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Vocé vé coisas e diz: Por que?

Mas eu sonho coisas que nunca existiram e digo: Por que ndo?

(George Bernard Shaw}
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1. INTRODUCAO

1.1. AMADURECIMENTO DE FRUTOS

As mudangas ocorridas no amadurecimento das frutas
envolvem uma multiplicidade de vias bioquimicas que afetam todos os
compartimentos celulares. Tanto reagfes de degradagao, quanto de sintese
acontecem nesse periodo, evidenciando que se trata de um processo
dindmico e altamente coordenado. As alteragbes mais perceptiveis sdo
referentes a textura, cor, sabor e aroma dos frutos. Varios hormdnios estio
envolvidos na iniciagdo e regulagdo do amadurecimento, ocasionando um
aumento no nivel de mRNAs especificos e sintese de novo de proteinas que
caracterizam as transformagdes nesse estadio (Seymor, 1993).

O amadurecimento, como qualquer outra etapa do
desenvolvimento das plantas, estda sob o controle hormonal. As auxinas,
giberelinas e citocininas geralmente atuam retardando o amadurecimento,
enquanto o etileno e o acido abscisico aceleram o processo. A evidéncia da
acgdo hormonal no controle do amadurecimento & percebida pelo fato de que
frutos ligados & planta-mde amadurecem de forma mais lenta que aqueles
amadurecidos fora da planta (Abeles e col., 1992, Seymor, 1993, Cordenunsi
e Lajolo, 1995).

Apesar dos frutos serem classificados em climatéricos e nao
climatéricos, em fungdo do seu padrio respiratério, é a presenga de etileno
que parece determinar as alteragbes fisiologicas mais importantes no

amadurecimento, tanto que esse fitorregulador endégeno é considerado o






Sendo uma fruta climatérica, a banana tem seu metabolismo
influenciado pela presenga de etileno (Abeles e col., 1992). Dentre as
alteragées que este horménio influencia durante o amadurecimento, o
metabolismo de carboidratos tem especial destaque, por ser um importante
atributo de qualidade pés-colheita.

Os carboidratos presentes nos frutos provém da translocagdo
de sacarose produzida nas folhas pela fotossintese, e sdo armazenados na
forma de amido ou agulcares sollveis, os quais podem ser rapidamente
metabolizados conforme a demanda energética da planta. Esse processo é
mediado pela agéo sincronizada de varias enzimas, que séo transcritas e/ou
ativadas em momentos especificos do ciclo de vida da planta. A glicose e
frutose provenientes da hidrolise da sacarose, via sacarose sintase e
invertases, séo transportadas do citosol ao interior dos amilopastos, para
servirem de substrato as enzimas de sintese de amido (amido-sintases e
enzimas ramificadoras) num processo dependente de ATP. Durante o
amadurecimento, o amido acumulado & mobilizado através de enzimas
fosforoliticas e hidroliticas (fosforilases, amilases, glicosidases e enzimas
desramificadoras) liberando residuos de glicose que podem ser
interconvertidos em frutose, e utilizados na sintese de sacarose, pela agao
da sacarose fosfato sintase, ou poderao ser distribuidos entre as diferentes
vias catabolicas presentes no amadurecimento como a respiragdo, via
glicolitica e via das pentoses-fosfato.

A banana € um bom modelo de estudo da transformagéao

amido-sacarose, ja que acumula grandes quantidades de amido (de 16 a

33%), durante o desenvolvimento do fruto, o qual & rapidamente convertido,



durante a fase de amadurecimento pds-colheita, a cerca de 18% de
agucares no fruto maduro. A degradagdo do amido é iniciada logo apos o
climatério respiratério, que pode ser acelerada pela aplicagdo exogena de
etileno (Cordenunsi e Lajolo, 1995; Sivak e Preiss, 1998). As enzimas o-
amilase (Garcia e Lajolo, 1988; Bassinello, 2000), B-amilase (Garcia e
Lajolo, 1988; Medina-Suarez e col., 1997), o(1-4) e o(1-6) glicosidades
(Garica e Lajolo, 1988; Konish e col., 1991), amido-fosforilases (Mota, 2001),
sacarose sintase e sacarose fosfato sintase (Cordenunsi e Lajolo, 1995;
Nascimento e col., 1997; Nascimento e col., 2000) ja foram identificadas em
banana. Conjuntamente, Purgatto e col. (2001) e Rossetto (2001) verificaram
a influéncia das auxinas e giberelinas na expressao e atividade de algumas
dessas enzimas no metabolismo amido-sacarose de bananas.

Nesta vasta gama de processos decorrentes do
amadurecimento, muitos genes passam a ser expressos e outros
suprimidos, de acordo com uma regulagdo génica ainda ndo bem
compreendida. O acompanhamento da transcrigdo e sintese de novas
proteinas, bem como a caracterizagdo dos genes envolvidos (promotores,
reguladores, estrutura) constituem ferramentas importantes no estudo das
bases moleculares do amadurecimento, visando ¢ desenvolvimento de

estratégias para manter a qualidade pés-colheita dos frutos.



1.2. METABOLISMO AMIDO-SACAROSE

1.2.1. O granulo de amido

Praticamente, todas as frutas contém amido, mas na maioria
delas somente tragos sdo detectados € em muitas o amido esta restrito A
camadas ricas em cloroplastos. Algumas frutas, como a banana e a mag4,
acumulam grandes quantidades de amido durante o desenvolvimento, o qual
€ degradado a agucares simples durante o amadurecimento. O tomate,
quando verde, armazena um teor relativamente baixo de amido, enquanto
abacaxi, meiao e uvas apresentam uma quantidade infima ou nenhum trago
desse polissacarideo (Tucker e Grierson, 1987). O amido apresenta uma
importante fung¢ao fisioldgica para varios 6rgaos vegetais. Seu acimulo em
tecidos fotossintéticos previne periodos de limitagdo no fornecimento de
carbono pela fotossintese, além de servir como fonte de energia e reserva
de carbono em drgdos de armazenamento, atuando em momentos com
condi¢gbes de desenvolvimento desfavoraveis (Kossmann e Lloyd, 2000).

O amido é um homopolissacarideo formado por residuos de o-
D-glicopiranosil que estdo unidos por ligagdes glicosidicas a(1-4) e a(1-6) e
esta presente em varios tipos de tecidos como folhas, frutos, péien, raizes,
tubérculos e graos. Ele é composto por duas macromoleculas: amilose e
amilopectina. A amilose € uma molécula linear, formada por residuos de
glicose unidos por ligagées glicosidicas a(1-4), podendo apresentar na sua
estrutura cerca de 0,1% de ligagdes a(1-6). A amilopectina, por sua vez, e

um polimero altamente ramificado, composto por centenas de cadeias de



a(1-4) glicanos, que sdo interligadas por ligagGes glicosidicas a(1-6),
ramificando a molécula em vérios pontos de sua estrutura. A amilopectina
representa cerca de 72 a 82% do granulo de amido, enquanto a amilose 18
a 38%. Alguns mutantes de cereais podem apresentar até 70% de amilose
na sua composigao, entretanto outros genétipos contém menos de 1% desse
mesmo polimero (Buléon e col. 1998, Kossmann e Lloyd, 2000).

O modelo atualmente aceito da sintese de amido envolve uma
série de enzimas e estd representado na Figura 1. A sacarose, produzida
nas folhas pela fotossintese €& translocada através do floema, sendo
hidrolisada em glicose e frutose pela agdo da sacarose sintase. Acredita-se
que esses 2 monossacarideos, através das enzimas UDG-glicose
pirofosforilase, fosfoglicomutase, fosfoglicose isomerase e ADP-glicose
pirofosforilase, sdo convertidos a hexoses-fosfato e assim atravessam a
membrana do plastideo. Estudos recentes evidenciaram que a sacarose e
outros carboidratos nao fosforilados também podem ser importados para o
interior dos plastideos, onde posteriormente sao fosforilados (Gerrits e col.,
2001). Dentro do plastideo, as hexoses-fosfato sdo convertidas em ADP-
glicose, que & o substrato especifico para as amido-sintases. Essas enzimas
sdo capazes de adicionar residuos de glicose a pequenos glicanos pré-
existentes no plastideo, através de ligagées «(1-4), formando a amilose.

As amido-sintases vém dando suporte para o estudo de
enzimas ligadas ao granulo de amido. Foi percebido em espécies vegetais
que acumulam muito pouca ou nenhuma amilose (espécies waxy ou
cerosas), que a amido-sintase ligada ao grénulo (Granule-bound starch

synthase | — GGBSI) perdia sua atividade, levantando a hipétese de que ela






respectiva contribuigdo da amilose e amilopectina na sua cristalinidade, a
distribuigdo de areas ordenadas e desordenadas no granulo, o tamanho
dessas areas ou a organizagdo do conjunto de cadeias (Buléon e col., 1998).
Os granulos de amido sdo formados e armazenados nos amiloplastos,
quando trata-se de uma estocagem por maiores periodos, ou nos
cloroplastos, quando o amido servird como reserva temporaria de energia e
carbono (Sivak e Preiss, 1998).

Foi observado através de microscopia eletrénica, que apds
hidrélise acida, o grac de amido apresenta uma estrutura em camadas
concéntricas. Acredita-se que as lamelas mais resistentes sejam a parte
cristalina do granulo, visto que a area menos organizada, comumente
chamada de ‘amorfa’, € mais suscetivel ao ataque acido, sendo hidrolisada
primeiro (Buléon e col., 1998). Outra observagdo que corrobora com essa
afirmagdo, € o fato que grdos de amido de espécies mutantes, que
sintetizam pouca ou nenhuma amilose, ndo apresentam diferengas na sua
cristalinidade (Kossmann e Lloyd, 2000).

Aparentemente, dentro do granulo de amido, as moléculas de
amilopectina sdo radialmente arranjadas, com seus terminais ndo redutores
apontando para fora, em diregdo a superficie do granulo. As ramificagbes da
amilopectina formam aglomerados (clusters) com intervalos de 9-10 nm ao
longo do eixo mais longo das moléculas, formando assim lamelas cristalinas
e amorfas alternadamente. Ramificagdes adjacentes dentro dos cachos
formam duplas hélices, que sdo empacotadas conjuntamente, resultando
numa estrutura cristalina, representada na Figura 2. E provavel que a

amilose exista numa forma menos organizada e sua localizagéo em relagdo



a amilopectina, dentro do granulo, ndo é totalmente compreendida (Smith e

col., 1995).

