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RESUMO 

Proteínas Relacionadas à Patogênese (PR) são induzidas em resposta ao ataque de 

patôgenos. Proteínas PR são agrupadas em 17 famílias, PR-1 a PR-17. Atividades 

antifúngicas e enzimáticas foram descritas para algumas dessas proteínas. Entre elas, a 

família PR-4 compõe as classes I e II de quitinases de plantas. Um clone de cDNA que 

codifica uma PR-4 da classe II, nomeada PnPR-4, foi isolado, em estudos anteriores, de 

Piper nigrum L. (pimenteira do reino). Esta é uma importante cultura para Brasil, 

principalmente no estado do Pará, no entanto sua produção tem diminuído devido à 

doença conhecida como podridão da raiz (Fusariose) causada pelo fungo Fusarium 

solani f. sp. Piperis. Neste trabalho, o cDNA da PnPR-4 foi usado para a produção da 

proteína recombinante, chamada de PnPR-4. O quadro de leitura aberta (ORF) da 

PnPR-4, foi amplificado por meio de ensaio de PCR e, em seguida a ORF foi ligada ao 

vetor de expressão pET-29(a) e introduzido, por eletroporação, em E. coli Rosetta 

(DE3). Nas células transformadas, a produção da proteína de interesse foi induzida por 

IPTG 1mM à 37°C por 5h. Após a produção, a atividade enzimática da proteina 

recombinante PnPR-4 foi avaliada pela detecção da atividade enzimática de quitinase 

em gel de poliacrilamida após eletroforese. A atividade foi avaliada em pH: 5.0 e 

pH:7.8 para demonstra a estabilidade da proteína recombinante. A massa molecular da 

PnPR-4 foi de 13.5 kDa, estando de acordo com outras PR-4 produzidas pelo sistema de 

expressão heterologa em sistema bacteriano. No ensaio de atividade enzimática, a 

PnPR-4 apresentou atividade quitinolitica, tanto em pH:5.0 ou pH:7.8. Esta é uma 

característica de chitinases de plantas, atividade em uma ampla faixa de pHs. Onde, a 

atividade ótima ocorre entre pH: 3.0 e 5.0. Na proteína recombianante, o pH ótimo foi 

5.0, no entato ela teve atividade em pH 7.8, demonstrando a estabilidade da enzima. 

Estes resultados mostram que o sistema bacteriano de expressão heteróloga é eficaz para 

a produção da proteína recombinante PnPR-4, que é uma enzima com atividade 

quitinolitica e altamente estável. Assim, a PnPR-4 é uma nova enzima que pode ser 

usado em biotecnologia vegetal no combate contra fungos patogênicos da planta.   

 

Palavras chave: Pimenteira do Reino , PnPR-4, Proteína Recombinante, Quitinase, PR-

4.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



x 

 

 

 

ABSTRACT 

Pathogenesis-related (PR) proteins are plant proteins that are induced in response to 

pathogen attack. PR proteins are grouped into 17 independent families, PR-1 to PR-17. 

Antifungal and enzymatic activities have been described for some of these proteins. 

Among them, the PR-4 family comprises class I and II of plant chitinases. cDNA clone 

that encode a PR-4 of the class II, designated as PnPR-4, was previously isolated, in 

others studies,  from Piper nigrum L. (black pepper). This is an important crop for 

Brazil, mainly in Pará state, however its production has decreased because root rot 

(Fusariose) disease caused by fungus Fusarium solani f. sp. Piperis. In this study, 

PnPR-4 cDNA clone was used for production of the recombinant protein, named PnPR-

4, by bacterial expression system. Open Read Frame (ORF) of the PnPR-4 protein, was 

amplified from the cDNA clone by PCR assays, then ORF was linked in the expression 

vector pET-29(a) and introduced, by eletroporation, into E. coli Rosetta (DE3). The 

production of target protein, in transformed cells, was induced by 1 mM IPTG, at 37°C 

for 5h. After production, enzymatic activity of recombinant PnPR-4 was evaluated by 

Detection of Chitinase Activity after Gel Electrophoresis Polyacrylamide. Activity was 

evaluated in pH: 5.0 and pH: 7.8 for showing the stability of the recombinant protein. 

Molecular mass of Recombinant protein, PnPR-4, was 13.5kDa, according with others 

PR-4 produced by heterologous expression in bacterial system. In assay of enzymatic 

activity, PnPR-4 presented chitinolytic activity, both in pH: 5.0 or 7.8. This is a 

characteristic of plant quitinases, activity in a broad range of pHs. Where, optimal 

activity occurs between pH: 3.0 and 5.0. For PnPR-4, the optimal pH was 5.0, however 

in pH: 7.8 the recombinant protein had activity, demonstrating the stability of enzyme.  

These results showing that bacterial system of heterologous expression is effective for 

production of the recombinant protein PnPR-4, that it is an enzyme with chitinolytic 

activity and highly stable. Thus, PnPR-4, is now, a new enzyme which can be used in 

plant biotechnology in the combat against plant's pathogenic fungi. 

 

Keywords: Black pepper, PnPR-4, Recombinant Protein, Chitinase, PR-4.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Interação dos seres vivos com o meio ambiente 

 

Os seres vivos estão susceptíveis as alterações no seu ambiente, o que pode 

tornar desfavoráveis seu crescimento, desenvolvimento e, em alguns casos, sua 

sobrevivência.  Dentre as causas prejudiciais está o ataque de organismos patogênicos 

como vírus, fungos e bactérias. Esse ataque, na maioria dos casos, é devastador no 

ambiente natural, apresentando um potencial de destruição ainda maior em organismos 

agricultáveis, como os vegetais.   

Nas últimas décadas do século passado houve um aumento significativo da 

expansão agrícola em escala global (Foley et al., 2011). Esse fato, no entanto, tem sido 

determinante nas mudanças ambientais observadas no planeta, neste cenário temos 

variações climáticas bruscas, perda de biodiversidade com o desmatamento de floresta e 

poluição das reservas de água doce, sendo esses fatores propícios para ataque de 

patógenos aos vegetais, implicando em perdas nas lavouras o que reflete no aumento do 

preço dos alimentos (Foley et al., 2005; Godfray et al., 2010; Lobell e Gourdji, 2012).  

 Plantas e animais estão sujeitos ao estresse biótico, como o ataque por 

patógenos, e no caso de plantas, este tipo de estresse também pode ser causado por 

mamíferos, aves e insetos (De Vos et al., 2005; Kliebenstein, 2012). Outro tipo de 

adversidade a qual os organismos estão susceptíveis são as intempéries climáticas, 

como variações bruscas na temperatura ou alterações na concentração de íons do solo, 

elevada concentração de sais e metais pesados, sendo esses designados de estresses 

abióticos, os quais causam perdas consideráveis, principalmente em plantas, sobretudo 

naquelas com potencial econômico (Xiong et al., 2002; Xiong e Zhu, 2002). 

Em vários grupos de animais como mamíferos, peixes, nematóides e insetos, o 

combate às adversidades decorrente do estresse é realizado por grupos de células que 

em conjunto formam o sistema imune (Aderem et al., 2000; Khush et al., 2000; Turvey 

et al., 2010). Porém, entre estes organismos existem diferenças significativas, por 

exemplo, nos vertebrados o sistema imune é composto por grupos de células 

especializadas que constituem o sistema imune inato e o sistema imune adquirido 

(Medzhitov et al., 2002; Mcguinness et al., 2003).  
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Nos mamíferos a ativação do sistema imune inato é realizada por um repertório 

de células hematopoiéticas, como macrófagos e eosinófilos que em conjunto com 

receptores específicos presentes na membrana plasmática, como os tool like receptors 

(TLRs), detectam e combatem agentes patogênicos. O sistema imune adquirido atua 

através de células especializadas, como os linfócitos T e B. Essas células possuem a 

capacidade de geração e diferenciação de diversos e variados tipos de receptores 

celulares, tornando a resposta imunológica mais eficaz (Takeda et al., 2003; Turvey et 

al., 2010). 

Nos animais, células especializadas atuam no combate à patógenos, debelando 

as causas decorrentes do estresse biótico. Outra característica fundamental é sua 

capacidade motora, possibilitando a fuga quando se vêem em condições de estresse (Iriti 

e Faoro, 2007). Esse padrão de defesa contra patógenos, encontrado nos animais, não 

ocorre nos vegetais, por serem sésseis e não possuindo um sistema de defesa organizado 

com células próprias (Nürnberger et al., 2004).          

O caráter séssil dos vegetais talvez seja a característica mais marcante desse 

grupo de organismos. Assim, estão expostos a todos os tipos de estresse, ataque de 

patógenos, seca, alagamentos, salinidade, variações extremas de temperaturas, 

alterações na concentração de íons no solo e metais pesados (Timperio et al., 2008; 

Ahuja et al., 2010). Essas adversidades são devastadoras para a produção de alimentos, 

por causarem perdas econômicas consideráveis (Hashiguchi et al., 2010).  

Com toda essa gama de adversidades, como as plantas conseguem manter a 

sobrevivência? Como sobrevivem, por exemplo, às intempéries climáticas? Células 

especializadas como macrófagos e neutrófilos são a chave para ativação do sistema 

imune nos animais, mas não estão presentes nas plantas (Nürnberger et al., 2004). 

Porem, apesar dessas diferenças, está estabelecido à ocorrência de um sistema de defesa 

nas plantas que apresenta similaridades com o sistema imune encontrado nos animais 

(Chisholm et al., 2006; Jones e Dangl, 2006; Kliebenstein, 2012; Mengiste, 2012), 

sendo batizado por alguns autores de sistema imume inato ou imunidade basal de 

plantas (Medzhitov e Janeway, 1997; Boller e He, 2009). 

