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RESUMO 

 

Genes PR-5 possuem importância para aplicações biotecnológicas por apresentar 
relevantes atividades antifúngica/antioomicetal e de resistência à seca. Estudos 
genômicos em plantas do Semiárido são escassos, incluindo espécies fruteiras de 
interesse comercial, embora genes dessas plantas possuam estejam evolucionariamente 
adaptados a região. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi prospectar genes PR-5 
em plantas fruteiras presentes no Semiárido Paraibano. A prospecção foi realizada em 
dois níveis, in silico e in planta, usando bancos de dados públicos genômicos e etapas 
iniciais do isolamento de genes PR-5 presentes nos genomas de espécies vegetais 
fruteiras do Semiárido Paraibano, respectivamente. A prospecção in silico levou a 
descoberta de que não existem depósitos de sequencias no GenBank/NCBI com os 
nomes “PR-5, “thaumatin”, “osmotin” e “pathogenesis-related” versus nomes de 06 
famílias botânicas ou nomes científicos para 08 fruteiras do semiárido, enquanto que no 
plantGDB existe apenas uma das família pesquisadas, Caricacea, referente ao genoma 
funcional da fruteira mamão (Carica papaya) cultivar “SunUP” transgênica, resistente a 
vírus. As sequencias PR-5 encontradas no referido genoma foram localizadas por 
palavras-chave “thaumatin” ou “osmotin” e, em sua maioria, estão incompletas ou com 
qualidade inferior, sendo incapaz de identificar genes completos, exceto para um gene 
que foi denominado de CpTLP. Este gene codifica uma proteína do tipo taumatina 
potencialmente ácida, compartilhando características e elevada similaridade de 
sequência de aminoácidos com outras proteínas PR-5 disponíveis no banco de dados 
GenBank. Um modelo construído para a CpTLP madura foi significativamente 
satisfatório e aparentemente funcional, apresentando 8 pontes dissulfeto, formadas por 
16 cisteínas conservadas na família PR-5, e sítio ativo visivelmente característico. A 
prospecção in planta levou a obtenção de DNAs de 4 espécies fruteiras com qualidade e 
quantidade suficientes para amplificação por PCR de fragmentos gênicos específicos 
esperados para genes PR-5. 
 

Palavras-chave: Taumatina. Bioinformática. Carica papaya. Modelagem molecular. 

Proteínas de defesa.   



 

 

ABSTRACT 

 

PR-5 genes are important for biotechnological applications to present relevant 
antifungal/antioomycetal and drought resistance activities. Genomic studies from 
Semiarid plants are rare, including economically interesting fruit species, although these 
plants have genes that are evolutionarily adapted to the region. In this context, the 
objective was to prospect PR-5 genes in fruit plants present in the Paraiba Semiarid. The 
prospecting was carried out on two levels, in silico and in plant, by using public 
genomic databank and initial steps of the isolation of PR-5 genes from Paraiba Semiarid 
fruit plant genomes, respectively. Prospecting in silico led to the discovery that there are 
no sequence deposited in GenBank/NCBI named "PR-5", “thaumatin", “osmotin" and 
"pathogenesis-related" versus names for 06 plant families or plant scientific names for 
08 Semiarid fruit plant, while in plantGDB there is only one of the surveyed family 
Caricacea, referring to the functional genome of transgenic papaya fruit tree (Carica 

papaya) cultivar “SunUP” resistant to virus. The PR-5 sequences found in that genome 
were found by keywords "thaumatin" or "osmotin" and, in most cases, are incomplete or 
inferior quality, being unable to identify complete genes, an exception for a gene that 
was named CpTLP. This gene encodes a potentially acidic protein thaumatin-like 
protein, sharing characteristics and high amino acid sequence similarities with other PR-
5 proteins from GenBank database. A model built for mature CpTLP was significantly 
satisfactory and apparently functional, presenting 8 disulfide bonds formed by 16 
conserved cysteines in the PR-5 family, and visibly characteristic active site. 
Prospecting in planta lead to obtaining of DNAs from 4 fruit species presenting 
sufficient quality and quantity for PCR amplification of specific gene fragments 
expected to PR-5 genes. 
 

Keywords: Thaumatin. Bioinformatic. Carica papaya. Molecular modelling. Defense 

proteins. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 O Brasil é um dos maiores exportadores de commodities na área da agricultura, 

como soja, suco de citros, café, entre outras. Contudo, fitopatógenos e condições 

adversas ainda provocam doenças que afetam a produção agrícola e seus custos. A larga 

distribuição de fitopatógenos, tais como vírus, fungos e bactérias, causam infecções que 

resultam em várias perdas em culturas economicamente importantes (AGRIOS, 1997; 

FERREIRA et al., 2007). É de fundamental importância procurar soluções para tais 

problemas, através de alternativas diferentes daquelas que o mercado disponibiliza, 

incluindo novos mecanismos de resistência da planta a estresses bióticos e abióticos. A 

busca por novas proteínas que participem das respostas de defesa natural em plantas do 

Semiárido, pode trazer contribuições inovadoras para controlar patógenos em plantas 

comercialmente relevantes. 

 Métodos de controle de fitopatógenos vêm sendo patenteados envolvendo genes 

que codificam proteínas PR-5 do tipo osmotina. A osmotina é uma das mais notáveis 

proteínas que se relacionam à patogênese de plantas acumuladas sob várias condições 

de estresse, tais como infecções e condições ambientais adversas (SUBRAMANYAM 

et al., 2011). Esta proteína foi primeiro isolada a partir de cultura de células de fumo 

(Nicotiana tabacum) sob condições de adaptação a estresse osmótico induzido por sais, 

NaCl e KCl (SINGH et al., 1985), o que deu origem ao seu nome, e posteriormente em 

folhas de fumo infectadas por TMV (vírus do mosaico do fumo (VAN LOON, E VAN 

KAN, 1970). Desde esse estudo, diversos genes do tipo osmotina já foram isolados e 

estudados a partir de plantas (VELAZHAHAN et al., 1999; CAMPOS et al., 2002; 

PATADE et al.,2012 SHARMA et al., 2011). Proteínas osmotinas fazem parte de uma 

família de proteínas antimicrobianas com várias funções nas plantas, conhecidas como 

proteínas PR-5, cujos membros são referidos como taumatinas, osmotinas, permatinas e 

zeamatinas. Enquanto as proteínas taumatinas são comumente ácidas, encontradas no 

espaço extracelular, as osmotinas são proteínas básicas, encontradas no citosol. A 

família de proteínas PR-5 faz parte de um grupo maior denominado de proteínas 

relacionadas à patogênese (proteínas PR), que está classificado atualmente em 17 

famílias de PR-1 a PR-17 (VAN LOON et al., 2006), e, muitas vezes, a família de 

proteínas PR-5 são referidas como TLPs (thaumatin-like proteins). 
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 As proteínas TLPs têm sido encontradas em muitas monocotiledôneas e 

dicotiledôneas e se expressam em resposta a pressões ambientais, infecções e sinais de 

desenvolvimento. A produção de algumas TLPs é encontrada especificamente em 

órgãos como semente, frutas, raízes e flores (FILS-LYCANON et al., 1996; 

KUBOYAMA et al., 1997; TATTERSALL et al., 1997). 

 As proteínas da família PR-5 apresentam atividade antifúngica in vitro 

proeminente e in vivo (JAMI et al., 2007) e, por tal motivo, genes que codificam estas 

proteínas têm sido indicados para aplicações biotecnológicas em transgenia de plantas, 

por exemplo. Plantas transgênicas que expressam proteínas PR-5 apresentam atraso no 

surgimento de sintomas de doenças, indicando o seu potencial como genes promissores 

para a engenharia genética de plantas (PATADE et al., 2012, SHARMA et al., 2011). 

Existem pesquisas que envolvem isolados de levedura (Saccharomyces cerevisiae) e 

esferoplastos, que demonstraram a ação da proteínas PR-5 nas membranas plasmáticas 

dos fungos, tendo-as como alvo de sua ação, essas proteínas aumentam a 

permeabilidade da membrana do fungo (ANZLOVAR et al; 2003). A recente e 

importante descoberta de que um gene que codifica uma proteína do tipo osmotina, 

isolado a partir de Solanum nigrum var. americanum (SnOLP), conferiu a plantas de 

soja, tolerância a seca (WEBER et al., 2014). 

