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INTRODUCAO

Consumido no mundo todo e repleto de vitaminas, sais minerais e fibras, 0 mamao origina-se da América Tropical e tem como seu maior produtor o Brasil, com oferta
de 45% do total da producdo mundial (Moreira Souza, 2007). No entanto, da mesma forma que outros vegetais, 0 mamoeiro encontra-se diariamente exposto
a estresses bidticos (ataques de pragas e doengas) e abidticos (como oscilagdes de temperatura) aos quais precisa resistir. Por conta da imobilidade, as plantas
desenvolveram mecanismos de defesa fisicos e quimicos, nos quais cada célula possui capacidade de defesa induzida e pré-formada (Rizzardi et al., 2003). Tendo
isto em vista, as defesas pré-formadas constituem a variedade de barreiras fisicas e quimicas intrinsecas ao organismo. Por sua vez, os mecanismos induzidos ficam
inativos ou latentes até serem ativados pela exposicao ou contato com algum agente de indugdo. Essas moléculas induzidas podem ser inibidores de proteinases,
as peroxidases, e outras (Ryan, 1990). Dos inibidores de proteinase pode-se destacar os inibidores de cisteinas e tripsinas, deles, a cistatina (proteina que inibe
cisteinas-proteinases por inibicao competitiva) é encontrada em sementes de vegetais monocotileddneos e dicotileddneos, agindo contra proteinases de insetos e
patégenos (Richardson, 1991). Por serem de uma familia diferente de outras cistatinas (como as encontradas em animais), nos vegetais elas podem ser chamadas
de fitocistatinas e tém tamanhos que variam entre 5 e 87kDa (Melo Silva, 2007). Cistatinas ja foram isoladas em variadas plantas, identificando-se diversas de suas
funcdes que ndo somente o0 mecanismo de defesa contra invasdo de patégenos ou ataque de pragas (Arai et al, 2002); como por exemplo, a mobilizacao de reservas
no momento da embriogénese e na germinagdo das sementes, e a morte celular programada (apoptose) (Abe et al., 1987; Misaka et al., 1996; Solomon et al., 1999).
No estudo aqui apresentado, analisou-se as sementes de mamoeiro quanto a presenca de inibidores de inibidores de proteinase cisteinica (cistatina) com énfase na
deteccao de uma cistatina homéloga a cistatina presente no tomate, que j& teve sua eficdcia como biofungicida demonstrada anteriormente sobre os fungos Fusarium
solani e Trichoderma viride (Siqueira Junior et al., 2002).

OBJETIVO
Detectar e caracterizar uma proteina homéloga a cistatina do tomate em sementes de mamoeiro (Carica papaya) assim como suas fungoes na defesa de plantas.

METODOLOGIA

Material Vegetal:

Foram coletadas sementes de mamao (Carica papaya) a partir de frutos adquiridos comercialmente para a elaboracao de experimentos para deteccéo de
inibidores de proteinase. Apds serem removidas dos frutos de forma manual, essas sementes foram lavadas em dgua corrente para remover os vestigios
do fruto assim como a sarcotesta das sementes, e colocadas para secar ao sol.

Extracdo de proteinase a partir de sementes de plantas:

As proteinas foram extraidas das sementes de mamdo por meio da trituraao das sementes até a obtencao de uma farinha a qual foi adicionada ao tampdo
de extracdo (fosfato de sédio 5 mM; pH 6,5; em quantidade de 5 mL de tampdo para cada 1 g de sementes) e PVPP (em propor¢ao equivalente a 10% do
peso das sementes).

A mistura foi mantida em um béquer a 4°C por uma hora, sendo centrifugada em seguida por 20 minutos a 15000 xg. O sobrenadante foi coletado e
novamente centrifugado por mais 30 minutos a 15000 xg, por duas vezes. Ao fim das centrifugacdes, o sedimentado foi descartado e o sobrenadante foi
utilizado como solucdo contendo inibidores de proteinase de sementes de mamoeiro sendo parte aliquotado para andlise em SDS-PAGE e imunobloting.

