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ESTUDO DA INTERAÇÃO ENTRE LECTINAS AGLUTINANTES DE FEIJÃO 

(Pha-0eolu.-0 vu.lgani-0� L,) E CÉLULAS DE Rhizobiu.m pha-0eoli 

RESUMO 

Autora: RITA DE CÁSSIA VITTI BRUSANTIN 

Orientador: Prof. Dr . ERIC DERBYSHIRE 

Os objetivos do present e estudo foram verif i-

car a ligação da lectina de feijoeiro L.} 

�s células de Rhi�obiu.m .pha-0eoli, examinar alguns fatores 

�ue podem regula r esta ligação e avaliar a especificidade da 

ligação Rhitobiu.m pha-0eoli�lectina de feijoeiro. 

� leguminosa 

Aspectos gerais da ligação ·s:iJnbiÓtica Rh,é,zob,é,u.m 

ioram descritos bxevemente. Numa revisão mais 

detalhada foi dada ênfase a ligações específicas em sistemas 

simbióticos Rhizobium-leguminosa como por exemplo R. japonicu.m 
. .

-soja, R. ;tnióolii-trevo, R. meLU.oU.,. alfafa, R. legumino-0anum-

-ervilha e mais especificamente no sistema� pha-0eoli-feijão.

Proteínas extraídas da farinha cotiledonar de fei

jão, com âgua destilada e a concentração de proteínas solúveis foi deter

minada por um método colorimétrico. Lectinas foram isoladas do extrato a-
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través de fracionamento por cromatografia. de afinidade. Estas

composições protéica e lectinica foram analisadas por sistemas 

eletroforéticos em géis de poliacrilamida. As atividades eri

troaglutinant�s específicas dos extratos, bem como das lecti-

_nas is�ladas foram deter�inadas contra eritr6citos humano e 

de vaca. 

Estirpes de R. pha-6eoll foram . crescidas· 

28°C em meio líquido levedura-rnanitol e o número de células du 

rante o desenvolvimento da cultura foi determinado colorirnetri 

camente apôs tratamento das células com cloreto de trifinilte

trazôlio e pelo método de plaqueamento. 

A:· atividade aglutinante_ dos extratos de 

sementes e lectinas foi determinada contra suspensões des-

sas bactérias. A especificidade também foi avaliada através de 

aglutinação indireta. Virios ensaios foram feitos para avaliar 

os fatôres que.podem regular a ligação R. pha-6eoli-lectina de 

feijoeiro. Experimentos preliminares usando lectinas marcadas 

com 14
c foram iniciados com a finalidade de obter um procedi-

·mento com maior grau de sensibilidade.

O extrato, bem como_a lectina isplada das se-=

mentes de todos os cultivares estudados ag1.utín.ara:rn eritiróci-=

tos humano e de vaca, porém a atividade específica de cada uma 

das amostras foi diferente. O nível de aglutinação bacteriana 

também diferiu entre os cultivares: Quando diferentes estirpes 

de R. pha-&eoli foram utilizadas com ·o mesllb cultivar de feijoeiro 
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o nível de aglutinação também foi diferente. As lectinas ex-

traídas dcs diferentes cultivares de feijoeiro migraram durante 

a eletroforese com mobilidades semelhantes àquelas isolectinas 

da lectina comercial,· fitohemaglutina (PHA). 

Células de R. pha4eoli foram aglutinadas por 

extratos heterógenos, PHA e lectinas isoladas no laboratório, 

porém esta aglutinação foi dependente da relação entre a con

centraçãd �e proteínas e das cilulas bacterianas, bem como da 

idadé da cultura. O pH da incubação também influenciou na lig! 

çao Rhizobium-lectina. 

Indicações indiretas de afinidade preferen-

cial entre R. pha4eoli estirpe CIAT 1899 e P. vulga�i4 culti

var Negro Argel e entre a estirpe C-05 e os cultivares Goiano 

precoce e Carioca foram observadas. 

Os dado? acima resumidos, discutidos em rela

çao a resultados de outros pesquisadores, levaram ã .conclusão 

de que extratos protéicos contendo lectina podem aglutinar cé

lulas de R. pha4eoli; a detecção desta aglut1nação foi forte" 

mente dependente da fase de desenvolvimento .:la cultura e da re-

lação entre a concentração de lectina e o número de células 

bacterianas. Houve indic�ç5es de que a lig�çã6 R. pha4eoli 

lectina de P. vulga�i4 exibe um certo grau de afinidade prefe-

rencial entre os cultivares e estirpes estudadas sendo 

diferenças quantitativas e não qualitativas. 

estas 
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STUDIES OF THE JNTERACTION BETWEEN AGGLUTINATING LECTINS 

OF BEANS {Pha-0eolu-0 vulgatr.i-0� L,) AND Rhizobium pha-0eoli CELLS

SUMMARY 

Author: RITA DE CÁSSIA VI
°

TTI BRUSANTIN 

Adviser: Prof. Dr. ERIC DERBYSHIRE 

The objectives of the present study were to 

verify the binding of the bean (Pha-0eolu-0 vulgatr.i-0, L.) lectin 

to Rhizobium pha-0eoli cells, to examine some factors that can 

regulate this binding and to evaluate the specificity in the 

binding. 

General aspects of the symbiotic binding pf 

Rhizobium to legumes were described briefly. ·1n a more detailed 

review was given emphasis to specificity in the symbiotic sistems 

Rhizobium- legume as for example R. japonic.um-soybean, R.:ttr.i óoí..Li.. 

;� clover, R.melilo;ti_alfafa, R. legumino-0atr.�m�pea and more 

specifically;_ in the R. pha-0 eoli-bean system. 

The protein was extracted from a seed meal with

distilled water, and the concentration of the soluble protein

was deterrnined by a colorirnetric method. The isolation of the

lectins were rnade through division into fractions by affinity



chromatography. The protein and lectin compositions were 

analysed by eletrophoretic systems in poliacrilamide gels 

and their specific erythroagglutinating activitve was 

determirted against human and �ow erythrocytes. 

.xv. 

Strains of R. pha-0eoli were harvested at 

zs
º
c in yeast extract-mannitol medium. The number of cells 

during the development of the culture was determined

colorimetrically after treatment of the ce11s with tripheny.!_ 

tet{a,z9lium -c�lori�e and by a plating method. 
,,,. '':· "- w - • - • • • 

. . 

The agglutinating activities of the extracts 

of seeds and lectins were determined against suspensions of 

the bacteria. Specificity also was evaluated through indirect 

agglutination tests. To evaluate the factors that can regulate 

the binding R. pha-0eo�i-bean lectin various assays were made. 

Preliminar-y experiments using 14
c lectin labelled were started

with the purpose of obtaining a proceedure with a higher degree 

of sensibility. 

The extracts as well as the purified lectin 

agglutinated human and cow erythrocytes, however the specific 

activities of the samples were different. The bacterial agglu

tination levels were different among the cultivars. When . 

çliffe;rent st;rains of Rhizobiu.m were used wi th the sarne cultivar 

of bean, the agglutination levels also were different. The lectins 

extracted from the different cultivars of beans migrated during 
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electrophoresis wi th mobilities similar ·to the isolectins of the 

comercial lectin, phytohemagglutinin (PHA) . 

. R. pha-0eoli cells were agglutinated by the 

het�rogeneous extracts and the isolated lectins. This 

âgglutination was 9-ependent on the ·.relation between the protein 

and the'bacteria cell concentration. The agglutination also was 

dependent on the culture age. The incubation pH also influenced 

in the Rhizobiu.m-lectin binding. 

Indirect indication of preferential affinity 

between R. pha.-0eoli strain CIAT 1899 and P. vu.lgafl.i-0 cultivar 

_Negro Argel and tetween the strain C�OS and the cult1vars Goia 

no. precoce and Carioca were verified. 

The datas summarized above were discussed in 

relation to results of the others workers. We conclude that 

_protein extracts containing lectin can agglutinate R. pha-0eoli 

cells and that the detection of this agglutination was strongly 

dependent on the stage of the development of the culture and/or 

the relation between the lectin concentration and the number of 

the bácteria cells. There are indications that the R. pha-0eoli

-P. vu.lga.11.i-0 lectin binding shows a certain degree of 

spec-ificity, 



1. INTRODUCÃO

A importância do nitrogênio na produção de ali_ 

mentas é at�almente bastante conhecida. Entretanto, o suprimen

to deste elemento na forma de fertilizantes é ainda precirio 

devido ao seu elevado custo, e a uma utilização ineficiente, 

especi�lmente na agricultura tropical. 

A forma mais barata de nitrogênio prontamente 

·disponivel é o N
2

, cuja prin�ipal fonte é a atmosfera. A manei

ra pela qual as plantás utilizam-se desta, é a fixação do mesmo

pelas leguminosas. Este modo de aquisição de nitrogênio pode

também beneficiar espécies consorciadas e outras cultivares ou

pastagens vindouras via resíduos de plantas ricas em nitrogê-

nio.

As pesquisas agrícolas visam dois objetivos 

principais. O primeiro deles- é aumentar a produção de alimentos 

por unidade de irea e o outro, é manter esta produção a um cus-

to reduzido. Por outro lado, as pesquisas na área de fixação 

de nitrogênio objetivam além do aumento de produtividade, redu

ção da dependência de fertilizantes nitrogenados e do declínio 

de N
2 

de muitos de nossos solos cultiváveis. 

A produção média de dois milhões de toneladas, 

faz do Brasil um dos maiores produtores de feijão do mundo. A-
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lém disso, para grande parte da população brasileira, o feijão 

(Pha4eolu4 vulga�i4, L.) é uma das principais fontes de alimen-

to. Como outras leguminosas, o feijão apresenta altos teores 

de proteínas, além de fixar o nitrogênio atmosférico, com o 

auxílio do Rhizobium pha4eoli, a bactéria simbionte do feijão. 

Ocorrem diferenças nos valores nutritivos das 

proteínas do feijão e algumas são consideradas tóxicas como a 

fração protéica denominada lectina. Desde a sua descoberta há 

exatamente um século, muito tem sido estudado sobre as lectinas 

e é sabido que elas possuem capacidade de interagir e aglutinar 

eri tróci tos de animais, est:imular a divisão de 1 inf Óci tos e aglu 

tinar células humanas ma1Ígnas; porém poucas conclusões foram 

tiradas a respeito da função endógena das lectinas. Verificou

-se que elas podem exercer um papel de proteção das plantas con 

tra patógenos e predadores e que podem ligar-se às bactérias fi 

xadoras de nitrogênio. Esta Última consideração mostra que pos

sivelmente as lectinas estejam envolvidas na ligação do Rhizobmm 

às raízes de leguminosas. 

A primeira etapa da ligação simbiótica legumi

nosa-bactéria é a ligação do simbionte às raízes do hospedeiro, 

e o sucesso desta ligação é caracterizado por um alto grau de 

seletividade hospedeiro�simbionte. 

Os objetivos do presente estudo foram verifi

car a ligação da lectina do feijão �s células do· simbionte 

Rfúzobiwn. phcu.,e..oü, examinar alguns fatores que podem regular esta 
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ligaçio, incluÍndo época de desenvolvimento da cultura, concen

traçio de células bacterianas e lectina, influência do pH e ain 

da avaliar a especificidade da ligação R. pha-0�oli�lectina de 

P. vu.l9a1ti-0.
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2, REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. CONSIDERAÇQES GERAIS SOBRE O Rhizobium 

Desde que deformações nas raízes de certas plan

tas foram observadas, determinou�se que eram causadas pela pe

netração de uma bactéria do solo no pelo radicular de uma plag 

ta. À partir de então a plasmalema das células radiculares 

começa a envolver a bactéria, como um tubo, fazendo-a penetrar 

nas células do c6rtex inter ou intra celularmente. Assim, as 

células corticais adjacentes são estimuladas para divisão e 

crescimento, formando um nódulo na raiz (SCOTT, 1978). Nos 

nódulos, a ba6téria é capaz de fixar nitrog�nio utilizado pela 

planta. Em troca, o hospedeiro ·fornece carboidratos necessa-

rios para a manutenção da bactéria (WAREMBOURG & MORRAL, 1978). 