Lamela cristalina

Lamela amorfa

N LigagGes a(1,6)
—

Ligagdes «(1,4)

Figura 2: Representagdo esquematica das ligagdes glicosidicas a(14) e a(1-6) e da
estrutura semi-cristalina do arnido (Buléon et &/, 1998).

O material cristalino, definido pelo seu volume, morfologia,
distribuigdo e tipo define a taxa e a extensdao da hidrolise enzimatica. O
tamanho do granulo pode variar de 1 um a 100 pm. No entanto, a
caracteristica mais interessante esta na forma. A biossintese do amido ira
ocorrer de acordo com as caracteristicas fisicas encontradas durante a

deposigdo celular, sofrendo influéncia da presenga de outros componentes
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subcelulares, bem como da forma assumida pela membrana do amiioplasto
(Buléon e col., 1998).

Granulos de amido de milho, de milheto, de sorgo, de trigo e de
cevada foram observados por microscopia eletrnica e apresentaram poros
na sua superficie. Esses poros nem sempre estdo uniformemente
distribuidos, ou seja, enquanto alguns granulos apresentam muitos poros,
outros possuem muito poucos ou nenhum. De qualquer forma, o granulo de
amido € considerado um material poroso com area superficial externa e
interna (Buléon e col., 1998).

Em alguns casos, a degradagdo do amido ocorre a partir do
interior do grao, em poucos sitios distintos, formando pequenas cavidades
na parte central da sua estrutura. Esse comportamento foi observado na
degradacgao in vivo durante a germinagao de sementes de cevada. Porém na
degradacgao in vitro, especialmente em granulos pequenos, cbservou-se uma
erosdo superficial, o que sugere que existem diferengas estruturais entre os
granulos de amido na mesma espécie (Sivak e Preiss, 1998).

Em tubérculos de batata, o inicio da degradagdo do amido é
caracterizado por poucos poros e depressdes na superficie do granulo, que
tem forma oval e diametro médio de 40 pm (Buléon e col., 1998). A
degradagdo do amido da batata ocorre de forma lenta, porém gradual,
através de uma exo-corrosao, por isso ele € considerado resistente ao
ataque enzimatico (Gallant e col., 1997). Essa exo-corrosao foi verificada por
Smith, 1999 em granulos de batata incubados in vitro com a-amilase, os
quais apresentaram estriagGes paralelas. Ja granulos de amido do fruto de

kiwi, apresentam uma forma eliptica esferoidal no centro do pericarpo e
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1.2.2. A degradagao enzimatica do amido

Varias enzimas fosforoliticas e  hidroliticas  atuam
sincronizadamente na degradagéo total do amido, dentre as quais destacam-
se as amido-fosforilases, as amilases, as a(1-4) glicosidases e as o(1-6)
glicosidases, atualmente denominadas enzimas desramificadoras (Garcia e
Lajolo, 1988).

As amido-fosforilases (E.C. 2.4.1.1) atuam tanto no sentido de
sintese quanto na degradagdo do amido. Elas sdo responséaveis pela
clivagem fosforolitica do polimero, atuando nas ligagdes glicosidicas o(1-4)
das suas extremidades ndo redutoras, liberandc glicose-1-fosfato. Essa
enzima ja foi detectada em bananas durante o amadurecimento em duas
isoformas (Mota, 2001).

A o-amilase (E.C. 3.2.1.1) hidrolisa aleatoreamente as
ligagbes o(1-4) tanto da amilose quanto da amilopectina, gerando uma
mistura de oligossacarideos, dextrinas e glicose. Em bananas, Garcia e
Lajolo (1988) detectaram atividade de 3 «-amilases durante o
amadurecimento, que apresentaram, um sensivel aumento de atividade no
climatério. Existe um consenso na literatura de que a degradag¢ao do amido
é iniciada pelas endoamilases (Sivak e Preiss, 1998). Beck e Ziegler (1989)
afirmaram que a a-amilase é responsavel pelo inicio da degradagao, cuja
velocidade é extremamente dependente, das propriedades das a-amilases e

demais enzimas degradativas, da fonte e tamanho do grénulo. Estudos
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1.3. ENZIMAS DESRAMIFICADORAS DE AMIDO

As enzimas desramificadoras (DBE — Debranching enzymes),
atuam na desramificagéo de polimeros que apresentem ligagdes glicosidicas
tipo a(1-6). Elas foram divididas em duas classes, segundo Manners (1989),
de acordo com a sua especificidade por substrato em: pululanases
(microrganismos) ou também chamadas de dextrinases limite (vegetais)
(E.C. 3.1.2.41), que atuam sobre ligagbes a(1-6) de pululano, amilopectina,
e suas dextrinas, mas ndo sobre o glicogénio; e as isoamilases (E.C.
3.1.2.68), que clivam ligagbes «(1-6) de amilopectina e glicogénio, porém
nao atuam sobre pululano. O pululano é um polimero formado por residuos
de maltotrioses unidos por ligagbes «(1-6), existente somente em
microrganismos.

O primeiro trabalho relatado sobre DBE foi feito com tubérculos
de batata (Ishizaki e col., 1983). Os autores constataram no extrato protéico
bruto, a presenga de 3 tipos de DBEs, das quais uma foi identificada como
isoamilase e as outras duas como pululanases ou dextrinases limite. A
isoamilase foi separada das demais proteinas através de precipitagdo
isoelétrica em pH 5,0, fracionamento com sulfato de aménio, cromatografia
de filtracdo em gel em Sepharose 6B e cromatografia de afinidade em
Sepharose 4B-amido solivel e apresentou duas isoformas, com peso
molecular de 95 e 83 KDa.

Alguns autores, em trabalhos realizados com cereais, como

arroz (Fujita e col., 1999), milho (Rhaman e col., 1999, Pan e Nelson, 1984)
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e cevada (Sun e col., 1999) purificaram e caracterizaram a DBE tanto do
tipo-isoamilase quanto tipo-pululanase, especialmente durante o periodo de
sintese do amido. Paralelamente, essas enzimas foram clonadas e
sequenciadas e  apresentaram 60-70% de homologia entre seus
aminoacidos. Entretanto, em frutas, elas ainda nao foram pesquisadas.

A hipotese de que a DBE atue também durante a sintese de
amido provém do estudo de mutantes sugary (suf) de milho. Esses
mutantes ndo s&do capazes de produzir amilopectina, mas acumulam cerca
de 35% do seu peso seco em fitoglicogénio, um polissacarideo altamente
ramificado, soluvel em agua. O fitoglicogénio tem de 7 a 10% do total de
suas ligagbes glicosidicas na forma «1-6) e portanto, possui uma
estrutura mais ramificada que a amilopectina, que apresenta entre 4 e 5% de
ramificagdes (Manners, 1985). Pan e Nelson (1984) verificaram que todos os
mutantes su?1 ndo apresentaram atividade enzimatica para DBE tipo-
pululanase, sugerindo que a deficiéncia bioquimica na atividade
desramificadora é que leva a formacgdo de fitoglicogénio. As DBEs de
endospermas normais de milho foram separadas em 3 picos de atividade
numa coluna de hidroxiapatita e foi visto que os mutantes su?7 perdem um
desses picos de atividade com pululano, embora os outros 2 picos também
tenham tido sua atividade muito reduzida. A observagdo que a deficiéncia de
DBE estava associada com a presenga de fitoglicogénio em mutantes su?
(Pan e Nelson, 1984), reviveu a hipétese de Erlander (1958. Apud: Smith,
1999), que propbs que primeiramente o fitoglicogénio (funcionando como

uma pré-amilopectina) era formado via amido-sintase e enzima ramificadora
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em uma unica copia. A sequéncia deduzida de aminoacidos apresentou 4
regides de consenso (|, Il, Ill e IV) com outras enzimas da super familia das
amido-hidrolases, as quais apresentam uma estrutura tipica, denominada
(a/B)s-barril (Jespersen e col., 1991).

Sun e col. (1999) em estudos com cevada, indicaram que o
gene codificador para isoamilase possa ser modulado por sacarose. Ishiguro
e Nakamura (1994. Apud: Sun e col., 1999) mapearam 2 regiées no genoma
de tubérculos de batata, denominadas de SP8a (ACTGTGTA) e SP8b
(TACTATT), que induzem a expressdo de PB-amilase, na presenga de
sacarose. Além do fato da regido promotora de gene de isoamilase de
cevada ter apresentado a sequéncia SP8a, homédloga a batata, as folhas das
plantas de cevada foram tratadas com quantidades crescentes de sacarose
endogena (0-200 mM) e apresentaram nivel de transcrito de isoamilase
proporcional a quantidade de sacarose adicionada. Em contraste, a
expressdo de amilase, foi suprimida na presenga de sacarose em cevada e
arroz (Perata e col., 1997; Sheu e col., 1994. Apud: Sun e col., 1999).

Trabalhos feitos em trigo (Genschel e col.,, 2002) e batata
(Hussain e col., 2003) permitiram a expressdo de clones de isoamilase,
obtidos em bibliotecas de cDNA, em Escherichia coli. O anticorpo produzido
a partir da proteina recombinante de trigo reconheceu uma proteina de 80
kDa, a qual estava quase que exclusivamente na fragdo soluvel da ceélula,
indicando uma fraca associagdo da enzima ao granulo de amido. Ja no
estudo feito em batata, trés isoformas da isoamilase foram identificadas, com
tamanhos aproximados de 84 (forma 1), 94 (forma 2) e 79 kDa (forma 3).

Foram testados diversos substratos com cada uma das formas -
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amilopectina, B-dextrina limite, fitoglicogénio, pululano e amido de batata. A
forma 1 apresentou maior atividade com fitoglicogénio, seguida por
amilopectina, enquanto a forma 3 teve preferéncia pela B-dextrina. Ja a
isoforma 2 ndo apresentou atividade com nenhum dos glicanos testados. Os
autores acreditam que as formas 1 e 2 possam estar envolvidas na sintese
de amido, enquanto a forma 3 atuaria na fase de degradagéio.