Precipitacao em Sulfato de Aménio:

0 extrato bruto foi submetido a precipitacdo em (NH4)2504 (Sulfato de Amdnio) 0 -50% por 1 hora a 4°C sob agitacao. Apés esse periodo a mistura foi
centrifugada a 15.000 xg por 20 minutos a 4°C. 0 sedimentado foi descartado e o sobrenadante novamente submetido a precipitacao em (NH4)2504 50
—90% por 1 hora a 4°C sob constante agitacdo. 0 sobrenadante foi descartado e o sedimentado foi ressuspenso em dgua ultrapura e analisado quanto a
presenca de inibidores de papaina e submetido a andlises por SDS-PAGE e imunobloting.

Anélise da inibicdo da atividade enzimdtica de papaina por extratos de sementes de mamoeiro:
De forma a se avaliar a atividade enzimatica de papaina em presenca de extrato foi utilizado BANA (Na-Benzoyl-DL-Arginine B-Naphtylamide) da SIGMA-
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ALDRICH de acordo com a metodologia descrita por Siqueira Junior (2002). A enzima papaina (5 pg) foi pré-incubada individualmente com 50 pg do
extrato bruto e do precipitado 50-90% por 5 min a 37°C em tampdo fosfato de sédio 0,25 M, pH 6,0, contendo EDTA 2.5 mM e B-mercaptoetanol 25 mM.
Com a adicdo de 35 pL de BANA 5 mM em DMSO 10%, para um volume total de ensaio de 350 pL, a reacdo foi iniciada. Apds a incubagdo a 37 °C por 10
min, parou-se a reacdo pela adicdo de 500 pL de HCl 2% em etanol e a coloracdo foi obtida pela adicdo de 500 pL de p-dimetilaminacinnamaldeido 0,06%
em etanol. A atividade enzimatica foi avaliada espectrofotometricamente a 540 nm. A inibicao foi avaliada como percentagem de reducdo da absorvéncia
em relagdo a amostra controle.

Imunodeteccdo de inibidores de proteinase em sementes:

Os ensaios de imunodeteccao foram conduzidos conforme metodologia descrita por Towbin et al. (1979). As proteinas extraidas foram fracionadas em
gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) e eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose. Os anticorpos policlonais e proteina A peroxidase foram
utilizados para visualizacao das bandas imunorreativas, coradas com a utilizacao de TrueBlue Peroxidase Substrate.

RESULTADOS

Por meio dos ensaios enziméticos foi possivel observar que utilizando-se 100pg total de proteinas do extrato bruto das sementes de mamao, a reducéo aproximada
de 58% da atividade catalitica total da papaina, com desvio padrdo de 4% para mais e para menos. Tais dados foram obtidos da média de trés experimentos distintos.
Por sua vez, das amostras que passaram pela sedimentacdo em sulfato de amdnio, somente as de 50-90% mostraram resultados na reducdo da atividade catalitica
da papaina (também sendo utilizadas 100pg de proteina total), sendo esta de ~54%. Para confirmar a presenca de proteinas homélogas a cistatina do tomate foram
realizadas andlises em gel de poliacrilamida SDS-PAGE e imunoblotting, nas quais detectou-se bandas proteicas comuns ao extrato bruto e ao precipitado de ~31kDa
e ~45kDa que reagiram cruzadamente com um anticorpo policlonal produzido contra cistatina de folhas de tomate, sendo a de ~45kDa aparentemente presente em
maior quantidade no precipitado.

CONCLUSAO
Observou-se a presenca de dois inibidores de proteinases cisteinicas em sementes de mamoeiro homélogos a cistatina do tomate, indicando a presenca de cistatinas
em sementes de mamoeiro. Demais andlises incluindo o isolamento dessas proteinas estdo sendo desenvolvidas no Laboratdrio Integrado de Biologia Vegetal.
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