O grande grupo de.bactérias que infecta e produz 

nódulos fixadores de nitrogênio nas associações com legumino

sas esti localizado no ginero Rhizobiurn� Este ginero é repre

sentado por organismos nodulantes de uma enorme gama de legumi_ 

nOsas que ocorrem em diversas- ireas geogrificas e 

(NORRIS, 1956). 

climiticas 

A atenção para grupar todos os organismos nodu� 



lantes de plantas em somente um gênero causou confusão e muita 

insatisfação com a classificação do Rhizobium . TRINICK (1973) 

encontrou o Rhizobium·nodulando eficientemente uma planta da 

família Ulmaceae, Tnema a�pena, negando assim a definição ori-

ginal ·do Rhi�obium. JORDAN e ALLEN (1974) consideram a famí-

lia Rhizobiaceae com dois gêneros Rhizobium e Agnobaetenium,os 

quais possuem habilidade para causar hipertrofias corticais nas 

plantas, embora estas estruturas sejam bastante diferentes. 

O Rhizobium é uma bactéria bastante regular, 

móvel quando jovem, gram-negativa, que mede de 1,2 a 3,0µm de 

comprimento e de O, 5 a O_, 9µm da largura� heterotrófica e aeróbi

ca. Em geral desenvolve-se a temperatura d� 25_� 3 0° c e tolera 

variações de pH entre 6,0 e 7,0 (VINCENT, 1974 e 1975). 

O Rhizobium .pode viver livremente no solo como um heterotrófi

co aeróbico, ou ainda simbioticamente no nódulo, sob condições 

quase anaeróbicas (NUTMAN� 1972). 

Usualmente um nódulo é ocupado por uma Única ce

pa de Rhizoblum mas há reportagens de representação dupla por 

diferentes cepas de Rhizobium similares 

LLNDELMANN et ,alii� · 1-974) -� 

no mesmo nodulo 
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2,2, INCIDÊNCIA DE NODULACÃO 

A família Leguminosae, com aproximadamente 700 

gêneros e 18.000 espécies tem sido considerada a terceira grag 

de família das plantas com flores. Divide-se em três subfamí

lias, Caesalpinoideae e Mimosoideae, cada qual com 2.800 espé

cies e a Papilionoideae com 12.000 espécies. As subfamílias Mi 

mosoideae e Papiliorio"ideae apresentam 90% de nodulação enquan

to que somente 30% é observado na Caesalpinoideae (ALLEN & 

BALDWI N , 1 9 5 4) • 

2,3, ASPECTOS GERAIS DA LIGAÇÃO SIMBl�TICA 

A primeira etapa no estabelecimento da simbiose 

bactéria-leguminosa é a infecção da planta hospedeira por uma 

espécie do gênero Rhizobium. Esta infecção é uma associação Ín

tima que depende em seu total de um reconhecimento mutuamente 

específico para uma fixação efetiva (HAMBLIN & KENT, 

DAZZO & BRILL, 1979e STACEY et alii, 1980 ). 

Uma indicação visível da interação 

1973 ; 

bactéria-

-planta é a formação. dos nódulos radiculares que requer eta

pas iniciais como reconhecimento entre a célula bacteriana e a 

raíz da planta (BOHLOOL & SCHMIDT, 1974; DAZZO & HUBBELL, 1975; 

DAZZO et alii, 1976; BHUVANESWARI.& BAUER, 1978e SCHMIDT,1979), 
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ligação da bactéria à superfície radicular (DAZZO et alii, 

1976; SCHMIDT, 1979 eDAZZO et alii, 1984), curvamente dos pe

los radiculares através de exudatos bacterianos (HUBBELL, 1970; 

NAPOLI &_HUBBELL, 1975 eYAO & VINCENf,. 1976) e formação do ca

nal de inf�ção (CALLAHAM & TORREY, 1981) que conduz o Rh,lzobium 

para a célula da raiz. A penetração da bactéria parece o-

correr por invaginação sem 1Íse da célula hospedeira (NAPOLI & 

HUBBELL, 1975e CALLAHAM & TORREY, 1981). Segue-se o desenvolvi 

mento dos bacteriÓ.idES · (URBAN & DAZ�O, 1982), diferenciação do 

tecido.nodular (TRUC�ET et alii, 1980), síntese de leghemoglo

bina (VERMA et alii, 1979), síntese e expressão da nitrogenase 

(GRESSHOFF et alii, 1981) e mecanismos de troca de metab6litos 

e energia entre a leguminosa e o bacteriÓide Rh,lzobiu.m -(WAREMBOURG 

& MOilRAL, 1978). 

2,4, LECTINAS 

·mamona 

2.4.1. Introdução 

Enquan.to estudava a toxicidade de extratos de 

(Rieinu� eommuni�), Stillmàrk fez uma observação i 
-- . 

, 
-

nicial de que extratos de feijão aglutinavam eritr6citos. Adi

cionalmente ele mostrou que o material causador da aglutinação 

era uma proteína e deu-lhe o nome de ricina (STILLMARK, 1888, 

�t111mark, H. Ober rizin giftiges ferment aus den sarnem von ricinus commu-
ni_s, L. und einigem Euphorbiaceen, 1.888. 
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citado em SHARON & LIS, 1987). -*í] As aglutininas ou

fitoaglutininas como eram chamadas, foram detectadas em outras 

espécies de plantas (TOMS e WESTERN, 1971). 

*�osteriormenté foi introduzido o termo lectina,

de origem latina significando selecionar ou escolher (BOYD & 

SHAPLEIGH, 1954) o qual permaneceu até os dias de hoje]• 

desenvolvido 

As pesquisas direcionadas às lectinas têm se 

bastante e hoje elas tem sido detectadas em 

muitas· famílias de plantas, desde fungos e líquens até plan-

tas superiores e também em animais como esponjas, crustáceos, 

molusc.6s, peixes, ovos de anfíbios e tecidos de · . mamífero? 

(JAF:f�Ê, 1980). 

2.4.2. Histórico 

Após a descoberta das lectinas, Landsteiner e 

Raubitschek (citados em SRARON &· LIS, 1987), demonstraram sua 

seletividade quando testadas com eritrócitos de diferentes ani 

ma�s e compararam esta seletividade com anticorpos do soro do 

sangue dos animais. Por exemplo, extrato de ervilha foi mais e 

fetivo na aglutinação de eritrôcitos de coelho mas muito menos 

efetivo com eritrócitos de carneiro ou pombo, ao passo que cé

lulas vermelhas do sangue humano foram fortemente . aglutinadas 

por extratos de feijão e fracamente aglutinadas por extrato 
�tehier K.e H. Raubitseheck. Beobachtungen Uber hHmolyse und hamaggl� 
tinatión. 1908. 
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Durante um longo período, as fitohemaglutininas 

parece que deixaram de ser alvo das investigações científicas. 

Nesta.época, somente o trabalho de SUMMER & HOWELL (1936) mere 

ceu atenção. Estes autores conseguiram isolar e mostrar que a 

Concanavalina A (Con A), uma proteína do feijão - de - porco, 

Can_avaLi.a. e.n-6ióoJLJneó era uma fitohemaglutinina e apresentava um 

alto poder aglutinante para eritr6citos de cavalo numa concen

tração muito baixa. 

Os-trabalhos clássicos que marcaram a nova era 
\� 

' _., 

das pesguisas C_?m fitoaglutininas foram os de RENKONEN (1948) 

e BOYD & REGUERA (1949). Estes autores trabalharam com semen -

tes ", i de v�_rias espécies de leguminosas, e_ verificaram que es

tas aprese�tavam especificidade para amostras de sangue humano 

pertencentes aos diferentes grupos sanguíneos. A partir de en-

tão as aglutininas de plantas passaram a ser utilizadas como 

reagantes na tipagem sanguínea e em investigações de base quí

mica da especificidade de grupos sanguíneos (BIRD, 1959 e ALLEN 

.& ·:BRILLIANTINE, 1969). ALLEN & BlÚLLIANTINE ( 1969) verifica-
� . 

ram em seus estudos que ocorriam, com frequência, aglutininas 

específicas e não específicas para eritr6citos de diferentes 

grupos sanguíneos. Analisaram 2663 amostras de sementes e veri 

ficaram que destas, 711 nao foram específicas para qualquergru 
.. po sangu1neo. 
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Ainda neste período, JAFF� (1969) verificou que 

as aglutininas que nio eram específicas para eritr6citos huma

nos poderiam ser específicas para eritrócitos de diferentes es 

pécies animais. Este fato também foi enfatizado por TOMS & 

. WESTERN. (1971) que verificaram por exemplo, que algumas lectinas 

de Phal.> e.oluf.> vulga.ll.,Ü eram espec Íf icas para eritrócitos de fran 

go, cobaia, coelho e carneiro. JAFF� et alii, (1972) estudaram 

a atividade eritroaglutinante de um grande número de cultiva

res e variedades de Pha1.ie.olu1.> vulga.ll.i'-> com relação à sua açao 

sobre eritrócitos humanos dos grupos A, B e O�. Sangue de coe

lho e de vaca tratados com tripsina ou pronase e as variedades 

e cultivares foram agrupadas em quatro grupos: 

Grupo A: Somente não aglutinou eritrócitos .de 

vaca não tratados com tripsina. 

-Grupo B: Não aglutinqu eritrócitos de vaca tra�

tados. ou· não c.om t::t\ips:i,na, 

Grupo C: Aglutinou somente eritr6citos de vaca 

tratados com tripsina. 

Grupo D: Aglutinou somente eritrôcitos de erice 

to tratados com pronase. 

CALLOW (1975) definiu lectinas como 
.. prote1nas 

ou glicoproteínas, de plantas, animais e bactérias, que se li-
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gam à superfície das células através de sítios receptore s esp� 

cÍficos contendo carboidratos. Mais recentemente as lectinas 

foram definidas como proteínas ou glicoproteínas ligantes de 

açúcares de origem não imune, livres de atividade enzimática 

. para içúcares aos quais �la� se ligam e que nao requerem gru

pos glicosídicos hidroxÍlicos livres nesses açúcares para suas 

ligações (KOCOUREK & KOREJSI, 1981). 

As lectinas que atualmente sao mais utilizadas 

estão listadas no quadro a seguir. 
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Lectinas mais frequentemente utilizadas �UDIGER, 1984). 

Abreviação Nome Planta Açúcar(es) 
ligante(s) 

-------------------·►--------------

Con A 

PHA 

SBA 

PNA 

WGA 

RCA 

Concanavalina A 

Fitohemagluti ... 

nina 

Aglutinina de 

soja 

Aglutinina de 
amendoim 

jack bean (feijão de 
porco) (Canava,l.i.a.

e.nõióo-:tmeJ.i) 

kidney bean (feijão 

verde) (PhMe.olu� 

vulgaJÚ.6) 

soybean (soja) 
(Gtyúne. max.) 

peanut (amendoim) 
(At,..ac.h,ú.i hipoge.ae.) 

Aglutinina de wheat (trigo) 
germe de trigo (T/lÁ..Üc.u.m vu.lga.JÚ6) 

..,:' ' .

Ricina ou aglu- castor bean (mamo_na) 

tinina de mamo (1Uunru, c.ommu�) 
na.-

manose, gl� 

cose 

complexo o

ligo$sacarf 
dico. 

· N-acetil ga

lactosamin a

galactose

N-acetil ga
lactosamin a

galactose

oligomero de 
N-acetil glu

cosamira. 

galactose 
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2.4.3. Localização na planta 
' 

Já estava estabelecido há muito tempo que a

melhor fonte de aglutininas era as sementes das plantas supe

riore:5 (CALLOW, 1975). 