Garcia e Lajolo (1988) foram os tnicos autores que detectaram
a presenga de uma enzima capaz de degradar ligagdes a{1-6) em frutos.
Eles verificaram a atividade de uma «o1-6) glicosidase em polpa de
bananas, utilizando isomaltose como substrato, a qual tem sua atividade
aumentada em estagios mais avangados do amadurecimento.

Apesar da bibliografia pouco consistente a respeito da fungao
da DBE durante o amadurecimento de frutos, acredita-se que ela seja muito
importante nesse periode, visto que na molécula de amido, a quantidade de
amilopectina é cerca de 4 vezes maior que a de amilose e que um grande
nimero de ligagdes «(1-6) precisam ser hidrolisadas. Uma vez que todo
amido presente nas frutas desaparece, concomitante ao aumento de
hexoses, e nao restando dextrinas remanescentes, acredita-se que pelo
menos uma DBE esteja presente no processo de transformagdo amido-
sacarose da banana.

Dentro desse contexto, este trabalho tem como objetivo, obter
maiores conhecimentos sobre a enzima desramificadora de amido, tais
como: tipo de enzima presente na banana, especificidade por substrato,

regulagio, cinética, sintese e expressao, visando uma meihor compreensao
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da conversdo do amido em sacarose durante o amadurecimento de bananas

e o0 papel desempenhado por essa enzima no processo.

2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi identificar, caracterizar e purificar a
enzima desramificadora de amido de bananas, visando desenvolver estudos
de expressdo durante o amadurecimento e investigar a sua participagdo no

metabolismo amido-sacarose.
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herméticos. Apdés 1 hora, amostras do gas liberado foram retiradas e
injetadas manualmente no cromatédgrafo com o auxilio de seringa GAS Tight.

Condicoes cromatograficas para medida de CQ,:

Temperatura isotérmica (forno): 30°C
Temperatura do injetor e detector: 250°C ambos
Fluxo: 4 mL/min

Modo de injegao: split, Taxa de splif. 50:1
Volume de inje¢cédo: 1 mL

Condicbes cromatograficas para medida de etileno:

Temperatura isotérmica (forno): 30°C

Temperatura do injetor e detector: 200 °C e 250°C, respectivamente

Fluxo: 1 mL/min

Modo de injegao: pulsed split, Taxa de split. 12,5:1

Volume de injegdo: 5 mL

Foram calculadas as medidas de CO; e etileno com base no

volume livre dos frascos, levando em consideragdo a massa de banana
contida nos frascos e o tempo de respiragdo. Os valores foram expressos

em mg de CO..Kg PF'.h™ e uL de etileno.Kg PF~".h™.

3.2.2. Determinagdo de amido e proteina solavel
O amido foi determinado conforme o método descrito por Aréas
e Lajolo (1981). O amido foi solubilizado com NaOH 0,5 N, precipitado com
etanol 80% e hidrolisado com amiloglicosidase (28 U/mL). A glicose
resultante foi quantificada através do sistema glicose oxidase-peroxidase-

ABTS (GOD-POD-ABTS), a 450 nm, utilizando glicose como padréo.
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As proteinas foram determinadas pelo método descrito por
Bradford (1976), a 595 nm, usando albumina sérica bovina (BSA) como

padrao.

3.2.3. Determinagao de aglcares sollveis

Para determinagédo dos agucares soluveis (glicose, frutose e
sacarose) foram feitas 3 extragdes sucessivas com etanol 80% a 80°C. Os
sobrenadantes obtidos foram juntados, o volume ajustado, o etanol
evaporado em speed vac a 45°C, seguida de reconstituigdo do volume com
agua. Os aglcares foram dosados por HPAE-PAD. Uma aliquota de 25 ul
de extrato, devidamente diluida, foi injetada em cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia Dionex modelo DX 500, com coluna Carbopac PA 1 (4 x 250 mm)
e detector amperométrico de pulso modelo ED 40. A fase moébvel foi

constituida de 100% de NaOH 18 mM em um fluxc de 1,0 mL/min.

3.2.4. Extragao e atividade enzimatica de isoamilase

A extrato enzimatico foi preparado conforme Fujita e col. (1999)
com modificagdes. O meio extrator consistiu de tamp&o Imidazol-HCI pH 7,4
50mM, contendo cisteina 20 mM (neutralizada no momento do uso),
benzamidina 1 mM, MgCl, 8 mM e 1% polivinilpirrolidona-40 (PVP), numa
proporgdo 1:4 (g/mL). Apés centrifugagdo a 15000 x g por 40 minutos, 0,25
mlL do homogenato foi dessalinisado em coluna Hi-Trap Sephadex G-25
(Amersham Biosciences). O ensaio de atividade foi realizado na fragao (1
mL) que apresentou maior concentragdo de proteina (Bradford, 1976) e

menor teor de agucares (Dubois, 1956)
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A medida de atividade foi baseada na determinagdo de
agucares redutores formados durante a degradagio de polimeros glicanos,
medidos através do método do acido dinitrosalicilico (DNS) descrito por
Bernfeld (1955), utilizando maltose como padréo.

O meio de reagéo consistiu de 100 pL de tampéo Imidazol-HCI
pH 7,4 100 mM, contendo MgClz 16 mM e 2% de glicogénio e 100 uL de
amostra dessalinisada. Apés 2 h de incubagdoc a 30°C, a reagdo foi
finalizada pela adigdo de 100 ulL de DNS, fervura por 10 minutos, seguida de
adigédo de 900 uL de agua, totalizando um volume de 1200 pL por tubo
(Sigma). A absorbéancia foi lida a 540 nm e os resultados expressos em pmol
maltose.mg proteina™ .gPF ' .h™'. Este ensaio também foi realizado utilizando-

se B-dextrina limite como substrato, nas mesmas condigbes.

3.2.5. Extragao de RNA total

A extragdo de RNA total foi realizada segundo Lépez-Gémez e
Gomez-Lim {1992), com modificagées. Trés gramas de polpa de banana
foram trituradas em gral de porcelana com nitrogénio liquido e adicionadas
de 10 mL de solugdo extratora, que continha tampao Tris-HCI pH 7,5 150
mM, 2% SDS, 1% 2-ME e EDTA 50 mM. Apés homogeneizagdo do material .
até o descongelamento, com auxilio de gral e pistilo, e centrifugagdo a
12.000 x g por 10 min, adicionou-se ao sobrenadante 0,25 volumes de
etanol absoluto e 0,11 volumes de acetato de potassio 5SM, com agitagéo por
1 minuto. A essa mistura foi adicionado 1 volume de cloroférmio. Apos

centrifugagdo a 12.000 x g por 10 min, a fase aquosa (superior) foi recolhida,
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adicionada de 1 volume de fenol/cloroférmio e centrifugada por 10 min a
12.000 x g, novamente extraida com 1 volume de cloroférmio e centrifugada
a 12.000 x g por 10 min.

A fragdo aquosa obtida foi cuidadosamente transferida para
tubo e o RNA contido foi precipitado por adigdo de 0,43 volumes de cloreto
de litio 10 M, a -20°C por 12h. Apds centrifugagdo a 12.000 x g por 1 h, o
RNA precipitado foi recuperado e solubilizado em 2 mL de tampdo TE.
Novamente o RNA foi precipitado pela adigdo de 3 volumes de etanol e 0,1
volumes de acetato de potassio 5 M, mantido a -20°C por 2 h, centrifugado
por 1 h a 12.000 x g e retomado em 200 uL de tampao TE. A concentragdo
do RNA foi determinada a 260 nm, sendo que 40 ug de RNA por mL
correspondem a 1,0 unidade de O.D. O material foi dividido em aliquotas,
precipitado em 3 volumes de etanol e 0,1 volume de acetato de potassio 5SM

e armazenado em freezer -80°C.

3.2.6. Obtengdo de cDNA (DNA complementar)
A primeira fita do cDNA foi obtida, a partir do RNA total de
bananas climatéricas, pela atividade da Transcriptase Reversa, utilizando

primer Oligo dT2.1s) através do First-Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Amersham

Biosciences).

3.2.7. Planejamento dos primers
Através dos aplicativos Pileup e Pretty (Wisconsin-Package,
1997), as sequéncias de DNA e aminoacidos, referentes a enzimas

desramificadoras, disponiveis para acesso remoto através da Embrapa -
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Centro de Recursos Geneéticos e Biotecnologia - Bioinformatica

(http://asparagin.cenargen.embrapa.br e

telnet://asparagin.cenargen.embrapa.br), foram alinhadas e a partir das

regides de consenso (Figura 4) construiu-se os primers relacionados na

Tabela 1, com as respectivas temperaturas de hidridizagao (Tm).

Pululanase

81-82 83 54-S5 S6-R1-R2 R5-R6 R3-R4

Zma 218 YLWAPTAQDV 392 VDDIKSNWK 494 DKIVPGYY G619 TASEHFMV
Osa 218 YLWAPTAQDV 418 VDDNKSNWK 620 DKIVPGYY S4S TASEHFMV
Hvu 219 YLWAPTAQGV 396 VDDIKSNWK SO0 DKIVPGYY 526 TASEHFMV

Isocamilase e Pululanase

§7-58-59-S10 S$11-812 R7-R8
Zma 291 KMNFWGY 339 VIMDVVYNH 415 DGFRFDLM
Osa 266 KMNFWGY 314 VIMDVVYNH 395 DGFRFDLM
Hvu 255 KMNFWGY 303 VILDVVFNH 384 DGFRFDLA

609 GTGIGSFN
635 GTGIGSFN
617 GTGIGSFN

764 QGIPFFHAG
780 QGIPFFHAG
764 QGIPFFHAG

Figura 4: Alinhamentos parciais de aminoacidos de pululanase e isoamilase de diferentes
espécies vegetais (Zma-milho, Genbank ZMU18908; Osa-arroz, Genbank AB015615; Hvu-
cevada, Genbank AF142589). Os numeros correspondem a posigdo do aminoacido na
sequéncia completa de cada espécie e as siglas S1 a §12 (Sentido) e R1 a R8 (Reverso)

indicam o primer planejado correspondente.

