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Isolamento e caracterizacdo estrutural e funcional de
cistatinas de sementes de Clitoria fairchildiana

Izabela de Queiroz Pontes, Dayanni dos Santos Padua, Gustavo Lemos Rocha,
Katia Valevski Sales Fernades

As cistatinas sao proteinas que podem desempenhar varias funcdes em plantas,
indo desde reguladores enddgenos até participantes em processos de transducao
de sinais celulares e interacdo tecidual. Seu principal papel, no entanto, esta
relacionado a mecanismos de defesa de plantas contra predadores. O objetivo
deste trabalho é o isolamento e caracterizacdo de inibidores de sementes de C.
fairchildiana e avaliacdo de uma provavel interferéncia dessas proteinas isoladas
no processo de germinacdo de sementes, usando-se, para tal, sementes de soja
como modelo. As sementes de C. fairchildiana foram maceradas e sua farinha foi
submetida a processo de despigmentacao e posterior extracdo proteica. O extrato
bruto (EB) foi fervido, dialisado e liofilizado. Depois o teor proteico de EB foi
medido pelo método de BCA, revelando um teor de 475 ug de proteina/mg de
amostra. Para o isolamento de cistatinas foi utilizada uma coluna de exclusdo
molecular, em Sephadex G-100. O EB foi aplicado na coluna e fracdes coletadas
foram avaliadas em espectrofotometro a 280nm. O processo de purificacdo de
cistatinas das sementes continua em andamento. Experimento piloto de
germinacdo de sementes quiescentes de soja foi realizado, onde 20 sementes
foram mantidas em camara de germinacdo a 28° C, em fotoperiodo de 12 h luz/12
h escuro. As sementes foram selecionadas em 6, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 h apds
embebicdo (HAE) e foram medidas e pesadas, antes de dissecadas em seus
tecidos constituintes: tegumentos, cotilédones e eixos embrionarios. Os tecidos
foram triturados sob nitrogénio liquido e a farinha resultante foi pesada e estocada.
Depois de obtidas as farinhas, estas foram tratadas com metanol 80%. Foi feita a
extracdo de proteinas de cada tecido separadamente. Atividade proteolitica de
proteases da classe cisteinica nestas amostras protéicas foi investigada, por
eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) na presenca de SDS, contendo
gelatina. Este experimento revelou atividade de proteases cisteinicas apenas em
tegumentos em todos os tempos e uma mais alta atividade em 48 HAE; nenhuma
atividade foi detectada nos demais tecidos. A perspectiva futura é repetir esse
experimento de germinagdo de sementes de soja, incorporando a agua de
embebicdo tanto concentracdes crescentes de proteinas do EB de sementes de C.
fairichildiana, como as cistatinas isoladas dessas mesmas sementes, para avaliar
provaveis interferéncias destes inibidores no evento germinativo das sementes-
modelo de soja.
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