Surgiram então os trabalhos de localização celu 

lar. Lectinas de Pha4eolu4 vulgani4·foram encontradas no cito

plasma de células cotiledonares e embrionárias· (MIALONIER et 

alii, 1973). Posteriormente elas foram encontradas ao redor 

de grãos de amido e dos corpos protéicos (CLARKE et alii, 1975 e 

PUSZTAI et alii, 1977). Em 1975, BOWLES & KAUSSveiificaram a 

presença de lectinas nas membranas e sugeriram que elas podiam 

ser parte integrante das membranas e desempenhar algum papel 

no contato e fusão das membranas. HAMBLIN & KENT.(1973) mos

traram em seus estudos a presença de lectinas em pelos absor

ventes e primórdios radiculares de Pha4eolu4 vulgani4. FOUNTAIN 

et ··alii (1977) verificaram a liberação da lectina no 

meio de germinação de sementes de soja, teoria subsequentemen

te corroborada e ex tendida por HWANG et al ii ( 1978) e por CAUSS:Ii 

(1983). DAZZO & HRABAK (1981) mostraram a presença 

de trifoliin A, a lectina do trevo branco, nos esudatos radie� 

lares do trevo, sugerindo desta forma que as lectinas nao sao 

meramente componentes intracelulares ou ligantes de superfí-

cies, mas também são liberadas durante a germinação das semen

tes e desenvolvimento das plântu1as no meio circundante. 
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2.4.4. Papel Biológico 

Para uma melhor investigação das atividades das 

lectinas era necessário que elas fossem isoladas e 

das. 

purifica-

Os estudos de purificação de aglutininas começ� 

ram cedo, porém sem muito sucesso. As primeiras purificações� 

ram apenas parciais e isolamentos e purificações completas so 

foram obtidas com a ·cristalização de Concanavalina A, Con A 

(SUMMER, 1919). As pesquisas prosseguiram e somente em 1952 

que outras aglutininas foram relativamente purificadas através 

do método de precipitação com sulfato de amônio e mudança� de 

pH (LIENER & PALLANSCH, 1952; WATKINS & MORGAN, 1952; RIGAS &

OSGOOD, -1955 e JAFFÉ & GAEDE, 1959). Outras técnicas bioquími

cas -surgiram nesta época� como a cromatografia de troca iônica 

(TAKAHASHI et alii, 1967; DAHLGREN et alii, 1970; ENTLICHER 

et alii, 1970; STEIN & SAGE, 1972; ALLEN et alii, 1973; SELA 

et alii, 1973 e ANDREWS, 1974) e eletroforese de fluxo livre 

(JAFFÉ & HARMING, 1965 e PUSZTAI & WATT, 1974), 

Surgem ainda nesse período as pesquisas relevan 

tes de AGRAWAL & GOLDSTEIN (1967) e OLSON & LIENER (1967) esti 

mulando o desenvolvimento da cromatografia de afinidade 

(PHARMACIA FINE GIBMICALS
1 1979) sem dúvidas um passo mui to impor

�ante para a purificação das lectinas, A cromatografia de afi-

nidade está hoje-bastante desenvolvida e atrravés dela muito 
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pode ser conhecido a respeito .das lectinas. Somente desta for-

ma foi possível uma definição mais clara e objetiva das 

çÕes das lectinas. 

fun-

As propriedades e efeitos biológicos das lecti

nas, i�m sido bem documeritadas e discutidas em recentes revi

soes (GOLDSTEIN& HA.YES, 1978 LIS''& SHARON, 1981). 

Há muito tempo é conhecido que algumas sementes 

cruas de leguminosas, por exemplo PhaJ.i e.oluJ.i vulga.lLiJ.i, são:. tóxi 

. cas (JAFFe, 1980): devido a presença de lectinas. Aglutininas 

de soja (LIENER, 1953), Pha.J.ie.oluJ.i vulga.lLiJ.i (JAFFe · & GAEDE, 

1959;) e feijão de porco (JAYNE-WILLIAMS, 1978) inibiam,o cresci 

mento de animais, quando estavam presentes em :mas dietas (JAFFÉ· 

•. _ VEGALETTE (1968) veiificaram que extratos protéicos de 

algumas cultivares de Pha.J.ie.oluJ.i vulga.niJ.i com atividade agluti

nante contra sangue de vaca tratado com tripsina inibiam o 

crescimento de· ratos, enquanto que quan:l o cultivares sem a ti vi 

dade aglutinante eram utilizadas, o crescimento era nórmal. 

_JANSEN et alii (1976) mostraram que larvas de insetos morriam 

com a adição de lectina de PhaJ.ie.oluJ.i vulganiJ.i em suas dietas 

normais, o mesmo acontecendo com outros animais. 

Surgiram virias explicações a respeito do 

sunto. A primeira delas, defendida a muito por JAFFe (1969) 

as-

que a hemaglutinina de Pha.J.ie.oluJ.i vulga.niJ.i combina com células 

da superfície da parede intestina+, dos animais, causando uma 
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interferência nao específica com a absorção de nutrientes. Ou 

tra explicação sugerida por JAYNE-WILLIAMS (1978) e apoiada por 

LIENER (1981) é a de que as lectinas de Pha-0eolu-0 vulga�L-0 _rea 

gem com a superfície da mucosa intestinal, destruindo-a, per

mitindo desta forma uma penetração e infecção bacteriana sistê 

mica que pbderiam ser letais. 

Algumas lectinas purificadas de feijão possuem 

uma atividade mitogênic�(TAKAHASHI et alii, 1967; DAHLGREEN 

et aiii, 1970; WEBER et alii, 1972.e ALLEN et a.lii, 1973) . isto 

é, podein estimular o crescimento e divisão de linfócitos. 

Nas plantas de onde a maioria das lectinas 

derivada,· os estudos sobre suas funç5es ainda são pouco conclu 

sivos. 

Alguns autores sugerem que elas podem ligar - se 

a carboidratos e desta forma :atuar no transporte dos mes 

mos ou sua deposição nas sementes (LIENER, 1964). Outros estu

dos mostraram ainda que as aglutininas podem atuar como estim� 

lante mitogênico de células embrionárias vegetais (HOWARD et 

alii, 1972). O isolamento de lectinas das membranas celulares 

do hipocBtilo de Pha4eolu4 vulga4L4 sugeriu que elas podiam 

fa�er parte integrante das membranas e desempenharem algum pa

pel no contato e fusão das membranas vegetais (BOWLES � KAUSS, 

1975), Por figurarem uma grande porcentaiem das proteínas to

tais das sementes das leguminosas, tem sido sugerido que as 
� 

. 

lectinas atuam como proteinas de reserva (LIENER, 1 �64 e HAGUE, 
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1975). Segundo alguns autores as lectinas poderiam exibir um 

papel de proteção às plantas. MIRELMAN et alii (1975) e CALLOW 

(1977) verificaram que ocorre uma inibição no crescimento e 

germinação da hifa de Tnichodenma vinide quando lectinas do 

germe de trigo ou batata estão presentes. Similarmente, a pr� 

sença de lectina na ri�osfera de plantas jovens de trigo deve 

ter um efeito fungicida (MISHKIND et alii� 1980). Outra função 

das lectinas é que elas podem atuar como "proteínas de reconhe 

cimento" no posicionamento de carboidratos na parede celular 

e/ou regulação do crescimento da mesma (KAUSS & GLASER, 1974). 

Alguns pesquisadores estão voltando a atenção 

·para a liberação da lectina durante a germinação da semente,

no envolvimento de um possível papel ecol6�ico de cada compo

nente durante a embebição da semente e o desenvolvimento ini-

cial da plântula SHERWOOD.et alii (1984) trabalhando com tri-

foliin A, a lectina de Tnióolium nepen�, verificaram que a

trifoliin A da semente é degradada no caule durante o desenvol

vimento da plântúl��- enquanto a trifoliin formada na raíz

excretada para a superfície radicular e o meio externo. Outros

autores (CAUSSE et alii, 1985) estudaram o possível envolvimen

to da ligação entre lectina de soja e frações dos principais co

lÓides do solo,

As lectinas tambim pode� ligar-se is bactérias 

e esta interação foi sugerida por HAMBLIN & KENT ·( 1973) como a 

base para a ligação do Rhizobiu� is raízes de leguminosas. 
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A primeira etapa da interaçio bactéria-planta é 

a ligaçio da bactéria is raízes e a primeira indicaçio da pre

sença de lectina nas raízes foi observada há muito tempo (para 

referências ver Jaffé, 1980) e foram detectadas posteriormente 

nos nEdulos radiculares. · 

HAMBLIN & KENT (1973) mostraram em seus experi

mentos que células do sangue se ligaram âs raízes jovens de le 

guminosas e que o Rhizobium que fora incubado com extrato de 

sementes de Pha-0eolu-0 vulga4i-0 contendo lectina, poderiam li

gar-se is células vermelhas do sangue. Concluíram entio que 

as raízes jovens continham potenciais de se ligarem às bacté

rias. 

Outros pesquisadores seguiram esta mesma linha 

de pesquisa. DAZZO et alii (1978) verificaram que a lectina 

do trevo branco na superfície do pelo radicular toma um impor-' 

tante papel no_ reconhecimento do R. t4ióolii pelo trevo. Em 

1981, o grupo de KATO (KATO et alii, 1981) sugeriu que d .reco

nhecimento do hospedeiro na simbiose Rhizobiu.m .. ervi1ha é basea 

do na interaçio entre células rizobiais e a lectina do hospe� 

deiro. 

Porém, em 1984, LAW & STRIJDOM. trabalhando com

Lotononi-0 baine-0ii verificaram que nio há evidências de intera 

çio entre a lectina da semente de Lotonóni-0 baine-0ii e as es

tirpes de Rhizobium testadas, verificando que a ligaçio só foi 

possível quando lectina da raíz era utilizada (LAW & STRIJDOM, 
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1984b). 

Recentemente, atenção especial tem sido direcio 

nada à ocorrência de lectinas nas raízes. Este ponto é de ex

trema importância para suportar a hipótese de que as lectinas 

desempenham algum papel no estabelecimento e/ou manutenção da 

bem conhecida simbiose Rhi�obium .. leguminosa. Porém os traba

lhos a respeito são as vezes contradit6rios. 

TTabalhando com raízes de sanfeno, HAPNER 

ROBBINS (1979) verificaram que a lectina da raíz é idêntica 

&

lec�ina da semente desta plant� i Outros pesquisadores isolaram 

de raízes de ervilha quantidades mínimas de proteínas que sao 

relacionadas às lectinas das sementes, po�ém não são idênticas 

(GATEHOUSE & BOULTER, 1980). Pouco mais tarde, trabalhando com 

soja, GADE et alii (1981_) verificaram que a lectina da raíz as 

semelha-se muito com a lectina da semente. Neste mesmo ano, le� 

tina isolada de uma solução que foi banhada de raízes de ervilha 

em tampão ácido foi similar ã lect:ina da semente na espeéific..!_ 

dade de ligar-se a açúcares (KATO et a1ii, 198 l). Por outro 

lado, alguns autores descreveram diferenças clara·s entre a lec 

tina da raiz e da semente de Lo�ononi..-0 bai..ne-0.li.. (LAW &S1RIJDOM, 

l982). Estes autores verificaram também que não existem e 

vidências de que a raíz de L, ba.in.e-0.li.. tenha material antigeni 

camente relacionado à lectina da semente (LAW & STRIJDOM, 

1984a). Mais recentemente trabalhos mostram que a lectina exu

dada da raíz de soja é geneticamente distinta da lectina da 
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semente e aparentemente é a lectina da raíz que está envolvida 

na nodulação (HALVERSON & STACEY, 1985). 

2.4,5, Lectinas: a base da especificidade 

O sucesso da relação simbiótica entre bactérias 

e plantas é caracterizado por um alto grau de seletividade hos 

pedeiro-simbionte. A função das lectinas na determinação da 

esp_ecificidade no sistema simbiótico leguminosa-Rhizobium foi 

discutido. 

Evidências de especificidade foram encontradas 

para soja (BOHLOOL & SCffi.1IDT, 1974), cuja lectina só foi ca

paz de ligar-se a estirpes infectantes de Rhizobium japonieum, 

-0 simbionte da soja, entretanto a mesma lectina não foi capaz 

de ligar-se a nenhuma das outras estirpes testadas de Rhizobium 

qtle nijo�nodularam soj� .. ;JJ•

Porém, logo depois, DAZZO & HUBBELL (1975) veri 

ficaram que a Concanavalina A, a lectina do fe�jão·-de-porco� 

combinou fortemente com várias estirpes de Rhizobium ·indepen

dentemente de seus respectivos hospedeiros. Então conéluÍram 

que as interações entre lectinas de l�guminosas .e células de 

Rhi�obium podiam nem sempre justificar a especificidade expre� 

sa pelo nódulo bacteriano de suas leguminosas hospedeiras, 

Em 1976, WOLPERT & ALBERSHEIM verificaram que o 



• 21.

lipopolissacarídeo do antígeno O de quatro estirpes de Rhlzoblum 

j a.po ni.c.wn _ligou - se ã lectina do simbionte, a soja, que ti 

nha se ligado covalentemente ã sacarose. Entretanto, ele .nao 

reagiu com lectinas de outras leguminosas testadas. Por esta 

razao, o estabelecimento do sucesso da relação simbiótica, foi 

atribuído ã interação seletiva entre as lectirias do hospedeiro 

com o antígeno O do simbionte. 