Os primers Sentido 1 a 6, e Reverso 1 a 6, referem-se a
sequéncias decodificadoras somente para DBE tipo-pululanase. Os demais

primers sdo comuns tanto a enzimas do tipo-pululanase quanto tipo-

isoamilase.
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Tabela 1: Relagédo de primers utilizados em PCR para amplificagdo de

insertos de DBE

Primer Sequéncia Tm(°C)
Sentido 1 5-ACCTSTGGGCYCCMACCGCCCA-3 68
Sentido 2 5-TACCTSTGGGCYCCMACCGCTCA-3' 66
Sentido 3 5-GTSGACGACRWCAAGTCCAASTGGAA-3' 66
Sentido 4 5'-GACAAGATYGTSCCMGGSTACTA-3' 56
Sentido 5 5’-GACAAGATYGTSCCMGGSTATTA-3' 54
Sentido 6 5'-ACYGCYTCCGARCACTTYATGGT-3 58
Sentido 7 5-AAGATGAACTTCTGGGGCTA-3' 56
Sentido 8 5-AAGATGAACTTCTGGGGGTA-3' 58
Sentido 9 5-GAGGACCC(A/G)TACAACTGGGGCTA-3' 70
Sentido 10 5'-GAGGACCC(A/G)TACAACTGGGGGTA-3' 70
Sentido 11 5-GTGATCATGGACGT(C/G)GT(CI/G)TA(T/C)AATCA-3' 64
Sentido 12 5-GTGATCATGGACGT(C/G)GT(C/G)TA(T/C)AACCA-3’ 66
Reverso 1 5-ACCATGAAGTGYTCGGARGCGGT-3' 66
Reverso 2 5'- ACCATGAAGTGYTCGGARGCAGT-3 64
Reverso 3 5-GCCGGCRTGGAARAAKGGRATSCCTTG-3’ 70
Reverso 4 5-GCCGGCRTGGAARAAKGGRATSCCCTG-3' 72
Reverso 5 5-GTTRAAGGASCCGATSCCGGTGCC-3’ 68
Reverso 6 5-GTTRAAGGASCCGATSCCGGTGCC-3 68
Reverso 7 5-CATGAGGTC(A/G)AA(T/C)CT(A/G)AA(G/C)CCATC-3' 58
Reverso 8 5-CATGAGGTC(A/G)AA(T/C)CT(A/G)AA(G/C)CCGTC-3' 60

Cédigos Ambiguos [UPAC

N = qualquer base
M=AouC
R=AouG

W=AouT

S=CouG D=AouGouT
Y=CouT H=AouCouT
K=GouT V=AouCouG

B=CouGouT
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Tabela 3: Sequéncia de bases de primers flanqueadores dos vetores pGEM
e TOPO utilizados em sequenciamento.

Primer Sequéncia Tm{°C)
T3 5-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3' 56
T7 5'-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3' 55
M13 5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3' 52
M13R 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3' 50
SP6 5-ATTTAGGTGACACTATAGAATAC-3' 55

3.2.8. Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

As reagbes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas
com uma mistura de reagdo composta de tampao Tris-HCI pH 8,3 10mM,
contendo dNTP 2,56 mM, MgCl, 10mM, primer Sentido 0,5 uM, primer reverso
0,5 uM, 2,5 U Taqg polimerase, DNA molde (0,5 a 1,0 plL) e &agua,
completando um volume final de reagdo de 20 ou 25 ul. As condigdes do
termociclador foram: 94°C/30s; 50°C-72°C/30s; 72°C/1,5-2,0 min, num total
de 35-40 ciclos. Foram otimizadas as temperaturas de hibridizagao conforme
os primers utilizados e tempo de elongag¢do de acordo com o tamanho de
fragmento a ser amplificado (1 min/Kb).

Para visualizagdo dos produtos de PCR, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose (1,0 a 1,5%), contendo 0,5

pg/mL de brometo de etidio, a 80 V por 10-15 min (Sambrook e col, 1989),

em tampao TPE.

- BIBLICTECA
Facuidadn de Cidncias Farmacdulicas
Uinersicsue de Sdo Pauto
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3.2.9. Clonagem e transformacgao de bactérias

Os fragmentos obtidos por PCR foram excisados de um gel
preparativo e purificados através de eletroeluigdo em Centrilutor (Amicon) ou
através do GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham
Biosciences).

Os produtos de PCR purificados foram ligados em vetor pGEM-
T, através de pGEM®-T Vector Systems (Promega) ou em vetor pCR®4-
TOPO, através de TOPO-TA Cloning Kit for Sequencing (Invitrogen).

A ligagdo em vetor pGEM-T foi feita por meio da T4-DNA
ligase, numa reagdo conduzida a 4°C, durante 16 h. Na sequéncia, o vetor
contendo o inserto foi utilizado para transformagado de células competentes
de Escherichia coli, seguindo o método do CaCl; descrito por Cohen ef al.
(1972). A 100 pL de células foram adicionados 8 pL de reagéo de ligagéo e
incubados a 42°C por 50 segundos. A essa suspensdo foram adicionados
100 pL de meio LB, que foi mantida a 37°C por 1h. Em seguida, as células
foram transferidas para placas de Petri contendo meio LB-agar, ampicilina
(100 pg/mL), 4 pL de IPTG (200 mg/mL) e 44 ulL de X-gal (20 mg/mL) e
incubadas durante a noite a 37°C. A identificagdo das células
transformantes foi feita pelo crescimento de colénias de coloragao branca.

Quando usado o vetor pCR®4-TOPO, o produto de PCR foi
ligado diretamente ao vetor pela agdo de uma topoisomerase associada ao
vetor, numa reagdo a 22°C, durante 5 min. Dois microlitros de reagdo de
ligagéo foram adicionados em tubos contendo 50 ul células competentes de

E. coli TOP10 (provenientes do kit), incubados em gelo por 30 min,
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adicionados de 250 puL. meio SOC e incubados a 37°C por mais 1 h. Nesse
sistema, somente células transformadas crescem em meio LB-agar
contendo ampicilina (100 ug/mL).

As coldnias de celulas transformadas obtidas nas placas foram
transferidas individualmente para tubos contendo cerca de 50 pL de meio
LB e ampicilina (100 pg/mL) e incubadas por 2 h a 37°C. A seguir, fez-se
PCR dessas amostras para verificar a presenga dos insertos, com primers

especificos da isoamilase e primers flanqueadores dos vetores.

3.2.10. Mini-preparagao de DNA plasmidial e sequenciamento

Em tubos contendo 3 mL de meio LB com 100 pg/mL de
ampicilina, foram adicionados 5 plL das colénias positivas (ja testadas por
PCR), previamente enriquecidas em meio LB com ampicilina, os quais foram
incubados durante 16 h a 37°C. A extragdo e purificagdo do plasmideo que
continha o fragmento de interesse, foi feita através de mini-preparacgéo
utilizando GFX Micro Plasmid Prep Kit (Amersham Biosciences) ou Concert
Rapid Plasmid Purification Systems (Gibco). A quantificagdo do DNA
plasmidial foi feita a 260 nm, considerando que 50 pg DNA/mL apresentam
uma O.D. de 1,0.

O clone 1S0O-250 foi seqlenciado manualmente de acordo com
o método de Sanger (1977), utilizando didesoxinucleotideos e marcagédo
por incorporagdo de a*?P-dCTP, através do Cycle Sequencing Kit
(Amersham Bioscience). A separagdo das amostras foi feita em gel de

poliacrilamida 5% e 7M de uréia, a temperatura constante de 50°C e
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poténcia de 120 W, em tamp&o TBE, conforme instrugdes do manual Sequi-
Genll (Bio-Rad) e reveladas por autorradiografia. As demais amostras foram
sequenciadas em sequenciador automatico ALF Express, utilizando Thermo
Sequenase Cy5 Dye Terminator Cycle Sequencing kit e ReproGel™ Long
Read (Amersham Biosciences). A eletroforese foi desenvolvida a 50°C, com
poténcia constante de 25 W e tempo de corrida de 750 min. As sequéncias
obtidas foram analisadas através dos aplicativos Blast, Pileup, Translate e
Fasta do Wiscousin-Package (1997), disponiveis para acesso remoto
através da Embrapa - Centro de Recursos Genéticos e Biotecnologia -

Bioinformatica (http://asparagin.cenargen.embrapa.br e

telnet://asparagin.cenargen.embrapa.br).

3.2.11. Northern Blot

As amostras com 25 ng de RNA foram separadas em gel de
agarose desnaturante, contendo 2,2 M de formaldeido (Sambrook, 1989) e
transferidas & vacuo para membrana de Nylon (Hybond N+, Amershan
Biosciences). Foi utiizada uma sonda de DNA especifica de banana, com
cerca de 1 Kb, obtida por PCR, com os primers Sentido NT1 e Reverso CT1.
A marcagdo da sonda foi feita com «?P-dCTP, conforme Ready-To-Go DNA
Labelling Beads Kit (Amersham Biosciences) e a reagéo de hibridizagéo foi
conduzida durante 12 h, a 65°C. As lavagens da membrana obedeceram a
seguinte ordem: SSC(2x)/0,1%SDS, por 15 min (2 vezes);
SSC(1x)/0,1%SDS, por 15 min e SSC(0,1x)/0,1%SDS, por 15 min. A

revelagdo foi feita por autorradiografia, apés 3 dias de exposicdo da

membrana.
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3.2.12. Obtengao da sequéncia de cDNA de isoamilase

3.2.12.1. Varredura em biblioteca de cDNA (Screening)

Uma biblioteca de cDNA, construida em vetor ZAP Express
(fago L) através de ZAP Express cDNA Synthesis Kit (Stratagene), foi
submetida a uma varredura em meio liquido com base no método de Israel
(1993).

A biblioteca de cDNA, com um titulo de 1,3 x10* p.fu./uL
(plates forming unit - unidades formadoras de colénia) foi propagada pela
infecgdo em bactérias de E. coli XL1 Blue MRF’, em meio LB, contendo
0,2% de maltose e 10 mM de MgSQ,. Aliquotas de 100 ulL dessa mistura
foram distribuidas em 64 pogos de uma placa de microtitulagdo (8 linhas x 8
colunas) e incubadas a 37°C, durante a noite. Para restringir-se o nimero de
amostras a serem testadas, de 64 para 16, foram feitas combinagdes de
linhas e colunas, sendo extraidos 10 uL de cada pogo de linha para a
formagédo da combinagao das linhas e 10 puL de cada pogo de coluna para a

combinagéo das colunas (Figura 5).

