizado

em todos os periodos analisados arraste de proteinas com MM entre 30 a 97 kDa.

(A) B) (©) @O (E F (G (H)

97 kDa
66 kDa

45 kDa

30 kDa

21,1 kDa

14 kDa

Figura 21 - | — Eletroforese das albuminas de hipocétilo de plantulas de (Phaseolus vulgaris
L., cv. BRS Agreste) com estagios de desenvolvimento de 24 ao 30° dia de
germinagdo. A) Marcadores moleculares fosforilase b (97 kDa), albumina sérica
bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbénica (30 kDa), inibidor de
tripsina (21,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa). Pogo de B a H, cotilédones de

plantulas em ordem crescentes de dias de germinagao (24° ao 30° DG).
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4.4 3. Folhas e Raizes

Os extratos brutos das farinhas de folhas e raizes de plantulas de feijao

comum com 24 ao 30° dia de germinagdo apresentaram concentragcdes protéicas

maximas de 31,51 mg/g F e 20,44 mg/g F, respectivamente. Em ambos os extratos

as maximas concentragdes ocorreram em plantulas com 29 DG (Figura 22 e 23).
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Figura 22 — Dosagem de proteina do extrato bruto da farinha de folha de plantulas de feijao

comum (Phaseolus vulgaris L., cv. BRS Agreste) com estagio de germinagao de
24 ao 30° dia.
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Figura 23 — Dosagem de proteina do extrato bruto da farinha de raizes de plantulas de feijao
comum (Phaseolus vulgaris L., cv. BRS Agreste) com estagio de germinagao de
24 ao 30° dia.

Observa-se que o teor protéico da raiz apresenta variagdes bruscas em
seu conteudo. Uma explicagao para tal, reside no fato de que nas plantas em pleno
desenvolvimento apresentam algumas enzimas proteinases responsaveis pela
hidrolise total de proteinas, liberando os aminoacidos. Os aminoacidos liberados
podem ser reutilizados para sintese de novas proteinas ou podem ser desaminados
para fornecer esqueletos de carbono para a sintese de novos compostos utilizados

no crescimento do eixo embrionario (BEWLEY e BLACK, 1994).

O perfil eletroforético das albuminas de folhas (Figura 24) e raizes (Figura

25) de plantulas de feijao comum com estagio de germinacao de 24 ao 30° dia
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apresentou comportamento semelhante. Apesar dos extratos de folhas e raizes
terem apresentado quantidades protéicas detectaveis por ensaio de Bradford, a
presenca de bandas nao esta nitida, talvez em virtude da baixa concentragcdo da
amostra. Apenas nas raizes € possivel observar a presenga de bandas protéicas
(MM maior que 97 kDa), que podem ser consideradas como proteinas de reservas,

além de arrastes de glicoproteinas (Figura 25).

A) B) (©) D) (E) &) (G) H)
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Figura 24 — | — Eletroforese das albuminas de folhas de plantulas de (Phaseolus vulgaris L.,
cv. BRS Agreste) com estagios de desenvolvimento de 24 ao 30° dia de
germinagao. A) Marcadores moleculares fosforilase b (97 kDa), albumina sérica
bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de
tripsina (21,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa). Poco de B a H, cotilédones de
plantulas em ordem crescentes de dias de germinagao (24 a 30 DG).
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Figura 25 - | — Eletroforese das albuminas de raizes de plantulas de (Phaseolus vulgaris L.,
cv. BRS Agreste) com estagios de desenvolvimento de 24 ao 30° dia de
germinagao. A) Marcadores moleculares fosforilase b (97 kDa), albumina sérica
bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de
tripsina (21,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa). Pogo de B a H, cotilédones de
plantulas em ordem crescentes de dias de germinagao (24 a 30 DG).

4.5, Cromatografia de Afinidade em Coluna de Sephadex G-75 e Determinagao

Protéica dos Extratos de Raizes de Plantulas de Feijao no Estadio |

A purificagao do extrato bruto de raizes de plantulas de feijao no estagio |
(1 mL) pela coluna de afinidade (Sephadex G-75) resultou em um primeiro pico (P r
1)) (tubos de 3 a 8) (Figura 26), que representam as fragdes nao-ligantes da matriz

da coluna Sephadex obtidas pela eluicdo com tampao Tris-HCI 0,1M pH 7,4
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contendo NaCl 0,15 M e os sais metalicos MgCl,, MnCl> e CaCl, a 5 mM, as quais
foram misturadas, concentradas, constituindo o extrato de R | ndo-retido na matriz.
Posteriormente, o nivel basal foi atingido e entdo picos (tubos 46 a 49; 50 a 59 e 63
a 65) foram obtidos (Figura 26) pela eluigio com o mesmo tampao, mas com
concentracdo de NaCl 1,5 M. Esses foram misturados, concentrados constituindo o

extrato retido na coluna demonstrada pala AH.