Estudando a habilidade de lectinas marcadas com 

fluoresceína isotiocianato (FITC) derivadas de cinco legumino-

sas diferentes para reagirem com estirpes de Rhizobium spp., 

LAW _&·. STRIJDOM (1977) encontraram resultados mostrando que com 

exce�ão,de seis das dez estirpes de R. pha..6eoli e duas das dez 

estirpes de R, ja.poni.c.um, nenhuma das estirpes testadas foram 

hibeis para-ligar lectinas de sua planta hospedeira normal. 

Verificaram ainda que muitàs espécies de R. x.tc,i.óoli.i.: R. 

legumlno.6a.Juwi e- R. phMeoll ligaram-;se. a, cada uma das lectinas das 

p1'�ntas estudadas, concluindo então que as lectinas de plantas 

não tem um importante papel na especificidade do Rhi.zoblum. 

Ao mesmo tempo, DAZZO BRILL (1977) examina-

ram, através de microscopia de fluorescência , sitias nas -ra1zes 

do trêvo branco e alfafa que ligam�se a polissacarídeos capsu

lares de R. X.ll,i.óolli e R, melitox.i, respectivamente. Pelos re

sultados obtidos eles concluíram que pelos radiculares de alfa 

fa e trêvo são especificamente ligantes a poliss�caiídeos cap

sulares de R. meLU.ox.i e R. X.ll.i.óoli.i ')."espectivamente. 
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Aglutinina purificada de sementes e raízes de 

trevo branco aglutinou especificamente R • .:t.niáolii, para con

centrações tão baixas como 0,2µg proteína/rol. Anticorpos para 

trifoiiin purificada ligaram-sei região dos pelos radicula-

res de pl�ntulas de trevo, mas não se ligaram ã alfafa e outras 

plantas testadas. Com estes resultados, DAZZO e colaboradores, 

(DA�ZO et alii, 1978) propuseram que trifoliin na superfície 

do pelo radicular exerce um importante papel no reconhecimento do 

R • .:t.nióolii pelo trevo. 

Estudos de imunofluorêsc_�ncia, imunoprecipi ta -

çao �uantitativa, inibição da aglutinação bacteriana e hema

glutinação passiva reali�ados por DA��O & BRILL (1979) indica

ram que os determinantes antigênicos da reaçao cruzada R . 

.vú.óoLLl-trevo estavam presentes na superfície do R. .:t.1Li60Lli e nas 

raízes do trevo e eram imunoquimicamente-Únicos para este 

grupo de inoculação. A lectina multivalente trifoliin e o anti 

corpo para o determinante antigênico da raíz do trevo ligaram

... se competitivamente ·a dois heteropo1issacarídeos ácidos isola 

dos do .material capsular de R, .:t.ti.ióoLLi. 0403. Pelos resultados 

eles sugeriram que estes polissacarídeos ligam R, .:t.lLiáolii 

extremidade do pelo radicular do trevo que contém trifoliin. 

Conclusões importantes foram relatadas por WONG 

(1980). Ele verificou que lectinas de ervilha: l�ntilha, Vieia 

óaba e Canavalia en�i601Lrne� têm propTiedades aç�cares ... ligantes 

similares porém diferentes propriedades físicas. A ligação des 
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tas lectinas às várias estirpes de Rhizobium indicam que a li

gação da lectina ao Rhizobium é determinada não somente pela 

especificidade pelo açúcar mas também pelas carac-

terísticas físicas. Através da inibição da ligação lectina-

·R:h,i;zóbium por açÚcare� WONG (1980) também concluiu que o sítio 

ligari-te da lectina de lentilha para R. ja.ponic.um é diferente 

do sítio ligante da lectina de soja pira R. japonieum. 

Através de aglutinação bacteriana da lectina 

de Pha.�eolu� c.oc.c.ineu� e cepas de R, pha�eoli obteve-se resul-

. tados demonstrando que a lectina é capaz de unir-se seletiva -

mente à superfície àe bactérias de algumas cepas de Rhziobium. 

test�das. Os resultados obtidos demonstraram a especificidade 

da interação entre lectinas de plantas e bactérias. Sugeriu-se 

também o uso da metodol�gia utilizada para a seleção de cepas 

que infectam as varieda�es de plantas de onde se obteve a lec

tina (ESTRADA��ARCIA et alii, 1984). 

Duas técnicas utilizadas para avaliar a ligação 

do Rhizobium às raízes do trevo,_contagem indireta após radio 

marcaçao das bactérias e contagem direta pelo uso de micros-

copia de contraste de fases, mostraram resultados sem indica

ções de especificidade na ligação do 'R, z.11,inolii às raízes do 

trevo. Os resultados de inibição da ligação Rhizobium-raiz su

geriram que a ponte lectina não é uma etapa obrigatória na ini 

ciação da infecção (JONES et alii� 1985). No trabalho acima 

descrito o grupo de JONES verificou que ausência ou presença 
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de plasmídio simbi6tico nao estava relacionada com a aderência 

da bactéria ã raiz da planta hospedeira. Uma vez que as fun-

ções de especificidade do hospedeiro são carregadas neste pla� 

mídio, sugeriu-se que a ligação do Rhizobium ã raíz da legumi-

nosa não é baseada na especificidade do hospedeiro (JONES et 

alii, 1985). 

Utilizando-se da competição entre cepas para 

aderir-se às raízes de alfafa, ANOLLSS et alii (1984) verifica 

ram que a especificidade de R. meliloti por raízes de alfafa 
. .

se manifesta pela capacidade de unir-se a sítios seletivos na 

raíz� .excluindo outros Rhizobium. Finalmente eles concluíram 

que a adesão aos sítios específicos esti geneticamente determi 

nada no Rhi�obium e constitui-se num passo obrigat6rio de reco 

nJ.:lécimento · .. na associação simbiótica, 

As evidências resumidas aqui indicam que a esp! 

cificidadi hospedeiro-Rhizobium pode ser resultante de diferen 

ças entre a lectina das espécies da planta hospedeira e/ou su

perfície da bactéria, Diferenças lectínicas, t�m sido encontra 

das entre cultivares de feijão (JAFF:S et alii, 1972). No estu

do de cultivares brasileiras·, diferenças lectínicas também: têm

sido detectadas (CARVALHO, 1981'; ROMANI, l983eCARVALHO & 
DE_�YSHIRE, 1985) e: é importante. determinar- a-tê qúe ponto essas 

diferenças contribuem para a especificidade de cultivares de 

feijão com o Rhi�obium pha4eoli, e quais os fatoves que podem 

interferir nessa ligação. 
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2.4. 6. Fatores q�n-fluenciam a ligaç_ão Rh.i.z ob.i.um-lec 

tina 

Trabalhos relevantes foram feitos_ mostrando que 

as propriedades lectina ... ligante das estirpes de Rh,,i,zob.i.um ja.pon.i.c..u.m 

mudam 

et alii, 

substancialmente com a idade da cultura (BHUV.AJ-.'ESWARI 

1977; MORT & BAUER, 1980 e 'fRUCHET et alii, 1983).

CHAHAL & VILKHU (1986) também verificaram a existência de u

ma correlação positiva entre ligação lectínica e idade da cul

tura de virias estirpes de Rh.i.�obiurn. 

O grupo de BHUVANESWARI trabalhou com lectinas 

de soja altamente purificada e marcada com fluoresceína (FITC

-SBL) ou trltio ( 3H-SBL). A porcentagem de células na popula

ção que exibiu fluoresceína após a exposição de FITC .. SBL va

riou entre 0-70%, O núiero médio de moléculas de sementes de 

soja ligados por célula variou entre 0�2xtü 6 , Os autores cita-

dos verificaram então que a maior parte das _estirpes tiveram 

. mais alta porcentag.em de células SBL-positivas e o máximo núme 

ro de sítios ligantes SBL por células nas fases inicial e log� 

·rítmica de desenvolvimento (BHUVANESHARI, et alii, 1977).

Através da análise da inibição da hemaglutina

ção,TSIEN & SCHMIDT (1980) estimaram a presença da ligação li

popolissacarídio-lectina de soja em culturas de R. Ja.pon.i.c..um. 

Estes pesquisadores conclu1ram que a lectina ligante do lipop� 

lissacarídeo se fez presente em todas as preparações, tanto na 
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fase exponencial como na fase estacionária àe desenvolvimento. 

Porém neste mesmo ano, MORT & BAUER (1980.) veri 

ficaram que à medida que a cultura se desenvolve da fase log 

precoce para a tardia há uma redução de quase 50% na porcenta

gem de células encapsulada�. Como somente células encapsuladas 

ligam-se à lectina concluíram que a perda de encapsulação foi 

suficiente para explicar a perda da capacidade de ligação du

rante o desenvolvimento de culturas de R. japonicum, Eles con

cluíram também 1 que a idade da cultura está relacionada à com

posição química dos polissatarídeos capsular e extracelular de 

R. japonicum, fator este que determina a habilidade da bacté

ria para ligar�se à lectina da semente de soja. 

Estes r�sultados foram recentemente confirmados 

por outros pesquisadores que concluíram que a ligação entre a 

lectina de ervilha marcada com fluoresceína e representantes de 

várias estirp.es de Rhi�obium correlaciona .. se positivamente com 

a encapsulação e que o máximo de ligação e encapsulação-foi OE_ 

servado durante a fase 1-ogari tímica das culturas (OiAHAL & VILKHU), 

1986). 

Mais observações confirmando os resultados de 

Bh�iraneswari (�HUVAN):l�WARI et alii, 1977) foram obtidos por 

TRUCHET et alii (1983), Estes pesquisadores examinaram as 

principais condições para aglutinação de R. japonicum por lec-

tinas da semente de soja marcada com fluoresceína e concluí-

ram que a capacidade das células para serem aglutinadas foi 
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passageira e ótima para culturas desenvolvidas durante quatr� 

-cinco dias.

Existem ainda alguns trabalhos que dizem que o 

ambiente fornecido is raízes da planta; um importante fator 

para haver a ligação Rhlzoblum�lectina. Com este propósito 

BHUVANESWARI & BAUER (1978) verificaram em seus estudos que t� 

das as onze estirpes de Rhlzoblum japonleum desenvolveram re-

ceptores específicos para lectina de soja quando cultivadas 

_em exudados de raízes de soja e na associação com raízes de 

· plântulas ô.e soja crescidas em solução hidropônica ou em solos de ar- · 

gila.montmoiinolita ·corrigida (turfa). Por;m, seis das onze ei 
. 

tirpes testa�as não desenvolveram receptores quando cultivadas 

em meios com sais sintéticos. O grupo de Sherwoo d. (Sherwood et 

alii, 1984) __ verificou qµe o excesso de nitrato durante o desen 

volvimento da plântula não reprimiu a -síntese de trifoliin A, 

a lectina do tr�vo branco, na raiz, mas afetou a distribuição 

e atividade da lectina sintetizada, a ponto de reduzir sua ha

bilidade para interagir com o R, X4lóolll, 
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3, MATERIAL E MÉTODOS 

3,1, MATERIAL 

Foram utilizadas para a realização deste traba

lho sementes maduras e sadias de Pha-0eolu-0 vulga�i-0 obtidas do 

Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA-USP) e do Insti 

tuto Agronômico de Campinas (IAC). As sementes foram estocadas 
o a 4 e.

Culturas de Rhizobium pha-0eoli estirpes C-05 e 

CIAT 1899 foram derivadas de culturas estoques mantidas na 

Seção de Microbiologia de Solos (CENA�USP) em tubos de 

inclinado a 4
°
c.

agar 

Sangue humano, do grupo A, Rh positivo, de doa

dor sadio, foi recebido em citrato de s6dio 4%, conservado a

trav;s de tratamento com glutar�ldeído e mantido i 4
°
c.

Sangue de vaca sã, criada na seção de Ciências 

Animais (CENA-USP), foi recebido em solução de heparina, trata 

do com tripsina, conservado com jlutaraldeído e estocado a 

4
°
c.

As substâncias químicas utilizadas foram de 

grau analítico ou eletroforitico. 



3,2, MÉTODOS 

3.2.1. Curvas de crescimento de R. phaaeoli, estirpes 

CIAT 1899 e C�OS 

A bac�éria obtida dé estoques mantidos no CENA, 

foi estabilizada em meio -líquido definido de FRED et alii (1932). 

O número de céluias durante o desenvolvimento da cultura foi 

determinado através de dois métodos. 

3.2.1�1. Método colorimétrico 

- � um .método para contagem de células vivas. O

cloreto de trifeniltetra�olio (TTC} é redu�ido na cadeia respi

ra-tória da bac-téria produ�indo - coloração ãs células (dados não 

publicados). 