 Portanto, direcionar esforços para o isolamento e a identificação de genes 

relacionados à tolerância a estresses biótico e abiótico é de máxima importância para o 

nordeste e o país, devido à importância da descoberta de novos genes que produzam 

respostas de resistência a adversidades ambientais, tais como a seca, salinidade e 

ataques de patógenos, com potenciais aplicações nas áreas da agricultura e saúde. 

Destaca-se a relevante busca por novos genes com potencial antimicrobiano e fármaco 

em plantas do Semiárido, ainda pouco estudadas, podendo contribuir para elaboração de 

estratégias da engenharia genética para resistência a estresses bióticos e abióticos, e 

também para a saúde humana. Os genes não são patenteáveis, mas as suas aplicações 

podem ser, sendo assim, este trabalho objetiva prospectar genes PR-5 em plantas 

fruteiras do semiárido, visando aplicações biotecnológicas. Embora genes PR-5 sejam 

amplamente estudados em diversas espécies vegetais, os estudos desses genes em 

fruteiras do Semiárido permanecem escassos, o que incrementa a importância de 

estudos de prospecção de genes PR-5 nas referidas fruteiras, pois os genes evoluem em 

resposta a adaptação às condições ambientais. 
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1.1 Hipótese 
 

 Especula-se que genes PR-5 estejam naturalmente presentes nos genomas de 

todas as plantas, fazendo parte da imunidade nata, em especial nas plantas de Caatinga, 

que resistem a condições abióticas extremas, como a seca e a salinidade. Espera-se 

nesse estudo isolar DNAs genômicos de fruteiras do semiárido e amplificar fragmentos 

gênicos usando primers específicos para genes PR-5. O conhecimento de estruturas 

primárias de genes PR-5 de fruteiras do Semiárido e as proteínas codificadas por eles 

pode contribuir para o entendimento da função das referidas proteínas nestas plantas, 

além de analisar o seu potencial para aplicações biotecnológicas. 
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2 OBJETIVOS  
 

2.1 Objetivo Geral 
 Prospectar genes PR-5 em plantas fruteiras presentes no Semiárido Paraibano.  

 

2.2  Objetivos específicos  
 1. Realizar prospecção e caracterização molecular in silico de genes PR-5 

isolados de genomas das fruteiras selecionadas, usando bancos de dados genômicos 

disponíveis online. 

2. Realizar prospecção in planta de genes PR-5 a partir de genomas das fruteiras 

selecionadas no Semiárido Paraibano, usando PCR com primers específicos. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 
 

3.1 A defesa de plantas mediada por genes PR 

 

 As plantas são frequentemente sujeitas a várias condições de estresses bióticos e 

abióticos que conduzem à uma série de alterações morfológicas, fisiológicas, 

bioquímicas e moleculares, afetando negativamente a sua sobrevivência, crescimento e 

produtividade. A resistência das plantas aos referidos estresses deve-se a modificações 

intracelulares como a síntese de proteínas de defesa, as quais são expressas por genes 

específicos.  

Genes PR (de Pathogenesis-Related) codificam proteínas participam do sistema 

imune inato de plantas e de animais, e protegem os hospedeiros da invasão por 

microrganismos patogênicos, incluindo fungos, bactéria e vírus, prevenindo doenças 

(CAMPOS et al., 2007; VAN LOON et al., 2006). Atuando como uma primeira linha de 

defesa das plantas, proteínas PR estão atualmente classificadas em 17 famílias, de PR-1 

a PR-17 (BOL et al., 1990; LINTHOTST e VAN LOON, 1991; VAN LOON et al., 

1999; SINHA et al., 2014).  

Em sua grande maioria, genes PR têm expressão em nível basal sob condições 

normais de desenvolvimento da planta, no entanto, após estresse abiótico ou infecção 

causada por um agente patogênico, há um aumento significativo no nível de sua 

expressão, sendo as proteínas expressas acumuladas em diversos órgãos das plantas, 

incluindo caules, flores e raízes, com maior abundância nas folhas (NOGUEIRA et al., 

2012). Na defesa de plantas contra patógenos, as proteínas PR podem atuar diretamente, 

impedindo o desenvolvimento e instalação do patógeno, ou indiretamente, induzindo a 

resistência, uma forma de prevenir a invasão nos tecidos vegetais (VAN LOON e 

KAMMEN, 1970). 

 

3.2 Funções de proteínas PR 

 

 Várias famílias de proteínas PR são encontradas como isoformas ácidas, 

localizadas nos vacúolos e espaços extracelulares e básicas, encontradas no citosol. As 

formas extracelulares têm função imediata na defesa, atuando no patógeno antes de sua 

penetração na célula, com ação direta sobre as hifas, por exemplo. Esta ação também 

provoca a liberação de eliciadores de oligossacarídeos, a partir das paredes dos fúngicas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4360817/#B17
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4360817/#B108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4360817/#B208
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4360817/#B208
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os quais podem levar à ativação de outros mecanismos de defesa, já as formas 

intracelulares certamente atuam tardiamente na defesa (CAMPOS, 2000). A ação 

antimicrobiana direta por meio da permeabilização da membrana parece estar 

relacionada a PRs de natureza básica com α-hélice anfipática, permitindo a ligação 

destas a membrana e posterior inclusão na bicamada lipídica (VAN LOON et al., 1994; 

VAN LOON et al., 2006; STANGARLIN et al., 2011). 

De modo geral, proteínas PR apresentam algumas especificidades quanto às suas 

atividades, por exemplo, as PR-3, PR-4, PR-8 e PR-11 são classificadas como 

quitinases e a PR-2 como glucanases, atuando diretamente na hidrólise de quitina e 

glucana, respectivamente, polímeros presentes na parede celular de fungos, enquanto 

que outras proteínas como é o caso das PR-5, PR-12, PR-13 e PR-14 atuam na 

membrana plasmática, já as PR-7 são endoproteinases e as PR-10 ribonucleases 

(STANGARLIN, 2011). 

Por outro lado, a maioria das PRs de ação indireta desempenha papel importante 

no processo de indução de resistência. Dentre as funções relacionadas destaca-se: ação 

preventiva contra a penetração de patógenos, modulação oxidativa de componentes da 

parede celular (peroxidases PR-9), ou envolvimento na transdução de sinais durante a 

interação do patógeno com a planta hospedeira, como é o caso da ação das oxidases de 

oxalato (PR-15) e de proteínas não específicas relacionadas com o transporte de lipídeos 

(PR-14) (VAN LOON et al., 1994; VAN LOON et al., 2006; STANGARLIN et al., 

2011). 

A atividade enzimática como mecanismos de ação está associada a um pequeno 

número de famílias de PRs tais como glucanases (PR-2), quitinases (PR-3, PR-8 e PR-

11), peroxidases (PR-9), ribonucleases (PR-10 e PR-4), endoproteinase (PR-7) e a ação 

inibitória pela atividade de inibidores enzimáticos (PR-6). A atividade inibitória de 

proteases e α- amilases é atribuída às famílias PR-5, PR-12 e PR-14. Os mecanismos de 

ação das PRs são baseados em atividades hidrolíticas sobre a parede celular, toxicidade 

direta, permeabilização da membrana plasmática, sinalização no processo de defesa ou 

inibição, como por exemplo, de enzimas do trato digestório de insetos. Nesse contexto, 

quitinases (PR-3, PR-4, PR-8 e PR-11) e glucanases (PR-2) têm ação direta sobre os 

componentes 1,3-β-glucano e quitina da parede celular de fungos, enquanto que PR-5, 

PR-12, PR-13 e PR-14 interferem com a membrana plasmática (VAN LOON et al., 

1994; VAN LOON et al., 2006; STANGARLIN et al., 2011). 
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Segundo Pereira 2008 as β-1,3-glucanas, pertencentes as PR-2, são capazes de 

clivar glucana, um outro componente importante da parede célula de fungos e 

oomicetos. Agindo diretamente sobre o patógeno, estas proteínas causam lise da hifa e 

inibição do crescimento de fungos patogênicos. Atividade indireta dessas proteínas 

também pode ser obtida por meio da liberação de oligômeros de glucana e quitina, que 

são eficientes eliciadores de respostas de defesa de plantas (CAMPOS, 2000). 