As consequências decorrentes do estresse biótico são gravíssimas. Um exemplo 

atual desse problema pode ser observado na produção mundial de laranja, que vem 

acumulando perdas consideráveis na produção em escala mundial devido à doença 

causada por bactérias do gênero Candidatu (Gottwald, 2010). Quando se trata de região 

amazônica, outro exemplo de perdas decorrentes do estresse biótico pode ser observado 
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na produção de pimenta-do-reino, onde o fungo F. Solani f. sp. piperis ataca as 

plantações de Piper nigrum L. (pimenteira-do-reino) provocando a doença conhecida 

como fusariose, tornando a planta imprópria para a produção (Duarte et al., 2002). 

Dessa forma, estudos envolvendo os mecanismos celulares e moleculares na defesa das 

plantas contra patógenos ganharam força nos últimos anos, devido à aplicação de 

técnicas de melhoramento em culturas de plantas com valor comercial (Dodds e 

Rathjen, 2010; Walters et al., 2013).  

 

1.2 Interação planta-patógeno 

 

Na primeira metade do século passado foram lançadas as bases para o estudo em 

nível molecular envolvendo a defesa de plantas contra patógenos através dos trabalhos 

pioneiros de Harold Henry Flor, que propôs modelo gene - a - gene durante a interação 

planta – patógeno. Nessa interação observa-se que a resistência à doença requer a 

interação de dois genes complementares, um gene do patógeno chamado de gene de 

avirulência (Avr) e seu correspondente, que é ativado no hospedeiro, chamado de gene 

de resistência (R) (Flor, 1971; Hammond-kosack e Jones, 1997). Apesar do trabalho 

pioneiro de H.H. Flor, e com o avanço nas técnicas em biologia molecular, pesquisas 

posteriores revelaram que o sistema de defesa ativado na planta vai além da interação 

entre genes Avr e R presentes, respectivamente, no patógeno e planta (Schwessinger e 

Ronald, 2012).  

            Plantas estão em interação constante com microrganismos, principalmente no 

solo. No entanto, quando essa interação passa a ser danosa o microorganismo é 

considerado patogênico (Chisholm et al., 2006). Dessa interação, surgiram pesquisas 

em nível celular e molecular que revelaram outros mecanismos de atuação do sistema 

imune, como por exemplo, no modelo ziguezague e modelo de guarda, estes atuando de 

forma diferente ou complementar ao modelo proposto por Flor (Van der Hoorn et al., 

2002 ; Jones e Dangl, 2006). 

Organismos multicelulares sob ataque de organismos patogênicos ativam, em 

nível celular, receptores de reconhecimento de padrões (PRRs). Esses receptores estão 

presentes na membrana celular ou no citoplasma das células, fazendo parte do sistema 

imune (Nürnberger et al, 2004). PRRs reconhecem moléculas do patógeno, conhecidas 

como pathogen-associated molecular patterns (padrões moleculares conservados 

associados à patógenos) (PAMPs) (Underhill e Ozinsky, 2002; Chisholm et al., 2006). 
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Esse padrão de defesa é encontrado tanto em animais como em plantas, havendo a 

expressão de receptores de membrana, onde há domínios estruturais conservadas nos 

PRRs de ambos os grupos (Gómez-Gómez e Boller, 2000; Nürnberger et al., 2004).  

 PAMPs são moléculas estruturais conservadas em microrganismos patogênicos, 

também conhecidas como epítetos específicos. Considerando sua estrutura molecular, a 

maioria dos epítetos pode ser dividida em polissacarídeos e polipeptídios. Os 

representantes mais conhecidos do primeiro grupo são Lipopolissacarideos (LPS) 

presentes na membrana das bactérias gram-negativas, peptídeoglicanos (PGN) 

encontrados na membrana celular das bactérias gram-negativas e gram-positivas, e 

quitina presente na parede celular de fungos (Liu et al., 2013; Newman et al., 2013).  

Os principais polipeptídios são flagelina microbiana, proteína componente do 

flagelo de bactérias e fator Tu de alongamento, proteína envolvida na biossíntese da 

cadeia de aminoácidos pelos ribossomos bacterianos (Newman et al., 2013). Como 

esses epítetos estão presentes também em microorganismos não patogênicos, é comum 

encontrar o termo MAMPs (Padrões moleculares associados a microorganismos) 

(Chisholm et al., 2006; Boller e Felix, 2009).  

PAMPs são estruturas essenciais para a sobrevivência dos microrganismos, 

estando presentes em organismos patogênicos, não patogênicos e saprófitos. Quando 

patogênicos, os PAMPs são reconhecidos pelo hospedeiro através de receptores 

localizados na célula vegetal (Ausubel, 2005; Jones e Dangl., 2006). Os PRRs das 

células vegetais estão localizados na membrana plasmática, apresentando dois tipos 

estruturais básicas, receptors like Kinases (RLKs) e receptors Like Proteínas (RLPs), 

ambos possuindo um domínio funcional modular (Zipfel, 2008)  

O sistema imune vegetal apresenta dois níveis de defesa contra o ataque de 

organismos patogênicos. Durante o primeiro nível de defesa, a célula vegetal reconhece 

os PAMPs, através dos seus receptores de reconhecimento de padrão presentes na 

superfície celular, desencadeando a imunidade ativada por PAMP (PAMPs-triggered 

immunity - PTI) (Chisholm et al., 2006). Sendo esta fase essencial para a ativação da 

imunidade inata nas plantas. Pois, há estudos demonstrando que plantas com mutações 

nos PRRs são susceptíveis a infecções microbianas (Zipfel, 2009). 

Durante a imunidade ativada por PAMPs, os PRRs reconhecem domínios 

específicos presentes nos PAMPs, que frequentemente possuem função estrutural ou 

enzimática sendo essenciais para sobrevivência do patógeno.  Genes que codificam 

PRRs para epítetos específicos como flagelina (flg 22) e fator Tu de alongamento 
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bacteriano, tem sido identificados em algumas espécies como FLS2 e ERF, 

respectivamente (Gomez-Gomez e Boller, 2000; Zipfel et al., 2004; Robatzek et al., 

2007), onde FLS2 é um receptor do tipo like Kinase (RLK) com domínio extracelular de 

repetições ricas em leucina (leucine-rich repeats LRRs)  e outro domínio citoplasmático 

do tipo serina/treonina kinase (Gomez-Gomez e Boller, 2000). 

Se os receptores para os PAMPs são capazes de reconhecer e iniciar a defesa 

contra patógenos, como esses são capazes de infectar a planta? Patógenos apresentam 

mecanismos capazes de burlar ou superar as barreiras impostas pela primeira linha 

defesa do sistema imune basal (Chisholm et al., 2006), através da produção de 

moléculas capazes de ultrapassar a imunidade inata das plantas, se tornando virulentos e 

causando infecções. Essas moléculas, conhecidas como efetores de avirulencia (Avr) ou 

elicitores, são tipos específicos de proteínas secretadas pelo patógeno diretamente no 

citoplasma da célula hospedeira interferindo na resposta imune (Hogenhout et al., 

2009). 

Dentre os mecanismos usados pelos patógenos para infectar a planta, o melhor 

estabelecido é o utilizado pelas bactérias gram-negativas, conhecido como sistema de 

secreção do tipo III (type III secretion system – T3SS) (Chang et al., 2005; Grant et al., 

2006), o qual a célula bacteriana utiliza durante a infecção para secretar proteínas 

efetoras no citoplasma da célula hospedeira. Esse mecanismo de infecção também pode 

ser observado em outros organismos patogênicos de plantas, como fungos e nematóides, 

sendo utilizadas outras estruturas para secretar proteínas efetoras (Catanzarit et al., 

2006; Davis et al., 2008). 

Uma vez que as barreiras da primeira linha de defesa são ultrapassadas, as 

plantas desenvolveram um mecanismo mais especializado para detectar e combater o 

ataque de microrganismos patogênicos, a imunidade desencadeada por efetor (effector 

triggered immunity - ETI), que apresenta como principal característica a morte celular e 

necrose tecidual no local da infecção, esta conhecida como reação de hipersensibilidade 

(Chisholm et al., 2006). Nessa fase, a efetividade do patógeno em conseguir secretar 

proteínas efetoras no citoplasma da célula é combatida por proteínas especializadas, que 

atuam como receptores conhecidas como proteínas de resistências, sendo essas 

proteínas expressas por genes conhecidos como genes de resistência ou genes R (Dangl 

e Jones, 2001) (Figura 1). 
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Figura 1: Célula vegetal infectada por patógenos de todas as classes; Em (1) a célula reconhece os 

PAMPs através dos PRR extracelulares ativando a PTI; Em (2) mostra a capacidade que os patógenos 

possuem de secretar proteínas efetoras no citoplasma da célula inativando a resposta PTI (3); Intracelular 

NLRs percebem as moléculas efetoras  por três vias: Através da ligação direta entre a molécula efetora e 

o receptor (4a); Através da modificação da proteína efetora por uma molécula Decoy (Isca) que é 

reconhecida pelo receptor somente quando sofre a mudança (4b); através do reconhecimento da molécula  

efetora mediada pela alteração de um alvo de virulência hospedeiro, tal como a de um domínio citosólico, 

PRR (4c); cada um desses três processos de reconhecimento desencadeia a ETI (5).    Adaptado de Dangl 

et al. 2013.  

 

Genes R codificam receptores que são agrupadas em cinco classes ou famílias 

conforme a homologia de seus domínios protéicos (Dangl e Jones, 2001). A maioria 

desses receptores, com pelo menos três domínios principais, um domínio de repetições 

ricas em leucinas (leucine-rich repeat) (LRR) na região C-terminal, um domínio central 

conservado conhecido com nucleotide binding site (NBS) e um terceiro domínio na 

região N-terminal, domínio TIR, que apresenta homologia com o domínio citosólico dos 

receptores Toll de Drosophila, ou receptores de interleucina-1 dos mamíferos 

(interleukin-1 receptors-TIR). Receptores com esses três domínios são conhecidos como 

receptores TIR-NBS-LRR. Na região N-terminal, no lugar do domínio TIR, pode haver 

um domínio coiled-coil (CC), onde receptores com esse domínio são representados 

como CC-NBS-LRR, sendo um subconjunto de receptores com uma seqüência zíper de 
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leucina (LZ). As monocotiledôneas só possuem genes R que codificam receptores CC-

NBS-LRR (Bai et al., 2002; Mukhtar, 2013). 