Imediatamente após a inoculação da bactéria em 

meio lfquido (inóculo inicial) foi retirado 1ml da suspensão ao 

qual adicionou-se �,Oml de meio -líquido,· o·material foi ,agi

_ tado e 0,1ml de TTC 10% foi adicionado. Incubou-se durante 24 

horas, no escuro e ã temperatura ambiente. Passadas 24 

procedeu-se da seguinte forma: 

horas 
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. foram ret1rados 3,0ml da amostra e estes fo

ram centrifugados a 10.000xg durante aproxima 

damente oito minutos, 

_o sobrenadante foi desprezadó, coletando-se a 

penas o precipitado, contendo células • 

• as células foram ressuspendidas em 3,0ml de 

metanol, agitadas e novamente 

por mais oito minutos, 

cent-:rifugadas 

. o sobrenadante foi levado ao e·spectrofotome

tro p�ra contagem, 

Repetiu-se estas operaçoes em diferentes 

cas do desenvolvimento bacteriano. 

epo-

Os dados obtidos foram avaliados juntamente com 

os resultados do m;todo do plaqueamento. 

3.2.1.2. Método do plaqueamento 

Para o experimento foram utilizados tubos de 
' ' 

ensaio contendo 9,0ml de solução salina 0,85%, pipetas de 1,0ml 

e placas de Petri contendo 30ml de meio s6lido definido (FRED

et alii, 1932). Todo este material foi esterilizado para uso. 
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O procedimento utilizado E descrito no·Quadro 

·que se segue:

Observações: PaTa cada diluição uma nova pipe

ta foi utilizada como indicado no esquema, As_pipetas usadas 

nas diluições foram as mesmas que transferiram 0,1ml para as 

placas de Petri. 

A suspensao foi succionada com a pipeta até 

a marcação 1 , 0ml; seu conteúdo foi descarregado. Esta operaçao 

foi repetida 5 vezes para misturar e tomar uma boa 

-da suspensão e também saturar a parede interna da 

amostra 

pipeta 

com baçtérias. o nível do líquido (1ml) foi ajustado e a

pipeta foi deixada do líquido de forma que sua extremidade in 

feriar tocasse a parede interna do tubo. Posteriormente des

càrregou.-se o conteúdo da pipeta no próximo tubo, deixando a 

ponta daquela pipeta· limpa do líquido de diluição. O . número 

de células �as diluições foi contado colocando-se·o,1m1 de ca 

da diluição separadamente em placas de Petri. O materi�i foi 

uniformemente distribuído sobre a placa com auxílio de uma al 

ça, deixando-se crescer a zs
º
c. O número de células 

foi contadó com o auxílio de um contador de co1Snias 

field Quebec, modelo 3327. 

. -- . v1ave1s 

Dark-

O plaqueamento foi feito com as estirpes CIAT 

1899 e C-05, em virias períodos de desenvolvimento bacteriano. 



Simulação da operação.de crescimento bacteriano pelo 
do plaqueamento: 

Operação N9 Vol. de - Vol. de susp. Vol. susp. 
frasco diluente no· diluente na placa 

Tomar 1mi da 
suspensão origi 
nal e colocar 
no frasco 1 com 
pipeta 1 • Agi- . 
tar o frasco e 
com a pipeta Z 
retirar O, 1ml 
e colocar na 
placa 1. 1 9ml. 1ml o, 1ml 

Usar a pipeta 
2 para colocar 
1ml do frasco 
1 no frasco 2. 
Agitar. Reti-
rar O, 1ml com 
a pipeta 3e 
colocar na 
placa 2. 2 9ml · 1ml O, 1ml 

Usar a pipeta 
3 toma 1ml do 
frasco 2 e 
passar para o 
frasco 3. Agi 
tare com a 
pipeta 4 · reti 
rar O, 1ml p�-
ra colocar na 
placa 3 3 9ml 1ml 0,1ml 

Proceder desta fonna até atingir a diluição desejada 
. 

.32. 

método 

Diluição 
na placa 

102

103

10
4



� .33
' 

3.2.2. Proteínas de, Pha..óe.oi..-u.ó vulga}[.,l.õ 

3.2.2.1. Proteínas totais 

As proteínas foram extraídas de farinha de co

tilédones maduros, em ausência de casca e embrião, em tampão 

fosfato 0,01M-salina 0,15M, pH 7,0 na proporção de 50mg de 

farinha/ml de tampão. O material foi mantido em agitação cons 

tante durante 20 minutos. A clarificação do mesmo foi feita 

por centrifugação a 15.000 x g, durante 30 minutos, 4
°
c. O

so.brenadante foi colhido e considerado como extrato bruto (EB)

e o p�ecipitado foi desc�rtado. 

A concentração protéica do EB foi determinada 

colorimétricamente (LOWRY et alii, 1951), As.proteínas extraí 

das foram caracterizadas através de testes de eritroaglutina

cao contra sangue humano e de vaca pré�tratado com tripsina 

(JAFF:13 et alii, 1.972) e através de eletroforese em igel de , po

liacrilamida, sob condições• ácida e dissociante· (LAEMMLI, 

1970 e REISFELD et alii, 1962). 

3.2.2.2 .. Fracionamento 

A purificação de lectinas foi realizada ã par-
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tir do fracionamento do extrato bruto de sementes de ·feijão, 

atrav�s de cromatografia de afinidade , em coluna de Sepharo

se 4B tiroglobulina. 

- Preparo da resina:

Antes de ser utilizada, a resina, Sepharose 4B 

foi a�oplada com tiro globulina. O procedimento para acoplamen 

to foi realizado seguindo-se instruções dos fabricantes 

· (PHARMACIA FINE CHEMICALS, 1979). A Sepharose 4B tiroglobulina foi

inchada em HCl 10 .. 2M durante quinze minutos, Subsequentemen

te. a .sepharose foi lavada com grande quantidade de HCl 10 .. 2M

e posteriormente neutraliiada com so1ução de NaCO
3

0,1M con

tendo NaCl 0,SM (tampão acoplante). Após decantação à 4°c o

sobrenad�nte f oi despre�,do, A tiroglobulina_de porco foi dis

solvida em tampão acoplante e adicionada à Sepharose ativada.

Esta mistura permaneceu efu agitação lenta a 4 °c por 20 horas.

Seguiu-se decantação e lavagem da mistura com tampão acoplan

te para retirar o material nio ligado. A mistura passou ainda

por lavagens com etanolamina (1M pH s,o), tampão acetato

(O, 1M pH _4,,0) e tampão �ora to (O, 1M pH 8, O), estes dois Úl ti ...

mos contendo solução com clo�eto de s5dio (1M), Esta etapa

foi realizada a fim de neutrali�ar grupos ativos.remanescen �

tes e remoçao da proteína a.d sorvida não covalente •. Após o 

acoplamento, a resina foi acamada · em ·coluna· de tamanho 
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1 , 5 X . 3 0 Cm à 4_o C • 

- Isolamento da lectina

O extrato bruto de sementes de feijão foi apli 

cado i toluna e a mesma lavada com tampão fosfato pH 7,0 du

rante 10 horas. Posteriormente, as lectinas foram eluÍdas pa� 

san·do .. se pela coluna tampão glicina-HCl O, OSM NaCl pH 3, O. 

' .

... Análises 

O material eluído da coluna foi submetido a 

· testes de eri troaglutinação contra eri tróci tos humanos. (JAFF]j

et a1ii, 1972) e a eletroforese em gel :de pol iacrilamida sob

condições· dissociantes (REISFIELD et alii, 1962).

"_Procedeu�se da mesma forma com proteínas ex

traídas de sementes de plantas desenvolvidas·· durante todo o 

seu ciclo �m atmosfera, contendo 14
co

2 
para obtenção de lecti 

14 na purificada marcada com · C.
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3.2.3. Atividades aglutinantes das lectinas 

3.2.3.1. Contra eritrócitos 

A atividade eritroaglutinante das proteínas dos 

extratos brutos, lectinas purificad·as, lectina marcada com 
14

c, bem �omo de uma preparação comercial de lectin� -�de

Phcu,e.oluJ., vulga.JÚ.6. (PHA-P L, 1800) foi determinada contra eritró 

citos humanos e/ou de vaca tratado com tripsina. As amostras 

foram diluidas seriadamente em placas de aglutinação, Sangue 

humano 4% conservado em glutaraldeído ou de vaca 4% tratado 

com tripsina e conservado em glutaraldeído foi adicionado as 

cavidades das placas_ de aglutinação. O título de aglutinação

de cada amostra, qu� corresponde ao inverso da maior diluição 

em que se �bserva aglutinação, foi determin�do, O método foi 

realizado com a utili�ação d e  material "Cooke 

Company, Alexandria, Wisconsin, 

3. 2, 3. 2. Cont'X'a bac-téria·s

Engineering 

Os extratos brutos de cada uma das três culti

vares de feijão (Pha�eolu� vulgani�, L.), Carioca, Goiano 

Precoce e Negro Argel foram separadamente adicionadas a uma 



suspensao bacteriana de Rhlzobium pha.6eall estirpes C-O5 ou 

CIAT 1899 com uma concentração de células da ordem de 10 9 cé-

lulas/ml, na proporção de 10ml de suspensão bacteriana para 

3,0ml de extrato bruto. O material foi mantido em agitação 

constante a zs ºc durante uma hora. A suspensao foi iavada re

p"etidamente com salina e foi testada a atividade aglutinante 

do sobrenadante. Quando esta atividade não foi mais .detectá

vel, as lavagens prosseguiram por mais duas vezes. O precipi

tado final foi ressuspendi_do em 2ml de solução salina e subm� 

tido ao teste de aglutinação contra sangue humano 4% conserva 

do com g1utaraldeído. O título de aglutinação foi então déter 
ó· 

minado. 

3.2.4. Comparação de dois métodos para avaliação dire 

ta da aglutinação Rhvlzoblu.m ... 1ectina 
4 1 P i i O . .; 4 

A avaliação da aglutinação de células microbia 

nas por lectinas de feijão, foi efetuada por dois métodos di

retos de aglutinação: em placas de microdiluição e em lâminas 

para microscópio. 

As amostras utilizadas foram: 

• extrato bruto de feijão (Pha..6eolu..6· vu.lga.Jtl.6,

L.) cultivar Goiano Precoce (EB Goiano).
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. preparaçao comercial de lectina de feijão na 

proporção de 125µg proteína/ml de solução sa 

lina 0,85% (PHA-P L. 1800) • 

• lectina purificada de feijão ·cultivar Goiano 

Precoce (lectina purificada)." 

. tampão fosfato 0,01M+salina 0,1SM, pH 7,0 

(controle) 

• suspensão bacteriana: foi utilizada suspen -

são da bact;ria Rhizobium pha�eoli estirpe 

CIAT 1899 crescida em cultura líquida. 

3. 2. 4. 1. Aglu,tinaçã0-- _direta em placas de micro

diluição 

Foram colocados nas cavidades de placas de mi .. 

crodiluição 20µ1 das amostras individualmente e 20µ1 de 

pensão bacteriana. As placas· foram incubadas por uma hora 

temperatura ambiente e depois foram analisadas sem o uso 

sus-

de 

magnificação. A avaliação foi feita com a cultura em diferen

tes horas de desenvolvimento. 
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3. 2. 4. 2. Aglutinação direta em lâm,inas de mi

croscópío 

Foram colocados em lâminas de microscópio 10µ1

de amostra e 10µ1 de suspensao bacteriana. As lâminas foram 

incubadas durante uma hora a temperatura ambiente e depois ob 

servadas em microscópio ótico (Micro Star American Optical 

Üile-Ten) com o auxílio de imersão e um aumento de 1000 vezes. 

Cultura bacteriana em 4iferentes horas de desenvolvimento foi 

utilizada. 

3. 2. 5. Fatores gue
1 

,Po�epi, t.e��l.ar A a�lutinação

Rhizobium-lectina 

3.2.5.1. Determinação da relação entre a con-

centração de lectina e o número de 

lulas bacterianas 

ce 

Culturas_ de R. phaheoli, CIAT 1899, foram esta 

�ilizadas a 2s
º
c -em meio líquido definido por FRED et alii 

(1932), obtidas de culturas estoques mantidas em tubos com a

gar inclinado. A concentração de c;lu1as foi ajustada para as 

concentrações desejadas após cinco dias de desenvolvimento. 
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As células coletadas foram incubadas com uma 

preparaçao comercial de lectina de feijão (PHA) nas propor-

ç6es de: O, 10, 20, 40, 80, 16 0, 320 e 640ng proteína/106 cé

lu�as, e separadamente com um extrato salino protéico prepara 

do de sementes de feijão·cultivar Goiano F-recoce nas propor-
.. 6 ç6es de 160, 320, 640, 1250, 2500, 5000 e 10000ng proteina/10 

-células.