 

3.3 A família de proteínas PR-5 

 

 A família proteínas PR-5 é constituída por proteínas ácidas e básicas, de acordo 

com seus pontos isoelétricos, as quais desempenham atividades semelhantes mesmo 

sendo encontradas nos meios extra e intracelulares, respectivamente. De modo geral, 

proteínas dessa família também tem sido denominadas de taumatina, uma vez que elas 

mostram uma homologia estrutural com a proteína taumatina isolada a partir de 

Thaumatococcus danielli (VANDER e LOEVE, 1972; EDENS et al., 1982; 

CORNELISSEN et al., 1986; VELAZHAHAN et al., 1999). Apesar da sua elevada 

semelhança de sequências entre PR-5 e taumatina, mesmo uma pequena alteração nos 

aminoácidos destas proteínas leva a diversas funções, em que a taumatina nativa 

apresenta sabor doce, mas não exibe atividade antifúngica (OGATA et al., 1992; 

ZEMANEK e WASSERMAN, 1995). Proteínas PR-5 com similaridade com taumatina 

são chamadas de TLPs (thaumatin-like proteins). 

 Membros da família de proteínas PR-5 também são chamados de osmotina, 

zeamatina, entre outros. Contrariamente a taumatina, zeamatina não tem um gosto doce, 

mas apresenta alta atividade antifúngica (MALEHORN et al., 1994). Já a osmotina 

apresenta respostas a ambos os estresses bióticos e abióticos, que facilitam a 

compartimentalização de íons ou solutos e exibem atividades antifúngicas (SINGH et 

al., 1985; ABAD et al., 1996; ANZLOVAR et al., 1998; YUN et al., 1997; BRAY et al., 

2000; IBEAS et al., 2000). 

Proteínas PR-5 são acumuladas em plantas apósinfecção causada por patógenos, 

os quais promovem um rápido aumento de sua expressão. Tais proteínas são 

responsáveis por atuarem na permeabilização da membrana plasmática do patógeno 

invasor, causando uma perturbação na bicamada lipídica, criando poros transmembrana 

(ELKEREAMY et al., 2011). Também foi proposto que elas podem agir pela interação 

com receptores de membranas de fungos (NEWTON & DUMAN, 2000; ABAD et al., 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4360817/#B210
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4360817/#B42
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4360817/#B33
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4360817/#B212
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4360817/#B140
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4360817/#B238
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4360817/#B116
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1996; ANZLOVAR et al., 1998; YUN et al., 1997; BRAY et al., 2000; IBEAS et al., 

2000). Além disso, já foi demonstrado que um número de proteínas PR-5 se liga a β-

1,3-glucana e tem atividade detectável in vitro de β-1,3-glucanase (GRENIER et al., 

1999; MENUBOUAOUICHE et al., 2003). E, ainda, uma osmotina de fumo induz 

apoptose em Saccharomyces cerevisiae (NARASIMHAN et al., 2001; ALMEIDA et 

al., 2008).  

 

A superexpressão de PR-5 em algumas espécies de plantas transgênicas tem 

resultado em um aumento significativo da resistência a estresses bióticos, como doenças 

fúngicas, e abióticos, como o estresse hídrico e alterações de temperatura (SAROWAR 

et al., 2005; TAKAHASHI et al., 2005; ELKEREAMY et al., 2011). Recentes estudos 

com plantas transgênicas demonstraram que essa proteína atua de modo eficaz na 

inibição de hifas e crescimento de esporos de fungos e oomicetos no local da infecção 

(ELKEREAMY et al., 2011). Além da bem conhecida atividade antimicrobiana, um elo 

de proteínas PR-5 com a resistência a seca já foi demonstrado (JUNG et al., 2005; 

SHARMA & KUMAR, 2005), tendo sido comprovado recentemente pela demonstração 

de que uma proteína osmotina de Solanum nigrum conferiu a plantas transgênicas de 

soja resistência a seca (WEBER et al., 2014). Portanto, a superexpressão de genes PR-5 

em plantas transgênicas é conhecida para conferir tolerância contra vários estresses 

bióticos e abióticos incluindo frio, salinidade e seca (PATADE et al., 2013). 

Neste sentido, buscar genes PR-5 em plantas que evoluíram sob condições de 

seca pode trazer uma característica adicional de adaptabilidade, além de sua atividade 

antimicrobiana, o que pode ser extremamente importante na geração de estratégias de 

resistência a patógenos fúngicos associada a resistência a seca. 

 

3.4 Plantas frutíferas do Semiárido  

 

  A existência de uma grande variedade de plantas frutíferas de ocorrência no 

bioma Semiárido e/ou adaptadas às condições de sequeiro, de sabores exóticos, de 

grande apelo entre as principais tendências atuais de consumo de produtos naturais, 

reforça a ideia da coleta, caracterização e cultivo em escala comercial dessas fruteiras. 

Dentre elas merecem destaque o mamão (Carica papaya), seriguela (Spondias 

purpúrea) aceroleira (Maplpighia glabra), umbuzeiro (Spondias tuberosa), cajueiro 
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(Anacardium occidentale), pinha (Annona squamosa), goiabeira (Psidium guajava) e 

romãzeiro (Punica granatum). 

 Das espécies produzidas, o umbuzeiro é a fruteira de maior importância para o 

Nordeste. Além do uso na alimentação humana e animal pode ser utilizada como porta-

enxerto de outras espécies do mesmo gênero, tais como: a seriguela (Spondias. 

purpurea), o cajá-manga ou cajarana (Spondias. cytherea) e o umbu-cajá (Spondias sp.) 

(CAIRES et al., 2015). Assim, o umbuzeiro permite maior diversificação de uma 

fruticultura comercial nas áreas dependentes de chuva, bem como o aproveitamento dos 

frutos para produção de doces e geleias entre outros derivados.  

 O cultivo sistemático dessas fruteiras poderá, ainda, amenizar os efeitos das 

irregularidades no regime das chuvas, pela resistência que essas espécies apresentam à 

seca. A integração da fruticultura às atividades das pequenas indústrias de 

beneficiamento e processamento dos frutos, com agregação de valor aos produtos. 

 Apesar do grande potencial econômico destas espécies, essas plantas apresentam 

diversos problemas fitossanitários, e, de modo geral, estudos genômicos envolvendo 

plantas nativas da região semiárida são inexistentes ou escassos. Como tem sido 

observado nesta era pós-genômica, informações sobre os genes envolvidos em diversas 

respostas das plantas a estresses bióticos e abióticos têm contribuído não somente na 

elucidação dos mecanismos de respostas bem como na elaboração de novas estratégias 

biotecnológicas aplicadas a agricultura. 

 
3.5 Bioinformática  

 

 A bioinformática ou biologia computacional é uma área da ciência da 

computação voltada para a compreensão das funções biológicas, proporcionando a 

realização de diversas análises do conteúdo informacional dos genomas, além disso, tem 

ajudado no desenvolvimento de diversas ferramentas computacionais, capazes de 

analisar a complexidade de sequências geradas e armazenar esse grande volume de 

informação em banco de dados, os quais servirão de base para estudos biológicos e 

médicos (BORÉM & MIRANDA, 2005). Para Arbex (2006), o fator determinante para 

o desenvolvimento da bioinformática foi o projeto Genoma Humano, tendo em vista a 

necessidade de um sistema computacional com alta capacidade de armazenamento, em 

virtude da gama de informações geradas nesse projeto. Desse modo, torna-se 

indispensável a utilização de ferramentas computacionais para a interpretação e análises 
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dos resultados (ZATZ, 2002). À frente do progresso da bioinformática está o 

sequenciamento do DNA, que permite a realização de estudos tanto do genoma 

estrutural, quanto do genoma funcional de vários organismos. Para as análises in silico, 

selecionam-se os dados gerados por meio do sequenciamento, tendo como objetivo 

localizar sequências de genes de interesse, porém para a realização de um estudo 

completo necessita-se de uma confirmação, feita por meio de metodologias de genômica 

funcional (OLIVEIRA, 2012).  