O desenvolvimento da doença, em plantas sob ataque de patôgenos é, na maioria 

das vezes, um evento raro. Isso se deve a eficiência na reposta imune, que não se 

restringe apenas aos receptores, ativada tanto na PTI quanto ETI. Plantas sob stress 

biótico possuem vastos e variados mecanismos de defesa que incluem barreiras 

estruturais pré formadas, representadas principalmente pelo processo de lignificação da 

parede celular das plantas vasculares (Tobimatsu et al., 2013). Outro mecanismo 

encontrado são as barreiras químicas pré formadas, estas representadas principalmente 

pelas Proteínas Relacionadas à Patogênese, conhecidas também como proteínas PR     

(Van Loon et al., 2006; Padovan et al., 2010; Kliebenstein, 2012), que são de grande 

interesse em programas de melhoramento genético vegetal (Wally e Punja, 2010). 

 

1.3 Proteínas PR 

 

As Proteínas PR foram identificadas pela primeira vez em folhas de tabaco 

(Nicotiana tabacum L.) infectadas pelo vírus do mosaico do tabaco (TMV) (Van Loon e 

Van Kammen, 1970). Desde sua identificação e ao longo desses mais de 40 anos, varias 

proteínas relacionadas à patogênese vêm sendo descritas, onde ate o presente momento 

há 17 famílias (PR-1 – PR-17) de PRs descritas e caracterizadas (Van Loon, 1985; Van 

Loon e Van Strien, 1999; Van Loon et al., 2006).  

A identificação de uma nova família é um processo longo e demorado devido a 

uma serie de considerações que devem ser tomadas. Hoje, sabe-se que algumas 

proteínas PR são produzidas constitutivamente ou em condições de estresse abiótico 

(Yu et al., 2001; Van Loon et al., 2006). No entanto, Van Loon e Van Strien, 1999 

postularam dois critérios básicos que devem ser tomadas para que novas famílias surjam 

e sejam consideradas como PRs. O primeiro postula que uma dada proteína deve ser 

produzida quando a planta está em condições de estresse biótico, não havendo 

ocorrência da proteína quando a planta esta saudável. No segundo, a expressão da 

proteína dever ser demonstrada em pelo menos duas combinações diferentes de 

interação planta - patogeno. Esses critérios são validos ainda hoje, daí a demora no 

surgimento de novas famílias mesmo com todos os avanços na pesquisa bioquímica e 

biologia molecular. 
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Agrupadas em 17 famílias e numeradas na ordem em que foram identificadas, as 

proteínas relacionadas à patogênese apresentam massa molecular variando entre 5 a 75 

kDa, existindo dentro de cada família classes com isoformas básicas e ácidas 

(Gorjanović, 2009), são agrupadas em uma determinada família conforme suas 

características bioquímicas, como similaridade da seqüência de aminoácidos, relações 

sorológicas e/ou atividades enzimática e biológica. Como características gerais, 

possuem estrutura compacta, geralmente estabilizada por ponte dissufeto, são resistentes 

a proteólise e elevadas temperaturas, permanecendo solúveis mesmo em baixo pH (˂ 3), 

onde a maioria das outras proteínas de plantas são desnaturadas (Van Loon, 1999). A 

Tabela 1 apresenta todas as famílias e suas respectivas atividades.  

 

Tabela 1: Famílias reconhecidas de proteínas relacionadas à patogênese. 

Família Membro tipo Atividade 

PR-1 Fumo PR-1ª Desconhecida 

PR-2 Fumo PR-2 β-1,3-glucanase 

PR-3 Fumo P, Q Quitinase I, II, IV, V, VI, VII 

PR-4 Fumo ‘R’ Quitinase I e II 

PR-5 Fumo S Taumatina 

PR-6 Tomate/Inibidor I Inibidor de protease 

PR-7 Tomate P69 Endoprotease 

PR-8 Pepino/Quitinase Quitinase III 

PR-9 Fumo/Peroxidase Peroxidase 

PR-10 Salsa “PR1” Ribonuclease 

PR-11 Fumo/ Quitinase Classe V Quitinase I 

PR-12 Rabanete Rs-AFP3 Defensina 

PR-13 Arabidopsis THI2.1 Tionina 

PR-14 Cevada LTP4 Transportadora de lipídeos 

PR-15 Cevada OxOa Oxalato oxidase 

PR-16 Cevada OxOLP “Oxalato-oxidase-like” 

PR-17 Fumo PRp27 Desconhecida 

Adaptado de Van Loon et al., 2006 

 

Diversas proteínas PR foram identificadas em diferentes gêneros e espécies de 

plantas, sendo descritas tanto em monocotiledôneas quanto dicotiledôneas (Van Loon et 

al., 2006; Ferreira et al., 2007). Na célula vegetal pode ser encontrada em diferentes 

compartimentos, no entanto sua localização é frequentemente extracelular, confinada ao 

espaço intercelular ou apoplasto, local de maior acúmulo da proteína.  Estão localizadas 

também no espaço vacuolar e citoplasma (Liu e Ekramoddoullah, 2006; Gorjanović, 

2009). 
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Proteínas PR são freqüentemente sintetizadas com a sequência N-terminal que 

determina a translocação para o retículo endoplasmático, seguido pela secreção para o 

apoplasto. Podem também serem depositadas nos espaços vacuolares, com exceção dos 

membros da PR-10 que tem a localização confinada ao citoplasma (Liu e 

Ekramoddoullah, 2006; Van Loon et al., 2006). Sua localização predominantemente 

extracelular está relacionada à proteção contra o ataque de patógenos e possíveis danos 

teciduais que esses possam causar (Anand et al., 2004). 

Desde que foram descritas pela primeira vez, várias proteínas PR foram isoladas 

e caracterizadas em diversas espécies (Sels et al., 2008), havendo a determinação do 

tipo de atividade bioquímica e biológica que possuem. Bioquimicamente atuam como 

enzima, no caso de proteínas pertencentes ao grupo 3 e 4, que apresentam atividade de 

quitinase (Gomez et al., 2002; Zhu et al., 2006), e as pertencentes ao grupo 2 possuem 

atividade de glucanase (Hrmova et al., 2002).  

A atividade biológica se dá pela inibição do desenvolvimento de fungos 

patogênicos, através do ataque aos componentes da parede celular, quitina ou (1,3)-β-

glucana (Leubner-Metzger e Meins, 1999; Bertini et al., 2009). Atuam também em 

respostas ao estresse abiótico, como no caso das LTPs (PR-14) (Jung et al., 2003), e em 

respostas a herbívoros, onde as PRs-12, conhecidas como defencinas, inibem enzimas 

digestivas, proteinases e α-amilase produzidas por insetos (Murad et al., 2007).   

Devido essas características as proteínas relacionadas à patogenicidade vêm se 

destacando em programas de melhoramento, visando à resistência ou tolerância de 

espécies vegetais contra o ataque de patógenos, principalmente fungos e bactérias 

(Wally e Punja, 2010). A eficácia das PR’s no combate à patogênos pode ser observada 

em plantas como, Trigo, Cenoura, Arroz e Banana que foram geneticamente 

transformadas com genes que codificam proteínas PR’s como, Quitinases, PR-14 e PR-

5, onde todas essas PR’s possuem propriedades antifúngicas (Liu et al., 2012;  Jayaraj e 

Punja, 2007; Shah et al., 2013; Kovacs et al., 2013).   

 Apesar da identificação e isolamento de varias PRs ao longo de mais de 40 anos 

(Ferreira et al., 2007), os aspectos referentes aos mecanismos  da regulação gênica, 

atividade referentes ao genes que codificam proteínas PR não são totalmente 

compreendidos, assim o estudo dos mecanismos de regulação abriram novos caminhos 

para emprego em programas de melhoramento vegetal (Sels et al., 2008). 
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1.4 PR-4 

 

A primeira descrição de uma proteína PR-4 ocorreu em Solanum tuberosum 

(batata) em 1989, foram nomeadas como Win1 E Win2 (Stanford et al., 1989 ) e, 

subsequentemente foram descritas em varias espécies como Capsicum annuum 

(pimenta), Brassica sp., Zea mays (milho), Malus domestica (maçã) (Shin et al., 2001; 

Ryang et al., 2002; Bravo et al., 2003;   Bai et al., 2013) dentre outras. Proteínas PR 

pertencentes à família 4 possuem características que as definem como quitinases do 

grupo I e II.  

Definidas com Quitinases do tipo I e II, as PR-4 se destacam pela elevada 

capacidade inibitória de fungos fitopatogênicos de importância agronômica, sendo que 

essa inibição é demonstrada tanto em ensaios in vitro e in vivo (Bai et al., 2013; Kovacs 

et al., 2013 ). Assim, a PR-4 vem se destacando cada dia mais como uma molécula que 

apresenta reais condições de ser utilizada com o objetivo de combate a fitopatologias 

que causam que impactam diretamente na produção de alimentos. 

Todas as proteínas PR-4 são reconhecidas pela presença do domínio BARWIN, 

que se caracteriza por ser altamente básico, possuir 125 aminoácidos, massa molecular 

de 13.7 KDa e seis resíduos de cisteína, esses responsáveis pela formação de três pontes 

de sulfeto, conferindo alta estabilidade a molécula (Wang et al., 2011). Como a 

principal característica molecular das PR-4 é a presença do domínio BARWIN, o que as 

diferencia dentro da família PR4? 

 A principal diferença se dá pela presença de um domínio conservado na região 

N-terminal, encontrado apenas nas proteínas da classe I, conhecido como chitin-binding 

domains (domínio de ligação à quitina) (Van Loon et al., 2006; Lu et al., 2012). Como 

esse domínio apresenta alta homologia com o hevein domain, identificado em uma 

proteína com propriedades antifúngicas extraída de seringueira (Hevea brasiliensis) 

(Van Parijs et al., 1991), é comum as PR-4 pertencentes ao grupo I serem também 

reconhecidas como hevein/chitin-binding domain (ChtBD) (Figura 2) (Lu et al., 2012). 

