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RESUMO

O Brasil ¢ o primeiro produtor mundial de Carica papaya que ¢ cultivado em quase
todo territorio brasileiro. Além de sua importancia econdmica deve ser ressaltada sua funcao
social, pois 0 mamoeiro produz durante o ano todo, necessitando de renovagdo periddica das
lavouras, o que gera empregos e absorve mao-de-obra continuamente. A discreta posicao do
mamado na pauta das exportacdes de frutas frescas deve-se, entre outras razdes, & sua
fragilidade na fase de pods-colheita que dificulta seu transporte e exportacdo. O controle de
doencas de pds-colheita do mamao tem sido feito quase que exclusivamente por meio do uso
de fungicidas protetores, entretanto, tais produtos estdo se tornando menos efetivos porque os
patogenos estdo desenvolvendo resisténcia. Nessa busca por qualidade associada ao menor
custo tém sido usados tratamentos com calor, irradiagdo (gama e UV) e compostos naturais.
Em geral, as plantas respondem ao ataque de microorganismos patogénicos com a inducao de
expressdao de um grande nimero de genes que codificam diversas proteinas, entre as quais
estdo as quitinases e B-glucanases. O objetivo do presente estudo foi, portanto, determinar se
o gene de B- 1,3 glucanase esta presente em Carica papaya. Tal estudo podera subsidiar
futuros estudos de transformagdo em mamao, visando a producdo de plantas transgénicas
superexpressando essa proteina com o objetivo de controlar doengas de pré e pos-colheita.
Para isto foi realizada uma PCR (Polimerase Chain Reaction), a partir da qual foi possivel a
amplificagdo, a identifica¢do e a clonagem de dois tipos de - 1,3 glucanases. Com base na
analise da seqiiéncia protéica foi possivel construir uma arvore filogenética além de permitir a
realizacdo da predicdo das estruturas secundaria e terciaria da proteina. A identifica¢do destes
dois tipos de B-1,3 glucanases distintas sugere que estas sejam produto de alelos diferentes do
mesmo gene, ou que as mesmas sejam produto de genes diferentes, ou ambas as situacdes.

Outros fatores podem contribuir para o aparecimento desses dois tipos de uma mesma enzima



em uma unica espécie, como a necessidade de um nivel de expressao elevado ou a localizagao
distinta da expressao nos tecidos da planta.

De posse destes resultados sera possivel produzir plantas com elevada expressao desta
proteina o que poderia garantir elevada resisténcia a fungos. Desta forma, os produtos teriam
a vida de prateleira aumentada, a perda de produtos seria menor, assim como o prejuizo para
os agricultores, pois os frutos estariam mais protegidos durante o transporte e o

armazenamento.

Palavras-chave: -1,3-glucanases; Carica papaya; Estrutura protéica; PCR; Resisténcia.



ABSTRACT

Brazil is the largest producer of Carica papaya in the world. Besides the economical
importance of this crop it has a very important social role since it is produced all year long,
generating new jobs annually. The discrete position of papaya fruit on the exportation market
of fresh fruit in Brazil is due to fruit fragility and diseases after harvest, which makes the fruit
inappropriate for exportation.

The control of postharvest diseases of papaya fruit has been accomplished almost
exclusively by mean of fungicides dip or drench after harvest. Due to increasing concerns
with fungicide toxicity and development of resistance by pathogens most chemicals used for
the control of papaya postharvest diseases have been withdrawn from the market. The search
for quality associated to lower costs and environment safety concerns have directed efforts to
search for new control alternatives such as the use of hot bath, irradiation (gama and UV) and
natural compounds. In general, plants respond to attack of pathogenic microorganisms by the
induction of expression of a large number of genes, which controls the expression of many
proteins among which are the chitinases and the -1,3-glucanases.

The objective of the present study was, therefore, to determine if the gene of B-1,3-
glucanase is present in the genome of C. papaya. Using Polymerase Chain Reactions, it was
possible to amplify, identify and clone two different types of B-1,3-glucanases. Based on the
sequence analysis of the protein, it was possible to construct a phylogenetic tree and to predict
the secondary and tertiary structure of these proteins. The identification of these two distinct
types of B-1,3-glucanases is, probably, explained by the fact that either these could be
different alleles of the same gene, be different genes or it could be both. Other facts may
contribute for the existence of these distinct types of the same enzyme in C. papaya. First, the
necessity of a high expression level of the enzyme in the plant or differential localization of

the expression in the plant.



Considering that in many plant pathogen systems B-1,3-glucanases are involved in
resistance to diseases, knowing the gene sequence of these enzymes could help to produce
transformed papaya with high level of resistance against fungi. This could increase fruit

quality and shelf life, reducing losses and increasing growers profit.

Key words: p-1,2 glucanases; Carica papaya; Protein structure; PCR; Resistance.



1- INTRODUCAO

1.1 — O hospedeiro e sua importancia social

O Brasil ¢ o primeiro produtor mundial de Carica papaya, com uma producao anual de
1.650.000 t/ano, situando-se entre os principais paises exportadores, principalmente para O
mercado europeu (Farias et al, 1998).

Essa espécie ¢ cultivada em quase todo o territdrio brasileiro, merecendo destaque os
estados da Bahia, Espirito Santo e Para, responsaveis por cerca de 89,71% da produgdo
nacional. Nos ultimos dez anos ocorreu um crescimento da produgdo na regido que envolve os
estados do Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba e Pernambuco, tornando-a a segunda maior
regido produtora do Brasil (Farias et al, 1998).

O mamoeiro, Carica papaya L., é uma planta herbidcea de grande importancia
econdmica devido, principalmente, ao aproveitamento de seus frutos, que podem ser
consumidos maduros, ao natural ou verdes, sob a forma de produtos industrializados e a
extracdo da papaina ou pectina ( Peres et al, 2000).

Além de sua importancia econdmica, deve ser ressaltada sua fungdo social. O
mamoeiro produz durante o ano todo, necessitando, para isso, de renovagdo periddica das
lavouras, o que gera empregos continuamente (Farias et al, 1998). Entretanto, mesmo com
tamanha produgdo e importancia, essa cultura apresenta uma discreta posi¢do na pauta das
exportagdes de frutas frescas e isto se deve, entre outras razdes, a sua fragilidade na fase de
po6s colheita, demonstrada pela curta vida de prateleira, o que dificulta seu transporte e

exportagdo (Mendes et al, 1996).



1.2 — Perdas na pos-colheita por fitopatoégenos

As perdas pos-colheita podem ter diversas causas, dentre as quais se destacam as
doencgas ocasionadas por fungos, responsaveis por 80 a 90 % do total das perdas por
fitopatogenos. (Dantas et al, 2003).

As doengas pos-colheita podem iniciar no campo e ficarem latentes, manifestando-se
somente apos a colheita, em condi¢des ambientais favoraveis. A penetragdo do hospedeiro por
patdégenos pode ocorrer diretamente via epiderme, pela cuticula intacta, bem como por
ferimentos ou aberturas naturais na superficie dos frutos, como as lenticelas. As infecgdes
latentes tém inicio em qualquer estagio do fruto na planta. A inibi¢cdo do desenvolvimento do
patogeno através de condigdes fisioldgicas impostas pelo hospedeiro se da até que o estagio
de maturacdo do fruto tenha sido alcangado e/ou iniciada a respiragdo climatérica (Dantas et
al, 2003).