O P 1) era a fragdo de interesse por ser tratar de possiveis proteinas
glicosiladas e com atividade de CKO, sem a presenga da lectina PHA que ficou

retida na coluna.
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Cromatografia de Afinidade em coluna de Sephadex G-75 do Extrato R |
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Figura 26 - Eluicdo do extrato bruto de raizes de pléantulas de feijdo no estadio | de
desenvolvimento por meio do uso da coluna de Sephadex G-75. A fragcao nao-
retida foi eluida com Tampé&o Tris-HCI 0,1 M, pH 7,4 com adi¢do de NaCl 0,15 M
e sais metalicos MgCl,, MnCl, e CaCl, a 5 mM e a fragéo retida com o0 mesmo

tampao com NaCl 1,5 M.

O conteudo protéico do extrato de R | e dos picos nao-retidos e retidos
purificados em Sephadex G-75 foi 0,65 mg/mL para o extrato bruto de R I, 0,30
mg/mL para o P 1) ndo-ligante na coluna e 0,03 mg/mL (picos da fragdo 46 a 49),
0,04 mg/mL (picos da fragdo 50 a 59) e 0,06 mg/mL (picos da fragdo 63 a 65), esses

trés ultimos retidos na coluna com AH.
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4.6. Purificagdo do P r 1) da Sephadex G-75 em ConA-Sepharose e

Determinacgao Protéica

Este passo foi de fundamental importancia, pois permitiu partionar o P (r -
1y da Sephadex (Figura 27) em proteinas glicosiladas com residuos glicose/manose
(carboidrato afim da ConA) e proteinas nao-glicosiladas ou com outros residuos
glicidicos. Como o P (r 1-1) apresentou pico retido a coluna de ConA-Sepharose,
possivelmente contém a CKO, uma vez que, segundo dados reportados na
literatura, a CKO é uma glicoproteina e tem na sua porgao de carboidrato, glicose

que é conservada em varias espeécies.

Inicialmente o P (r 1-1) foi eluido com o tamp&o Tris-HCI 0,1 M, pH 7,4 com
adicdo de NaCl 0,15 M e sais metalicos MgCl2, MnCl; e CaCl,a 5 mM, possibilitando

eluicdo de proteinas (quatro picos nao-retidos) sem afinidade a ConA (Figura 27).
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Figura 27 - Eluicdo do P (R I-1) da Sephadex G-75 por meio do uso da coluna em ConA-
Sepharose. A fragao nao-retida na ConA foi eluida com Tampao Tris-HCI 0,1 M,
pH 7,4 com adicdo de NaCl 0,15 M e sais metalicos MgCl,, MnCl, e CaCl, a 5

mM e a fragao retida na ConA com o mesmo tampao com NaCl 1,5 M.

Posteriormente, o nivel basal foi atingido e entdo dois picos (tubos 56 e
57 — P (1 cona); tubos 87 a 89 — P 1 cona)) foram obtidos (Figura 27) pela eluigdo com o
mesmo tampao, mas com concentragdo de NaCl 1,5 M. Esses foram concentrados

constituindo o extrato retido na coluna e submetidos ao teste de atividade de CKO.

O conteudo protéico do pico P ( cona) foi de 0,02 mg/mL e do P (i cona), 0,05

mg/mL.
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4.7. Ensaio da Atividade da Citoquinina Oxidase nos Picos P ( cona) € P (1 cona)

Purificados na Coluna de ConA-Sepharose

A presenca da CKO nos picos P (1cona) € P (i cona) purificados na coluna de
ConA-Sepharose foi demonstrada a partir da leitura em espectrofotdmetro no
comprimento de onda 352 nm. O resumo das absorbancias para o teste de atividade

de CKO pode ser visto na Tabela 5.

Tabela 5 — Ensaio da atividade da CKO nos picos P (I ConA) e P (Il ConA)

purificados na coluna de ConA-Sepharose.

Picos Purificados em ConA-Sepharose'’ Absorbancia
P (I ConA) 0;095
P (i cona) 0,120

7 Extratos dos picos obtidos na ConA-Sepharose em reagao com imidazol (0,2 M; pH 6,5), CuCl2 2
mM, H20, isopenteniladenina, TCA 40 % e 4-dimetilamino benzaldeido 0,03 %.