 A bioinformática progrediu muito nos últimos anos, possibilitando o surgimento 

de subdisciplinas, tais como a biologia computacional, responsável pelo procedimento 

de análises e interpretações de vários tipos de dados, que inclui as sequências de 

nucleotídeos, aminoácidos e também estruturas proteicas. O elevado número de 

informações que necessitam serem precisamente interpretadas, organizadas e 

posteriormente decifradas, podem localizar informações valiosíssimas a respeito dos 

mecanismos biológico (SILVA, 2006). Pesquisadores têm desenvolvido métodos 

estatísticos com grande capacidade de análise, compreensão das funções gênicas e 

níveis de expressão. Com o auxílio da internet é possível promover compartilhamentos 

de dados biológicos, o que torna a bioinformática importante e bem difundida no campo 

científico (ARAÚJO, 2008).  

Além do armazenamento e análise de sequências, a bioinformática apresenta 

programas capazes de promover o reconhecimento de genes específicos, alinhamento de 

sequências de interesse, análise de expressão gênica e de interação gene-a-gene, 

reconstrução de árvores filogenéticas e montagem de estruturas protéicas, porém a 

identificação é feita apenas de sequências gênicas e proteicas já conhecidas e 

depositadas nos banco de dados, indicando que uma vez que genes ou proteínas com 

funções desconhecidas são ignoradas, pode se tratar de uma nova descoberta. Desse 

modo, ferramentas computacionais têm sido amplamente utilizadas para identificar 

genes candidatos para validação funcional em expressão in planta. 

 Atualmente, ênfase tem sido dada a interpretação dos dados gerados, em função 

do crescente aumento de estudos de caracterização molecular in silico, que necessitam 

da caracterização por análises experimentais e emprego de ferramentas computacionais 

cada vez mais sofisticadas. Dessa forma a bioinformática tem contribuído tanto para as 

pesquisas básicas, quanto para a ciência aplicada, promovendo o esclarecimento de 

muitos processos celulares, garantindo assim sua aplicação e disseminação em diversas 

áreas do conhecimento científico (ARAÚJO, 2008). 



26 

 

 O GenBank é um dos mais completos e conhecidos banco de dados público, o 

principal banco de dados do NCBI, constituído por subdivisões contendo todas as 

sequências de DNA, RNA e de proteínas disponíveis atualmente, ele surgiu para 

promover e incentivar o acesso a essas informações, o NCBI não restringe de nenhum 

modo o uso ou compartilhamento dos dados do GenBank (NCBI). Dentre as 

ferramentas mais conhecidas para análise de sequências biológicas, encontra-se o 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Esta ferramenta faz comparações de uma 

sequência de nucleotídeos ou de proteína com todas as sequências genômicas 

depositadas no GenBank, as quais já tiveram suas funções biológicas determinadas 

experimentalmente, na tentativa de identificar possíveis similaridades com a sequência 

de interesse, atribuindo a ela uma função. Para a caracterização molecular in silico de 

genes são utilizadas outras ferramentas computacionais disponíveis online, como os 

programas ORFFinder, que identifica a presença de genes completos e ClustalW que 

promove o alinhamento de sequências de DNA ou proteína. As informações geradas a 

partir dos programas se deparam com a necessidade de interpretação biológica 

funcional, podendo ser utilizadas em novas etapas como biologia estrutural para 

desenho de novas moléculas funcionais mutadas ou não e para o desenho de primers 

iniciadores para o isolamento ou caracterização molecular de espécies. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

4. 1 Busca por genes PR-5 de fruteiras presentes no Semiárido 
 

Uma busca por genes PR-5 foi realizada nos bancos de dados genômicos 

disponíveis online GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e PlantGDB 

(http://www.plantgdb.org). As tentativas de buscas foram realizadas nos bancos de 

dados “proteína” e “nucleotídeos”, por “palavras-chave” direcionadas para espécies 

vegetais fruteiras presentes no Semiárido Paraibano, usando várias combinações de 

“nome da proteína ou gene” versus “nome da família botânica, nome científico ou nome 

popular da espécie”. Como nomes de genes ou proteínas foram utilizados “thaumatin”, 

“osmotin”, “PR-5 protein” ou “pathogenesis-related-5 protein” versus as seguintes 

famílias botânicas: Malpighiaceae, Annonacea, Caricaceae, Anacardiaceae, Punicaceae 

ou Myrtaceae (Tabela 1). Alternativamente, cada nome de gene/proteína foi combinado 

com os nomes científicos de fruteiras (Maplpighia glabra, Annona squamosa, Carica 

papaya, Anacardium occidentale, Spondias tuberosa, Punica granatum, Spondias 

purpúrea e Psidium guajava). 

 

Tabela 1 Espécies vegetais fruteiras do Semiárido Paraibano selecionadas para estudo 
de genes PR-5, indicando seus respectivos nomes científico e popular e indicação de 
família botânica. Fonte: Dados da pesquisa, 2015. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2015. 

 

4.2 Caracterização molecular in silico de genes PR-5 de fruteiras do Semiárido 
 

As sequências gênicas encontradas agrupadas por clusterização com auxílio do 

Servidor e CAP3 (http://doua.prabi.fr/software/cap3) e posteriormente analisadas 

quanto à similaridade com as sequências de proteínas de outros organismos depositadas 

no GenBank/NCBI, utilizando o programa BLASTx (ALTSCHUL et al., 1990). 

Nome popular Familia Espécie 
Acerola 
Pinha 

Mamão 
Caju 

Umbu 
Romã 

Seriguela 
Goiaba 

Malpighiaceae  
Annonacea 
Caricaceae 

Anacardiaceae 
Anacardiaceae 

Punicaceae 
Anacardiaceae 

Myrtaceae 

Maplpighia glabra 
Annona squamosa 

Carica papaya 
Anacardium occidentale 

Spondias tuberosa 
Punica granatum 

Spondias purpúrea 
Psidium guajava 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.plantgdb.org/
http://doua.prabi.fr/software/cap3
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Sequencias de aminoácidos deduzidas foram comparadas com sequencias similares por 

alinhamento múltiplo, para visualização de resíduos conservados, usando o programa 

Clustalw (www.genome.jp/tools/clustal). A análise das sequencias para genes 

completos foi feita utilizando o Servidor ORFFinder 

(www.ncbi.nlm.nil.gov/projects/gorf). 

 

4.3 Caracterização proteômica de possíveis proteínas PR-5 de fruteiras  
 

Análises de proteômica foram realizadas para estruturas primária e terciária de 

proteínas preditas a partir dos genes PR-5 encontrados, incluindo: (i) presença de 

possíveis sítios de peptídeos sinais, usando o programa SignalP (PETERSON et al., 

2011); (ii) parâmetros físicos e químicos das proteínas, utilizando a ferramenta 

ProtParam (GASTEIGER et al., 2005); (iii) construção de modelo tridimensional por 

modelagem molecular por homologia, usando o servidor Swiss-Model e comando 

AutoMatedmo (ARNOLD et al., 2016), tendo o modelo construído sido validado pelos 

critérios para campos de força de Q-MEAN6 (BENKERT; BIASINI; SCHWED, 2011) 

e estereoquímicos de Ramachandran usando o Servidor PROCHEK (LASKOVIWSKI 

et al., 1993) e visualizado usando o VMD (Visual-Molecular Dinamics) (HUMPHREY; 

DALKE; SCHAULTEN, 1996); e (iv) predição de sítio ativo, utilizando o Servidor 

Ghecon (KAWABATA, 2010). 

 

4.4 Identificação e coleta de material foliar de fruteiras no Seminárido 
Paraibano 
 

 As 08 espécies vegetais fruteiras nativas ou adaptadas ao Semiárido Paraibano 

indicadas na Tabela 1 foram encontradas no Horto Florestal Olho d’Água da Bica, no 

Centro de Educação e Saúde (CES) da Universidade Federal de Campina Grande 

(UFCG), município de Cuité PB (Figura 1), e identificadas pelos nomes científico e 

popular (Figura 2).  Tecido foliar foi coletado de cada uma das espécies  sempre um dia 

antes da extração de DNA genômico.. Para cada planta foram coletadas folhas jovens, 

embrulhadas em papel alumínio, etiquetadas e transportadas em isopor com gelo até o 

Laboratório de Biotecnologia (LBiotec) do CES. No LBiotec, as folhas foram lavadas 

uma vez com água e detergente e duas vezes com água destilada, em seguida, 

http://www.genome.jp/tools/clustal
http://www.ncbi.nlm.nil.gov/projects/gorf
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embrulhadas novamente no papel alumínio e armazenadas em freezer a -20° C até o 

momento da extração.  