As perdas s3o, geralmente, conseqliéncias de danos ocorridos durante a colheita, o
transporte para o “packing house” ou durante o processamento dos frutos para o mercado ou
para o armazenamento. Tais danos, muitas vezes, funcionam como porta de entrada para
patdogenos que, conseqiientemente, causardo doencas ou levardo ao aparecimento de
desordens fisiologicas que tornam os frutos impréprios para o consumo (Paull et al., 1997).

Em paises em desenvolvimento, onde saneamento e refrigeragdo ndo sdo satisfatorios,
perdas na pods-colheita sdo comuns, muitas vezes superiores a 50% da producao (EI-Ghaouth

et al, 1994).

1.3 — A doen¢a
De acordo com Dantas et al (2003), a antracnose ¢ uma das doencas fingicas de maior
incidéncia em Carica papaya, no Brasil, assim como a podriddo peduncular e a mancha de

chocolate.
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A antracnose, doenga causada pelo fungo Colletotrichum gloesporioides, ¢é
caracterizada por sintomas evidenciados por lesdes iniciadas por pontos negros que aumentam
de tamanho até transformarem-se em lesdes deprimidas, com até cinco centimetros de
diametro. Em geral, forma-se um colo aquoso em torno das lesdes que se unem e aprofundam
na polpa. Lesdes velhas produzem esporulacdo intensa, geralmente de coloracdo rosea. Uma
lesdo mais rara, causada por outros isolados do patéogeno, ¢ a mancha marrom, que se
apresenta menor e mais deprimida no inicio. Ambas as lesdes manifestam-se nos frutos

durante a maturacgdo (Farias et al, 1998).

1.4 — O patogeno

Colletotrichum gloesporioides (Penz.) Sacc, agente causal da antracnose do mamao, ¢
um fungo cujo ciclo de vida pode apresentar os dois estagios reprodutivos, o sexual ¢ o
assexual, embora este ultimo seja predominante (Snowdon, 1990). Durante o ciclo assexual, o
fungo desenvolve conidios em acérvulos produzidos sobre os peciolos das folhas inferiores
que estdo em processo de senescéncia. Esses conidios sdo dispersos na atmosfera devido ao
impacto de gotas de chuva sobre o acérvulo, atingindo outras partes da planta e plantas
proximas. Se as condi¢cdes ambientes continuarem favoraveis por algumas horas apds a
chegada do conidio a um fruto em desenvolvimento, o esporo germinard e produzird um
apressorio pelo qual um peg ird penetrar a cuticula e a epiderme. O fungo permanecera
quiescente até que o fruto amadurega e seus tecidos se tornem mais tenros e suculentos,

quando, entdo, ocorre uma coloniza¢do extensa dos tecidos (Snowdon, 1990).

1.5 — Controle de doencas de pos-colheita do maméao

O controle de doencas de pods-colheita do mamado tem sido feito quase que
exclusivamente por meio do uso de fungicidas protetores, entretanto, tais produtos estdo se
tornando menos efetivos, ja que os patdgenos estdo desenvolvendo resisténcia. Também, a

recente preocupagdo com a contaminagdo de alimentos por residuos de pesticidas tem



precipitado a completa retirada de um niimero expressivo de fungicidas-chave do mercado.
Esses procedimentos tém diminuido a efetividade do controle de doengas de pds-colheita e
estimulado a busca por novas tecnologias alternativas de controle (El-Ghaouth et al, 1994).

Em suma, as restrigdes quanto ao uso de fungicidas estdo relacionadas ao custo, a
possibilidade de aquisi¢ao de resisténcia pelo patdgeno e as possiveis conseqiiéncias negativas
para o ambiente. Assim sendo, o controle bioldgico de doengas no sistema de manejo tem se
mostrado como um novo padrio tecnoldgico na agricultura, aliando a busca por qualidade a
redu¢do de custos, a0 aumento da produgdo e a seguranga ambiental. (Linhares et al, 1995)

Tratamentos com calor, irradia¢do (gama e UV) e compostos naturais sdo algumas das
estratégias que vém sendo testadas como alternativas ao uso de fungicidas para o controle de
doencgas em pds-colheita. Dentre os modos de acdo destes agentes de controle pode-se citar a
acdo direta do agente sobre o patdogeno e a indugdo de resisténcia nas plantas pela ativagao de
enzimas e barreiras ultraestruturais nas células do hospedeiro (Castoria et al, 2001).

A combinacdo de agentes de controle para a obtencdo de efeitos sinergisticos ou
aditivos, como os procedimentos que combinam irradiagdo UV com métodos de controle
bioldgico, ¢ uma alternativa promissora, assim como a combinagdo destes com compostos
naturais como o chitosan ¢ a proteina harpin. (Capdeville et al, 2002; ElI-Ghaouth et al, 1994).

Diferentes agentes de controle possuem diferentes modos de agdo, como pode ser
exemplificado pelo chitosan que mostrou ser efetivo por criar uma pelicula em torno do fruto
e regular a troca de umidade e gases, além de induzir respostas de resisténcia em tecidos de
frutos e hortaligas (Capdeville et al, 2002; EI-Ghaouth et al,1994). Outro exemplo ¢ a proteina
Harpin, um composto quimico natural, isolado da bactéria Erwinia amylovora, importante
patdgeno da macieira. Tal proteina mostrou ser capaz de induzir resisténcia em frutos de maga
contra Penicillium expansum, outro patdégeno de pos-colheita desta cultura (Capdeville et al,

2003).



A resisténcia em frutos colhidos estd fortemente ligada ao seu estagio de maturidade e
seu grau de senescéncia (El-Ghaouth et al, 1994). Entretanto, frutos colhidos estdo
senescendo antes que se desenvolvendo e o processo de senescéncia, em geral, reduz as
respostas de resisténcia pelo hospedeiro (EI-Ghaouth et al, 1994).

Plantas resistentes respondem ao ataque de patégenos com a producdo de compostos
que reduzem ou inibem futuros ataques. As respostas podem ocorrer tanto no sitio de
infec¢do, pela produgdo de espécies de oxigénio reativo ou pela reacdo de hipersensibilidade.
Em partes mais distantes, ainda ndo infectadas, pode ocorrer o desencadeamento de respostas
sistémicas induzidas como ¢ o caso da resisténcia sist€émica induzida (ISR) ou da resisténcia

sistémica adquirida (SAR) (Heil & Bostock, 2002).

1.6 — Resisténcia adquirida e resisténcia induzida

A resisténcia sistémica adquirida (SAR) esta ligada ao aumento do 4cido salicilico e a
expressdo de proteinas relacionadas a patogenicidade (proteinas PR), enquanto a resisténcia
sistétmica induzida (ISR) ¢ desencadeada pela agdo do gas etileno e do acido jasmonico
(Walling, 2001).

Tanto ISR quanto SAR podem ser induzidas simultaneamente e seus efeitos sdo
aditivos. Os genes que regulam o 4acido jasmonico e o acido salicilico sdo expressos
conjuntamente em respostas a muitos patogenos (Walling, 2001).