As propriedades moleculares e bioquímicas das PR-4 lhes incluem dentro da 

classe de enzima quitinase. Essa inclusão se deve a inibição in vitro de fungos 

patogênicos (Hejgaard et al., 1992; Ponstein et al., 1994; Caruso et al., 1996 ). Estudos 

posteriores revelaram também outras propriedades enzimáticas das PR-4, a de 

nucleases, tanto RNAse, quanto DNAse (Caporale et al., 2004; Guevara-Morato et al., 

2010). De todas essas atividades a que desperta mais interesse, sem duvida, é a de 



21 

 

quitinase, muito devido à inibição de fungos patogênicos in vitro com interesse 

agronômico. Essa inibição é atribuída à degradação da quitina presente na parede 

celular. 

 

 

 

 

Figura 2: Representação esquemática das classes I e II das proteínas PR-4, evidenciando suas 

características, quanto aos domínios presentes em cada classe. Adaptado de Lu et al. (2012). 

 

 

     

A quitina (β (1→4) – linked N–acetyl–D-glucosamine) é um polissacarídeo 

presente em diversos grupos de seres vivos. Apresentam papel estrutural na parede 

celular de fungos, bem como na cutícula de artrópodes, como insetos e crustáceos (Aam 

et al., 2010). No entanto, apesar da vasta distribuição entre os seres vivos, esse polímero 

não está presente em plantas superiores e mamíferos, onde esses produzem apenas 

enzimas conhecidas como quitinases, responsáveis pela degradação da quitina 

(Neuhaus, 1999).  

As quitinases são produzidas por vários grupos de organismos, incluindo, 

bactérias, insetos, fungos, plantas e mamíferos, apresentando diferentes e variadas 

funções como nutrição, morfogênese e defesa (Adrangi et al., 2010). A produção dessas 

enzimas em plantas é importante no combate a fungos causadores de doenças em 

plantas cultivadas (Taira et al., 2002). No caso de plantas, quitinases representam um 

importante mecanismo de defesa contra fungos e insetos, que causam perdas 

consideráveis em plantas cultivadas (Herrera-Estrella e ChetZ, 1999). 
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Baseadas na similaridade da seqüência de seus aminoácidos, estrutura, 

especificidade do substrato e mecanismos de catálise, as quitinases de plantas são 

divididas em sete classes, I-VII (Arie et al., 2000; Sarma et al., 2012).  Algumas dessas 

classes são produzidas constitutivamente pela planta, principalmente em órgãos não 

vegetativos (Neale et al., 1990; Takakura et al., 2000), no entanto, a indução da  

expressão de classes em resposta ao stress biótico, principalmente causada por fungos 

patogênicos, recebe mais interesse devido ao potencial uso dessas moléculas em 

programas de melhoramento genético. 

A efetividade das quitinases no combate a fungos patogênicos é demonstrada 

pela resistência nas plantas, que por meio da transgenia, expressão genes que codificam 

quitinases (Shin et al., 2008; Huang et al., 2013; Kovacs et al., 2013). Assim a 

identificação de genes que codificam essas enzimas e sua, conseqüente caracterização 

concernentes a propriedades bioquímicas e mecanismos de catálise são vitais para o 

combate de fungos que causam danos, não só econômicos, mas, sobretudo, sociais e 

ambientais (Cletus et al., 2013).   

 

1.5 A fusariose da pimenteira-do-reino 

 

          Fusarium é um gênero cosmopolita de fungos filamentosos formando colônias 

que se caracterizam pelo crescimento rápido com padrão de coloração esbranquiçada ou 

colorida, crescem na forma de esporos, esses podendo ser de dois tipos: microconídios e 

macroconídios. Os microconídios são unicelulares e uninucleados, enquanto os 

macroconídios, geralmente são multicelulares, com cada célula apresentando um núcleo 

(Brown et al., 2006). 

 Espécies pertencentes ao gênero Fusarium ocorrem em escala global, algumas 

sendo parasitos de plantas, causando infecções em qualquer fase do desenvolvimento, 

desde a germinação das sementes até o desenvolvimento e amadurecimento dos tecidos 

vegetativos, dependo da espécie parasitada. Esse processo se dá, principalmente, pela 

decomposição de substratos celulósicos da planta (Ma et al., 2013) (Figura 3). A 

patogenicidade ao homem é rara, no entanto muitas espécies de Fusarium produzem 

toxinas que causam sérios danos à saúde humana (Desjardins e Proctor, 2007). No 

continente americano, as espécies F. solani e F. oxysporum são parasitos que causam 

perdas em diversas culturas, como cevada, soja, mamão e batata (D’Ippólito et al., 

2010).  
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Figura 3: Exemplar de P. nigrum L. (Pimenteira-do-reino) (a); P. nigrum L. infectada por F. solani f. sp. 

piperis (b). Fonte: Nascimento, 2009 

 

 

Na Amazônia, especialmente no Estado Pará, a espécie F. solani f. sp. piperis 

causa a doença conhecida como podridão das raízes ou fusariose, no qual o parasito 

ataca o  sistema radicular da planta (Duarte et al., 2002). Essa doença causa perdas na 

lavoura da ordem de 10 milhões de dólares anuais e redução de, aproximadamente, 3% 

da área cultivada anualmente, com uma produtividade média que já foi de 4,0 t/ha e, 

hoje, é de 2,0 t/ha (Tremacoldi, 2010).  

O Estado do Pará é responsável por, aproximadamente, 70% da produção 

brasileira, que é de 41.376 t de pimenta seca, colhidas em 18.673 ha. Os estados do 

Espírito Santo, Bahia, Paraíba e Maranhão completam a produção brasileira (IBGE, 

2015). 

 Uma das principais estratégias no combate a patógenos de plantas é o uso de 

defensivos químicos, no entanto essa prática é onerosa e danosa ao ambiente. Dessa 

forma, uma das alternativas ao uso desses defensivos é a busca por biomoléculas que 

confiram resistência ou tolerância à planta. Neste sentido, para entender melhor esta 

interação planta-patógeno, de Souza et al. (2011) identificaram, por meio da 

metodologia de hibridização subtrativa por supressão (SSH), 87 cDNAs 

diferencialmente expressos em P. nigrum em resposta à infecção pelo F. solani f. sp. 

piperis. Grande parte das seqüências identificadas está associada com o sistema de 

defesa da planta. Entre elas, foi identificada uma seqüência parcial de uma proteína 

putativa do tipo PR-4, de acordo com as análises computacionais. Posteriormente, 

estudos realizados por Tavares (2012) possibilitaram o isolamento e a caracterização 

a b 
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molecular da seqüência de cDNA completa desta proteína PR-4.  Essa caracterização é 

importante, pois a PR-4 pertence ao rol de moléculas com atividade antifúngica 

amplamente reconhecida, tornando-a com isso uma alternativa viável no combate a 

fusariose.  

  

1.6 PR-4 da pimenteira-do-reino 

 

Os estudos realizados por Tavares (2012) consistiram nos primeiros esforços 

para estudar a proteína PR-4 da pimenteira-do-reino, a qual foi denominada PnPR-4. 

Esta proteína deduzida a partir da seqüência de cDNA consiste de um polipeptídeo de 

141 aminoácidos, com massa molecular e ponto isoelétrico preditos de 15.6 kDa e 8.71, 

respectivamente. Contudo, é provável que a proteína  PnPR-4  seja sintetizada como 

uma proteína precursora maior e, após a clivagem do peptídeo sinal (1-21 aminoácidos) 

na extremidade N-terminal, resulte em uma proteína madura de 13.4 kDa e ponto 

isoelétrico de 8.64 (Tavares, 2012).  

Análises computacionais comparativas utilizando o programa BLAST 

mostraram que a PnPR-4 exibe uma alta identidade (82%) com a proteína PR-4 de 

Brassica rapa subsp. Pekinensis (Tavares, 2012). Na Figura 4 é mostrado o alinhamento 

da PnPR-4 com outras proteínas PR-4, onde seis resíduos de cisteína são conservados. 

A presença dessas cisteínas é uma característica conservada dessa família de proteínas 

importante para formação de três pontes dissulfeto, que garantem a alta estabilidade da 

proteína (Li et al., 2010; Svensson et al., 1992). 

Análises in silico mostraram também que a proteína PnPR-4 pertence à classe II 

da família de proteínas PR-4 e tem uma localização extracelular devido a ausência do 

domínio de quitina e de uma extensão c-terminal envolvida no direcionamento da 

proteína para o vacúolo, indicando que sua localização fora do citoplasma, no apoplasto 

(Tavares, 2012).  

Além dos dados moleculares da PnPR-4 obtidos por Tavares (2012), estudos 

adicionais envolvendo a análise funcional desta proteína são essenciais para elucidar o 

seu papel na interação da pimenteira-do-reino com o F. solani. f. sp. piperis. Dentre as 

metodologias utilizadas para o estudo funcional de proteínas, a expressão heteróloga em 

sistema bacteriano, seguida da análise das atividades enzimáticas e biológicas da 

proteína recombinante, vem sendo empregada com sucesso para esta finalidade. 
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Figura 4: Alinhamento da proteína PnPR-4 com proteínas PR-4 de outras espécies de plantas. As 

proteínas PR-4 usadas para o alinhamento são: Brassica rapa subsp. Pekinensis BrPR4 (AAN23106.2); 

Sambucus nigra SnPR4 (CAA87070.1); Arabidopsis lyrata subsp. lyrata AlPR4 (XP_002884463.1) e 

Lycoris radiata LrPR4 (ACI31201.1). Fonte: Tavares, 2012. 