  

Figura 1 – Vista parcial do Horto Florestal Olho D’Água da Bica, Centro de Educação e Saúde da 
Universidade Federal de Campina Grande, município de Cuité PB. 

Fonte: Google imagens.  
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Figura 2 – Ilustração das espécies vegetais fruteiras in situ cujo DNA foi extraído. (A) umbuzeiro 
(Spondias tuberosa); (B) romãnzeria (Punica granatum); (C) cajueiro (Anacardium occidentale); (D) 
goiabeira (Psidium guajava); (E) pinha (Annona squamosa); (F) aceroleira (Maplpighia glabra); (G) 
seriguela (Spondias purpurea). 

 

 Fotografias: Morgana Abreu, 2016. 
 

4.5 Extração de DNAs genômicos das plantas selecionadas 
 

 DNAs totais das 08 fruteiras identificadas na Tabela 1/Figura 2, foram extraídos 

usando tampão CTAB (2% de CTAB, 1,4 M de NaCl; 200 mM de Tris-Hcl pH 8.0; 20 

mM de EDTA pH 8.0).  Em torno de 1 grama de tecido vegetal foliar jovem foi 

macerado utilizando cadinho e pistilo autoclavados e congelados, ao qual foi adicionado 

o tampão de extração CTAB junto com 1% de P.V.P (Polivinilpirrolidona). O extrato 

foi distribuído em alíquotas de 800 µL em eppendorf de 2 mL. Na capela de exaustão 
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adicionou-se à amostra, 2 µL de β-mercaptoetanol e 10 ng de Proteinase K 

(AMRESCO). A amostra foi aquecida a à 65°C em banho-maria durante 15 minutos, 

sendo gentilmente misturada a cada 5 min. Em seguida, às amostras foi adicionado igual 

volume de clorofil (Clorofórmio:álcool isoamílico, 24:1), misturado no vórtex e 

centrifugado a 12000 rpm, durante 10 minutos à 20°C. O sobrenadante foi recuperado e 

transferido para um novo eppendorf 1,5 mL, onde o DNA foi precipitado usando 800 

µL de isopropanol gelado, durante 2 horas à - 20°C e, em seguida, as amostras foram 

centrifugadas a 12000 rpm, durante 10 min à 20°C. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado foi lavado em 500 µL de Etanol 70% gelado, centrifugados a 12000 rpm, 

durante 5 minutos à 20°C, para remoção de sais contaminantes. Após descartar o 

sobrenadante, o pellet foi seco à temperatura ambiente na capela de exaustão e o DNA 

foi resuspendido em 100 µL de água milli-Q. 

 

4.6 Eletroforese horizontal em gel de agarose 
 

 Gel de agarose foi preparado na concentração de 0,8%, em tampão T.A.E. (100 

mM de Tris HCl pH 8,0, 57.1 mL de ácido acético glacial e 500mM de EDTA pH 7,5) 1 

X, geleificado em microondas por 5 minutos. Após o gel atingir a temperatura ideal (40 

ºC), e foi colorido com 1% de brometo de etídio. O gel foi vertido na cama de 

eletroforese, aguardando aproximadamente 30 minutos para a solidificação e retirada do 

pente. Depois de encaixar a cama na cuba de eletroforese, foi adicionado T.A.E 1X. 

 Foi aplicado alíquotas de 5 µL de DNA juntamente com 1% de Tampão de 

amostra nos poços. A condição de corrida para a migração do DNA em gel foi realizada 

a 80 Voltz por 30 minutos. O gel foi visualizado posteriormente sob luz ultravioleta e 

documentado usando um Fotodocumentador Transiluminator Molecular Image LPIX 

(Loccus Biotecnologia). 

 

4.7 Estimativa da quantidade e pureza do DNA por espectrofotometria 
 

 As amostras de DNA extraídas a partir de folhas das 08 espécies vegetais foram 

quantificadas e sua pureza estimada usando uma pequena alíquota de 1 µL/cada em 

espectrofotômetro do tipo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). As leituras ópticas 

foram realizadas para DNA, tendo a concentração padrão de 50 µg, nas absorbâncias de 

230, 260 e 280nm. 
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4.8 Digestão com ribonuclease A 
 

 O RNA contaminante presente nas amostras de DNA foi eliminado por digestão 

com enzima ribonuclease A (RNase A), de acordo com as instruções do fabricante 

(AMRESCO). Os volumes totais de cada amostra de DNA foram ajustados para 390 µL 

com T.E. (1 M de Tris HCl pH 8.0 e 0,5 M de EDTA pH 7.5) e as reações de digestão 

ocorreram em volumes final de 400 µL. As amostras foram armazenadas na B.O.D. por 

2 horas, à 37 ºC. 

 Os DNAs digeridos foram precipitados adicionando 500 mM de NaCl e 1000 µL 

de etanol absoluto gelado e o precipitado foi centrifugado a 12000 rpm por 10 minutos. 

O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 500 µL etanol 75% gelado e 

centrifugado a 12000 rpm a 5 min. Após descartar o sobrenadante, o pellet foi seco a 

temperatura ambiente na capela de exaustão e os DNAs foram ressuspendidos em 100 

µL de Tris HCl 2,5 mM pH 8.0. 

 

4.9 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 
 

 Reações da polimerase foram realizados com 6 (seis) combinações de pares de 

primers específicos para genes PR-5 descritas no Quadro 1. As sequências dos primers 

utilizados estão indicadas na Tabela 2, sendo os primers PSS1/PCTP1 descritos por 

CAMPOS, et al, (2002). As condições para as reações de polimerização foram 

realizadas por meio de um preparo de um Master mix para 20 reações de 25 µL, 

utilizando 1 X de Tampão PCR Buffer minus Mg (Invitrogen), 1,5 mM de MgCl2 

(Invitrogen), 0,2 mM de dNTPs, 0,25 mM de Primer direto (foward), 0,25 mM de 

Primer reverso; 1,5 U da enzima Taq DNA Polimerase Recombinante (Invitrogen), e 50 

ng de DNA. As reações ocorreram sob as seguintes condições térmicas: 1 ciclo de 

desnaturação inicial a 95º por 1 mim, 30 ciclos de desnaturação (95 ºC por 45 seg) 

anelamento (50 ºC por 15 seg); extensão (72 ºC por 5 min). O diagnóstico das PCRs foi 

realizado por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8% sob luz ultravioleta e 

documentados, conforme descrito no item 4.3, usando 20 µL de cada reação. 
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Quadro 1 – Combinações de primers utilizados nas PCRs, indicando os DNAs 
utilizados como molde para amplificação de fragmentos de genes PR-5. 
 
 

  Reverse 

 
Forward 

 
PCTP1 

 
PCTP2 

 
PCTP3 

 
PPM4 

 
PPM6 

 
PPS1 

 
Todas da 
Tabela 1 

 
Todas da 
Tabela 1 

 
Caju 

Umbu 

 
Caju  

Umbu  

 
Caju  

Umbu 
 

PPS2 
  

Todas da 
Tabela 1 

   

Fonte: Dados da pesquisa, 2016. 

 

Tabela 2 – Sequências dos primers utilizados nas PCRs. 