Zhu et al (2003) foram capazes de introduzir SAR em Carica papaya usando o
benzothiadiazole (BTH). Neste trabalho a resposta foi manifestada pelo aumento de tolerancia
contra infec¢do por Phytophthora palmivora devido ao aumento da atividade de B- 1,3
glucanase e quitinase, mas em baixos niveis.

O mamio tem uma resposta de SAR que é similar & que acontece em Arabidopsis. E
sabido que o BTH (benzothiadiazole) induz SAR e pode ser usado como uma conveniente

ferramenta de pesquisa, além de fornecer uma opcdo vidvel de protecdo da colheita. O



tratamento com BTH induz o aumento da atividade da quitinase e da -1,3-glucanase, além de

aumentar o acimulo de mRNA de dois genes de PR-1 (Zhu et al, 2003).

1.7 — As proteinas PR

Proteinas PR comegaram a ser investigadas na década de 70, por Van Loon e Van
Kammen. Foram primeiro identificadas em folhas de tabaco pela reag¢do de hipersensibilidade
a infecgdo pelo virus do mosaico do tabaco (TMV, de tobacco mosaic virus). Tais proteinas
foram depois descritas em plantas dicotiledoneas e monocotiledoneas e descobriu-se que
podiam ser induzidas por varios microorganismos (Pinheiro et al, 1999).

Ainda em tabaco e em A. thaliana foi demonstrado que o surgimento da resisténcia
esté ligado a expressdo coordenada de uma classe de genes que codificam proteinas de defesa.
Muitas dessas proteinas foram, de inicio, identificadas durante a resposta a apenas um agente
patogénico, mas, posteriormente, foi constatada sua presenga em plantas submetidas a outros
tipos de estresse podendo inibir diretamente o patdgeno ou levar a alteragdes estruturais como
o espessamento da parede celular, que além de dificultar a entrada do agressor também limita
o reconhecimento entre este e a planta (Pinheiro et al, 1999).

Das alteragcdes decorrentes da interagdo planta-patdogeno, a sintese de proteinas
relacionadas a patogénese (PR) talvez seja a mais evidente. (Pinheiro et al, 1999).

As proteinas PR sdo classificadas em cinco grupos, mas todas sdo soliiveis em meio
acido, tém baixo peso molecular e resistem a proteases, enzimas que decompdem proteinas
(Pinheiro et al, 1999).

O primeiro grupo (PR-1), sem atividade biologica conhecida, ndo induz resisténcia a
virus, mas sim ao fungo Peronospora tabacina, quando superexpressas em plantas
transgénicas de tabaco. Ja as proteinas PR-2 e PR-3 tém agdo enzimatica: as PR-2 como

glucanases (decompdem glucanas) e as PR-3 como quitinases (decompdem a quitina).



Como glucanas e quitina sao os principais componentes da parede celular de fungos e
do esqueleto externo de insetos, acredita-se que as PR-2 ¢ PR-3 protegem as plantas contra a
infec¢do por fungos. Supde-se ainda que as quitinases liberem indutores a partir da parede
celular do patogeno, permitindo a planta detecta-lo ¢ acionar as defesas (Pinheiro et al, 1999).

Ainda ndo ¢ conhecida a atividade biolégica das proteinas do quarto grupo (PR-4),
mas as PR-5 tém grande semelhanga com outra proteina que inibe a agdo de enzimas, como
alfa-amilase e tripsina. Isso sugere que as PR-5 podem inibir enzimas digestivas que
decompdem proteinas (caso da tripsina) portanto, elas protegeriam as plantas contra insetos,
fungos e bactérias que usam essas enzimas para atacar os tecidos vegetais (Pinheiro et al,
1999).

As proteinas PR foram muito estudadas em tabaco, mas seu papel na resisténcia as
agressoes ainda ndo esta totalmente claro. Em alguns casos, ¢ dificil interpretar a falta de
harmonia entre o surgimento de SAR ou reacdo de hipersensibilidade e a sintese dessas
proteinas. O tratamento de tabaco com glucanas da parede do fungo Phytophthora
megasperma, por exemplo, pode induzir resisténcia adquirida ao TMV sem estimular a
produgdo de PRs. Ao contrario, resultados de pesquisas revelam acumulo de tais proteinas
tanto no local da infeccdo quanto em tecidos distantes, nao-infectados, sugerindo a
transmissdo de um sinal a outras partes do vegetal e a existéncia de uma relagdo entre as
proteinas PR e o estabelecimento da SAR (Pinheiro et al, 1999).

As proteinas PR podem ser induzidas ndo s6 em invasdes bidticas, mas também em
estresses abidticos. Por causa desse padrao pouco especifico, tem sido sugerido que a indugao
de tais proteinas faz parte de alguma etapa comum a todas as respostas de defesa (Pinheiro et
al, 1999).

O ataque de patdogenos, os ferimentos, assim como o desenvolvimento e o

amadurecimento da fruta podem estar envolvidos na produgdo dessas proteinas (Pocock et al,



2000). Estudos com feijoeiro permitiram detectar a expressao de duas quitinases (PvChi-3 e
PvChi-4) em resposta a infec¢do viral, a acdo de um metal pesado (HgCl,) e a radiacao
ultravioleta (Pinheiro et al, 1999)

Estas proteinas também tém sido apontadas como a causa de respostas alérgicas em
humanos, no abacate e na cereja (Pocock et al, 2000).

Seca e estresses salinos também tém sido implicadas na indu¢do de PR proteinas em
outras plantas, e este potencial indutor de genes PR sdo de relevancia para as condi¢des
comerciais da uva de vinho (Pocock et al,2000).

Como ja sabido, na interagdo entre planta e patdgeno pode haver o sucesso da infecgdo
(resposta compativel) ou a resisténcia (resposta incompativel). Nas interagdes incompativeis,
ou seja, naquelas em que a doenca ndo ocorre, infecgdes por virus, bactérias ou fungos irdo
elicitar respostas localizadas em torno das células infectadas do hospedeiro. Estas respostas
incluem a producdo de espécies reativas de oxigénio, que podem levar a morte da célula.
Futuras respostas nas células ao redor incluem alteragdes na parede celular que podem inibir a
penetragdo do patdgeno e a sintese de compostos antimicrobianos, tais como fitoalexinas e
proteinas relacionadas a patogenicidade (PR-pathogenesis-related) (Heil et al., 2002).

Em geral, as plantas respondem ao ataque de microorganismos patogénicos com a
inducdo de expressdo de um grande nimero de genes que codificam diversas proteinas, entre
as quais estdo as quitinases e -glucanases (Azarkan et al, 1997).

Muitas publicacdes tém focado a producado de glucanases e quitinases pelos agentes de
biocontrole, os quais, supostamente, agem como depolimerases na parede celular de fungos

fitopatogénicos (Castoria et al, 2001).

1.8 — Quitinases e -1,3-Glucanases
Recentemente, a acdo de enzimas secretadas por leveduras e que agem como

depolimerases na parede celular de fungos, como as quitinases e glucanases, tem sido alvo de



grande interesse. Estas enzimas parecem ter atividade antifingica e estar ativamente
envolvidas no fendmeno de micoparasitismo. O nivel de atividade de B-1,3 glucanases, em
particular, tem sido correlacionado com a atividade antagonistica de um isolado de Pichia
guillermondii Wicker. contra Botrytis cinerea Pers. Fr. (Castoria et. al. 1997).