1 2 3 45 6 7 8 ¢ combinacao de linhas
AlO|O|O[0|O[0|0I0|®
Bl|O|O[O|O|O[O{C|O|@®
Clo|o[o|o]0|0|o|0|e
DO|O|O|0|0[0|0|0|@®
E|lC|Q]O|0O|0|0|0[0|®
FIO|O[O|O[C|O|10|0|e
G olo|o|ojcio|o|0|e
HIO|O|O[O|0[0|0[0|®

o o eole|e e e e — combinacdo de colunas

Figura 5: Formagdo das combinagbes de linhas e colunas em placa de microtitulagéo
utilizada em varredura em biblioteca de cDNA, segundo Israel (1993).
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Cada uma das 16 combinagbes foi testada através de PCR,
com primers da sequéncia de isoamilase (Sesp 1 X Resp1), Visando verificar a
presenga do clone que continha o cDNA codificante para a enzima em
estudo. Através do cruzamento de linha e coluna, foi possivel chegar ao
pogo (do total de 64) que continha o clone. Desse pogo positivo foi retirada
uma aliquota, que novamente foi usada para infectar células de E. coli X1
Blue MRF’, de modo a gerar uma nova placa enriquecida do clone de
isoamilase. Esse procedimento foi repetido até que todas as combinagées
de linha e coluna apresentassem amplificagdo positiva de um fragmento de
tamanho compativel com o esperado pelo par de primers utilizado, indicando
um enriquecimento satisfatorio para a etapa de sele¢cdo em meio sélido. Foi
testada a maior diluigdo (107, 102, 102 e 10™) do pogo escolhido que
conservasse a banda caracteristica.

Na etapa em meio sélido, uma aliquota de 0,5 uL do clone
(extraida do pogo escolhido) foi incubada com 200 ulL células de E. coli XL1-
Blue, por 15 min. Apds a incubagao, a suspensdo de células foi misturada
com 3 mL de meio NZY top-agar e plaqueada em meio NZY agar (37°C,
durante a noite). Os fagos que formaram placas de lise foram
ressuspendidos em 20 uL meio SM (NaCl 0,1 M; MgS04.7H.0 8 mM; Tris-
HCI 50 mM pH 7,5 e gelatina 0,01%) e a presenga do inserto de interesse foi
confirmada por PCR. Aquela placa de lise que amplificou o fragmento de
tamanho esperado de acordo com os primers utilizados, foi enriquecida em
meio SM e destinada a exciséo in vivo.

A excisdo in vivo consistiu na conversdo do fago A, contendo o

inserto de interesse, em fagemideo pBK-CMV (plasmideo circularizado),
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na extremidade 5', através da T4 RNA ligase (Figura 6C). Em seguida foi
feita a transcri¢éo reversa do RNA utilizando-se Transcriptase reversa (AMV-
RT) e o primer GeneRacer™ Oligo dT (Figura 6D), que é composto por 18
unidades de timina mais um oligonucleotideo de 36 bases (5'-
GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTG(T)18.3'), o que
possibilitou a amplificagdo de produtos de PCR, a partir das extremidades do
cDNA, utilizando-se primers do kit (Tabela 4), complementares a esses
oligonucleotideos, e primers especificos da sequéncia de isoamilase (Tabela
2), obtidos a partir da leitura de bases de um inserto de isoamilase ja

clonado (Figura 6E e F).

Tabela 4: Sequéncia de bases dos primers utilizados na técnica RACE

Primer Sequéncia Tm(°C)
Sentido GeneRacer 5' 5-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3' 74
Sentido GeneRacer 5' abr. 5'-GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3' 78
Reverso GeneRacer 3’ 5-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG-3' 76

Reverso GeneRacer 3' abr. 5-CGCTACGTAACGGCATGACAGTG-3' 72
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extremidade 5, D} Transcrigdo reversa do RNA com AMV-RT e GeneRacer Oligo-dT ; E)
Amplificagdo da extremidade 5' por PCR; F) Amplificagdo da extremidade 3’ por PCR.

3.2.13. Expressdo de isoamilase em Escherichia coli e
purificagao da proteina recombinante

Para expresséo parcial da isoamilase de banana em E.coli foi
utilizado o pCR-T7/TOPO-TA Expression Kit (Invitrogen). Foram gerados
insertos que mantiveram a sequéncia correta de aminoacidos da proteina,
através da combinagdo dos primers Sentido 2 x Reverso CT1, Sentido 2 x
Reverso CT2, Sentido 3 x Reverso CT1 e Sentido 3 x Reverso CT2, com
tamanhos esperados de produto de PCR em torno de 730, 1000, 360 e 640
pb, respectivamente. Estes 4 insertos foram clonados em vetor de expressao
pCR-T7/NT-TOPO e inseridos em uma cepa de bactérias E.coli denominada
TOP10F’. Os plasmideos obtidos foram purificados e usados para
transformar a cepa BL21(DE3)pLysS de bactérias E.coli, em 10 mL de meio
LB, contendo 100 ug/mL de ampicilina e 34 ng/mL de clorafenicol.

O nivel de expressao da proteina recombinante foi verificado
apo6s 0, 2 e 4 horas de indugéo com IPTG (0,5-1,0 mM). Aliquotas de 500 uL
da cultura induzida e n&o induzida foram coletadas nesses periodos e
centrifugadas a 12000 rpm por 30 segundos. Os precipitados obtidos foram
ressuspendidos em 80 uL tampdo de amostra (Tris-HC| pH6,8 62,5 mM;
SDS 2%; 2-mercaptoetanol 5%; glicerol 10% e azul de bromofenol, 0,05%),
dos quais 10 ulL foram submetidos a corridas eletroforéticas em SDS-PAGE
{(10-12%)}), segundo método de Laemmli (1970}, com voltagem constante de

200 V, durante 35 min. Os padrées de peso molecular utilizados foram LMW
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12. injegéo, amostras de 3 mL de sangue foram extraidas dos animais, para

analise do soro pré-imune contra extrato protéico total de banana.

3.2.15. Extragao de proteina total e Western blot

Cerca de 500 mg de polpa de banana triturada em nitrogénio
liguido foram homogeneizadas a 1,5 mL de tampéo de extragéo (Tris-HCI pH
6,8 62,5 mM, SDS 2%, 2-p-mercaptoetanol 5%) com auxilio de ultraturrax e
fervidas por 10 min para extragdo da proteina total. A quantificagdo das
proteinas foi feita pelo método de Lowry (1951), modificado por Peterson
(1977). Foram aplicados 50 pg de proteina, em gel de poli-acrilamida (10%).
As proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio-Rad),

sob voltagem constante de 30 V, durante 16 h, a 4°C.
A membrana foi bloqueada com solugéo contendo Tris-HCI 50
mM pH 7,5, NaCl 150 mM e 5% de leite desnatado, durante 1 h. O soro
imune foi adicionado a uma nova aliquota de solugdo bloqueadora, numa
proporgado de 1:100, e incubado junto @ membrana por 3 h. Em seguida
foram feitas 3 lavagens sucessivas da membrana somente com o tampéao
salino, sem adigdo de leite desnatado. O anticorpo secundario anti-IgG de
coelho, conjugado a fosfatase alcalina (Sigma) foi adicionado a solugao
bloqueadora, numa proporgdo de 1:30000, incubado por 1 h e lavado
novamente por 3 vezes, com tampdo salino, sem leite desnatado. A
revelagdo das proteinas foi feita de acordo com o método da fosfatase

alcalina, descrito por Sambrook e col. (1989).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1. PERFIS DE RESPIRAGAO, ETILENO, AMIDO E ACUCARES
SOLUVEIS

Na Figura 7 estdo apresentados os perfis de produgéo de
etileno, respiragdo, teores de amido e aglcares soliveis durante o
amadurecimento de bananas. As amostras controle demonstraram um
comportamento tipico de frutos climatéricos, com aumento dos niveis de
etileno, seguido de um incremento na produgdo de CO. apds a colheita,
conforme ja descrito por Seymour (1992).

O objetivo da aplicagdo de etileno foi a uniformizagdo da
amostra, uma vez que dentro de uma mesma penca de bananas, pode-se
observar uma diferenga de varios dias entre a maturagdo, em virtude das
diferentes épocas de floragdo e desenvolvimento dos frutos. Em
experimentos anteriores foram detectados problemas de heterogeneidade
dos lotes. O tratamento de bananas com 100 ppm de etileno gerou um
padrdo respiratério e de produgéo de etileno bastante inusitado e de dificil
interpretagdo (dados ndo apresentados), por isso a aplicagdo de menores
doses do hormdnio (10 ppm), para as condigées experimentais utilizadas,
pareceram a melhor alternativa para a padronizagdo do amadurecimento dos
frutos.

E possivel notar, através da analise da Figura 7, uma pequena
diferengca no comportamento das frutas tratadas com etileno das né&o

tratadas. Bananas ndo tratadas comegaram a apresentar aumento nos
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Figura 7: Medidas de etileno (A), respiragéo {B), % de amido (C) e aglcares soluveis (D) de
bananas controle e tratadas com 10 ppm de elileno durante 0 amadurecimento. Os valores
representam a média e ¢ erro padrdo de 6 repetigdes (para analises de etileno e CO,) e 3
repeticbes (para analises de % amido e agucares solUveis). Simbolos abertos representam
amostras controle e simbolos fechados, amostras tratadas com 10 ppm de etileno.
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niveis de etileno e CO; a partir do 3° DPC e 4°. DPC, respectivamente, com
grande aumento na produgio de etileno aos 5 DPC e de CO, aos 6 DPC.
Quando expostas a uma aplicagdo exégena de 10 ppm do horménio ocorreu
um adiantamento do pico de etileno para 0 2° DPC e de CO, para o 5° DPC.
Conforme descrito por Tucker e Grierson (1984), frutos climatéricos quando
éxpostos a etileno exdgeno, antecipam seu pico respiratorio, mas mantém a
magnitude da produgdo de COz; (130 mg CO2Kg PF'h' nos 2
tratamentos). O climatério respiratorio pode acontecer devido a um maior
requerimento de ATP para os processos anabélicos que acontecem durante
o amadurecimento como adogamento, sintese de pigmentos, acidos
nucléicos e proteinas. Entrétanto, a demanda energética calculada durante o
amadurecimento ¢ muito menor do que a que é gerada no climatério
(Solomos, 1983) e frutos ndo climatéricos amadurecem normalmente sem o
incremento de respiragdo, podendo, inclusive, ter seus niveis de CO;
diminuidos com o amadurecimento. E possivel que o aumento da
respiragéb das frﬁtas seja somente mais uma das respostas fisiolégicas da
célula ao etileno, do que um agente elicitor do amadurecimento, tanto que
frutos climatéricos quando expostos a etileno exdgeno, apresentam um
adiantamento na respiragao.