Primer* Código 

do 

Primer

* 

Direção Sequência de nucleotídeos (5’-3’)** 

PPS1 
PCTP1 
PCTP3 
PPM4 
PPS2 

PCTP2 
PPM6 

P1 
P2 
P3 
P4 
P5 
P6 
P7 

Forward 
Reverse 
Reverse 
Reverse 
Foward 
Reverse 
Reverse 

CGCGGATCCATGGGCTACTTGAGATCT 
CCCAAGCTTTTACTTGGCCACTTCATC 

CCCAAGCTTAATGHWCAKKTGTTGTCC 
CCCAAGCTTAATTCCCGTCTTGCACTGG 
CGCGGATCCATGGCTCGCTTCACTATCC 
CCCAAGCTTAATGCACAGGTGTTGTCC 

CCCAAGCTTAATTCCCGTYTTGYAYTGG 

Fonte: Dados da pesquisa, 2016. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1 Prospecção in silico de genes PR-5 
 

Genes do tipo PR-5 isolados a partir de espécies vegetais fruteiras presentes no 

Semiárido Paraibano ainda não estão disponíveis no maior banco de dados genômicos 

mundial, o GenBank. Nenhuma sequencia gênica foi encontrada quando cada uma das 

palavras-chave “thaumatin”, “osmotin”, “PR-5 protein” ou “pathogenesis-related-5 

protein” foram pesquisadas em combinação com o “nome da família botânica 

(Malpighiaceae, Annonacea, Caricaceae, Anacardiaceae, Punicaceae ou Myrtaceae) ou 

com o nome científico (Maplpighia glabra, Annona squamosa, Carica papaya, 

Anacardium occidentale, Spondias tuberosa, Punica granatum, Spondias purpúrea e 

Psidium guajava). Portanto, para as fruteiras nativas ou adaptadas a região do 

Semiárido Paraibano acerola, pinha, mamão, caju, umbu, romã, seriguela e goiaba não 

foram encontrados genes PR-5 disponíveis online no GenBank, indicando que se faz 

necessário investir esforços para compreender e disponibilizar genes de defesa de 

plantas adaptadas as condições adversas de clima e solo da referida região. 

Similarmente, esses genes também não foram encontrados no banco de dados 

PlantGDB, exceto apenas para a família Caricacea, visto que um banco de dados para o 

genoma funcional de Carica papaya Linneaus (CpGDB) está disponível contendo 

sequencias expressas de uma cultivar transgênica “SunUp” comercial resistente a vírus 

(MING et al., 2008). Este banco de dados foi usado para minerar sequencias PR-5 da 

referida espécie, usando as mesmas palavras-chave para genes/proteínas citadas acima, 

tendo sido encontrado um total de 19 sequências. Estas sequencias foram clusterizadas 

em 02 contigs (Contig1 contendo 3 reads e Contig2 contendo apenas 2 reads) e 14 

singlets. A análise de similaridade das sequencias por BLASTx revelou que os dois 

contigs e 06 singlets apresentaram similaridade com outras PR-5 de cacau (Theobroma 

cacao), jujuba (Ziziphus jujuba), videira (Vitis riparia), pera chinesa (Pyrus x 

bretschneideri) e algodão diploide (Gossypium raimondii), conforme Tabela 3. 

Entretanto, a maioria das sequencias similares apresentaram comprimentos de tamanhos 

curtos e uma análise pontual nas sequencias revelou que possivelmente a qualidade das 

sequencias está comprometida para avaliação de possíveis genes, exceto o Contig1. 
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Tabela 3 – Similaridade via BLASTx de possíveis proteínas PR-5 de Carica papaya com 
outras disponíveis no GenBank. 

Cluster Comprimento 
(pb) 

Organismo Gene Número de 
acesso 

% de 
similaridade 
via BLASTx 

Contig 1 1.290 Theobroma cacao Osmotin 34 XP_007040164.1 87% 
(198/226) 

Contig 2 929 Ziziphus jujuba PREDICTE
D: 

thaumatin-
like protein 

XP_015896184.1 
75% 

(156/208) 

Singlet 1 844 Theobroma cacao Osmotin 34 XP_007040164.1 62% 
(142/226) 

Singlet 2 744 Theobroma cacao Osmotin 34 XP_007040164.1 78% (71/91) 
Singlet 3 703 Vitis riparia thaumatin AAD55090.1 62% (74/119) 
Singlet 4 398 Theobroma cacao Osmotin 34 XP_007040164.1 80% (72/89) 
Singlet 5 261 Pyrus x 

bretschneideri 

PREDICTE
D: 

thaumatin-
like protein 

XP_009341686.1 83% (70/84) 

Singlet 6 597 Gossypium 

raimondii 

PREDICTE
D: osmotin-
like protein 

XP_012446484.1 66% 
(105/157) 

Fonte: Dados da pesquisa, 2016. 
 

5.1.1 Caracterização molecular de gene PR-5 de Carica papaya 
 

 No Contig1 foi encontrada uma O.R.F (open reading frame) completa de um 

gene PR-5 de Carica papaya, de 681 nucleotídeos de comprimento, denominado de 

CpTLP (Carica papaya thaumatin-like protein), que possivelmente codifica uma 

proteína predita de 226 aminoácidos (Figura 3). Esta proteína contém um possível sítio 

de clivagem proteica que indica a presença de um peptídeo sinal de 25 aminoácidos na 

região N-terminal, de acordo com o Servidor SignalP (PETERSEN et al., 2011). CpTLP 

não apresenta peptídeo carboxi-terminal e a região da proteína madura apresenta 201 

aminoácidos com possível massa molecular de 21.8887 kDa e potencial isoelétrico de 

6.87, sendo potencialmente ácida, de acordo com a análise de parâmetros físicos e 

químicos determinados no Servido ProtParam (GASTEIGER et al., 2005). Além disso, 

CpTLP apresenta as 16 cisteínas conservadas na família de PR-5, as quais normalmente 

estão envolvidas na formação de 8 pontes de sulfeto (CAMPOS et al., 2002). Diferente 

de CpTLP, uma proteína do tipo taumatina foi purificada e caracterizada a partir do 

latex de Carica papaya após indução por ferimento (LOOZEA et al., 2009), entretanto a 

proteína apresentou 22.137 kDa e foi estável em intervalo de pH de 2 a 10, 

potencialmente pode ser outra isoforma de PR-5 no genoma desta espécie. 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/590677957?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=KD5AMDN4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/590677957?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=KD5B70FB014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/694428205?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=KD5CYH0W014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/823227313?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=KD5DCZUM014
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Figura 3 – Sequencias de nucleotídeos e de aminoácidos predita da CpTLP, indicando em os códons de 
início (atg, azul) e término (tga, róseo) da tradução e sublinhados estão os 25 aminoácidos N-terminal de 
possível peptídeo sinal da proteína. 
 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2016. 

 

 CpTLP compartilha 84 a 87% de similaridade via BLASTx com outras proteínas 

PR-5 de cacau (Theobroma cacao), mamona (Ricinus communis), pinhão manso 

(Jatropha curcas), algodão diploide (Gossypium raimondii), populus (Populus 

trichocarpa) e couve nabissa (Brassica napus), sendo estas as melhores similaridades 

(Figura 4). A partir do alinhamento entre CpTLP com as proteínas similares foi possível 

visualizar as regiões conservadas, com destaque para as 16 cisteínas bem posicionadas 

entre as proteínas, o que pode ser indicativo de estrutura 3D funcional. 
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Figura 4 – Alinhamento múltiplo da sequência de aminoácidos de CpTLP com as proteínas similares, 
gerado pelo Servidor ClustalW. TcOSM34 (Theobroma cacao osmotin 34, acesso n° XP_007040164.1); 
GrTLP (Gossypium raimondii thaumatin-like protein, acesso n° XP_012471838.1); RcTLP,(Ricinus 
communis thaumatin-like protein, acesso n° XP_002509750.1); JcPRPR (Jatropha curcas pathogenesis-
related protein, acesso n° XP_012086965.1); PtP21 (Populus trichocarpa P21 family protein, acesso n° 
XP_006368746.1); BnBNA (Brassica napus, BnaA acesso n° CDY41250.1). 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2016. 

 

5.1.2 Modelagem molecular da estrutura 3D de CpTLP 
 

 Um modelo 3D foi proposto para CpTLP, construído a partir da estrutura 

primária da proteína madura, usando a estratégia de modelagem molecular comparativa, 

por meio do servidor Swiss-Model (Figura 5). A proteína possui ao todo oito cisteínas 

formadas por 16 cisteínas conservadas na família proteínas PR-5, as quais estão 

envolvidas na sua atividade (Figura 5A). O modelo proposto se ajustou bem ao molde 

PDB 4L2J, com 75 % de identidade, mostrando uma sobreposição idêntica em sua 

maior parte, divergindo apenas na região de alça, que é normalmente uma região 

variável que não está envolvida na atividade da proteína (Figura 5B). O molde é uma 
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PR-5 do tipo osmotina, antifúngica laticífera, de 206 aa de tamanho, isolada de 

Calotropis procera, planta conhecida popularmente como algodoeiro de seda 

(MORENO et al. publicado no PDB).  