Os testes de aglutinação das células bacteria

nas, foram estimados visualmente com o auxílio de micróscopio 

ótico. A concentração protéica das amostras foi determinada 

colorimétricamente pelo método de LOWRY (LOWRY et alii, 1951) 

usando-se soro albumina bovina como padrão (Figura 1'), 

3.2.5.2. Determinação da época de desenvolvi -

menta de receptores lectínicos em R. 

pha.h eoli 

Cflulas de R, pha4eoli CIAT 1899 foram desen

. volvidas em meio -líquido descrito por FRED et alii (1932), 

A incubação com extrato bruto, lectina purifi

cada, da cultivar Goiano Precoce, bem corno com uma preparaçao 

comercial de lectina de feijão (PHA,..P L. 1800) foi feita em 

liminas para microsc6pio em peTÍodos de o, 6, 15, 24, 27, 32, 

40, 44 e 48 horas de desenvolvimento bacteriano. O número de 
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Figu:f� l-".' Cu'X'Va padrão parra detenninação de_pro�eína solúvel 
pelo método de Lowry (LOWRY et alii,. ·-1951). 



células utilizado foi da ordem de 109 células/ml no decorrer 

de todo o experimento. Para avaliação da aglutinação foi uti

lizado o método "aglutinação em lâminas para microscróp_io" j â 

descrito. 

3.2.S.3. Interferência do_ pH na ligação 

Rhizobium�lectina 

A bactéria simbionte do feijão, '· . Rh:izoblum 

pht::--6e.oli estirpe CIAT:.: · 18 9 9, foi Grescida durante cinco dias em 

meio iíquido levedura/manitol atingindo uma concentração de 

2 x 10
9 células/rol. 

Subsequentemente, o material foi distribuído 

em quatro frascos e cada qual mantido a pH 3,0; 4,5; 6,5 e 

8,0, sendo o pH 

meio de cultura. 

ajustado com as próprias soluções do 

Separadamente, a cada cinco ml de cultura bac

teriana foram adicionados 1,5ml de lectina purificada de fei

jão, ·cultivar Negro Argel numa concentração cujo título. de 

aglutinação foi de 256 quando testada com sangue humano 4% 

tratado com glutaraldeído. Para controle foi utilizado tampão 

fosfato 0,01M salina 0;15M pH 7,o. Todo o l!late:rial foi manti,.. 

do em agitação constante, a temperatura ambiente durante 1 

hora. Logo após o material foi centrifugado,. durante cinco mi 
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nutos, 4
°
c e 10000xg. Foram feitas então várias lavagens do 

precipitado com meio de cultura líquido cujo pH variava con

forme o inicial. Os sobrenadantes sempre foram submetidos a 

ag�utinação de eritrócitos humanos 4% tratados com glutaral

deído. As lavagens foram·mantidas ati que dois sobrenadantes 

consecutivos não mais apiresentassem atividade eritroaglutinan 
. 

.

te. Os sobrenadantes sempre tiveram o pH ajustado para 6,8 an 

tes de serem submetidos a eritroaglutinação, O precipitado fi 

nal foi ressuspendido ·em 200.�1 de tampão fosfato O� 01M� solu

· ção salina 0,15MpH7,0 ro seu pH foi ajustado, e seguiu-se 1 ,teste de

eritroaglutinação. Os precipitados também foram observados

no microscópio ótico (Micxo-Star/American Optical One-Ten)com

aumento de 1000 vezes. Os.sobrenadantes das incubações foram

submetidos à eletroforese em tubos de gel de poliacrilamida

sob· condições- ácidas e ao teste de LOWRY (LOWRY et alii,.'.1951).

3,2.6. Determinação da aglutinação através de lectina 

radiomarcada 

Lectina marcada com 14
c, ·foi- isolada· atra

.v&s de cromatografia de afinidade de extrato. bruto de fei

jão, cultivar Carioca, crescidos em atmosfera contendo 14
co 2_

tia Seção de Qufmica de Solos (CENA-USP), A atividade agluti� 
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nante' do extrato, bem como da lectina purificada foram anali 

sadas contra eritrócitos humano 4% conservados com glutaral-
· - · -

deído. A lectina purificada foi incubada com R. pha�eoli CIAT 

1899 crescido em meio líquido definido (FRED et alii, 1932) 

até uma concentração de 2 x 10 9 células/ml. As concentrações 

e quantidades de lectinas radiomarcadas, tal como solução sa

lina 0,85% e cultura bacteriana utilizadas são mostradas na 

Tabela 1 �. 

Após incubação durante uma hora, alíquotas fo

ram retiradas para observação microscópica; o restante foi 

lavado 3 vezes com mei� -líquido. O precipitado final ressus

pendido em 75�1 de so1u,�o cintiladora (PPO 4g; POPOP 0;1g; 

. TOLUENO 1 litro' e TRITON O, s ·t), dividido em triplica ta com 

15ml de solução· cin�iladora para contagem em cintilador lí

quido. Como padr?es,. utili�ou-se soluç�o cintiladora pura, 

solução cin_tiladora +· lectina e soluç�o- cint.iladora +

· ção salina 0,8%.

solu-
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Tabela 1 - Concentração e quantidade de lectina radio�rcada com·14
c, sa

lina e cultura bacteriana utilizadas para incubação. 

Concentração Quantidade Quantidade Concentração Quantidade 
lectina - ªt lectina- 14C salina 0,8%. . bacter"i ana de cultura 

µg/ml ml ml ci�l�·{x 10- 9
) ml 

. 60,0 1,500* 0,000 3,0 1,5 
30,0 .1,500 0,000 3,0 · 1.5
10,0 1,000 2,000 6,0 3,0

3,0 0,500 4,500 10,0 5,0
1,0 o, 167 4,833 10,0 5,0
0.,5 0,083 4,917 10,0 5,0

. .  

o,o 0,000 3,000 6,0 3,0.
0,0 0,000 5,000 �0,0 5,0

* Esta quantidade_ foi utili�adaapÕs concentração da lectina purificada

radiomàrcada em concentrador de amostras para análises clínicas Mini-

con; ™B' 
--
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4. RESULTADOS

4.1. DESENVOLVIMENTO DAS CULTURAS DE Rhizobium pha-0eoli 

ESTIRPES C-O5 E CIAT 1899 

As curvas de crescimento determinadas pelo mé

todo do plaquearnento de ambas as estirpes, C-05 e CIAT 1899, 

foram exponenciais e demonstraram que há urna fase inicial cu� 

jo d(;}senvolvirnento bacteriano é lento, uma fase loi de cres

cimento rápido e uma fase estacionária atingida após um pe

ríodo de quatro a seis dias (Figura 2). A curva de desenvol� 

. vimento de R. phaJeoli estirpe CIAT 1899 realizada pelo rnéto-

do colorimétrico exibiu as mesmas caracte�Ísticas descritas 

(Figura ,3). Os resultados também demonstraram que R. phaJeoli 

estirpe CIAT 1899 apresenta na fase log um crescimento 

ripido que a estirpe C-05, atingindo uma concentração de 

mais 

ce-

lulas também mais alta. Devido a estas Últimas considerações, 

R. phaJeoli estirpe CIAT 1'899 foi a ,nais utilizada durante o

decorrer dos experimentos, 
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4,2, CARACTERIZAÇÃO DOS EXTRATOS DE TRÊS CULTIVARES DE FEI

JÃO
J 

PhaJ�olu-0 vulga4iJ� L,

Os extratos salinos obtidos dos cotilédones 

dos três cultivares estudados, Carioca, Negro Argel e Goiano 

precoce, mostraram alta capacidade eritroaglutinante (Tabela 

2). Os três extratos aglutinaram f6rtemente eritr6citos huma

nos e os extratos das cultivares Goiano Precoce e Negro Argel 

também mostraram atividade alta quando testados com eritr6-

citos de vaca tratados com tripsina. Entretanto, o extrato do 

cultivar Carioca teve somente uma baixa atividade contra es� 

te• Último tipo de eritrócitos, 

Análises eletroforéticas dos extratos revela

ram a existência de diversos componentes protéicos em cada um 

dos três e estes componentes incluem proteínas com mobilidade 

semelhante,. senão igual aquela 1,ectina purificada comercial 
·. 

__; 

níente, PHA (Figura 4).

4.3, PURIFICAÇÃO DAS LECTINAS DE Pha-0�olu-0 vulga4i-0 CULTI-
. . 

VARES GOIANO PRECOCEJ CARIOCA E NEGRO ARGEL, 

As proteínas extraídas foram separadas em 

duas frações principais durante a realização da afinidade cro

matográfica em coluna de Sepharose 4B�tiroglobulina. A curva 
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Tabela� - Eritroaglutinação dos extratos brutos de três cultivares de 

feijão (PhaAeo.tu.-6 vulga/lÁ..6, L.). 

Extrato bruto 

Goi�o Precoce 

Carioca 

Negro _Argel_ 

· Gontrole; Salina

, Humano 

4096 

"4096 

4096 

o 

Título de Aglutinação 

,Sangue 

Vaca 

4096 

32 

1-024

o



Rm(I) 

0,35 

t-----

. �-----

�-----

a-- - ---

.,_ ______ 

(o) 

1------

1------

i-----

i------
'""----

,_ ____ _ 

,_ ___ _ 

(b) 
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0,33 
0,35 

(d) 

Figura 4 - Perfis protéicos dos extratos ·de três cul�-�vares de P.

vu..lga/Ú6 e uma lectina comercial (PHA) ob�id�s por ele 
troforese em gel de poliacrilamida sob condições . áci 
das. 
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descrita durante a eluição é mostrada na Figura 5. A . maior 

parte da proteína passou pela coluna durante a passagem de 

tampão fosfato à pH 7,0, isto é, foi eluÍda e em subsequentes 

testes, esta proteína não exibiu atividade eritroaglutinante. 

Umá pequena parte da pro�eína aplicada à coluna foi adsorvi

da·, quando tampão fosfato pB 7, O foi utilizado. Esta proteí-

na adsorvida somente foi eluída duiante a passagem de 

pão glicina HCl pH 3,0. Esta �ltima fração de todns as 

tam

três 

cultivares estudados, apresentou atividade eritroaglutinante 

contra sangue humano e dos cultivares Goiano Precoce e Negro 

Argel também aglutinaram eri tróci tos de vaca tratados com trip

sina (Tabela 's). Finalmente o perfil eletroforétíco sob 

condições icidas per�itiu caracteri�i�1as como 1ectinas (Fi

gura ? ) . 

A atiyidade eritroaglutinante alta das· lecti-

nas purific�das d s três cultivares quarido testae com san-

gue humano e a diferenciação do.i cultivar Carioca em ·relação 

aoscultivares Goiano PTecoce e Negro Argel, preservaram a 

especificidade observada quando extratos brutos foram utili

zados porém a atividade hemagiutinante foi superior para as 

lectinas purificadas (Tabe1a 4·), 
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o.a

0.4 

300 540 640 

volume de eluição (mi) 

Figura 5 �. Perfi� de eltiição obtido por CTomatografia de 

afinidade em coluna de Sepharose�tiroglobuli

na de um extrato protéico de feijoeiro (Pha-

1.>eoi.M vui.ga.Jl.,Ll) cultivar Negro Argel). 
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Tabela 3 - Aglutinação do material cromatográfico de 3 cultivares de fei

joeiro contra sangue humano. 

Cultivar 

Carioca 

G. _ Precoce

N. Argel

1 - Extrato bruto 

Título de Aglutinação 

Fração pH7 

o 

o 

o 

Fração pH3 

4096 

8192 

4096 

EB 1

1024 

2048 

1024 
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Rm Rm Rm 
--- --- ---. 

0,35 0,36 � ""0,35

(o) ..
( b) (e) (d) 

Figura.6 - Perfis protéicos das lectinas purificadas em cromatografia de a 

finiàade de três cultivares de PhMeoluJ.i vulga!lÁ.,6 e de uma lec

tina comercial (PHA), obtidos por eletroforese em gel de polia

crilamida sob·condições ácidas, 

(a) Negro Argel

(b) Goiano Precoce

(e) Carioca

(d) PHA-P L. 1800 ..