As [-glucanases e as quitinases sdo enzimas hidroliticas produzidas pelos
microorganismos ou pelos hospedeiros e atuam sobre a parede celular do patogeno,
promovendo sua degradacgdo e lise. Como conseqiiéncia de sua agdo, uma série de eventos
degenerativos ocorre na célula hospedeira, incluindo desorganizagdo da parede celular (pela
acdo das enzimas), desequilibrio osmotico, agregacdo e retragdo do citoplasma e,
conseqiientemente, da membrana plasmatica (Castoria et al, 2001).

Quitinases e 3-1,3-glucanases produzidas por algumas espécies de Trichoderma sao as
enzimas-chave na quebra da parede celular durante sua a¢do micoparasita contra fungos
fitopatogénicos (El-Katany et al, 2001).

A co-transferéncia de genes de glucanases e quitinases ¢ realizada com sucesso em
muitas espécies. Plantas transgénicas de fumo, expressando tanto a quitinase quanto a f3-1,3-
glucanase, t€m significante aumento de resisténcia em relacdo aquelas plantas que expressam
somente quitinase ou glucanase. Este resultado sugere que a expressdo combinada destas
enzimas poderia dar uma prote¢ao mais efetiva contra infeccao de fungos (Wang et al, 2003).

A eficiéncia da quitinase e da glucanase em defender plantas da infecgdo por fungos
depende da espécie da planta, do tipo de proteina PR expressa, sua localizagdo nas células e as
caracteristicas do fungo testado (Wang et al, 2003).

Alguns pesquisadores tém desenvolvido plantas transgénicas com elevados niveis de
expressdo de genes de quitinase e/ou glucanase, produzindo variedades resistentes a doencas
causadas por fungos. Plantas transgénicas de fumo (Nicotina tabacum L.) com aumentada

resisténcia para o fungo Rhizoctonia solani foram produzidas com o uso de um gene de



10

quitinase 35S-CHS5B. Plantas de cenoura ( Daucus carota L.) expressando tanto a quitinase
quanto a glucanase mostraram resisténcia a Alternaria rasicina e Cercospora carotae (Wang

et al, 2003).

1.8.1 — As quitinases

As quitinases sdo enzimas que catalisam a hidrolise de quitina, um residuo linear
insoluvel de N-acetil-glucosaminas unidas através de ligacdes B-1,4 (GIcNAc) e possuem
varios papéis biologicos. Em microorganismos, as quitinases estdo envolvidas na
morfogénese da parede celular e nos processos nutritivos. Em plantas, elas parecem estar
envolvidas na defesa contra patdogenos e a estresses abioticos. Evidéncias que suportam o
papel das quitinases em plantas se confirmam pelo fato de que durante a infeccdo por
patogenos e sob o efeito de varias formas de estresses do meio ambiente elas sdo induzidas.
As quitinases t€ém sido usadas na agricultura como agente de controle efetivo contra fungos
fitopatogénicos e insetos (El-Katany et al, 2001).

Cinco classes de quitinases de plantas tém sido propostas com base na similaridade
das suas seqiliéncias de aminoéacidos. A classe I de quitinases contém um dominio rico de
cisteina na regido do N-terminal envolvido na ligagdo da quitina e um peptideo no C-terminal
altamente conservado. Este tipo de quitinase ¢ conhecido por existir em grande quantidade
nas monocotiledoneas e dicotiledoneas. As quitinases da classe II t€ém alta similaridade de
seqiiéncia com as da classe I e sdo secretadas no apoplasto. A classe III ndo mostra identidade
de seqiiéncia com outras classes, mas parece estar mais proxima de enzimas de fungo
envolvidas na morfogénese. Tipicamente, elas sdo proteinas extracelulares e tém atividade de
lisoenzima. As da classe IV tém significativa similaridade com as da classe I, pois contém um
dominio rico em cisteina e mostram o principal dominio catalitico da classe I, embora com
duas delegdes caracteristicas. Quitinases desta classe sdao extracelulares e tém sido

identificadas principalmente em dicotiledoneas. A classe V compreende um grupo de
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endoquitinases nao relacionadas as outras quitinases de plantas. Estas possuem uma estrutura
de seqiiéncia primaria que parece ter sido derivada durante a evolucao de bactérias (El-Katany
etal, 2001).

Muitas glycosyl hydrolases ocorrem na natureza. Com base nas similaridades de
seqiiéncias, elas tém sido classificadas em nimero de familias com propriedades enzimaticas
bem definidas. As quitinases pertencem as familias 18 e 19, nas quais se incluem
predominantemente as enzimas identificadas em plantas. Outra classificagdo discerne cinco
classes de quitinases de plantas. Destas, as classes I, I e IV tém seqiiéncias homodlogas e
constituem a familia 19 de glycosyl hydrolases, enquanto as representantes das classes [l e V
ndo sdo homodlogas com enzimas das outras trés classes e pertencem a familia 18 (Subroto et
al, 1999).

Quitinases estdo altamente ligadas com o sistema de defesa das plantas contra
fitopatogenos, por isso tem sido demonstrado que quitinases de plantas sdo induzidas pelo
ataque de fungos ou pelo contato com algum elicitor, inibindo diretamente o crescimento do
fungo in vitro. Ano et al (2003) investigaram a atividade de uma quitinase acida (atividade
maxima em pH 4.0) em Vitis vinifera e observaram que esta espécie teve sua concentragao
aumentada apos o inicio do amadurecimento da uva. Assim também, a inducdo pelo

tratamento com um elicitor (glycol chitin) foi observada apds o inicio do amadurecimento.

1.8.2 — As B - 1,3 glucanases

As B-1,3-glucanases sdo proteinas abundantes distribuidas amplamente nas espécies
vegetais ¢ possuem, dentre outras, a fun¢do de defesa contra patégenos invasores,
particularmente em sinergismo com quitinases, que degradam o homopolimero linear 3-1,4-

N-acetilglucosamina, componente abundante da parede celular de muitos patogenos (EI-

Katany et al, 2001).
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Como com quitinases, algumas plantas tém desenvolvido um sistema de defesa com [3-
1,3-glucanase contra fungos, apesar de que o envolvimento destas enzimas na diferenciagao
tenha sido sugerido. Em bactérias, que geralmente ndo possuem [B-1,3-glucana, observa-se um
papel nutricional (El-Katany et al, 2001).

Endo B-1,3 glucanases catalisam a hidrdlise da unido de B-1,3-D-glucosil em calose,
laminarina e em vdrios outros carboidratos encontrados em parede celular de fungos e plantas.
As diversas funcdes bioldgicas de glucanases tém sido relatadas por Simmons (1994). As [3-
1,3 glucanases estao incluidas na familia de proteinas PR porque muitas formas sado
rapidamente induzidas durante a invasao de fungos. Geralmente, as glucanases desempenham
um papel importante na defesa da planta, pois digerem componentes da parede do fungo
patogénico. Estas enzimas sdo também induzidas por uma variedade de fatores abidticos, mais
notavelmente o gas etileno e acido salicilico.