 

Figura 5 – Modelo molecular tridimensional da CpTLP. (A) Representação em faixas (Ribbon) obtidas 
pelo Programa VMD do modelo 3D proposto para CpTLP, indicando em vermelho a presença das 8 
pontes de sulfeto preditas formadas pelos 16 resíduos de cisteína visualizados na Figura 4. (B) 
Sobreposição estrutural entre o modelo teórico para CpTLP (em verde) e o molde PDB 4L2J (em roxo). 

 
 Fonte: Dados da pesquisa, 2016. 

 

 A qualidade da estrutura do modelo proposto para CpTLP foi validada pelos 

critérios estereoquímicos e para campos de força, com base nos métodos de 

PROCHECK e por Q-MEAN6, respectivamente. De acordo com os critérios 

esterioquímicos para ângulo e torsão (PROCHECK), pela tabela internacional para 

cristalografia, as ligações de pontes de sulfeto que ocorrem na CpTLP entre as 16 

cisteinas e suas distâncias estão demonstradas na Tabela 3. A distancia calculada entre 

as ligações apresentaram valores bem abaixo de 6.0, o que é indicativo de acontecerem 

em condições nativas. Por outro lado, as posições quem ocorrem estas ligações estão 

exatamente de acordo com aquelas de outras PR-5 CAMPOS et al. (2002). 
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Tabela 4 Dados de validação do modelo proposto para CpTLP pelos critérios 
esterioquímicos de PROCHECK para ângulo e torsão, indicando as ligações de pontes 
de sulfeto entre as cisteinas e suas distâncias. 

Cadeia Atômica Ligações Resíduos Distância (angstroms) 
A SG C9 com C200 1.97  
A SG C50 com C50 1.97  
A SG C116 com C189 1.98  
A SG C65 com C71 1.98  
A SG C144 com C153 2.01  
A SG C130 com C140 2.03  
A SG C122 com C172 2.03  
A SG C154 com C159 2.04  

Fonte: Dados da pesquisa, 2016. 

 

 Com base nos 6 parâmetros de QMEAN para o modelo teórico de CpTLP, o 

modelo se enquadrou junto com outras estruturas de proteínas depositadas no PDB, 

indicando que a estrutura é satisfatória (Figura 6). Portanto, o modelo obtido é 

considerado ótimo do ponto de vista termodinâmico e de qualidade estrutural, 

apresentando pontuações que colocaram a proteína CpTLP junto com outras proteínas já 

elucidadas experimentalmente. 

 

Figura 6 – Comparação de pontuações de QMEAN obtidas para o modelo de CpTLP (em vermelho) com 
as pontuações de estruturas de mesmo tamanho (preto/cinza) depositadas no PDB. 
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 Fonte: Dados da pesquisa, 2016. 

 

5.1.3 Atividade funcional baseadas na predição do sítio ativo de CpTLP 
 

 Uma vez que a estrutura 3D de CpTLP apresentou indicativos de que a proteína 

é funcional, uma análise de predição de sítio ativo foi realizada pelo método de Ghecon 

visando verificar esta hipótese. O sítio ativo de ligação de CpTLP foi gerado, e é 

possível ser visualizado como uma cavidade possivelmente funcional, que é semelhante 

a de outras PR-5 já estudadas (ABREU, 2015). 

 
Figura 7 – Imagem representativa da estrutura 3D de CpTLP, indicando o provável sítio de ligação (em 
vermelho) de acordo com o Cluster1 previsto pelo programa Ghecon. 

 
 Fonte: Dados da pesquisa 

 

Os aminoácidos responsáveis pela formação da cavidade do sítio ativo de 

CpTLP e que possuem capacidade de ligação a outras moléculas são: V40, Q42, A43, 

R44, F74, A77, E83, A85, Q88, P94, D96, I97, V98, I100, C144, C153 C154, N155, 

Y176, S177, P179, K180, D181, D182, S185, L186, F187 T188 (Figura 8). Observa-se 

a relação de cada cluster com os aminoácidos da proteína que procura regiões na 

proteína com capacidade para receber um ligante. Uma proteína PR-5 de citros, a PtTLP 

(Poncirus trifoliata thaumatin-like protein, apresenta atividade in silico, envolvidos nas 
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ligações a β-glucanase se ligando as 1,3β-D-glucana, 1,4-β-D-glucana e1,6-β-D-

glucana, por meio de docking molecular (ABREU 2015). Portanto, estes são indicativos 

de que CpTLP deve apresentar atividade antifúngica. 

Figura 8 – Resíduos que fazem parte da cavidade do sítio ativo de CpTLP com potencial para ligações 
(em vermelho), de acordo com a análise de Ghecon. 

 
 Fonte: Dados da pesquisa, 2016.  

 

5.2 Prospecção in planta de genes PR-5 em fruteiras do Semiárido Paraibano 
 

 Como foi possível comprovar a partir dos resultados deste trabalho, existe uma 

escassez de estudos sobre genes PR-5 a partir de plantas fruteiras presentes no 

Semiárido. Levando em consideração a importância de genes de defesa adaptados ao 

clima e solo dessa região, este trabalho descreve, ainda, as etapas iniciais de esforços 

direcionados para o isolamento de genes PR-5 presentes nos genomas de espécies 

vegetais fruteiras do Semiárido Paraibano. 

 

5.2.1 Estimativa de quantidade e qualidade dos DNAs genômicos extraídos de 
fruteiras do semiárido 
 

 DNAs genômicos de 08 espécies vegetais fruteiras do semiárido foram extraídos 

com sucesso pelo método CTAB para todas as amostras (Figura 9). O diagnóstico da 

qualidade dos DNAs genômicos, isolados das 08 plantas pelo protocolo CTAB, foi feito 

por eletroforese horizontal em gel de agarose 0,8%.  
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Figura 9 – Eletroforese em gel de agarose 0,8% de DNAs de plantas fruteiras presentes no Horto Florestal 
Olho d´Água da Bica/CES/UFCG. 1-6. Goiabeira; 7-12. Pinha; 13. Romãzeira; 14. Umbuzeiro;15 17. 
Cajueiro; 18-20, Mamoeiro; 21-23. Aceroleira; 24-29, Pinha; 30-32. Umbuzeiro; 33-35. Romãzeira 

 
 Fonte: dados da pesquisa, 2015 
 

 A partir da eletroforese foi possível observar a baixa concentração e degradação 

do material genético nas amostras do protocolo de extração usado. Das oito amostras de 

DNA extraídas pelo protocolo CTAB todas foram visualizadas no gel, apresentando 

uma boa concentração de DNA. Das oito amostras visualizadas no gel apenas 5 

amostras não apresentaram uma fluorescência nítida, revelando uma concentração de 

DNA menor que as demais, correspondente a espécie de Pinha (A. squamosa), 

respectivamente. De modo geral, foram obtidos DNAs íntegros em quantidades visíveis 

em gel de agarose após eletroforese, porém apresentando um pouco de degradação e 

presença de RNAs contaminantes em algumas amostras. O problema da degradação dos 

DNAs isolados pode ser pela ausência de nitrogênio líquido durante o processo de 

maceração dos tecidos foliares ou componentes do tecido vegetal tenham contribuído 

para estes resultados, bem como pelas várias etapas de manuseio do protocolo. 

 

5.2.2 Eliminação de RNAs contaminantes de preparações de DNAs genômicos 
 

 A digestão enzimática com RNase A efetivamente eliminou os RNAs 

contaminantes presentes na maioria das amostras de DNAs genômicos. As amostras 

digeridas livres de agentes contaminantes apresentam um melhor rendimento dos DNAs 

genomicos.  
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 Fonte: Dados da pesquisa, 2015. 

 

5.2.3 Estimativa da quantidade dos DNAs por espectrometria. 
 

 Para a análise do DNA genômico foi necessário primeiramente determinar a 

qualidade e concentração das amostras. Atualmente vários são os métodos eficientes 

para as análises qualitativas e quantitativas do DNA em uma amostra, dentre elas, as 

mais utilizadas é a eletroforese, visualizada por meio da fluorescência emitida por um 

fotodocumentador após exposição a UV dos ácidos nucleicos intercalados com brometo 

de etídio, e a espectrofotometria, realizando medições de absorbância a 260 nm e 280 

nm com o uso de um espectrofotômetro Nanodrop. 