Os teores de amido diminuiram de aproximadamente 17% para
valores préximos a 1% no final do amadurecimento, tanto em frutas nao
tratadas quanto nas tratadas. A degradagao do amido foi iniciada no 5° DPC
nas frutas controle e no 3° DPC nas frutas tratadas, coincidindo com o

aumento nos niveis de aglcares soluveis. Acredita-se que a degradagdo do
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amido seja um dos eventos influenciados pelo etileno, no entanto, ainda nao
se sabe claramente como o aumento no teor do horménio sinaliza a
transcrigdo e/ou tradugdo das enzimas relacionadas ao metabolismo de
carboidratos.

A sintese de sacarose também foi acelerada nas frutas
tratadas com etileno. Frutos tratados tiveram acumulo maximo de sacarose
(9%) no 5°DPC, enquanto frutos controle apresentaram maior teor de
sacarose (15%) no 8°DPC. Os niveis de glicose e frutose mantiveram-se
entre 5 e 6% nos 2 tratamentos. G menor acimulo de sacarose em frutos
tratados pode estar relacionado ao fato do etileno influenciar varias vias
degradativas na fase de amadurecimento, desviando carbono para outras
rotas, que nao a sintese de sacarose. Tucker e Grierson (1987) afirmaram
que a via das pentoses & mais importante no pré-climatério e conforme
Seymour (1993) durante o climatério o aumento do fluxo de carbonos se
deva a via glicolitica. Também é possivel que as invertases estejam sendo
estimuladas, conjuntamente a outras enzimas do metabolismo secundario.

E interessante observar que o amadurecimento deste [ote de
frutas ocorreu de forma mais rapida que o habitual para bananas do mesmo
cultivar (cerca de 7 a 10 dias). Possivelmente, essa diferenga na velocidade
de amadurecimento entre diferentes amostras de banana deva-se ao ponto
de maturagéo fisioldgica em que as frutas foram colhidas e em fungdo dos
tratos culturais e condi¢es climaticas a que foram submetidas. Acredita-se
que bananas colhidas em estadios mais verdes respondem mais
intensamente a aplicagdes exégenas de etileno, enquanto que frutos mais

maduros apresentam menor sensibilidade ao horménio (Seymour, 1992).
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Essa diferenga de sensibilidade entre frutos verdes e maduros pode explicar
0 pequeno efeito da aplicagdo de etileno no adiantamento do
amadurecimento das bananas utilizadas nesse experimento. Com exce¢io
da produgdo de etileno, os demais parametros observados foram
antecipados em um ou dois dias, no maximo (Figura 7). Tal comportamento
pode estar relacionado ao tempo de permanéncia do fruto ligado & planta-
mée. Enquanto permanecem na planta, os frutos podem receber algum tipo
de sinalizagédo relacionada a fatores de desenvolvimento e desse modo
“desligam” o sistema de amadurecimento. Porém quando colhidos, os frutos
rapidamente ativam as vias referentes & maturagdo, especialmente quanto
aos receptores de etileno, e o climatério logo é estabelecido, dando origem a
todas as reag¢des de sintese e degradagéo pertinentes ao amadurecimento.
O ponto de colheita, portanto, € decisivo no comportamento pds-colheita dos

frutos e necessita estudos mais aprofundados.

4.2, ATIVIDADE ENZIMATICA DE ISOAMILASE

Em ensaios preliminares de atividade enzimatica foram
testados 3 substratos distintos (pululano, amilopectina e glicogénio), para
verificar se a enzima desramificadora presente no amadurecimento de
bananas tratava-se de uma pululanase ou de uma iscamilase. Com base
nos trabalhos descritos para pululanase, varios meios de extragdo e
atividade foram testados, porém em nenhum deles foi possivel a detecgédo
de qualquer agédo da enzima (dados ndo apresentados). No entanto, o uso

de amilopectina e glicogénio, permitiu a determinagéo de atividade de uma
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provavel enzima desramificadora tipo-isoamilase. O glicogénio é o (nico
substrato capaz de diferenciar a atividade da isoamilase da pululanase.
Apesar desse substrato estar longe de ser o ideal para ensaios de atividade
de isoamilase, devido ao fato de ser hidrolisado pelas amilases contidas no
extrato protéico bruto, ele ainda é menos suscetivel que a amilopectina, a
qual pode ser atacada por toda gama de enzimas hidroliticas e fosforoliticas
presentes na banana.

A Figura 8 ilustra os perfis de atividade de iscamilase utilizando
o glicogénio como substrato. Por volta do 6° DPC, a isoamilase apresentou
um pequeno pico de atividade (aumentado cerca de 1,5 vezes), nas frutas
controle, conjuntamente ao pico de etileno. No caso das bananas tratadas
com 10 ppm de etileno, houve duas leves elevag¢des de atividade enzimatica,
aos 4 e 7 DPC. No entanto, de modo geral o perfil de atividade de isoamilase
frente ao glicogénio ndo parece ser muito alterado durante o
amadurecimento, porém frutos tratados apresentaram uma atividade um
pouco maior desde os pontos iniciais (cerca de 20%). De acordo com os
estudos de Maeda e col. (1978) e Yellowlees (1980. Apud: Kossmann e
Lioyd, 2000), enzimas desramificadoras de amido isoladas de cevada e
ervilha ndo foram capazes de hidrolisar granulos nativos de amido, o que
parece indicar que essa enzima tenha uma fung¢do mais efetiva nos estagios
mais avang¢ados de amadurecimento, atuando sobre os produtos de

degradacdo de outras enzimas amiloliticas como amilases e fosforilases.









50

atividade mais elevados que frutos controle para quase todos os pontos
(Figura 9).

Em relagdo a especificidade por substrato & possivel verificar,
pela analise da Figura 10, que a p-dextrina limite apresentou valores de
atividade cerca de 2 vezes maiores do que os encontrados com glicogénio.
Hussein e col. (2003), em trabalho realizado com tubérculos de batata,
detectaram 3 isoformas de isoamilase, com diferengas na seqiéncia
primaria de aminoacidos, peso molecular e especificidade por substrato. As
isoformas 1 e 2, que parecem estar ligadas ao periodo de sintese do amido,
apresentaram maior atividade com fitoglicogénio e amilopectina, enquanto a
isoforma 3, que estd mais relacionada a fase de degradag¢do do amido,
apresentou maior especificidade por B-dextrina limite, do que pelos demais
substratos. Os resultados obtidos sugerem que a isoamilase de banana
corresponde a isoforma 3 da isoamilase de batata, apresentando
caracteristicas de especificidade por substrato, tamanho e seqiiéncia génica

muito semeilhantes, como sera demonstrado a seguir.

BIBLIOTECA ~
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Figura 11: Tamanhos esperados de produtos de PCR (em pares de base) das combinagdes
de primers Sentido e Reverso com base nas sequéncia completa de pululanase (3000 pb) e
isoamilase de arroz (2300 pb).S= primer sentido; R= primer reverso
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A sequéncia de bases do clone 1SO-250 (Figura 13)
apresentou 63,5% de homologia com a isoamilase de arroz (Anexo 1). A
seqliéncia do clone de banana correspondeu ao trecho compreendido entre
as bases 820 e 1080 da sequéncia completa do cDNA da iscamilase de
arroz, a qual apresenta cerca de 2300 pb a partir do ATG inicial {Genbank

ABO015615; Fuijita e col., 1999)

GTG ATC ATG GAC GTT GTC TAT AAC QgT ACT AAT GAA GCT AAT GAT CGT CAT CCT TAT ACT TCT
v I M D v v Y N H T N E A N D R H P Y T S
TCC TTT CGT GGT GTG GAC AAT AAG GTT TAT TAC ATG TTG GAT CCC GAT AAT GGT GCT AAG TAC
] F R G v D N K v ¥ Y M L D P D N G A K Y
CTG AAT TTT TCA GGC TGT GGA AAT ACA TTA AAC TGC AAT CAC CCT GTC GTC ATG GAA CTT ATT
L N F S G C G N T L N c N H P v v M E L I

CTT GAC AGT TTA AGA CAT TGG GIT AAC GAG TAC CAT GTC GAT GGC TTC AGA TTT CAC CTT GCA
<+

L D S L R H W v N E Y H V D G F R F H L A

Figura 13: Seqiéncia parcial de bases do clone I1ISO-250 e amino&cidos deduzidos da
isoamilase de banana. As regides em negrito indicam a posigdo dos primers Sentido 12 e
Reverso 7.

Na tentativa de obtengdo do gene completo da DBE tipo-
isoamilase, foi feita uma varredura em uma biblioteca de cDNA, construida
a partir do RNA extraido de bananas com 3 DPC tratadas com etileno,
utilizando-se a metodoiogia de Israel (1993) modificada.

Através de primers especificos da sequéncia de isoamilase,

planejados em fungdo do sequenciamento do fragmento de 250 pb,
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ligagdo do ribonucleotideo a extremidade 5' e a transcrigdo reversa foi feita a
partir da cauda poli-A. Para a amplificagdo da extremidade 5', a ligagdo do
ribonucleotideo foi realizada, porém a transcricio reversa foi feita a partir de
uma sequéncia intermediaria do gene, através do primer Resp1 € ndo a partir
da cauda poli-A. Essas modificagdes foram feitas para aumentar a
especificidade de amplificagdo das extremidades.

A Figura 17A apresenta um produto de PCR de 1400 pb obtido
a partir da extremidade 3’, utilizando o primer Sgsp1 € 0 primer Rgeneracerd’. O
clone obtido, denominado 1SO-1400, foi digerido com a enzima de restrigao
EcoRl, liberando um fragmento de 4 Kb, correspondente ao vetor e outro de
aproximadamente 1400 pb, correspondente ao inserto (Figura 17B). Tanto o
sequenciamento do clone, quanto do produto de PCR, mostraram alta
identidade com isoamilase de outras espécies vegetais e consenso com o
clone I1SO-250 de isoamilase, obtido no inicio dos experimentos. O
alinhamento com a sequéncia de cDNA de isoamilase de arroz esta
apresentado no Anexo 2.