Em fungos, B-1,3-glucanases parecem ter diferentes fungdes. Primeiro, um papel
fisiologico no processo morfogenético/morfolitico durante o desenvolvimento e diferenciagao
do fungo. Segundo, relata-se que -1,3-glucanases tém sido utilizadas para a mobilizag¢do de
B-1,3-glucanas sob condigdes de exaustdo de fonte de carbono e energia, funcionando como
enzimas autoliticas. Finalmente, um papel nutricional em saproéfitos e em micoparasitas tem
sido sugerido (El-Katany et al, 2001).

De acordo com Wang et al (2003), as enzimas B-1,3-glucanases sdo abundantes,
altamente reguladas e com um possivel papel na resposta de plantas aos patdégenos
microbianos, exceto aqueles que também estdo envolvidos em processos fisiologicos de
plantas ndo infectadas.

Rivera et al (2002) descreveram os padroes de expressdo de [B-1,3-glucanases em

folhas de cultivares de meldo suscetiveis e resistentes ao fungo Sphaerotheca fusca, agente
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causal do oidio da abobora. Apos a inoculagdo, a atividade de 3-1,3 glucanase aumentou mais
rapidamente no cultivar resistente “PMR-6" do que no cultivar suscetivel “Rochet”.

A enzima [-1,3-glucanase produzida por alguns antagonistas tem sido identificada
como uma das responsaveis pelo controle de patégenos, como ¢ o caso, por exemplo, da
levedura Pichia guillermondii contra Botrytis cinerea (Castoria et al., 2001).

O estudo proposto neste trabalho de dissertagdo € parte integrante de um estudo amplo
de controle bioldgico onde foram isolados, relacionados e testados microorganismos epifiticos
de frutos de Carica papaya para controle da antracnose no mamao em poés-colheita. Estudos
de microscopia eletronica, bioquimica e biologia molecular foram conduzidos para tentar
identificar possiveis modos de ac¢do de leveduras que possam levar ao controle da doenga em
pos-colheita. Resultados preliminares indicaram que a indugdo de resisténcia poderia ser um
dos modos de agdo envolvido na efetividade do agente de controle. Assim, surgiu o interesse
na descoberta de algum gene PR em plantas de Carica papaya, que possa estar envolvido em

uma resisténcia induzida.

1.9 — Objetivos

1.9.1 — Geral

O objetivo do presente estudo foi, portanto, identificar e caracterizar em Carica
papaya genes de B- 1,3 glucanase de forma a se poder subsidiar futuros estudos de
transformagdo em mamao, visando a produ¢do de plantas transgénicas superexpressando essa

enzima com o objetivo de controlar doengas de pré e pds-colheita.

1.9.2 — Especificos
e Identificar e caracterizar gene(s) de - 1,3 glucanase em Carica papaya.

e Seqiienciar possiveis genes candidatos.
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Confrontar os dados do sequenciamento com os dados existentes nos bancos de dados
disponiveis.

Realizar a predi¢do das estruturas secunddria e tercidria da(s) proteina(s) expressa(s)
pelo(s) gene(s).

Realizar analise filogenética dos resultados obtidos.
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2 - MATERIAS E METODOS

2.1 — Amplificacio e Clonagem

Para a PCR foi utilizado o DNA gendomico extraido pelo método descrito por
Brasileiro e Carneiro (1998). Os primers degenerados utilizados foram o PR2-S, (senso
primer 5’-RYIGGWGTWTGYTAYGG-3’) e PR2-AS (anti-senso  primer 5’-
CADCCRCTYTCIGAYAC-3") como descrito por Pflieger et al (2001). As reagdes foram
conduzidas para um volume total de S50uL: 2ul. de DNA (15ng/uL), 0,40ul dNTPs (25mM),
5,0 pL de tampaol0x Taq DNA polimerase, 1,5 uL MgCl, (50mM), 1 pL de cada primer
(10uM), 0,5 puL de Tag DNA polimerase recombinante (5u/pul) (Invitrogen Life
Technologies) e 38,6 uL de agua destilada autoclavada. O ciclo de reagdes foi iniciado com a
desnaturagao do DNA a 94°C por 5 minutos ¢ meio, seguindo o anelamento dos primers a
45°C por 1 minuto e extensdo das cadeias a 72°C durante 2 minutos. Um total de 35 ciclos

foram repetidos, sendo que no ultimo ciclo a extensdo foi realizada a 72°C por 10 minutos.

2.2 — Eluicao da banda obtida da PCR
A elui¢ao da banda obtida na PCR foi feita pelo Kit Gene clean II (biol01, Inc., cat.
#1001-400). Cinco microlitros de amostra foram corridos em gel de agarose 1% para se

determinar se a elui¢do da banda foi adequada.

2.3 — Clonagem do produto da PCR e transformacio
As seqiiéncias amplificadas foram inseridas no plasmideo pCR*2.1-TOPO® seguindo
a metodologia do Kit TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen)

(http://www.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pcr2_1topo_map.pdf). A transformacdo das

células competentes foi feita por eletroporacdo segundo a metodologia de Brasileiro e

Carneiro (1998). Cinqiienta microlitros da suspensdo de células transformadas com as


http://www.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pcr2_1topo_map.pdf
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seqliéncias foram plaqueados em meio LB solido contendo ampicilina com concentragdo final
de 100 pg/mL, kanamicina com concentra¢do final de pg/mL, X-Gal e IPTG (Brasileiro e
Carneiro, 1998). De muitas colonias que se desenvolveram na placa, foram colocadas quinze
para crescer em meio LB liquido a uma temperatura de 37°C sob agitacdo “overnight”. A
célula competente utilizada foi a Escherichia coli Top10 (Topl0 Electrocomp™Cells , 44-

0035).

2.4 — Miniprep e Seqiienciamento

A extracdo do DNA das bactérias transformadas foi feita utilizando o kit Wizard®Plus
SV minipreps DNA purification Sustem (Promega, Cat.# A1460). O DNA obtido foi enviado
para seqiienciamento.

Os clones foram seqiienciados na plataforma de seqiienciamento de DNA da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia usando o primer forward M13 (5-TGT AAA ACG ACG
GCC AGT-3) em um seqiienciador automatico.

As seqiiéncias que correspondiam ao gene (seqiiéncias “core’”) foram obtidas através
do “software” DNAman descartando tanto a parte correspondente ao vetor quanto a parte do
primer. Em algumas seqiiéncias, devido a sua mé qualidade, ndo foi possivel a identificacao
de seqiiéncia do vetor e dos primers. Assim, foi descartada toda parte que continha muitos
“Ns”. Com a obtencdo das seqiiéncias core foi possivel obter os dois grupos diferentes de
seqiiéncias consensos de nucleotideos. Ainda no “software” DNAman foi feita a transcricao e,
em seguida, foi realizada uma busca no Blast X (Altschul et al, 1997), permitindo a
compara¢do destas seqiiéncias com todas as seqiiéncias depositadas no “gene bank™ do
National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Apos a analise pelo Blast X, o programa Clustal W ( Higgins et al, 1994) (EBI) foi

utilizado para fazer o alinhamento das seqiiéncias obtidas com algumas outras seqiiéncias
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selecionadas de espécies distintas. Foram escolhidas 21 seqiiéncias sendo cada uma de uma

espécie conforme o resultado do Blast X.