 

 

1.7 Expressão heteróloga em sistema bacteriano 

 

A produção de proteínas heterólogas através da tecnologia do DNA 

recombinante representa alto potencial para produção de proteínas de interesse 

comercial e tecnológico. Dentre os organismos utilizados para produção dessas 

proteínas, a bactéria gram negativa, E. coli, é um dos hospedeiros mais utilizados, pois 

está bem caracterizada geneticamente e possui elevada taxa de multiplicação (Brown, 

2010). 

A partir da década de 70 do século passado todos os ingredientes necessários 

para a manipulação do DNA recombinante já estavam disponíveis, que consistem em 

três componentes básicos: cortar, colar e copiar a seqüência de nucleotídeos de interesse 

(Watson, 2005). O primeiro passo para a produção da proteína recombinante é isolar ou 

cortar a seqüência ou gene de interesse. Esse isolamento é realizado por uma classe 

especial de enzimas isoladas de bactérias, conhecidas como enzimas de restrição, que 

reconhecem e clivam seqüências especificas de pares de bases do genoma de células 

eucariontes, possibilitando o isolamento do gene de interesse (Nelson e Cox, 2011). 
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Após o isolamento do gene de interesse, é necessária a escolha de uma molécula 

de DNA que possua a capacidade de auto-replicação, conhecida como vetor, no qual 

será inserida esta seqüência. Essa inserção é feita através da ligação das extremidades 

compatíveis do vetor com as extremidades do gene de interesse pela enzima DNA-

ligase. Dos vetores disponíveis, o mais utilizado é o plasmídeo (Nelson e Cox, 2011). 

No caso da produção de proteína heteróloga em sistema bacteriano, é necessário 

à utilização de um vetor de expressão.  Esse deve possuir como principais 

características: a) uma origem de replicação, pois dependendo do vetor utilizado pode-

se aumentar o numero de cópias do gene de interesse; b) um promotor para transcrição, 

esse corresponde a uma seqüência de DNA que servirá como ponto de início para a 

transcrição do gene de interesse. Em E. coli o promotor é reconhecido pela subunidade 

σ da enzima de transcrição RNA polimerase. O promotor é uma das regiões mais 

importantes para a transcrição, pois controla a velocidade que o gene de interesse é 

transcrito. Ou seja, um promotor forte aumenta a taxa de produção de mRNA, e 

conseqüente a produção da proteína recombinante. Os principais promotores usados nos 

vetores de expressão são: lac, trp, T7 (Brown, 2010) 

Diversos vetores se encontram disponíveis no mercado para expressão de 

proteínas recombinantes com ou sem fragmentos de fusão em E. coli. Dentre esses, 

temos os vetores da família pET (plasmid for expression by T7 RNA polimerase). Onde 

nessa família a expressão está sob o controle do promotor de transcrição Ф10 e dos 

sinais de iniciação de tradução s10 da proteína do gene 10 do bacteriófago T7. A 

principal vantagem desse vetor é ele ser transcrito pela T7 RNA polimerase, que é 

muito seletiva e ativa, possuindo a capacidade de alongar cadeias de RNA 

aproximadamente 5 vezes mais rápida que a RNA polimerase de E.coli. Outra 

característica, é que alguns vetores da família pET apresentam o promotor T7-Lac, 

colocando a expressão da proteína sob o controle do repressor lac, reduzindo assim o 

background de expressão da proteína alvo na ausência do agente indutor (Novagen, 

2006; Brown, 2010) 

Outra característica fundamental dos vetores da família pET, é a presença de 

uma seqüência que codifica para seis resíduos de Histidina, formando uma seqüência 

conhecida como cauda de Histidina. Esses seis resíduos são fusionados à seqüência de 

aminoácidos de interesse formando complexos com íons de metais de transição, como 

Cu
2+

, Ni
2+ 

, Zn
2+ 

, Fe
2+ 

. A formação desse complexo é essencial para a purificação de 

proteínas heterólogas em coluna contendo resina com íons metálicos bivalentes (Ni
2+

), 
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pois as proteínas com a cauda são imobilizadas na resina devido a sua afinidade pelos 

íons (Novagen, 2006). 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral: 

Produzir a proteína recombinante PnPR-4 por meio de expressão heteróloga em sistema 

bacteriano e avaliar a  funcionalidade em condições in vitro.  

 

2.2 Objetivos específicos: 

- Clonar e expressar a proteína recombinante PnPR-4 em sistema bacteriano; 

- Produzir a Proteína recombinante em quantidade suficiente para avaliar sua atividade 

enzimática. 

- Avaliar a proteína recombinante PnPR-4 quanto sua atividade enzimática de  

quitinase.  
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3 - MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Clones contendo a seqüência de cDNA da PnPR-4 

 

Para a síntese da construção pET29a-PnPR-4 foi utilizada a seqüência de cDNA 

da PnPR-4 previamente isolada por Tavares (2012). Os clones bacterianos contendo 

esta seqüência, inserida no vetor de clonagem pGEM-T Easy (Promega, USA), estão 

armazenados  a -80º C no Laboratório de Biologia Molecular da UFPA. 

 

3.2 Construção do vetor pET29a-PnPR-4 

 

 A seqüência de nucleotídeos da ORF (Open Reading Frame) correspondente a 

proteína PnPR-4 foi inserida no vetor de expressão, plasmídio pET29a (Novagen, 

USA), nos sítios digeridos pelas enzimas de restrição NdeI e XhoI, gerando a construção 

pET29a-PnPR-4.  

Inicialmente a seqüência da ORF da proteína PnPR-4 foi amplificada a partir do 

clone de cDNA por meio de ensaios de PCR (reação em cadeia da polimerase) 

utilizando-se os iniciadores contendo sítios para as enzimas de restrição Ndel e XhoI. A 

amplificação foi realizada em 30 ciclos no Veriti™ Thermal Cycler (Applied 

Biosystems, USA) sob as seguintes condições: Desnaturação inicial a 95°C por cinco 

minutos, seguido de 30 ciclos de: desnaturação a 95°C por um minuto, anelamento a 

55°C por um minuto e elongação a 72°C por quatro minutos. O produto da PCR foi 

avaliado por eletroforese em gel de agarose 1% (P/V) corado com brometo de etídio e 

visualizado na luz ultravioleta.  A purificação foi realizada com o EZ-10 Spin Column 

PCR Product purification Kit (Bio Basic Inc., Canadá), seguindo as orientações do 

fabricante.  

Em seguida, foram montados os sistemas de digestão das amostras da ORF da 

PnPR-4 e do vetor pET29a com as enzimas de restrição XhoI (Jena Bioscience, 

Alemanha)  e NdeI (Biolabs, Nova Inglaterra), de acordo orientações do fabricante. Para 

o vetor, a eficiência da digestão foi verificada por meio de eletroforese em gel de 

agarose 1% (P/V) corado com brometo de etídio comparando o padrão obtido com uma 

amostra do vetor pET29a não digerido, este sendo o controle negativo. Em seguida, as 

bandas correspondentes aos fragmentos de DNA de interesse foram purificadas a partir 
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do gel de agarose utilizando-se o Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research 

Corporation, USA), de acordo com as orientações do fabricante.  

Por último, foi montado o sistema de ligação, onde os fragmentos de DNA da 

ORF e do vetor pET29a, ambos digeridos com NdeI e XhoI, foram ligados utilizando-se 

a enzima T4 DNA ligase (Biolabs, New England), de acordo com as orientações do 

fabricante. Em seguida, a construção pET29a-PnPR4 foi inserida na linhagem Rosetta 

(DE3) de E. coli por meio de eletroporação da seguinte forma: Em um tubo de 1,5 mL 

foram colocados 1µL da ligação pET29a-PnPR-4 mais 50 µL de células Rosetta (DE3) 

competentes. Em seguida, essa mistura foi transferida para uma Cubeta e eletroporada a 

1.7000 volts no Electroporator 2510 (Eppendorf, Alemanha). Depois da eletroporação, 

foi adicionada à mistura 1 mL de meio LB com glicose (Caseína Hidrolisada 10% 

(P/V); Extrato de Levedura 5% (P/V); NaCl 10% (P/V); Glicose 20 mM) e, logo em 

seguida essa mistura transferida para um novo tubo de 1,5 mL e incubada a 37°C por 

uma hora. Após esse tempo, a cultura foi plaqueada em meio LB Agar (Caseína 

Hidrolisada 10% (P/V); Extrato de Levedura 5% (P/V); NaCl 10% (P/V); Agar 15% 

(P/V)) contendo os antibióticos Canamicina (30 µg/mL) e Cloranfenicol (34 µg/mL) e 

incubada a 37°C por quatorze  horas.  

 

 

3.3 Indução da expressão 

 

 

Inicialmente, colônias de células transformantes foram inoculadas em novas 

placas contendo meio LB Agar com os antibióticos Canamicina (30µg/mL) e 

Cloranfenicol (34µg/mL) e incubados a 37°C por quatorze horas. No dia seguinte, uma 

colônia de células foi escolhida e inoculada em meio LB (Caseína Hidrolisada 10% 

(P/V); Extrato de Levedura 5% (P/V); NaCl 10% (P/V)) contendo os antibióticos 

Canamicina (30µg/mL) e Cloranfenicol (34µg/mL). Logo após a inoculação, o meio 

contendo as células foi incubado a 37°C sob agitação, leve e constante, por quatorze 

horas. Depois desse tempo, uma alíquota do inoculo foi diluído em meio LB (contendo 

os mesmos antibióticos) na proporção 1:100 (V/V) e incubado para crescimento até 

atingir a densidade óptica de aproximadamente 0.5 a 600 nm, o que levou cerca de 3 

horas. Após esse tempo, foi realizada a indução da expressão adicionando-se à cultura 

IPTG (Isopropil-tio-β-D-galactosídeo) para a concentração final de 1 mM. Após a 
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adição do IPTG, a cultura foi incubada a 37°C sob leve agitação e, para avaliar o tempo 

ótimo de expressão da PnPR4, alíquotas de 1 mL da cultura foram coletadas nos tempo 

de 0, 1, 2, 3, 4 e 5 horas de indução. Como controle negativo foi utilizado uma colônia 

de células transformantes com o vetor pET29a sem o inserto (vetor vazio), onde a 

eltroporação e a expressão foram realizadas sob as mesmas condições das células 

transformantes contendo a construção pET29a-PnPR4.  