Com base na leitura Sentido do fragmento de 1400 pb, foi
planejado um novo primer, denominado Segp3, localizado aproximadamente
entre as bases 480 e 500 do inserto lido, que amplificou um fragmento de
aproximadamente 900 pb, quando usado em conjunto com 0 Rgeneracerd’
(Figura 18A). Esse primer foi feito para obtengdo do restante da leitura da
extremidade 3’, visto que o fragmento de 1400 pb era muito longo. De igual
forma, esse inserto foi clonado em vetor TOPO-TA e digerido com EcoR/,
liberando um inserto com 4 Kb e outro com cerca de 900 pb (Figura 18B). O

sequenciamento deste clone, denominado ISO-900, confirmou a identidade
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O fragmento de 1200 pb foi inicialmente seqienciado a partir
do produto de PCR e mostrou-se similar com a sequéncia de arroz,
conforme pode ser observado no Anexo 4. O inserto apresentou consenso
com o clone 1SO-250 da isoamilase da banana ja sequenciado
anteriormente. Foi possivel sequenciar o fragmento somente com o primer
Resp2abr., devido ao sequenciamento com outros primers ndo ter
apresentado bons resultados, apesar das inUmeras tentativas.
Aparentemente, 0 primer Sgeneracerd'abr. complementar ao ribonucleotideo
ligado a extremidade 5 pareou em alguma outra regido do cDNA no
momento das amplificagdes por PCR, uma vez que sua seqiiéncia foi
identificada no inicio das leituras sentido e reversa dos clones obtidos. O
sequenciamento do produto de PCR com o primer Sgeneracer’abr. foi possivel
devido a essa ligagdo indesejada do ribonucleotideo em outra regido do
gene, diminuindo a especificidade das amplificagbes dos fragmentos de
Sanger, o que nao permitiu determinar o ATG inicial do gene.

Através dos sequenciamentos dos clones ISO-1400 e ISO-900
e de parte do produto de PCR de 1200 pb, foi possivel o conhecimento de
aproximadamente 1800 bases da sequéncia de cDNA da isoamilase de

banana, conforme pode ser visto na Figura 20.
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Figura 20: Sequéncia parcial de bases do cDNA de isoamilase de banana e seus
respectivos aminoacidos deduzidos.
aminoacidos que ndo foram corretamente deduzidos, por problemas de leitura do cddon de
nucleotideos correspondentes e o asterisco indica o possivel coédon de terminagdo da

proteina.

Os pontos de

interrogagao (?)

representam
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A sequéncia de bases do cDNA de banana e aminoacidos
deduzidos apresentada na Figura 20 apresentou cerca de 60% de homologia
a isoamilases de outros vegetais. Alguns trechos permaneceram com
leituras confusas no sequenciamento, especialmente em relagdo ao
fragmento de 1200 pb da extremidade 5', devido aos problemas ocorridos na
clonagem, descritos anteriormente.

Uma fase aberta de leitura (Open Read Frame - ORF) obtida a
partir da sequéncia deduzida de aminoacidos mostrou uma boa homologia
com isoamilase de arroz, milho, cevada e batata, as quais estdo

apresentadas na Figura 21.

A analise da seqliéncia de aminoacidos de isoamilase de
banana indicou sua semelhanga as amido hidrolases e demais enzimas
relacionadas, descritas por Jespersen e col.(1993), que caracterizam-se por
apresentar uma estrutura tridimensional na forma de barril. Este (a/B)s-barril
e formado por 8 seqiéncias intercaladas de p-folhas pregueadas e a-
hélices, com regides altamente conservadas. Pdde-se observar que a
isoamilase de banana possui 4 regibes especificas ao dominio (/B )sbarril,
denominados motivos I, I, lll e IV (regiSes sombreadas na Figura 21), os
quais foram descritos em para todas as isoamilases estudadas até o
momento. Essas regibes também estao presentes em pululanases, porém a
isoamilase de banana ¢ mais similar as isoamilases de microrganismos, do
que as pululanases de fontes vegetais. Beatty e col. (1999) verificaram essa
similaridade para isoamilase de mitho, o que pode indicar que as enzimas

desramificadoras divergiram antes do estabelecimento do Reino Vegetal e









66

B-dextrina limite (Hussein e col., 2003). MacGregor (2001) sugeriu que
diferengas nos intervalos dos /oops entre as estruturas B-folhas e a-hélices
promovem a especificidade distinta por substrato para as amido hidrolases
com estrutura de (B/a)s-barril. Esse polimorfismo foi também encontrado em
E.coli e Chlamydia, as quais hidrolisam preferencialmente p-dextrina limite
(Hussein e col., 2003). No entanto, a maioria das isoamilases estudadas em
vegetais mostraram-se mais similares as isoformas 1 e 2 encontradas
também na batata, as quais apresentam afinidade por substratos maiores
como a amilopectina, por exemplo. Isso pode indicar, que assim como nas
demais espécies, exista mais de uma isoamilase em bananas e que cada
uma dessas isoformas atue em um complexo multimérico, de acordo com o
substrato disponivel. No entanto, com a metodologia usada neste trabalho,
somente uma isoforma de isoamilase foi detectada, a qual apresenta

caracteristicas muito parecidas a isoforma 3 de isoamilase de batata.

4.4. EXPRESSAO DE ISOAMILASE EM E.coli E PRODUGAO DE

ANTICORPOS POLICLONAIS

Com a clonagem e sequenciamento de aproximadamente 2/3
do cDNA da isoamilase foi possivel introduzir em E.coli, uma por¢do do gene
que codifica para isoamilase, com o objetive de expressar parcialmente a
proteina recombinante, O sistema de expressdao da proteina em
microrganismo foi a alternativa mais promissora de obten¢do da isoamilase

pura para produg¢do de anticorpos anti-isoamilase destinados a analise de
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5. CONSIDERAGCOES FINAIS

Os resultados obtidos até o presente momento indicam que a
enzima desramificadora de amido presente no amadurecimento da banana é
uma isoamilase, tanto pela atividade enzimatica desramificadora ter sido
detectada com o uso de glicogénio e B-dextrina, e ndo com pululano, quanto
pela similaridade da sequéncia de cDNA e aminoacidos deduzidos de outras
especies vegetais.

A caréncia de um substrato especifico para isoamilase,
dificultou 0 acompanhamento de seu perfil de atividade no amadurecimento,
uma vez que o extrato protéico utilizado nos ensaios de atividade nao
apresentou um nivel de pureza desejavel para isoamilase. Devido a isso, a
atividade enzimatica pode ter sido superestimada, em fungdo da
possibilidade das amilases poderem atuar sobre os substratos utilizados,
gerando agucares solaveis detectaveis pelo método do DNS. No entanto, o
uso da B-dextrina parece ser uma boa alternativa de um substrato mais
especifico.

A clonagem e sequenciamento de bases também confirmaram
que a isoamilase é a enzima desramificadora existente em bananas. Primers
planejados com base em regiGes comuns a pululanase e isoamilase,
amplificaram inicialmente um fragmento de 250 pb, homélogo a isoamilase
de outros vegetais. O sequenciamento desse inserto permitiu o
planejamento de novos primers, que foram usados na subclonagem do gene
de isoamilase. De todas as técnicas utilizadas para a clonagem e

sequenciamento da isoamilase, a RACE (Rapid Amplification cDNAs Ends)
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8. ANEXOS

Anexo 1l:Alinhamento do fragmento de 250 pb de isocamilase de banana com arroz

(Genbamk AB015615)

DBE-250

segarroz

DBE-250

seqarroz

DBE-250

seqarroz

DBE-250

segarroz

DBE-250

segarroz

DBE-250

seqarroz

10 20 10
CTCGGATCGTGACCATGGACGTCGTCTATAACCATACT
PEEETRELEE oe el it
GTTAGAGAGGCTCACAAACGGGGAATTGAGGTGATCATGGATGTTGTCTTCAATCATACA
800 810 820 830 840 850

40 50 60 70 80 90
AATGAAGCTAATGATCGTCATCCTATACTCTCCTT- - - CGTGTGTGACAATAAGGTTTAT
A IR A H
GCCGAGGGTAATGAGAAAGGACCAATATTATCATTTAGGGGGATAGATAATAGCACATAC
860 870 880 890 900 910

100 110 120 130 140 150
TACATGTTGGATCCCGATAATGGTGCTAAGTACTTGAATTTTTCAGGCTGTGGAAATACA
O e N O N O O O e N e e RN A A N ANy
TATATGCT- - - TGCCCCTAAGGGAG- - -AGTTTTACAATTATTCTGGTTGTGGGAATACC

920 930 940 950 960

160 170 180 190 200 210
TTAAACTGCAATCA - CCTGTCGTCATGGAACTTATTCTTGACAGTT TAAGACATTGGGTT
RN N N N N N O A AR AN ANy
TTCAACTGTAATCATCCTGTGGTCCGTGAAT TTATTGTAGATTGTTTAAGATACTGGGTG

970 980 990 1000 1010 1020

220 230 240 250 260 270
AACGAGTACCATGTCCATGGCTTCAGATTCGACCTCATGAATCACTAGTGCGGCCGCCTG
Il A N e N e
ACAGAAATGCATGTTGATGGTTTTCGTTTTGA - - TCTTGCATCCATAATGACCAGAGGAT

1030 1040 1050 1060 1070 1080

279
CAGGT

GCAGTCTTTGGGATCCAGTTAATGTGTATGGAAGTCCAGTAGAAGGTGACATGACTACGA
1020 1100 1110 1120 1130 1140
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Anexo 2: Alinhamento deo fragmento de 1400 pb de isoamilase de banana com arroz

(Genbamk AB015615)