2.5 - Analise filogenética

Com o auxilio da bioinformadtica, foi construida uma arvore filogenética com as 23
seqiiéncias em estudo e, para isto, utilizou-se o MEGA software pelo método “maximum
parsimony” com “bootstrap” de 1000 repeticdes. Este nimero indica a freqiiéncia relativa das

seqiiéncias observadas (Sudhir et. al., 2001).

2.6. Predicao da estrutura secundaria e tercidria da proteina

A predigdo da estrutura secundaria e terciaria de proteinas ¢ uma abordagem que se
baseia no conhecimento extraido do banco de dados de estruturas existentes para avaliar e
otimizar estruturas e prever a estrutura com base na seqii€ncia primaria de aminoacidos. De
posse de uma seqiiéncia protéica e do desejo de conhecer sua estrutura, ¢ necessario
identificar uma estrutura homologa para usar como referéncia para a constru¢do do modelo

como o esquema da figura 1.
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Figural: Esquema geral de modelagem de proteinas por homologia

Para a determinacdo da estrutura foi necessario realizar a predicdo da estrutura
secundaria. Para a predig@o da estrutura secundaria foi utilizado o método “PSIPRED”, que ¢
o conjunto de predigdes com acuracia superior a 80% em média. A predicao indica H para
hélices, E para segmentos extendidos e C para voltas (random coil). A confianga foi calculada

de 0 a 9 sendo 9 superior. O servidor “PSIPRED” estd disponivel no site:

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html ( McGuffin et al., 2000). Para a predi¢ao da
estrutura  terciaria da  proteina, foi  utilizado o  programa  3D-PSSM

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/servers/3dpssm/) que realiza o “fold recognition” — uma predi¢ao

de estruturas secundérias baseado na seqiiéncia de aminoéacidos e que reconhece similaridades
estruturais importantes para a modelagem de proteinas pardlogas. Com o resultado dessa

analise o molde escolhido foi o 1AQO (Glucan 1,3-beta-glucosidase. ), que possui uma


http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/servers/3dpssm/
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similaridade de 42% e uma identidade de 37%, a partir do qual foi construido o modelo
hipotético de estrutura tridimensional.

Em seguida, foram identificadas as similaridades por alinhamento entre as regides
conservadas na seqiiéncia primaria da proteina e foi realizado o posicionamento dos grupos
em algas e hélicess. Uma vez determinado este posicionamento, as coordenadas
tridimensionais do molde foram transferidas para a proteina alvo. Em seguida, foram
realizadas as analises de contatos estéricos e a minimizagdo da estrutura para corrigir as
posicdes das cadeias laterais. O protocolo utilizado foi 1000 interagdes pelo procedimento
“steep descent” e 10000 interacdes pelo método “conjugate gradient” até um minimo de
energia potencial ser atingido. A minimizagdo foi realizada pelo modulo “Discover” do
programa “Insight II”. Nesta etapa foi corrigida a geometria espacial do modelo e eliminados
os eventuais contatos estéricos, além de corrigir a distancia entre as ligagdes ¢ os angulos de

tor¢ao.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Produto da PCR

O resultado da reacdo de PCR permitiu a identificagdo de duas bandas, uma de
aproximadamente 1100 pb e outra de aproximadamente 650 pb (Figura 2). Esta Gltima banda
apresentou o tamanho esperado que era de aproximadamente 650 pares de base como descrito
por Pflieger et al (2001) e, por isso, foi utilizada como banda alvo para elui¢do ¢ uso na

clonagem.

i 1005
— | " —650pb

1000 pb

500pb

Figura 2. Gel de eletroforese mostrando duas bandas (circulos brancos) de DNA de
aproximadamente 1100 e 650 pb. A menor destas bandas foi eluida para obter o DNA a
ser inserido no plasmideo a ser utilizado na transformacao de células de E. coli.

3.2 — Analise do seqiienciamento
Com a limpeza das seqiiéncias (retirada das seqiiéncias dos vetores e dos primers) e
com posterior montagem dos contigs — feitos no software DNAman — foi possivel obter duas
seqiiéncias consenso tanto de nucleotideo quanto de proteinas (Bglupapaya 1 e Bglupapaya 2).
As duas seqiiéncias de nucleotideos foram submetidas ao programa “ORF FINDER”

que gerou duas figuras relacionando a seqiiéncia do DNA com a seqiiéncia da proteina

(figuras 3 e 4).
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350 matttacasaccocagattasggtictocaacagoaghtgatgoaaca
N L ¢ T ¢ I EY 5 T LA VD AT
305 pttttagggtoatotitiootocatcangtggtgeatttagtgan
L L % 5= F F F 5 & ¢ 1 T 5 E
260 agttctagotoatatataacccocaatigioccaattoctagoanat
5% §§ 5 7T I T F I W o F L A K
215 gttasagctocatttoctggocaatgtttatcottactttagttas
¥ K A P F L L N YT P T F 5 ¥
170 gteggtgaccoagtanacatcagactogactacaccttatttact
vy & b P YNNI RLUDIDTTTULTFT
125 gtaccagatggogaaagtgtggttasagatggttoattatottat
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i

a

Figura 3: Alinhamento da primeira seqiiéncia consenso de nucleotideos com sua
respectiva proteina. Observa-se que a seqiiéncia de DNA esta invertida.
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¢ ¢ & 3 L E I ¥ ¥ 3 E 3 G *

Figura 4: Alinhamento da segunda seqiiéncia consenso de nucleotideos com sua
respectiva proteina. Observa-se que a seqiiéncia de DNA esta invertida.
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O programa Clustal W foi utilizado para realizar o alinhamento das duas seqiiéncias
consenso da proteina (figura 5). Os resultados mostraram que entre as duas seqiiéncias havia
um grau de identidade de 46% ¢ uma similaridade de 35%. A partir da analise da seqiiéncia
consenso do grupo 1 com programa Blast X, observou-se que o primeiro resultado
apresentado  foi com a  Dbeta-1,3-glucanase = de  Fragaria X  ananassa

(2i|29243202|dbj|BAC66186.1|) com uma identidade de 53%, similaridade de 69%, cobertura

de 122/228, “e-value” igual a 61 e “score” de 238 bits . Todos os proximos resultados também
apresentaram alta similaridade e identidade com [-1,3 glucanases de outras espécies.
Com a andlise da seqiiéncia consenso do grupo 2 (Bglupapaya 2) no programa Blast X

o primeiro resultado apresentado foi com a beta-1,3-glucanase de Prunus pérsica

(2i]16903144|gb|AAL30426.1]) com identidade de 66%, similaridade de 81%, cobertura de

158/239, “e- value” igual a 86 e “score” de 321 bits. Como ocorreu com Pglupapaya 1, todos
os proximos resultados apresentaram alta similaridade, identidade, “e-value” acima de 50 e

“score” superior a 200bits.