O cobre e imidazol estimulam a atividade da citoquinina (CHATFIELD e
ARMSTRONG, 1987). A CKO em contato com o substrato da CK
(isopenteniladenina) catalisa a desalquilagdo oxidativa das isopenteniladenina e
isopenteniladenosina, produzindo adenina ou adenosina e 3-metil-2-butenal (Figura
28). Em condigbes acidas o 3-metil-2-butenal reage com o 4-dimetilamino
benzaldeido para formar uma base de Schiff altamente luminescente detectavel em

comprimento de onda maximo de 352 nm (Figura 28). Esse ensaio € baseado no
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protocolo geral para detecgao de 2,3-aldeido insaturado descrito por Pesez e Bartos
(1974). O ensaio tem limite de detecgdo em intervalos submicromolares e € linear
em torno de 150uM de 3-metil-2-butenal. O desenvolvimento de cores é completado

em 2 minutos e € estavel por varias horas.
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Figura 28 - Esquema da formagao da base de Schiff.

Libreros-Minotta e Tripton (1995), em estudo semelhante da atividade de
CKO em extratos vegetais, descreveram o ensaio baseado na formacao de uma

base se Schiff a partir da reagdo enzimatica entre 3-metil-2-butenal e p-aminofenol.

Fazendo referéncia ao complexo metalico cobre-imidazol, Chatfield e
Armstrong (1986) estudaram os efeitos de uma série de ions metalicos sobre a
atividade “in vitro” de citoquinina oxidase extraida de tecidos de “callus” de
Phaseolus vulgaris L., cv. Great Northern a partir de ensaio baseado na degradacao
do i6Ade-2,3-3H para Ade. A atividade “in vitro” da enzima foi sensivelmente
reforcada na reacdo contendo cobre e imidazol. Esses autores confirmaram que o

complexo desses dois metais sao especificos e aumentam atividade da citoquinina,
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substituindo por oxigénio no mecanismo de reagdo. Assim, se a clivagem do
oxigénio-dependente de um iminopurina intermediaria normalmente limita a taxa de
reacao citoquinina de oxidase, o complexo cobre-imidazol pode aumentar a
concentracao efetiva e/ou reatividade do oxidante necessario para a reparticao dos
intermédios. E possivel que a formagdo de complexos envolvendo citoquininas e

cobre também possam desempenhar um papel no refor¢co da reacao.
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5. CONCLUSOES

Todas as determinagdes da composicao fisico-quimica, com excegao

para o teor protéico, sado registros inéditos para essa cultivar.

A quantificagdo de proteinas soluveis na farinha de sementes da cultivar
em estudo, demonstrou quantidades de 24,95 mgP/gF com predominancia de

proteinas de pesos MM entre 21,1 kDa e 97 kDa.

O fracionamento com sulfato de amédnio na saturacdo de 20-60 %,

possibilitou a precipitacao de 15,55 mgP/gF.

Nas plantulas germinadas, pode-se verificar que o teor protéico varia de
acordo com o tecido vegetal analisado e o tempo de germinagao. Nos cotilédones,
raizes e folhas a concentracdo protéica foi maxima aos 29 DG, havendo um
decréscimo apos esse periodo. Ressalta-se que na raiz as variagdes foram maiores.
Nos hipocotilo, a maior concentracdo ocorreu aos 24 DG. A variagcdo nesses
conteudos protéicos pode esta atrelado a sintese/degradacéo de proteinas durante
os processos de divisdo celular, alongamento, formagao de parede celular ou trafego

vesicular.

A cromatogréfica de afinidade do extrato bruto de raizes de pléantulas no
estadio de desenvolvimento | em coluna de Sephadex G-75 foi eficiente na remogéao
de lectina PHA, sem interesse nesse trabalho; e isolamento de proteinas glicosiladas

e ou com outros residuos glicidicos, evidenciadas em um pico P r1-1).
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A purificacdo de P R 11y na coluna de ConA-Sepharose possibilitou
separacao de dois picos de proteinas glicosiladas com residuos glicose/manose

(carboidrato afim da ConA) retidos na coluna (caracteristicos de CKO).

O teste de atividades bioldgica nos dois picos purificados na ConA-
Sepharose demonstrou a presenca de CKO, uma vez que a reagcao com a
isopenteniladenina (substrato da CK) quando em contato com a CKO foi degradada,
havendo formacdo da base de Schiff que é luminescente e foi detectavel em

comprimento de onda de 352 nm.
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