 

3.4 Obtenção do extrato protéico bacteriano total 

 

A obtenção do extrato protéico foi realizada do mesmo modo, tanto para as seis 

alíquotas de cultura de células transformantes, quanto para o controle negativo. Após 

expressão, os clones transformantes e o controle negativo foram coletados por 

centrifugação a 8050g por 20 minutos. Após centrifugação, o sobrenadante foi 

descartado e ao pellet foi adicionado tampão Tris-HCl 10mM (pH 8.0), repetindo-se a 

centrifugação a 8050g por 20 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as 

células foram ressuspendidas em tampão PBS (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 

9,1 mM, KH2PO4 1,8 mM,), após a ressuspensão das células foi adicionado Glicerol 

(C3H8O3) e SDS (C12H25SO4Na) nas concentrações finais de 4.2% (V/V)  e 0,8% (P/V), 

respectivamente. A lise das células, para obtenção do extrato protéico, foi promovida 

por meio de procedimentos de congelamento (-20C°) por ½ hora /descongelamento 

(temperatura ambiente) por ½ hora repetido por cinco vezes. Após a lise, o material foi 

centrifugado a 8050g por 15 minutos com o objetivo de separar o extrato protéico 

(sobrenadante) do debris celular (sedimento). Por último, o extrato protéico foi coletado 

e armazenado a -20°C.  

 

3.5 Análise em SDS-PAGE 

 

Para análise do extrato protéico por SDS-PAGE foi utilizada a metodologia 

descrita por Laemmli (1970). Em uma alíquota de 12µL de extrato protéico total, tanto 

de células com o vetor recombinante quanto de células com o vetor sem inserto, foi 

adicionado 6 µL de tampão de amostra (240 mM Tris-HCl (pH 6.8); glicerol 30% 

(V/V); SDS 6% (P/V); 2,3M β-Mercaptoetanol; 0,006% azul de bromofenol (P/V)). Em 

seguida a amostra foi aquecida a 100°C (água fervente) por 5 minutos. Após o 

tratamento das amostras, a SDS-PAGE foi realizada em um gel de poliacrilamida (70 
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mm x 90 mm x 1 mm) a 15% (P/V) contendo 0,1% de SDS (P/V), esse correspondente 

ao gel de corrida. Em seguida foi preparado o gel de empacotamento (10 mm x 90 mm x 

1 mm) a 4% (P/V) de poliacrilamida, contendo 0,1% (P/V) de SDS. A PAGE foi 

realizada a 100 Volts por 2 horas. Após o termino da eletroforese o gel foi corado com 

uma solução de azul de Comassie (etanol 25% (V/V); Ácido acético 10% (V/V); Azul 

de Comassie (0,25% P/V)) por 24 horas. Passado esse tempo, o gel foi descorado em 

solução descorante (Acido acético 7,5 % (V/V), Etanol 25% (V/V)) e visualizada na luz 

branca. 

 

3.6 Atividade de quitinase da PnPR4. 

 

A atividade de quitinase da proteína PnPR-4 foi avaliada por meio de detecção 

na eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante, descrita por Trudel e Asselin 

(1989), com algumas modificações como, a atividade quitinolítica foi realizada tanto em 

meio ácido quanto em meio básico e, na atividade em meio básico o tampão de 

renaturação foi feito com TRIS-HCl pH:7.8. Para a atividade, primeiro foi preparada a 

glicol quitina, que atuou como substrato da enzima. O preparo do substrato foi feita a 

partir da acetilação da glicol quitosana, como descrito a seguir: 

 

 

3.6.1 Acetilação da Glicol Quitosana 

 

 

Em um Becker, foram diluídos sob constante agitação, 0,25 g de Glicol 

Quitosana liofilizada (Sigma-Aldrich, USA) em 5 mL de solução de Ácido Acético a 

10% (V/V). Após a completa diluição, a agitação foi interrompida e a solução deixada 

na bancada overnight em temperatura ambiente (~ 28°C). 

 No dia seguinte foi adicionado à solução 22,5 mL de metanol, este foi 

adicionado lentamente. Após adição, a solução resultante foi filtrada em “Lã de vidro” e 

transferida para um novo Becker. Ao filtrado foi adicionado 0,375 mL de anidrido 

acético, e a solução ficou sob agitação por um minuto. Depois desse tempo, a agitação 

foi interrompida e a solução ficou na bancada por trinta minutos em temperatura 

ambiente. Após esse período a solução passou para o estado sólido, ou seja, formou-se 

em gel. Este foi cortado em pequenos pedaços com Bisturi previamente esterilizado. 
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Após a secção houve liberação de liquido, sendo este descartado. Em seguida os 

pedaços do gel foram transferidos para um Tubo Falcon de 50 mL e adicionou-se 

metanol num volume suficiente para apenas cobrir o gel. O Gel e o metanol foram 

homogeneizados no vortex por aproximadamente cinco minutos. O homogeneizado foi 

centrifugado a 1350 g por quinze minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o 

pellet gelatinoso que se formou, foi ressuspendido com etanol, aproximadamente num 

volume igual ao utilizado anteriormente para cobrir o gel. Em seguida foi realizada nova 

centrifugação nas mesmas condições relatadas anteriormente. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet foi ressuspendido em 25 mL de água deionizada autoclavada. 

  Como resultado da acetilação da glicol quitosana, foi obtida uma solução de 

glicol quitina (0,04% (P/V)), usada como substrato para atividade de quitinase da PnPR-

4. 

 

3.6.2 SDS-PAGE para atividade de quitinase da PnPR4 

 

A atividade de quitinase da PnPR-4, foi realizada conforme a metodologia de Trudel e 

Asselin (1989).  Inicialmente foi preparado um gel com as mesmas concentrações de 

poliacrilamida e SDS do gel de corrida do item 3.5, sendo que, a este gel, foi adicionado 

glicol quitina na concentração final de 0,01% (P/V). O gel de empacotamento e a PAGE 

foram realizados com as mesmas condições relatadas no item 3.5.  

 

3.6.3 Tratamentos utilizados na atividade de quitinase da PnPR-4 

 

Para a atividade, foram utilizadas amostras do extrato protéico total tanto de células com 

o vetor recombinante PnPR-4 e quanto de células com o vetor vazio. No total, oito (1 - 

8) tratamentos foram utilizados, 4 correspondentes a amostras do extrato protéico total 

sem a PnPR-4 e, os outros 4, correspondentes a proteína recombinante: Em 12µL 

(volume usado para todos os tratamentos) de extrato protéico total do controle negativo 

e recombinante foi adicionado 6µL de tampão de amostra com as mesmas 

concentrações utilizadas no item 3.5., após a adição do tampão as amostras foram 

aquecidos a 100°C (água fervente) por cinco minutos. Essas amostras foram chamadas 

de 1 (CTR -) e 2 (PnPR-4). Em outras duas amostras de extrato protéico do controle 

negativo e proteína recombinante, amostras 3 e 4 respectivamente, foi adicionado 6µL 

de tampão de amostra (240 mM Tris-HCl (pH 6.8); glicerol 30% (V/V); SDS 6% 
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(W/V); 0,006% azul de bromofenol (W/V)). Às amostras 5 e 6, correspondentes, 

respectivamente, ao extrato protéico total do controle negativo e proteína recombinante, 

foi adicionado 6µL de tampão de amostra (240 mM Tris-HCl (pH 6.8); glicerol 30% 

(V/V); SDS 6% (W/V); 2,3M β-Mercaptoetanol; 0,006% azul de bromofenol (W/V)). 

Em seguida essas amostras foram aquecidas a 100°C. Por último, as amostras 7 e 8 

correspondentes, respectivamente, ao extrato protéico total do controle negativo e a 

proteína recombinante, foi adicionado 6µL de tampão de amostra (240 mM Tris-HCl 

(pH 6.8); glicerol 30% (V/V); SDS 6% (W/V); 0,006% Azul de Bromofenol (W/V)). 

Todas as amostras, de 1 a 8, foram aplicadas no gel do item 3.6.2, e a PAGE foi 

realizada seguindo as mesmas descrições do item 3.5.    

 

3.6.4 Atividade de quitinase da PnPR4 após SDS-PAGE 

 

Após o termino da SDS-PAGE, o gel foi divido em três partes. As amostras 1 e 2 foram 

coradas com solução Azul de comassie (Etanol 25% (V/V); Ácido acético 10% (V/V); 

Azul de Comassie (0,25% W/V)) por 24 horas. O gel com as amostras de 3 a 6 foi 

colocado no tampão de renaturação (100mM de Acetato de Sódio (CH3COONa) (pH 

5.0); 1% (V/V) Triton 100x) visando avaliar a atividade da PnPR-4 em pH ácido.  O gel 

ficou no tampão por duas horas a 37°C, protegido da luz e sob leve agitação. O gel com 

as amostras 7 e 8 foi colocado em tampão de renaturação (500 mM Tris-HCl (pH 7.8); 

1% (V/V) Triton 100x) visando avaliar a atividade da PnPR-4 em pH básico, este gel 

ficou sob as mesmas condições descritas para o gel das amostras de 3 a 6.  O volume de 

tampão utilizado foi o suficiente para cobrir o gel. Ao termino das duas horas, os géis 

contento as amostras de 3 a 6, 7 e 8  foram colocados numa solução reveladora (500 

mM de Tris-HCl (pH: 8.8); 0.01% (W/V) Calcofluor White M2R (Sigma-Aldrich, 

USA)) por dez minutos, protegidos da luz e sob leve agitação. Após esse tempo a 

solução foi descartada e adicionou-se água ultra pura e após uma hora o gel foi 

visualizado sob a luz UV.   
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4. RESULTADO E DISCUSSÃO                                                                                         

 

 

4.1 Expressão da Proteína Recombinante PnPR-4                                                 

 

O sistema de expressão heteróloga produziu a proteína recombinante PnPR-4. 