[ e Rl 7 e p— BRI SEEEE Y HLER [ EHHET YD FHEATLHALHE THT (LILGVENE 51
B cLupspvme FALAGUCY ] GHNLPEFLEVT ALY WUENT EFHRT YD FIRGULQALEG S N EHLELFYE 60
- +: ++++ ++ :++ H +: ++++++....+:++ + ++ . ::++:++
B oursrama DLESLUDFLARS - CWI ST AF 7F QUEFET STGHE VEFLDAHAQE VL EEHORT YHELY 110
B cLurersame DLORI A2 QRARAD A § THIRHE -P DVEFEYT S7GHE VP SHEFAGFLYEAHENT QRALT 119
- ++ IR ++: .+'I‘. ++ +:+:+:+:++++++++:+ g +++::+++:++ .++-
B miparsrma ZEMLOTOIMVE TEVDATLLGSSFFE S2GAFSES 22Ty T TP TUFLANIEEFFLENIYEYE 170
B aLupsrsvme WEELEMIEE T DTG TLATS PP SHGIFHENFHRT LMPLURFLUNNE ZFLLUNT YPYF 179
- .+.+ .+++++:+:+: +.:+ +++-+:+.+. R :.+:+:++.+ ::+:+.+:++++
B oursrama FYVEIEVHI FLDYTLE TYPDAES D GIL S YHHED BHLIGF Y SALIE TR GEEVEIT - - 225
B aLurerame SFIRHHEDIHLDEALE TREN - -UE STEPLEYOSLED ATHDSNRALEE T 3asLEIUE 237
- +...: :+:++::+++.+ . +..'I‘ .+.+ . ++'I‘ +:. ++:+ +++ + 4+
B aursrsvea oo -----

B ELUPAPEYER ESGRAENT 244

Figura 5: Alinhamento de Bglupapaya 1 e Bglupapaya 2.

Ha varios fatores que podem contribuir para o aparecimento de dois tipos tao distintos

de uma mesma enzima, como por exemplo, o nivel de expressdo, local de expressao, sua


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=29243202&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=16903144&dopt=GenPept
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fungdo, quantas copias estdo presentes € em termos, também, de estrutura podem estar

diferenciadas.

3.3 — Analise Filogenética

Para a andlise filogenética foram escolhidas [B-1,3 glucanases de 21 espécies
diferentes, todas sugeridas no resultado do Blast X. Todas estas enzimas apresentavam um
“score” superior a 200 bits, “e-value” superior a 50 e alto grau de simalariddae e identidade.

Uma arvore filogenética foi construida para auxiliar no entendimento da relagdo
existente entre as enzimas encontradas com a presenca destas mesmas enzimas em outras
plantas. A arvore filogenética ¢ um diagrama que expressa uma hipdtese sobre relacdes entre
grupos. Portanto, mostra as relacdes de origem e parentesco com as espécies atuais e seus
ancestrais. Observa-se na figura 7 que as seqiiéncias foram agrupadas em diferentes familias.
O grupo?2 se aproxima mais de Populus canescens e Citrus sinensis, enquanto o grupol esta
mais relacionado a Vitis riparia, Beta vulgaris ¢ Fragaria x ananassa. Provavelmente sdo
enzimas de funcdo similar, homologas, mas deverdo ter uma expressao diferencial em tecidos
da planta.

A tabela 1 mostra as seqiiéncias selecionadas para o alinhamento com Pglupapaya 1 e

Bglupapaya 2 (figura 6), para analise filogenética e suas respectivas referéncias.
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Figura 6: Alinhamento de Pglupapaya 1 e Pglupapaya 2 com as 21 seqiiéncias
selecionadas para a analise filogenética.
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Tabela 1. Seqiliéncias selecionadas para a analise no Clustal W com suas respectivas
referéncias obtidas a partir do Blast X.

ESPECIE NOME DA ENZIMA REFERENCIA
Prunus persica beta-1,3-glucanase gi/16903144|gb|AAL30426.1|
AF435089 1

Citrus sinensis

beta-1,3-glucanase

gi|2274915[|CAA03908.1]

Fragaria x ananassa

beta-1,3-glucanase

2i[29243202|dbj|BAC66186.1]

Vitis riparia

beta-1,3-glucanase

2i[37992763|gb|AAR06588. 1|

Prunus persica

beta-1,3-glucanase

2i[1222556|gb|AAA92013.1|

Vitis vinifera

beta-1,3-glucanase

gi|22550395|gb|AAF44667.2
AF239617 1

Arabidopsis thaliana

beta-1,3-glucanase class I
precursor

gi[21592715|gb|AAM64664.1]

Glycine soja

beta-1,3-endoglucanase

gi[48869555|gb|AAT47434. 1

Glycine latrobeana

endo-beta-1,3-glucanase

gi|41584404|gb|AAS09871.1]

Glycine tabacina

endo-beta-1,3-glucanase

gi[41584416|gb|AAS09877.1]

Coffea arabica Coffea
canephora

beta-1,3-glucanase, basic

gi|37223498|gb|AAQ90286.1|

Cicer arietinum

glucan-endo-1,3-beta-
glucosidase

2i|4883425F|CAA10287.2

Populus x canescens

beta-1,3 glucanase

21169602 14|gb|AAF33405.1|AF
230109 1

Beta vulgaris subsp.
Vulgaris

glucan endo-1,3-beta-D-
glucosidase

gi[4584556[f(CAA53545. 1

Glycine max

endo-1,3-beta-glucanase

2i[38640795|gb|AAR26001. 1|

Cicer arietinum

glucan endo-1,3-beta-d-
glucosidase

gil3900936|CAA10167.1]

tomato

1,3beta-glucanase

2i[282945|pir||S26241

Medicago sativa

acid glucanase

gi|55818553|gblAAV66071.1]

Glycine canescens

endo-beta-1,3-glucanase

gil41584418|gb|AAS09878.1

Nicotiana tabacum

glucan endo-1,3-beta-
glucosidase

gi|19869FF[CAA37669.1]

Nicotiana plumbaginifolia

precusor b-1,3-glucanse

gi|19687["|CAA38540.1
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Figura 7: Arvore filogenética da B-1,3-glucanase.. Bglupapaya 1 e Bglupapaya 2 e sio as
seqiiéncias de -1,3-glucanase de Carica papaya (Referéncias conforme tabela 1).
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3.4. Predicao das estruturas secundaria e terciaria da proteina

O conhecimento da estrutura tercidria de uma proteina constitui uma informagao
valiosa para determinagdo de sua fungdo, pois pode permitir a identificagio de dominios
conhecidos, como sitios cataliticos, sitios de modificacdo alostérica e outros. A modelagem
molecular ¢ um método alternativo, ndo experimental, que permite, com base nos
conhecimentos da estereoquimica dos aminoacidos e nas informacdes adquiridas das
estruturas terciarias ja resolvidas, prever a conformacdo de proteinas a partir da seqiliéncia
primaria dos aminoacidos. Uma das formas de se realizar a modelagem de proteinas ¢ utilizar
como referéncia uma ou mais proteinas homologas e de estrutura tercidria ja conhecida. Este
tipo de modelagem ¢ conhecido como modelagem por homologia ou modelagem
comparativa, e, por enquanto, ¢ a abordagem que obtém melhores resultados.