(1) Mobilidade Relativa
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Tabela 4- Eritroaglutinação dos EBs e lectinas purificadas de 3 cultiva

res de feijão (Plta.õe.olu.6 vtd.gevú.6, L.). 

Título de Hemaglutinação 
.Amostras 

SHG1
SVTTG2· 

EB Goiano precoce 256 256 

EB Carioca 256 8 

EB Negro Argel 256 128 

Lect. Goiano precoce 512 256 

Lect. Carioca 1024 512 

Lect •. Negro Argel 512 64 

SHG 1
•: Sangue humano 4% conservado em ,zlutaraldeído. 

SVTTG2 : Sangue de vaca 4% tratado com tripsina e conservado com glutaral

deído. 
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4.4. DETECÇÃO DA LIGAÇÃO LECTINA-Rhizoblum ATRAVÉS DE TES

TE� DE AGLUTINAÇÃO 

Enfatizando os resultados de HAMBLIN e KENT, 

(1973) verificou-se que quando células de R. pha�eoli estir

pes CIAT 1899 e C-05 foram crescidas em meio líquido de cul

tura por cinco dias, incubadas com extratos brutos de feijão 

cultivares Carioca, Goiano Precoce e Negro Argel ou PHA, pos

teriormente lavadas e finalmente misturadas com uma suspensao 

_de eritrócitos humanos 4%, elas foram combinadas por cada 

uma das preparaç6es (Tabela S). Os títulos de aglutinação ob

servados não foram identicos e podem refletir uma afinidade 

preferencial entre R. pha�eoli estirpe CIAT 1899 e a lectina 

de P. vulga�i� cultivar Negro Argel e entre a estirpe C-05 

e a lectina d os <lema.is cultivares estudaçl.os , a saber Carioca 

e Goiano Precoce, Entretanto, as_ dife�ebças -0bservadas foram 

estreitas e pr5ximas dos limites de sensibj1idade dos· testes 

-de aglutinação.

A avaliação direta da aglutinação bactériana 

por lectinas e extratos de feijão pelo método de aglutinação 
. 

. 

em lâminas para microscópio também mostrou que a aglutinação 

foi visível no extraio bruto, na lectina purificada e na lec

tina comercial, confirmando os resultados obtidos anterior

mente. Porém a aglutinação através da observação das placas 

de microdiluição não revelou células aglutinadas em qualquer 
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Tabela S - Eritroaglutinação de R. phcu,eoU incubado com o extrato protéi-

- co de feijão (Pha6eohl4 vui.gallÁ..6, L.). Sangue utilizado: huma

no 4% tratado com glutaraldeído •

.Amostras 

célul� 

R. phoAeoU CIAT-1899

R. ·phat,eoU C-OS

Sobrenadantes 

3� Lavagem· · CIAT 1899 

e� os 

4� Lavagem CIAT-1899 

e - os 

Título de Eritroaglutinação 

N •. Argel G. Precoce

.... 

08 02 

02 08 

' ' 

00 00 

00 00 

00 00 

00 00 

Carioca 

02 

16 

00 

00 

00 

00 
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amostra e ·nenhuma diferença visível entre o controle e as a

mostras foi detectada. 

4.5� CONDIÇÕES QUE PODEM AFETAR A AGLUTINAÇÃO 

Para dete1minação da época de _desenvolvimento 

de receptores lectínicos em R. pha�eol� estirpe CIAT 1899 fo-

ra� feitas anilises através de aglutinação em liminas para 

microscópio. A aglutinação foi avaliada após incubação das a

mostras com as cElulas bacterianas e só foi detectada durante 

- a. fase log - (Tabela 6). Uma possível explicação para este 

fato foi o baixo número de células/ml utilizado para zero e 

vinte e ·quatro horas· de desenvolvimento da cultura. Para sa-

nar o problema foi testada a aglutinação durante as primei-

ras vinte e quatro horas de desenvolvimento bacteriano usando 

- d .. o 9 ... / 
� uma mesma concentraçao e celulas, 1 celulas ml. O nivel

da atividade aglutinante vario� entre as diversas preparaçoes 

prot�icas, melhorando sensivelmente no período inicial de de

senvolvimento quando comparado com os resultados obtidos an

teriormente (Tabela 7), 

A aglutinação das células bacterianas também 

foi dependente da relação entre a concentração de lectinas e 

o número de células bacterianas. Porém a aglutinação não foi

detectada quando mais que 100 ng de PHA/106 células foram uti
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Tabela 6 - Aglutinação de R. phaAeoU, CIAT 1899 pelo método direto de a

glutinação em lâmina para microscÓpio. (+ aglutinação positi

va; - aglutinação negativa). 

Tempo em cultura líquida (hs) 

v 24 30 36 .-48 60 

EB Goiano +++ ++t +++ +++ +++ 

Lectina purificada. ... ++ ++ 

PHA-P L.1800 +++ +++ . +++ . +++ 

Controle �- ,:o ... .... 



Tabela 7 - Aglutinação de R. phcv.,eoU CIAT 1899 em diferentes fases de 

desenvolvimento(+ aglutinação positiva; - aglutinação nega

tiva. 

.Amostras 
Tempo de cultura (hs) 

o 6 15 24 

EB. Goiano Precoce ++ +++ ++ +++ 

Lect. 'purif.,Goiano Precoce + ,t-t -t++ ++ 

PHA-P L. 1800 �- -ti:· ,t ·l-+ 

Controle � .. 'I:' 
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lizados. Ji a concentração protfica limitante quando .extrato 

bruto foi utilizado foi de aproximadamente 10 vezes àquela de 

PHA (Tabela 8). 

Os testes de eritroaglutinação com os sobrena

darites das incubações de R. phaheoli estirpe CIAT 1899 com 

lectinas de feijão cultivar Negro Argel, realizados em dife

rentes pHs, revelaram que existe aiividade• eritroaglutinan -

t� nas primeiras lavagens do material incubado. Esta ativi-
' 

dade porim i inexistente ap6s tr6s ou quatro lavagens (Tabela 

91� ·quando os precipitados das incubações, cujas sobrenadan-

tes não mais apresentavam atividade aglutinante detectivel 

foram submetidos a testes de eritroaglutinação eles mostraram 

atividade, cuja intensidade foi mais elevada naquelas incuba" 

ções em que o pH era mais baixo quando comparadas com as in

cubações realizadas �m valores de pHs mais altos:. (Tabela 10). 

Os resultados obtidos nas anilises com microsc6pio foram se-

melhantes aqueles acima descritos (Tabela 1t). Os 

foram negativos para todas as incubações. 

4,6, UTILIZAÇÃO DE LECTINAS MARCADAS 

controles. 

A atividade radioativa inicial da farinha de 

sementes de feijão cultivar Carioca, cultivadas em atmosfera 

contendo 14
co era de 32000 cpm. Desta farinha obteve-se um2 ' 
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Tabela 8 - Aglutinação de diferentes concentrações de R. phMeoU, CIAT 

-1899 por diferentes concentrações de PHA ou extrato protéico

de feijão (PhMeolu..6 vui.gaJÚ.6, L,). (+ aglutinação positiva;

aglutinação negativa).

n9 
c/ml 
(x. io-9)

o 

0,8 

1- 6
. ' 

3,2 

6,4 ... 

1 Controle: 

c1 

10 20 40.

.. .. 

+ + 

++ + 

.,. 6 .. ng protema/10 celulas

PHA EXTRATO 

SQ_. �16� -320 640 1250 2500 ' ' 

... .. ... .

+ 

+ + + + 

+++ +++ . +++ +++ +++ +++ +++ 

salina 

5000 10000 

� 
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Tabela 9 - Aglutinação de eritrôcitos humanos pelos sobrenadantes das in-

cubações R. pha-6eoU CIAT 1899 - lectina de 

tivar Negro Argel em diferentes pHs. 

Título de aglutinação 

19 SB 2 19 LV 3 29 LV 3 

pH3 + lectina 16 00 04 

pH3 _+ salina 1 
. 00 00 00 

pH4�;5 + lectina 16 00 02 

pH4,,5 ·+ salina1 ºº ºº 00 

pH6,5 + lectina 00 . 00 00 

pH6� 5. + salina1 
. ºº 00 00 

pH8_ · + lectina 00 00 00 

. pH8 + salina 1 
. 00 00 00 

1 - controle 

· 2 :,;. ·sobrenadante da incubação inicial.

3 .;., · sobrenadante das lavagens

P.. vul.ga/Ú.6 cul- . 
� � . 

39 LV
3 

49 LV
3 

00 00 

00 00 

.. oo 00 

00 00 

00 00 

00 00 

00 00 

00 00 
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Tabela 1 O - Aglutinação de eritrõcitos humanos pelos precipitados das incu 

bações de R. phMeoU CIAT 1899 com lectina de feijão culti

var Negro Argel em· diferentes pHs. 

Amostras Título de aglutinação 

pH3 + lectina 4096 

pH3 + salina 00 

pH4,5 + lectina 64 

pH4 ,5 + salina 00 

pH6,S + lectina 02 

pH6,S.+ salina 00 

pH8 + lectina 02 

·
pH8 ·+ salina 00 
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Tabela 11 .... Aglutinação dos precipitados das incubações de R. phMe.oU 

CIAT 1899 com lectina de feijoeiro cultivar Negro Argel a 

nível microscópico. 

.Amostras Aglutinação 

pH3,0 + lectina ++++ 

pH3,0 + salina 

pH4 ,5 + lectina ++ 

pH4,S + salina ... 

pH6 ,5 + lectina + 

pH6,S + salina 

pH8 ,O + lectina + 

. .  

pH8 ,O + salina 
':" 
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extrato bruto das proteínas as quais posteriormente foram 

purificadas no laboratório atrav�s de cromatografia de afini

dade, resultando na obtenção de lectina purificada radiomar

cada. 

A proteína do extrato bem como a lectina dele 

purificada apresentaram atividade aglutinante quando testadas 

com eritrÓcitos humanos 4% tratadoscom glutaraldeído (Tabela 

12-). A observação com microscópio revelou que as incubações 

feitas com lectina purificada nas concentrações 60, 30 e10µg/ 

/ml e células de R. phd�eoli apresentaram atividade agluti� 

nante positiva. As incubações cujas concentrações lectínicas 

foram 3,0; 1,0 e 0,Sµg/ml nao ap�esentaram aglutinação detec

tivel (Tabela 1�. Quando o material acima descrito foi anali 

sado em cintilador líquido, diferenças significativas entre 

as amostras e em relação ao controle não foram observadas. 
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Tabela 12 - Eritroaglutinação de··extrato protéico e lectina purificad� de 

feijão, cultivar Carioca radi�arcados com 14
c.

.Amostras 

Extrato bruto 

(170µg proteína/ml) 

Lectina purificada 

.(30µg/ml) 

Controle 

·(s(?lução· salina O ,8%);

Título de Hemaglutinação 

· 64

4096 

o 

--------------------...,,..�-----·----------� 
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Tabela 13 -.Observação microscópica ela aglutinação de R. phMeoU estirpe 

CIAT 1899 com lectina de feijão cultivar Carioca radiomarcada 

com 14c.

.Amostras 

Lectina 601:1g/ml 

Lect1:11a 301:1g/ml 
' -· 

Lectina 1 01-1g/ml 

Le!=tina 3, o·µg/mi 

Le�tina 1,0µg/ml 

Lectina O,Sµg/ml 

Aglutinação 
' ' 

' '  

++ 

+-t: 

+ 

... 

"' 
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5, DISCUSSÃO 

Após a descoberta das lectinas por Stillmark, 

em 1888 (citado em SHARON & LIS, 1987), as pesquisas a elas 

direcionadas têm se desenvolvido bastante. A seletividade das 

lectinas quando testadas com eritrócitos de diferentes ani-

mais (TOMS & WESTERN, 1971) e at6 mesmo sua especificidade 

para os diferentes grupos sanguíneos (RENKONEN, 1948; BOYD & 

REGUERA., 1949; ALLEN & BRILLIANTINE, 1969 �JAFF:S et alií, 

1972) elevou ainda m�is o interesse ã pesquisa das lectinas. 