 Com base na análise da pureza e quantidade dos DNAs extraídos pelo método 

espectrofotometria em Nanodrop 2000, as amostras apresentaram uma média de 

concentração de DNA superior a 10 ng/µL com índice 260/280 igual a 1,8 para a 

maioria das amostras (Tabela 5).  

  

Figura 10 – Eletroforese em gel de agarose 0,8% de DNAs genômicos de fruteiras digeridos com 
ribonuclease A. 1. pinha; 2. umbuzeiro; 3. aceroleira; 4. cajueiro; 5. romãzeira; 6. mamoeiro; 7-8. 
Goiabeira. 
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Tabela 5 Quantificação e análise de pureza das amostras de DNA extraído de 08 
espécies pelo protocolo CTAB, utilizando leituras de absorbância de 260 e 280 nm. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2016. 
 

 A partir dos dados da Tabela 5 foi possível observar a grande concentração de 

ácidos nucleicos presente nas amostras, mostrando, dessa forma, que os resultados da 

eletroforese estavam corretos. Uma justificativa seria o fato do espectrofotômetro 

quantificar tanto o DNA integro quanto DNA degradado e, ainda, contaminações com 

RNAs presentes na amostra. Algumas amostras apresentaram um grau de pureza 

relativamente próximo do ideal. As medições de absorbância foram realizadas a 260nm 

e 280nm, onde a razão entre as absorbâncias 260/280nm determinam a pureza das 

amostras de ácidos nucleicos. As amostras com um grau de pureza elevado 

apresentaram uma razão 260/280 entre 1,8 e 2,0, nas amostras com razão superior a 2,0 

ocorreu contaminação com RNA. Para os valores inferiores a 1,8 ocorreu contaminação 

com proteínas, as quais absorvem luz no comprimento de onda de 280nm. Dessa forma, 

a razão 260/280 estabelece um parâmetro de avaliação da qualidade das amostras de 

ácidos nucléicos. 

 

5.2.4 Amplificação de fragmentos de DNA por Reação em Cadeia da Polimerase 
(PCR) 
 

 Os testes preliminares sobre a qualidade dos DNAs isolados para amplificar 

fragmentos gênicos do tipo PR-5 por meio de PCR foram bem-sucedidos (Figura 11). 

Os primers utilizados foram desenhados para anelamento em genes PR-5 com 

homólogos a genes de plantas da família Solanaceae (PPS1/PCTP1), descritos por 

CAMPOS et al. (2002). Outras combinações de primes específicos para genes PR-5 

disponíveis no LBiotec foram utilizadas para testar a amplificação de genes completos. 

Amostras de DNA Concentração de ácidos 
nucleicos ng/µL 

260/280 260/230 

Goiabeira 
Goiabeira 
Mamoeiro 

Pinha  
Umbuzeiro 
Aceroleira  
Cajueiro 

Romãzeira 
Romãzeira 

57,3 ng/µl 
129 ng/µl 

154,9 ng/µl 
9,9 ng/µl 
329 ng/µl 
5,6 ng/µl 
87,5 ng/µl 

1780,3 ng/µl 
3677,2 ng/µl 

1,81 
1,74 
-3,89 
2,15 
1,91 
3,11 
1,85 
0,71 
0,7 

1,12 
0,99 
0,45 
1,86 
1,25 

-40,89 
0,97 
37,16 

-122,76 
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 DNAs genomicos foram testados em PCR, utilizando combinações de primers 

(Figura 11). Quando utilizados como molde em reações em cadeia da polimerase com 

primers específicos para amplificar genes PR-5 completos (PCTP1/PPS1; PCTP2/PPS2; 

PSS1/PCTP3), somente DNA genômico de 1 espécie vegetal produziu fragmento de 

tamanho esperado, conforme demonstrado para algumas amostras. O DNA que 

amplificou com o par de primers PCTP1/PPS1 e PCTP2/PPS2 foi isolado de pinha (A. 

squamosa). As amostras foram aplicadas em gel de agarose para a visualização de 

amplicons de interesse. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2015. 
 

Em seguida, uma PCR teste para diferentes combinações de primers para 

amplificação de fragmentos de genes PR-5 foi realizada com duas plantas que são 

endêmicas do semiárido paraibano utilizando componentes de PCR do Laboratório de 

Biotecnologia: enzima, tampão e as seguintes combinações de primers PPS1/PPM2, 

PPS1/PPM4, PPS1/PPM6, PPS1/PCTP1, PPS1/PCTP2 e PPS1/PCTP3, utilizando como 

amostra controle o DNA da planta Maria Pretinha. Depois da análise em gel de agarose, 

observou-se que houve amplificação para as seguintes combinações de primers: 

PPS1/PPM4, PPS1/PPM6 e PPS1/PCTP3, disponíveis no LBiotec. Os DNAs utilizados 

foram de Umbu (S. tuberosa) e Caju (A. occidentale) obtendo sucesso com os pares de 

primer PPS1/PPM4 e PPS1/PPM6 para a Região da Proteína Madura (Figura 12A e B). 

Figura 11 – Eletroforese em gel de agarose 0,8% de produtos da PCR utilizando combinações de 
primers PCTP1/PPS1(1-9) e PCTP2/PPS2(10-18). M.marcador 1-10.pinha; 2-11.goiaba; 3-12.romã; 
4-13.cajú; 5 14.umbu; 6-15.mamão; 7-16.acerola; 8-17.DNA de Mª pretinha(controle positivo); 9-
18.água(controle negativo) 
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Figura 12 – Eletroforese em gel de agarose 0,8% de produtos da PCR teste para diferentes combinações 
de primers. (A) PPS1/PPM2 (1-4), PPS1/PPM4 (5-8), PPS1/PPM6 (9-13). (B) PPS1/PCTP1 (1-4), 
PPS1/PCTP2 (5-8), PPS1/PCTP3 (9-13) M. marcador, 1. DNA de Maria pretinha (controle positivo), 2. 
controle negativo (água), 3. umbu 4. caju; 5. controle positivo, 6. controle negativo, 7. umbu, 8. caju; 9. 
controle positivo, 10. controle negativo, 11-12 umbu, 13. caju. 

 

 Fonte: Dados da pesquisa, 2016. 
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CONCLUSÃO 
 

De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa foi possível concluir que: 

 

- Com base na prospecção in silico, a descoberta de que não existem depósitos de 

sequencias no GenBank/NCBI com os nomes “PR-5, “thaumatin”, “osmotin” e 

“pathogenesis-related” versus nomes de 06 famílias botânicas ou nomes científicos para 

08 fruteiras do semiárido, enquanto que no plantGDB existe apenas uma das família 

pesquisadas, Caricacea, referente ao genoma funcional da fruteira mamão (Carica 

papaya) cultivar “SunUP” transgênica, resistente a vírus;  

- As sequencias PR-5 encontradas no referido genoma, localizadas por palavras-chave 

“thaumatin” ou “osmotin”, em sua maioria, estão incompletas ou com qualidade 

inferior, sendo incapaz de identificar genes completos, exceto para um gene que foi 

denominado de CpTLP; 

- CpTLP codifica uma proteína do tipo taumatina potencialmente ácida, compartilhando 

características e elevada similaridade de sequência de aminoácidos com outras proteínas 

PR-5 disponíveis no banco de dados GenBank; 

- Um modelo construído para a CpTLP madura é significativamente satisfatório e 

aparentemente funcional, apresentando 8 pontes dissulfeto, formadas por 16 cisteínas 

conservadas na família PR-5, e sítio ativo visivelmente característico;  

- Com base na prospecção in planta, a obtenção de DNAs de 4 espécies de fruteiras com 

qualidade e quantidade suficientes para amplificação por PCR de fragmentos gênicos 

específicos esperados para genes PR-5. 
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PERSPECTIVA  
 

 Neste trabalho ainda foram realizadas as etapas de eluição dos fragmentos 

amplificados por PCR (amplicons) do gel de agarose usando o QIAquick Gel Extraction 

Kit (QIAGEN); uma alíquota dos amplicons foi submetida para sequenciamento na 

Korea (MACROGEN), nos dois sentidos, usando os primers específicos com as quais 

foram gerados, o restante das amostras foram utilizadas para ligação em vetor de 

clonagem pGEM-T-Easy (Promega), visando a clonagem molecular dos genes.  
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