As células transformadas com a construção pET29a-PnPR4 tiveram a expressão 

avaliada nos tempos de 0h, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h e 5 h. Dessa avaliação foi demonstrada que 

a produção da PnPR-4 é ótima no período de 5 horas, onde é observada uma banda 

diferencial apresentando massa molecular entre 10 e 15 kDa, como pode ser vista na 

comparação dos extratos protéicos total de células transformadas com a construção e 

com o vetor sem inserto submetidos a SDS-PAGE (Figura 5). 

 

 

 

Figura 5. SDS-PAGE dos extratos protéicos total de células (E. coli Rosetta (DE3)) transformadas com a 

construção plasmidial  (pET29a+PnPR-4), com expressão induzida nos tempos de 0h, 1h, 2h, 3h, 4h e 5h, 

e vetor vazio controle negativo (CTR-). Ambos foram induzidas com IPTG (1mM). M = marcador de 

massa molecular (kDa). Seta (←): posição referente à proteína recombinante PnPR-4. Observar banda 

diferencial, quando comparado com o CTR-, no extrato protéico de células com o vetor recombinante, a 

mais intensa ocorreu em 5 horas de indução. 

 

 

A expressão heteróloga em sistema bacteriano é, ainda hoje, há mais de 40 anos, 

a metodologia mais utilizada para a produção de proteínas recombinantes que 
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apresentam aplicações em diversas áreas como medicina, indústria farmacêutica e 

agricultura (Terpe, 2006; Cohen, 2013). Entre os sistemas de expressão heteróloga, os 

que utilizam cepas da bactéria gram negativa Escherichia coli são os mais utilizados, 

devido a sua rápida multiplicação em meios de fácil manipulação e baixo custo 

financeiro (Baneyx, 1999; Cohen, 2013) e, principalmente, ter seu genoma 

completamente descrito e caracterizado (Blattner et al., 1997; Studier et al., 2009).  

Apesar das vantagens do uso de bactérias para a produção de proteínas 

recombinantes, alguns problemas podem ser apontados. Um dos principais é quanto à 

atividade dessas proteínas, pois em eucariotos, para serem funcionais, essas necessitam 

de mudanças pós traducionais especificas, não encontradas em procariotos (Parodi et 

al., 2000; Williams, 2006). Outro problema é a formação de agregados protéicos 

insolúveis, conhecidos como corpos de inclusão, formados pela proteína recombinante 

no citoplasma da célula procariota (Villaverde e Carrió, 2003; García-Fruitós et al., 

2012).  

No sistema de expressão utilizado, a PnPR-4 formou corpos de inclusão, o que 

foi observado pela não solubilização da proteína em tampões de lise não desnaturantes, 

como PBS e Fosfato. A predição da solubilidade da sequência de aminoácidos, pela 

análise de bioinformática, também mostrou a insolubilidade da PnPR-4 em tampões de 

lise não desnaturante (Diaz et al., 2009). A proteína recombinante, após a lise e 

centrifugação não se encontrava na fase aquosa ou sobrenadante, permanecendo no 

debris celular ou fase solida. Sendo que, a PnPR-4 se solubilizou, apenas em tampões 

de lise contento agentes desnaturantes como  Uréia e SDS (dados não mostrados). 

 A formação de agregados protéicos é, talvez, a principal característica das 

proteínas relacionadas à patogênese do grupo 4 (PR-4), quando produzidas em sistema 

bacteriano de expressão como é observado para a PR-4 de trigo (Triticum aestivum) , 

denominada Wheatwin1 e de Arabidopsis, nomeada como AtHEL   (Caporale et al., 

2004; Bertini et al., 2012).  

 Proteínas recombinantes que formam corpos de inclusão necessitam de 

tratamentos diferenciados para se solubilizarem (Shing e Panda, 2005; Schlager et al., 

2012), porém, algumas vezes, isso se torna um problema, pois esses tratamentos 

provocam a desnaturação e, consequentemente,  a perda de atividade da proteína, que 

podem ser revertidos utilizando técnicas conhecidas como refolding, onde a proteína 

retorna a sua forma nativa e ativa, como é observado para PR-4 recombinantes 
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produzidas em sistema heterólogo de expressão (Vallejo e Rinas, 2004; Bravo et al., 

2003; Bai et al., 2013).      

A eficiência na produção da proteína recombinante demonstra a eficácia do 

sistema de ligação empregado para a união da ORF ao Vetor, resultando na construção 

pET29a-PnPR4. Os detalhes da ligação podem ser vistos no esquema da Figura 6. 

Vetores plasmídiais da família ou série pET (Novagen, 2011) estão entre os mais 

empregados para produção de proteínas recombinantes, devido apresentarem 

características como, promotores hibrido, múltiplos sítios de clonagem que possibilitam 

a incorporação de diferentes seqüências de interesse. A expressão do sistema requer um 

hospedeiro lisogenizado pela seqüência de DNA “DE3”, que codifica a T7 RNA 

polimerase do bacteriófago  λDE3, pois a ORF da proteína recombinante é transcrita 

pela T7 RNA polimerase, onde a expressão está condicionada à presença ou ausência do 

agente indutor (Tabor e Richardson, 1985; Studier e Moffattf, 1986; Baneyx, 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.  Esquema da construção pET-29a-PnPR-4. Na parte superior estão destacadas a ORF em verde, 

a cauda de histidina em rosa e os sítios para enzimas Nde I e Xho I. 
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No sistema de expressão utilizado para a produção da proteína recombinante  

PnPR-4, foi utilizada a sequência codificante (ORF) descrita e classificada como 

pertencente à classe II das PR-4, conforme as análises in silico feitas por Tavares 

(2012).  A diferença entre a massa molecular das PR4 se dá pela composição dos 

domínios protéicos conservados na sua constituição de aminoácidos. Proteínas PR4 

podem apresentar massa molecular variando entre ~20kDa, àquelas pertencentes a 

classe I, e ~15 kDa às pertencentes a classe II (Van loon, 2006). Detalhes do sistema de 

expressão da PnPR4 podem ser vistos no esquema da Figura 7.   

Essa diferença entre classes é dada pela presença ou ausência, na região N-

terminal, de um domínio rico em aminoácidos do tipo cisteina, conhecido como 

domínio de ligação a quitina (Van Parijs et al., 1991; Van loon, 2006) . A característica 

principal de todas as PR4, quanto a sua constituição de aminoácidos, é a presença do 

domínio BAWIN na região C-terminal que possui seis cisteínas em regiões conservadas 

que são responsáveis pela formação de três pontes de sulfeto, sendo atribuída a essas 

cisteínas a formação dos corpos de inclusão (Wang et al., 2011; Tavares, 2012).  

A massa molecular de 13,5 kDa da PnPR-4 é uma característica de PR-4 do tipo 

II, como observado para a LrPR4 de lírio (Lycoris radiata) com  15 kDa, OsPR-4b de 

arroz (Oryza sativa) com  16 kDa e TcPR-4b de cacao (Theobroma cacao) de 15 kDa, 

todas essas pertences a classe II (Li et al., 2010; Zhu et al., 2006; Menezes et al., 2014).    

As proteínas relacionadas à patogênese estão entre a principal classe de 

moléculas produzidas por plantas em situação de estresse biótico, principalmente 

causado por fungos fitopatogênicos (Van loon, 2006; Ferreira et al., 2007), como 

espécies do gênero Fusarium que estão entre os principais causadores de fitopatologias 

(Dean et al., 2012). Dentre essas se destaca a fusariose da pimenteira do reino (Piper 

nigrum L.), causada pelo fungo F. solani f. sp. piperis, que impacta negativamente na 

produção de pimenta do reino, que é um importante produto agrícola em valor de 

mercado para o Brasil, principalmente no estado do Pará  (Tremacoldi, 2010). 

Dentre as proteínas relacionadas à patogênese, as pertencentes à família 4 

possuem amplo espectro de atividades, são caracterizadas como enzimas do tipo 

DNAse, RNAse (Lu et al., 2012; Menezes et al., 2014) e  as duas classes da família 

compõe as sete classes de quitinases produzidas por plantas (Grover, 2012), sendo que 

enzimas do tipo quitinase estão entre as moléculas mais empregadas em programas de 

melhoramento genético vegetal contra o ataque de fungos fitopatogênicos (Sarma et al.,   

2012; Cletus et al., 2013).  



39 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Sistema pET de expressão de proteínas. (A) A expressão do gene da RNA polimerase do 

bacteriófago T7 presente no genoma da E. coli não é produzido devido a ausência de IPTG no meio e não 

ocorrendo a transcrição do gene correspondente a PnPR-4. (B) A expressão do gene da RNA polimerase 

do bacteriófago T7 é produzida devido a presença do IPTG no meio e uma vez sintetizada a enzima 

reconhece o promotor T7 presente no plasmídeo pET e transcreve o gene da PnPR-4.  
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4.2 Avaliação da Atividade da PnPR-4. 

 

 

Visando avaliar a estabilidade da PnPR-4, sua atividade quitinolítica foi 

realizada em meio acido (pH: 5.0)  e Básico (pH: 7.8) conforme metodologia de 

detecção da atividade de quitinase em gel de poliacrilamida após eletroforese,  descrita 

por Trudel e Asselin (1989), que é baseada na clivagem da glicol quitina, que atuou 

como substrato da enzima e foi obtida a partir do processo de acetilação da glicol 

quitosana (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Acetilação da glicol quitosana. Observar do lado esquerdo e direito as fórmulas estruturais da 

glicol quitosana e glicol quitina, respectivamente. Destaque para a ligação β 1→ 4 da glicol quitina, que é 

o sítio de clivagem de quitinases que usam este polímero como substrato. 
 

  

A detecção da atividade de quitinase no gel de poliacrilamida se deve a afinidade 

da Glicol quitina pelo corante Calcofluor White que é florescente sob a luz UV 

(Harrington e Hageage, 2003). No gel, onde há atividade, a banda referente à quitinase 

aparece como uma zona lítica, não fluorescente, segundo Trudel e Asselin (1989), pois,  

como nesse local houve a clivagem do substrato, não é possível a ligação do corante a 

este, logo sob a luz UV não ocorre fluorescência.   