Com esta intensificação foi possível detectar que as lectinas 

se ligam às células através de carboi�ratos presentes na su� 

perfÍcie·celular e então utilizadas em iistemas com estrutu" 

ras polissacarídicas como papel _determinante. Logo em seguida 

as lectinas foram detectadas em pelos absorventes e 
. -

primor-

dias radiculares de Pha.-0e.olu.6 vulga.Jz.i.6 (HAMBLIN & KENT, 1973)

no meio de germinação de sementes de soja (FOUNTAIN et alii, 

1977; HWANG et alii, 1978 e CAUSSE &ROUGE, 1983) e finalmente 

em exudados radiculares do trêvo (DAZZO & HRABAK, 1981). Uma 

das muitas propriedades das lectinas é a de que elas, quando 

presentes em raízes jovens de feijão possuem potencial para 

se ligarem às bactérias (HAMBLIN &:;;KENT, 1973)_. Este fato 

provocou muitas discussões e tem trazido muita confusão a 

stillmark, H .. Uber rizin, ein giftiges ferment aus dem sarnem vom rici-

. nus communis, L. und einigen Euphosbiaceen, 1888.



respeito deste propósito das lectinas. Para o presente traba

lho vários métodos foram utilizados com a _ffnalidade de escla

recer e expandir as discussões acima descritas e os resulta

dos obtidos deveriam ser compatíveis ou pelo menos similares 

com aqueles ji relatados •. 

Para que as lectinas fossem melhor investiga-

das era preciso o isolamento e purificação das mesmas. O 

todo mais recomendado para a purificação das lectinas é o 

me-

da 

cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose 4B-CNBr,ho

je bastante desenvolvido (para referências ver PHARMACIA FINE 

CHEMICALS, 1979). Por este método obtém-se dois picos de se

paração, um deles desprovido de lectina e o outro constituído 

somente de lectina. Oi dados obtidos neste trabalho foram se

melhantes a estes. Obteve-se um primeiro pico eluÍdo com tam

pão a pH 7,0 onde estava concentTada a maior parte da proteÍ-

na não adsorvida, sem atividade aglutinante e portanto des-

provida de lectina. �osteriorrnente� out�o pito, uma ·pequena 

quantidade de proteína� porém a�ta capacida.<;le pç1,ra aglutinar 

eritr6citos, tida como lectina pu�ificada, 

Para avaliação das atividades eritroaglutinan

tes, foram utilizados equipamentos de rnicrodiluição e micro

pipetagem da Cooke Eng, Cornpany. Estes equipamentos requerem 

urna técnica de diluição serial provocando eventualmente erros 

de diluições, Devido a este fato, a diferença entre os títu� 

los de aglutinação nao sao consideradas significativas quan-
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do é de apenas uma diluição. Pequenas diferenças eritrocitá -

rias entre indivíduos da mesma espécie também são tidas como 

dificuldades de método (JAFF.E et alii, 1974). Para sanar o problema 

recomenda-se o uso de um mesmo indivíduo durante o decorrer 

de todo o experimento .No ·trabalho aqui desenvolvido foi uti

lizado o mesmo indivíduo humano e o mesmo animal quando san

gue de vaca foi utilizado, 

Um grupo de pesquisadores empregando o equipa-

mento acima descrito classificou. as lectinas de cultivares 

de feijão em quatro grupos distintos devido as variações sig

nificativas de suas capacidades aglutinantes (JAFFÊ et alii, 

1972): 

. grupo A: aglutina eritrócitos humano, de 

coelho e de vaca tratado . 

• grupo B; aglutina eritrócitos humano e de 

coelho, 

. grupo C: aglutina eritrócitcsde vaca tratado. 

• grupo D: inativo contra estes tipos de eri-

trócitos . 

No presente trabalho, foi obtida uma eritroaglu

tinação bastante forte contra sangue humano e de vaca tratado 
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com tripsina (VTT) pelos extratos brutos do3 cultivares Goia-

no Precoce e Negro Argel, indicando que estes extratos 

têm proteína aglutinante, ou lectina do tipo A segundo 

con-

a

classificação de JAFFÉ (JAFFÉ et alii, 1972). Já o cultivar 

Carioca apresentou eritroaglutinação bastante forte quando 

testada com sangue humano porém está foi quase ausente quando 

sangue de vaca tratado com tripsina foi utilizado. É muito 

pr�vável que est e cultivar seja do tipo B. O cultivar Carioca 

foi também considerado do tipo B no trabalho do grupo de·BROWN 

(BROWN et alii, 1982). 

· Um dos primeiros métodos com boa resolução em

. géis de poliacrilamida para separação de proteínas sob condi

çoes ácidas foi descrito por REISFELD et alii (1962). Apesar 

de ser um método que. apresenta alguns inconvenientes para a 
� - . � separaç20 de prote1nas de sementes, ele e um metodo que forne-

ce rapidez para a separação e visualização das cinco isolec

tinas de feijão (MILLER et alii� 1973). Através deste método 

vários pesquisadores relataram diferenças isolectinicas den� 

tro da espécie (CARVALHO, 1981 e FELSTED et alii: 1981). 

Os dados eletroforéticos obtidos no presente 

trabalho das lectinas d s cultivares Goiano Precoce e Carioca 

diferem entre si. Estes resultados concordam com dados já re

latados (CARVALHO & DERBY�HIRE, 1985). A composição isolectÍ

nica aparente do cultivar Negro Argel também foi relatada e 

inclui cinco isolectinas segundo CARVALHO & ;DERBYSHIRE 
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(1985). Porém uma delas observada pelos autores citados nao 

foi idêntica ã isolectina correspondente a do cultivar Goiano 

Precoce, indicando uma diferença estrutural entre as duas 

lectinas. Possivelmente o grau de resolução obtido no presen

te ·trabalho foi inadequa�o para detectar esta diferença. Por 

outro lado esta foi a primeira vez que a lectina do cultivar 

Negro Argel foi isolada. 

A interação 1ectina,,..bactéria foi sugerida por 

HAMBLIN & KENT (19 73) como a base para a ligação do Rhizobium 
.. ... 

as· ra1zes. � de leguminosas. Através de um método indireto 

de aglutinação do extrato de sementes de Pha-0eolu-0 vulga�i-0 

eles concluiram que as raízes continham potencial de se liga

rem às bactérias. No trabalho descrito, células de R, phMeoU 

estirpes ,: CIAT 1899 e C-05 incubadas com extratos brutos 

obtidos de farinha c9tiledonar das cultivares Goiano Precoce, 

Negro Argel.e Carioca aglutinaram eritrócitos humanos. Estes 

resultados concordam c0m aqueles xelatados .POT BAMBLIN & KENT 

(1973) e também foram interpretados como uma indicação de 

que as lectinas ligam-se às células bacterianas. A atividade 

aglutinante dos extratos brutos permite sugerir ainda que a 

presença de outros materiais extraídos d�s ·sementes nao blo

queia ou inibe a ligação do Rhizobium à lectina. 

O reconhecimento específico do hospedeiro· na 

simbiose tem sido muito discutido. Evidências de especifici

dade já foram detectadas para muitas espécies de plantas como 
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soja (BOHIDOL e SCHMIDT� 1974; WOLPERT e ALBERSHEIM, ·1976), 

trevo branco (DAZZO e BRILL, 1977; DAZZO et alii, 1978; DAZZO 

e BRILL, 1979) alfafa (DAZZO e BRILL, 1977). As evidências 

indicam que a especificidade pode ·.se dar. pelas_dif�renças entre a 
.· 

lectina da espécie da planta hospedeira e/ou a superfície 

bacteriana. 

A correlação existente entre lectinas de se-

mentes e lectinas de raízes tem sido estudada. Verificou-se 

que em sanfeno,a lectina da semente é idêntica a lectina da 

raiz (HAPNER e ROBINS, 1979). Existe uma similaridade bastan

te: grande entre a lectina da semente e a da raíz de ervilha 

(GATEHOUSE e BOULTER, 1980) e esta similaridade também se 

faz presente em soja (GADE et alii, 198_1). 

No presente trabalho, apenas. a lectina de sementes de 

feijão (Pha�eolu-0 vulganl�, L.), foram utilizadas devido a 

dificuldade experimental de se isolar lectinas de raizes. 

Como diferenças lectínicas tem sido observadas entre as cul" 

tivares de feijão (CARVALHO, 198l; ROMANI, 1983e CARVALHO & 

DERBYSHfRE, 1985) neste trabalho dirigiu,,..se a atenção para 

verificação da especificidade entre os cultivares de feijão 

(Pha-0eolu-0 vulganl-0, L.). Os dados aglutinantes não demons

traram especificidade absoluta entre os cultivares de feijão, 

porém testes indiretos de aglutinação sugerem q.ue a afinidade 

da ligação pode variar entre diferentes combinações de estir

pes e cultivares, Entretanto métodos mais sensíveis sao ne-
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cessários para examinar mais detalhadamente esta possibilida

de. 

O método atualmente mais utilizado para 

liar a aglutinação bacteriana é aquele da marcação com 

ava-

flu-

resceína (DAZZ0 e BRILL, 1977; LAW e STRIJD0M, 1977); BHWANESWARI 

et -alii, 1977,; B0HL0OL e SCHMIDT, 1974), Esta meto ... 

dologia requer purificação e marcação da lectina necessitan

do para tal equipamentos e materiais sofisticados, tornando

-se uma metodologia de alto custo,:. O método de aglutinação 

din�ta em lâminas para microscópio empregado no presente tra

balho parece ser um método eficiente e de baixo custo podendo 

facilmente ser realizado. O método direto em placas de micro� 

diluição apesar de simples não deve ser recomendado paTa' se 

detectar aglutinação -bacteriana, devido a sua baixa sensibi� 

lidade. 

Muitos pesquisadores (BHUVANESWARI et alii, 

1977; M0RT e BAUER, 1980; TRUCHET et alii, 1983; CHAHAL e 

VILKHU, 1986; T S IEN e SCHMIDT, 1980) têm estudado a influên

cia da idade da cultura na ligação do Rhlzobium is lectinas. 

Os resultados obtidos ampliam aqueles relatados para soja 

ervilha pelos pesquisadores acima citados, mostrando que 

e

ce-

lulas com receptores funcionais estiveram presentes em todas 

as épocas da cultura, inclusive no inóculo inicial, existindo 

porém uma fase Ótima para a ligação. O nível de aglutinação de 

células de R. pha-0eoll estirpe CIAT 1899 por lectina de fei-
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jão (Pha-0eolu-0 vulgaJil-0, L,), variou entre as diversas prepa

rações protéicas sendo em geral baixo no início do experimen-

to aumentando durante o desenvolvimento da cultura. No pre-

sente trabalho verificou-se também que a aglutinação é depen-

derrte da relação entre a concentração de lectinas e 

de .células bacterianas. 

numero

As atividades aglutinantes dos sobrenadantes e 

precipitado em pHs ácidos (pH 3,0 e pH 4,5) realizadas "in vi 

tro" mostraram que o tratamento ácido pode romper algumas li

gações lectina-Rhlzoblum porém muitas delas podem permanecer 
. 

. . 

inalteradas. Estes resultados sugerem que a ligação Rhlzoblum 

-lectina em Pha-0 eolu-0 vulgaJil-0 "in vitro" pode ser bem sucedi

da em pHs ácidos. Porém a acidez do solo é uma barreira para 

a ligação. do Rhlzoblum i planta hospedeira uma vez que ela 

prejudica outras etap_as como sobrevivência e crescimento · do 

Rhlzoblum no solo, formação do nódulo, eficiência simbiótica 

e nutrição da planta hospedeira. 
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6, CONCLUSOES 

Os resultados obtidos no presente estudo permi 

tiram concluir que: 

. Lectinas de feijoeiro (Pha.óeo�u-0 

L.) cultivares Negro Argel, Goiano Precoce e Carioca podem li

gar-se a células de R. pha.óeoli estirpes C-05 e CIAT 1899. O 

desenvolvi�ento de receptores lectínicos de R. pha.óeoli estir 

pes C-O5 e CIAT 1899 é·dependente da fase de desenvolvimento 

da c�ltura e da relação entre a concentração de lectinas e o 

número de células àacterianas. O pH da incubação não impede, 

"in vitro 11
·; a ligação do R. pha.óeoli estirpes C-05 e 

1899 a lectinas de feijoeiro P. vulgani.ó, cultivares 

Precoce, Negro Argel e Carioca • 

CIAT 

Goiano: 

• R. pha.óeoli estirpe CIAT 1899 apresenta uma

maior afinidade para a lectina do cultivar Negro Argel e a 

estirpe C-05 _uma afinidade maior para as lectinas dos cultiva 

res Goiano Precoce e Carioca, indicando que provavelmente e

xistem afinidades preferenciais entre os cultivares e as es

tirpes utilizadas sendo estas diferenças quantitativas e nao 

qualitativas. 
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