DBE-1400

seqarroz

DBE-1400

seqarroz

DBE-1400

seqarroz

DBE-1400

seqarroz

DBE-1400

sSeqarroz

DBE-~1400

seqgarroz

DBE-1400

seqgarroz

DBE-1400

seqgarroz

200 210 220 230 240 250
CTTGCAAGTATTCTTTGCCGAGGGACCGATGGTTCTCCTCTTAATTCACCTCCATTAGCC
IR RININ
AGTCCAGTAGAAGGTGACATGACTACGACAGGGACACCTCTTGCTACTCCACCACTTATT
1120 1130 1140 1150 1160 1170

260 270 280 290 300 310

AAGGCAATTGCTARAGATGCTGTACTTTCAAGGTGT - AAGATAATTGCTGAACCATGGGA

| | | LUITE b T b Fee b eeererey frenyit

GACATGATCAGCAATGATCCAATTC - TTGGAGATGTCAAGCTCATTGCTGAAGCATGGGA
1180 1190 1200 1210 1220 1230

320 330 340 350 360 370
CTGTGGAGGACTTTATCTTGTGGGAAATTTTCCAAAT TGGGACCGGTGGGCCGAATGGAR
R A A R T A PEE L VLT
TGCGGGAGGCCTCTATCAAGTAGGTCAATTTCCTCACTGGAAAATTTGGTCAGAATGGAA
1240 1250 1260 1270 1280 1290

380 390 400 410 420 430
TGGAAAGTACCGTGATGATATTCGAAGATTCATGARGGGTGATTGTGGTATGAAAGGGAC
NN e A e N, RN H
TGGAAAGTACCGGGACATTGTTCGTCAATTCATTAAAGGCACAGATGGATTTGCTGGTGG

1300 1310 1320 1330 1340 1350

440 450 460 470 480 490
CTTTGCAACTCGTATATCTGGATCTGCTGACCTCTACCAGGTGAACAAGCGCAAACCCTA
Pl AN I |
TTTCGCTGAATGTTTGTGTGGAAGTCCACATCTATACCAGGCAGGGGGGAGGARACCTTG
1360 1370 1380 1390 1400 1410

500 510 520 530 540 550
CCACAGTATCAATTTTGTGATAGCACATGATGGGTTTACACTGTGTGATCTTGTTTCTTA
FEVPCEEIEED T e e eerer e e e It
GCACAGTATCAACTTTGTGTGTGCGCATGATGGATTTACGCTGGCTGATTTGGTGACATA
1420 1430 1440 1450 1460 1470

560 570 580 590 600 610
CAATTTCAAGCCTAATGATGCTAACGGGGAAGGTGGCAAARAATGGAAGCAATGACAATT
0 Tt e e 1l
TAACAAGAAGTACAACTCTTCAAATGGTGAGGATAATAGAG - ATGGAGAAAATCATAACC
1480 1490 1500 1510 1520 1530

620 630 640 650 660 670
TTAGCTGGAAWTGTGGTGTTGAAGGAGARACGGATGATGTTGAAATTAWAGGTCTTCGCT
FPEEEEEE Ty L e
TCAGCTGGAACTGTGGGGAGGAAGGAGAATTTGCAGGTTTGTCGGTCAAARGATTGAGGA

1540 1550 1560 1570 1580 1590
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Anexo 3: Alinhamento do fragmentc de 900 pb de iscamilase de banana com arroz
(Genbamk AB015615)

10 20 30
DBE-900 GTGATAGTCACATGATGGTGTTTAMACTGTGTGATCTT
LT (s 0 1)
segarroz AACCTTGGCACAGTATCAACTTTGTGTGTGCGCATGATGG - ATTTACGCTGGCTGATTTG
1420 1430 1440 1450 1460 1470
40 S0 60 70 80 90
DBE-900 GTTTCTTACAATTTCAAGCATAATGATGCTAACGGGGAAGGTGGCAAAGATGGARGCAAT
IR T R R
segarroz GTGACATATAACAAGAAGTACAACTCTTCAAATGGTGAGGATAATAGAGATGGAGAAAAT
1480 1450 1500 1510 1520 1530
100 110 120 130 140 150
DBE-500 GACAATTTTAGCTGGAATTGTGGTGTTGAAGGAGAAACGGATGATGTTGATATTATAGST
P LU L P 1 4] RN
seqgarroz CATAACCTCAGCTGGAACTGTGGGGAGGAAGGAGAATTTGCAGGTTTGTCGGTCAAAAGA
1540 1550 1560 1570 1580 1590
160 170 180 190 200 210
DBE-900 CTTCGCTCACGGCAAATGAAGAACTTCCATTTGGCCTTAATGATCTCTCAGGGAACACCA
| CVLELEE L0 b T R 1 1
seqgarroz TTGAGGAAGAGGCAAATGCGCAATTTCTTTGT TTCTCTCATGGTTTCTCAAGGTGTTCCG
1600 1610 1620 1630 1640 1650
220 230 240 250 260 270
DBE-900 ATGATGCTAATGGGGGATGAATATGGCCATACACGTTATGGAAACAATAATAGCTATGGA
U6 L LR TR
segarroz ATGTTCTACATGGGCGATGAATATGGCCATACAAAAGGAGGCAACAACAACACATACTGC
1660 1670 1680 1690 1700 1710
280 290 300 310 320 330
DBE-S00 CATGACACTTCCATAAAMMMATTTTCAGTGGAAACAGTTGGAAGAAAGAAGGGGCGGTCA
FOIIE 10 L0 I b I T
seqarroz CATGACCATTATGTCAA-TTATTTCCGCTGGGACAAGAAAGAAGAATCCTCTGACTTGCA
1720 1730 1740 1750 1760
340 350 360 370 380 390
DBE-900 TTTTAGAATTTTCTGTGAGAATGATAAAATTTCGCTGCAAGCAATCCCATGTTTGCGACA
segarroz ACGGTTCTGCTCTCTTATGACCAAATTCCGCARACAATGCGAGTCCCTTGGCCTCGCAGA

1770 1780 1790 1800 1810 1820



Anexc 4: Alinhamento do fragmento de 1200 pb de isoamilase de banana com arroz

(Genbamk AB(015615)

DBE-1200

5€eqarroz

DBE-1200

seqarroz

DBE-1200

segarroz

DBE-1200

segarroz

DBE-1200

5egarroz

DBE-1200

seqarroz

DBE-1200

gegarroz

379 369 359 349 339
AAAAYCCCCACATTTATGGAACTGGGAATCAATGCTGTGGAGC

Py e e e
ACATTGGGGCTATATCAAAGCTTGACTATCTGAAGGAGCTTGGAGTTAACTGTGTAGAGT

580 590 600 610 620 630

329 319 309 299 289 279
TCTSGCCAGTTTTKGAGTTTGATGAACTCGAWTTTCAGAGGTACCCAAATCCCAGAGATC

oLl AU [ l

TGATGCCCTGCCATGAATTCAATGAGCTGGAGTACTTCAGCTGCTC-~~~--~----- -~ TT
640 650 660 670
269 259 249 239 229 219

ACATGWTTAACACCKGGGGCTACTCCACCTTAAAY TTTTTTGCCCCCAGGAGCCGATATG

R R N N N N N A A

CCARAGATGAACTTCTGGGGATACTCCACGATARACTTTTTTTCACCAATGATAAGATATT

680 690 700 710 720 730
209 199 189 179 169
CTAGTGCTGG- - TGGTGGACCGTTG- - - -GTTGCTTCTCATGAGTTCAAACAGATGGTGA

I I 111 Hol AN P FLd

CATCAGGTGGGATAAGAAACTGTGGCCGTGATGCCATAAATGAATTCAAAACTTTTGTTA
740 750 760 770 780 790

159 149 139 129 119 109
AASYTTTGCACAATGCTGGCATTGAGGTCATTTTGGATGTTGTCTATAACCATACTAATG
| RN R
GAGAGGCTCACAAACGGGGAATTGAGGTGATCATGGATGTTGTCTTCAATCATACAGCCG
800 810 820 830 8490 850

99 89 79 69 59 49
AAGCTAATGATCGTCATCCTTATACTTCTTCCTTTCGTGGTGTTGACAATAAGGTTTATT
BERARERE I e 1]
AGGGTAATGAGAAAGGACC- AATA - - TTATCATTTAGGGGGATAGATAATAGCACATACT

860 870 880 890 900 910

39 29 19 9
ACATGTTGGATCCCGATAATGGTGCTAAGTACCTGAATTTTYA
NN
ATATGCTTGCCCCTAAGGGAGAGTTTTACAATTATTCTGGTTGTGGGAATACCTTCAACT
920 930 940 950 960 970

90



MEIOS DE CULTURA

LB (Luaria-Bertani) pH 7.0 LB-agar pH 7.0

Triptona 1%
Extrato de levedura 0,5%
NaCl 1%

NZY-Broth pH 7.5

NaCl 0,5%

MgS04.7H20 0,2%
Extrato de levedura 0,5%
NZ amina 1%

NZY-top aqgar
NZY Broth
Agarose 0,7%

SM
NaCl 100 mM
MgSQ4.7H20 8 mM
Tris-HCI 50 mM pH 7,5
Gelatina 0,01%

Triptona 1%

Extrato de levedura 0,5%
NaCl 1%

Agar 2%

NZY-agar pH 7.5

NaCl 0,5%

MgS04.7H20 0,2%
Extrato de levedura 0,5%
NZ amina 1%

Agar 1,5%

SOC
Triptona 2%

Extrato de levedura 0,5%
NaCl 10 mM

KCI 2,5 mM

MgCi; 10 mM

MgSO4 10 mM

Glicose 20 mM
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9. RESUMO

As enzimas desramificadoras (DBE) sao indispensaveis para a hidrdlise das
ligagdes o(1-6) do amido. Uma DBE tipo-isoamilase foi detectada durante o
amadurecimento de banana, apresentando maior afinidade por B-dextrina limite,
seguida por glicogénio, com tamanho de subunidade estimado em 80 kDa. O
seqlenciamento de parte do gene da enzima de banana mostrou alta homologia
com isoamilase de outros vegetais, confirmando sua identidade. A isoamilase de
banana apresentou atividade, transcricdo e expressdo constantes durante o
amadurecimento. Quando amostras de banana foram tratadas com 10 ppm de
etiteno, foi observada uma diminuigdo no nivel de transcrito de isoamilase, porém
sem alteragdes no perfil de atividade e quantidade de proteina expressa,

sugerindo que a isoamilase de banana néo é regulada por etileno.