O método de modelagem por homologia de seqiiéncias permite o desenho estrutural de
proteinas tendo como ponto de partida as estruturas reais determinadas experimentalmente por
difracdo de raios-X ou por Ressonancia Nuclear Magnética (RNM). A transferéncia de
coordenadas, entre o molde e a seqiiéncia modelo, fundamenta-se na conservagdo de
aminoacidos na seqii€ncia primaria que conservam entre si um enovelamento tridimensional.
Faz-se entdo um alinhamento entre possiveis moldes e a seqiiéncia da proteina de interesse.
Quanto maior for o percentual de identidade entre as seqiiéncias, mais facil e segura ¢ a
transferéncia das coordenadas. O percentual de identidade limite gira em torno de 40%, onde
abaixo desse valor a constru¢do do modelo por homologia perde a confiabilidade. Para casos
onde a identidade esta entre 20% e 40% pode-se aplicar a metodologia de reconhecimento por

enovelamento (fold recognition).
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3.4.1 — Predicao da estrutura secundaria
As figuras 8 e 9 mostram a estrutura secundaria dos dois grupos de glucanases
identificados no trabalho, indicando claramente as diferengas e similaridades das suas

seqliéncias.
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Figura 8: Apresentacio da predicdo da estrutura secundaria da glucanase do grupo 1
(Bglupapaya 1) onde a seta amarela representa as folhas B, o cilindro verde corresponde
as a hélices e a linha continua indica uma estrutura nao definida (coil) , como indicado
na legenda.
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Figura 9: Apresentacido da predicio da estrutura secundaria da glucanase do grupo 2
(Bglupapaya 2) onde a seta amarela representa as folhas f, o cilindro verde corresponde
as o hélices e a linha continua indica uma estrutura nao definida (coil) , como indicado
na legenda.

3.4.2 — Predicao da estrutura terciaria

Quando comparadas entre si as glucanases dos dois grupos (Pglupapaya 1 e
Bglupapaya 2) mostraram um grau de identidade de 46%, uma similaridade de 35% e,
conseqiientemente, uma dissimilaridade de 19%. Devido ao fato destas enzimas serem

oriundas de uma mesma espécie, portanto pertencentes a mesma familia, estas proteinas sao
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consideradas homologas e, possivelmente, exercem a mesma fungdo, porém provavelmente,
com localizac¢do funcional distinta (Figura 10). A analise dos dados das estruturas primarias e
secundarias das duas glucanases isoladas do mamao foi possivel fazer a predi¢gdo de uma
unica estrutura tercidria. As diferencas existentes se ddo em aminoacidos que nao se localizam
no sitio ativo da enzima. A figura 11 mostra uma estrutura sem as a-hélices para facilitar a

visualizacdo do sitio ativo da B-1,3 glucanase.
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Figura 10: Apresentacio da predi¢iao da estrutura terciaria da B-1,3 glucanase de Carica
papaya.
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Sitio Ativo (Glu)

Figura 11: Estrutura terciaria da glucanase indicando os sitios ativos onde o acido
glutamico exerce a fun¢ao principal.
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4 - CONCLUSAO

Pflieger et al (2001), utilizando primers degenerados, identificaram, amplificaram e
clonaram [3-1,3-glucanase em Capsicum sp. por meio de uma reagdo de PCR.

No presente estudo, 0 mesmo par de primers degenerados foi utilizado na PCR para a
identificagdo e analise molecular de B-1,3-glucanases em Carica papaya, resultando, de
forma inédita, na obtenc¢ao de dois tipos distintos desta enzima.

O fato de a andlise filogenética mostrar que a glucanase do grupo 1 estd mais
relacionada a Vitis riparia, Beta vulgaris e Fragaria x ananassa e que a do grupo 2 se
aproxima mais de Populus canescens e Citrus sinensis ¢ um importante indicativo de que sdo
B-1,3-glucanases distintas.

Devido ao fato de estas enzimas serem oriundas de uma mesma espécie, portanto
pertencentes & mesma familia, elas sdo consideradas homologas e, possivelmente, exercem a
mesma funcao, talvez com localizagcao funcional distinta. A analise dos dados das estruturas
primdrias e secundarias das duas glucanases isoladas de mamao permitiu fazer a predicao de
uma Unica estrutura terciaria, o que ¢ explicado pelo fato de as diferencas existentes se darem
em aminodcidos que ndo se localizam no sitio ativo da enzima.

A identificacdo de dois tipos de B-1,3 glucanases diferentes pode ser explicada se
considerarmos que estas podem ser oriundas de alelos diferentes do mesmo gene, ou por
genes diferentes, ou ambas as situagdes, isto €, sendo tanto genes quanto alelos diferentes. Ha
varios fatores que podem contribuir para o aparecimento de dois tipos distintos de uma
mesma enzima em uma Unica espécie, como por exemplo, a necessidade de um nivel de
expressao elevado ou a localizagdo distinta da expressao nos tecidos da planta.

O fato de essas enzimas estarem, provavelmente, envolvidas no processo de defesa de
plantas, as torna um alvo para futuros estudos associados a plantas transgénicas. Os resultados

desta pesquisa poderdo servir de base para a producdo de plantas com alta expressdao desta
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proteina, o que poderia garantir uma maior resisténcia a patégenos. Desta forma, os produtos
teriam a vida de prateleira aumentada, a perda de produtos seria menor, assim como o
prejuizo para os agricultores, pois os frutos estariam mais protegidos durante o transporte e o

armazenamento.
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5 - PERSPECTIVAS FUTURAS

Visto que as B-1,3 glucanases estdo envolvidas em diferentes processos, nao é possivel
afirmar neste momento que elas estdo relacionadas ao processo de resisténcia em Carica
papaya. Para tal comprovagdo, faz-se necessdria uma analise bioquimica experimental, pois
este trabalho foi baseado na literatura, ou seja, ndo experimental no que se refere ao
envolvimento destas enzimas no processo de defesa da planta.

No caso de se confirmar que as B- 1,3 glucanases obtidas neste trabalho estdo
envolvidas no processo de resisténcia da planta contra patdégenos, elas podem ser utilizadas
como sonda em “Northen Blot”, o que permitiria revelar se sdo expressas em frutos sadios,
em frutos feridos, em ferimentos tratados com microorganismos antagonistas, entre outras
situagoes.

Devido ao fato de nenhuma B-1,3 glucanase ter sido identificada anteriormente em
Carica papaya, a obtengdo do gene inteiro permitiria uma analise filogenética mais apurada e
serviria também para futuros estudos desta mesma proteina em outras espécies. Uma
estratégia para tal obtencao seria a utilizagdo do método “5° forward 3’ reverse”.

Com o mapeamento genético, permitiria a localizagdo do gene no genoma do mamao
possibilitando saber se estas duas seqiiéncias distintas da mesma proteina sdo genes
diferentes, sdo alelos diferentes do mesmo gene ou ambas as situacdes.

Se estas seqiiéncias corresponderem as proteinas PR, serd possivel a producdo de
plantas transgénicas superexpressando o gene. Isto, possivelmente, tornaria a planta mais
resistente sem que houvesse a necessidade da aplicagdo de fungicidas, que prejudicam o meio
ambiente e a salde humana. E ainda seria possivel a transferéncia deste ou destes genes para

outras plantas, tornado-as também mais resistentes.
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