Para a detecção da atividade de quitinase da PnPR-4, foram utilizados 8 

tratamentos, 4 correspondentes a amostras do extrato protéico total sem a PnPR-4 e, os 

outros 4, correspondentes a proteína recombinante. Em meio acido, pH: 5.0, a proteína 

recombinante PnPR-4 apresentou atividade (Figura 9) . Todas as amostras usadas no 

ensaio de quitinase foram tratadas com o mesmo tampão de amostra, sendo que, em 

duas dessas foi adicionado ao tampão o agente desnaturante β-mercaptoetanol e em 

seguida elas foram submetidas à fervura por cinco minutos, para analise da atividade em 
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condições desnaturantes. A atividade pode ser observada pela formação de zonas líticas 

no gel. Onde, é possível notar a clivagem do substrato pela PnPR-4, mesmo na amostra 

passada por tratamento desnaturante.     

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Atividade de quitinase da PnPR-4 em meio acido (pH: 5.0) após SDS-PAGE. As colunas 1 e 2 

são, respectivamente, amostras de extratos protéicos total sem (1) e com a PnPR-4 (2). O gel com os 

tratamentos 1 e 2 foi corado com azul de comassie e visualizado sob luz branca. M: Marcador de massa 

molecular em kDa. As colunas 3, 4, 5, 6 são tratamento dos extratos protéicos total sem (3 e 5) e com 

PnPR-4 (4 e 6). O gel com os tratamentos 3, 4, 5, 6 foi corado com Calcofluor White e visualizado sob 

luz UV. Notar as zonas líticas na mesma posição em que se encontra a PnPR-4 da coluna 2 e a atividade 

da PnPR-4 mesmo em condições desnaturantes. βm: β-mercaptoetanol, 100°C: fervura. Todas as colunas 

ímpares representam o controle negativo.         

 

 

A degradação do substrato pela PnPR-4 ocorreu, mesmo a proteína tendo 

passado por tratamento com agente desnaturante, β-mercaptoetanol, e elevada 

temperatura. Essa é uma característica fundamental das quitinases de plantas, 

apresentarem atividade mesmo em condições adversas (Trudel e Asselin, 1989; Trudel 

et al., 1989; Patel et al., 2010). A atividade, ocorrida mesmo sob condições 

desnaturantes, mostrou a alta estabilidade da PnPR-4 pois, nas condições avaliadas,  o 

β-mercaptoetanol, que é um agente desnaturante responsável pelo rompimento das 
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pontes de sulfeto que se formam entre as Cisteínas, presentes na sequência de 

aminoácidos, não foi capaz de romper as pontes de sulfeto formadas pela PnPR-4.           

   Em meio básico, também houve atividade quitinolitica (Figura 10). A amostra 

correspondente ao extrato protéico total com proteína recombinante PnPR-4, apresentou 

atividade em meio básico (pH: 7.8) que pode ser vista pela zona lítica no gel corado 

com Calcofluor White.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 10. Atividade de quitinase da PnPR-4 em meio Básico (pH: 7.8) após SDS-PAGE. As colunas 1 e 

2 são, respectivamente, tratamentos dos extratos protéicos total sem (1) e com a PnPR-4 (2). O gel com as 

amostra 1 e 2 foi corado com azul de comassie e visualizado sob luz branca. As colunas 7 e 8 são 

tratamentos dos extratos protéicos total sem (7) e com (8) a PnPR-4. O gel com essas amostras foi corado 

com Calcofluor White e visualizado na luz UV, a zona lítica é observada na amostra 8 no mesmo local da 

PnPR-4 da amostra 2 no gel corado com azul de comassie.     

 

 

A atividade nessa ampla faixa de pH é uma característica muito importante, pois 

plantas sob ataque de fungos fitopatogênicos, sofrem alterações em sua fisiologia, dessa 

forma a atividade quitinolítica contra fungos pode continuar ativa. Nos dois meios, 

acido e básico, a PnPR-4 apresentou atividade. Essa é uma característica das quitinases 

de plantas, possuírem atividade em uma ampla faixa de pH, desde extremamente ácidos 

a extremamente básicos, no entanto sua atividade quitinolítica  máxima é na faixa de pH 

entre 3.0-5.0 (Taira, et al., 2002; Chen et al., 2007; Sørensen et al., 2010; Liu et al., 
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2010; Wang et al., 2012; Zhang  et al., 2013). Nos meios avaliados, a atividade da  

PnPR-4 foi mais eficaz em meio ácido, como pode ser observado quando se compara as 

zonas líticas formadas, que em pH: 5.0 foi mais intensa que em pH:7.8 (Figura 11). 

 

 

Figura 11. Visão geral da atividade de quitinase em meio acido e básico. Notar a atividade da PnPR-4, 

tanto no meio acido (pH: 5.0)  quanto no meio básico (pH: 7.8), pelas zonas líticas formadas PnPR-4. 

Observar também a zona lítica mais intensa de PnPR-4 no meio acido. Todas as colunas impares são de 

controle negativo, e todas as colunas pares são de extratos com a PnPR-4. M: Marcador de massa 

molecular em KDa.    

 

 

As quitinases são reconhecidas como enzimas que clivam quitina, no entanto 

essa atividade preconizada para todas as quitinases nem sempre ocorre. Em plantas, 

essas enzimas possuem diversas funções, estando envolvidas inclusive em resposta ao 

estresse abiótico (Grover, 2012), apesar das diversas funções atribuídas as quitinases de 

plantas, a atividade de maior interesse ainda é a quitinolítica, dada à quitinases que 

degradam quitina (Dahiya et al., 2006; Adrangi e Faramarzi, 2013), como encontrado na 

PnPR-4.  Dentre as PR-4 descritas pouco ainda se conhece sobre a atividade 

quitinolítica deste grupo.  A Tabela 2 mostra algumas PR-4 e suas características.  
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Tabela 2. PR-4 da classe II de diferentes espécies vegetais comparada com a PnPR-4 

nd: não determinada; SP: Peptídeo sinal; VS: sinal vacuolar. * Proteína modificada por engenharia genética. 

 

Nome Espécie Estrutura Atividade Referência 

Quitinase RNase DNase Antifúngica 

PnPR-4 Piper nigrum Domínio Barwin Sim nd nd nd Presente trabalho 

TcPR-4b Theobroma cacao SP-Domínio Barwin  Não sim sim sim Menezes et al. (2014) 

CcPR-4 Capsicum chinense SP-Domínio Barwin Não sim sim nd Guevara-Morato et al. ( 2010) 

LrPR4 Lycoris radiate SP-Domínio Barwin Nd sim não sim Li et al. ( 2010) 

OsPR-4b Oryza sativa SP-Domínio Barwin Nd nd nd sim Zhu et al. ( 2006) 

MdPR-4 Malus domestica SP-Domínio Barwin Nd sim nd sim Bai et al. ( 2013) 

Wheatwin1 Triticum aestivum SP-Domínio Barwin Nd Sim - inibição 

por 5′ADP 

nd sim Caporale, (2004) 

Wheatwin2 Triticum aestivum SP-Domínio Barwin Nd nd nd sim Caporale, (2004) e Caruso et 

al. (1996) 

FaPR4 

modificada* 

Ficus awkeotsang SP-Domínio Barwin -VS 

 

Sim Sim - Tipo A 

Inibida com 5′ADP 

não sim Lu et al. ( 2012) 

AtHEL 

modificada* 

Arabdopsis thaliana Domínio Barwin Não sim não sim Bertini  et al. ( 2012) 

NtPR-4B  Nicotiana tabacum SP-Domínio Barwin Nd nd nd nd Friedrich  et al. ( 1991) 

CaPR-4 1  Capsicum annuum SP-Domínio Barwin Nd nd nd nd Shin  et al. ( 2001) 

SlPR-4  Solanum 

lycopersicum 

SP-Domínio Barwin Nd nd nd nd Linthorst  et al. ( 1991) 

Barwin  Hordeum vulgare Domínio Barwin Nd nd nd nd Svensson  et al. ( 1992) 
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Lu et al. (2012)  identificaram a atividade quitinolitica da PR-4 de Ficus 

awkeotsang (Figo), nomeada como FaPR4, essa identificação foi importante para que as 

PR-4 continuem sendo consideradas quitinases, pois Caruso et al. (2004) propuseram a 

retirada das PR-4 da família das quitinases, devido o domínio de ligação a quitina estar 

presente em outras famílias Protéicas.  

A metodologia descrita para a atividade da PnPR-4 foi utilizada por Guevar-

Morato et al., 2010 que não encontraram atividade quitinolitica da PR-4 de Capsicum 

chinense, nomeada CcPR-4. O mesmo ocorrendo com a PR-4 de Arabdopsis thaliana 

nomeada de  AtHEL descrita por Bertini et al., 2012, utilizando a mesma metodologia 

da PnPR-4, também  não encontraram atividade quitinolitica e propuseram o mesmo 

que Caruso et al. (2004), a retirada das PR-4 do grupo das quitinases. 

A produção da proteína recombinante PnPR-4, advêm dos estudos realizados por 

de Souza et al. (2011) que lançaram as bases para compreensão, em nível molecular, da 

interação planta-patógeno ocorrida entre o F. solan f. sp. Piperis e a Piper nigrum L. 

Dada a importância dessa cultura para o estado do Pará, a produção da PnPR-4, suas 

características e identificação de sua atividade representam avanços no combate a 

fusariose, doença que causa inúmeros prejuízos nos pimentais paraense. 
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5. Conclusão 

 

- O sistema de expressão utilizado é eficaz para a produção da PnPR-4. 

- A PnPR-4 é uma quitinase e apresenta atividade quitinolítica,  

- A PnPR-4 é altamente estável. Pois apresenta atividade in vitro mesmo em condições 

adversas.  
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