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RESUMO

Quitinases s3o enzimas capazes de hidrolisar quitinas, que sdo o segundo polimero mais
abundante no planeta, presente no exoesqueleto de insetos e parede celular de fungos. As
quitinases em plantas estdo divididas em duas familias de glicosil hidrolases, familias 18 e 19,
e subdivididas nas classes I, II, III, IV e V. Estas enzimas tém sua principal fungdo
relacionada a protecdo contra insetos e patdogenos que possuem quitina em sua composi¢ao.
Portanto, essa caracteristica pode ser utilizada, com o auxilio da engenharia genética, para
gerar plantas resistentes as pragas. Atualmente, a gendmica e a bioinformatica possibilitam a
identificacdo desses genes de resisténcia a partir do genoma de plantas. O ipé-rosa
(Handroanthus impetiginosus) ¢ conhecido por sua grande resisténcia a insetos. Portanto, o
objetivo desse trabalho foi a identificacdo e caracterizacdo de genes de quitinases no genoma
de Handroanthus impetiginosus. Usando os programas BLASTp, Blast2GO e MEGAX foi
realizada uma busca por genes de quitinases das familias 18 e 19 no genoma de H.
impetiginosus. Em seguida foram confirmadas se essas sequéncias possuiam dominios
cataliticos de glicosil hidrolase das familias 18 ou 19. Estas sequéncias foram alinhadas e
analisadas por arvores filogenéticas, a fim de classificar essas quitinases dentro das cinco
classes conhecidas. O site WoLF PSORT foi utilizado para indicar a possivel localizagao
celular das quitinases ¢ o SWISS-MODEL foi utilizado para predicao das estruturas 3D. As
buscas resultaram em 12 genes da familia 18 e 15 genes da familia 19, todos apresentando os
dominios e estrutura 3D caracteristicas das quitinases.

Palavas-chave: Quitinases, Ipé-rosa, Resisténcia a insetos.



ABSTRACT

Chitinases are enzymes capable of hydrolyzing chitins, which are the second most abundant
polymer on the planet, present in insect exoskeleton and fungal cell wall. Chitinases in plants
are divided into two families of glycosyl hydrolases, families 18 and 19, and subdivided into
classes I, II, IIl, 1V and V. These enzymes have their main function related to protection
against chitin-containing insects and pathogens. composition. Therefore, this trait can be
used, with the help of genetic engineering, to generate pest resistant plants. Currently,
genomics and bioinformatics make it possible to identify these resistance genes from the plant
genome. The pink ipe (Handroanthus impetiginosus) is known for its great insect resistance.
Therefore, the objective of this work was the identification and characterization of chitinases
genes in the Handroanthus impetiginosus genome. Using the BLASTp, Blast2GO and
MEGAX programs, a search for chitinase genes from families 18 and 19 in the H.
impetiginosus genome was performed. These sequences were then confirmed to have family
18 or 19 glycosyl hydrolase catalytic domains. These sequences were aligned and analyzed by
phylogenetic trees to classify these chitinases into the five known classes. The WoLF PSORT
site was used to indicate the possible cellular location of chitinases and SWISS-MODEL was
used to predict 3D structures. The searches resulted in 12 family 18 genes and 15 family 19
genes, all featuring the 3D domains and structure characteristic of chitinases.

Keywords: Chitinases. Pink-ipe. Insect resistan
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1 INTRODUCAO

Na agricultura mundial predominam as técnicas de monocultura onde varias plantas de
uma mesma espécie sdo plantadas proximas umas das outras, com o objetivo de aproveitar
melhor o espaco ¢ aumentar a produtividade. O problema da monocultura é que se uma
plantacao for atingida por uma praga ela se espalhard muito rapidamente, o que gera enormes
perdas para os agricultores. Por isso, para o controle de pragas os agricultores fazem usos de
pesticidas.

Os pesticidas sd3o muito nocivos e prejudiciais e, por isso, foram desenvolvidas,
através de técnicas de engenharia genética, cultivares resistentes a pragas que necessitam de
menos agrotoxicos. Para a criacdo dessas cultivares geneticamente melhoradas, ¢ necessario o
conhecimento de genes que confiram a essas plantas as caracteristicas de resisténcia a insetos
e patdgenos que atacam as lavouras e, através da bioinformatica, sdo realizadas pesquisas que
identificam estes genes a partir do genoma de plantas.

O ipé-rosa (Handroanthus impetiginosus) foi a primeira planta do Cerrado a ter seu
genoma sequenciado, e ¢ conhecido por sua ficil adaptacdo e resisténcia a insetos. Essa
espécie apresenta um grande potencial para a presencga de genes de quitinase, enzima que esta
associada a resisténcia a insetos e a patdgenos em plantas. Estes genes, identificados no
genoma de ipé-rosa poderdo ser usados na criagdo de plantas resistentes a insetos e a

patdgenos.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Quitina

Semelhante a celulose a quitina ¢ um polissacarideo linear, cujos mondmeros sao N-
acetilglicosaminas (GlcNAc) unidos por meio de ligagdes glicosidicas -1,4 (Figura 1). Sendo
o principal componente da parede celular de fungos, do exoesqueleto dos insetos e das
conchas dos moluscos (NEIVA, 2005). As quitinas apresentam trés diferentes estruturas
polimorficas: a-quitina, B-quitina e y-quitina (Figura 2).

A o-quitina ¢ a mais comum delas e tem uma estrutura mais densa, com diferentes
lamelas ou folhas dispostas de forma antiparalela das cadeias poliméricas. Essa estrutura

favorece a existéncia de numerosas ligacdes hidrogénio inter- e intra-cadeias da mesma



lamela e de lamelas vizinhas. Ela é encontrada na parede celular dos fungos e carapagas dos
caranguejos, lagostas, camardes e na cuticula de insetos. A B-quitina ¢ mais rara € menos
densa, formada por diferentes lamelas que se dispdem paralelamente. Isto dificulta a
formagdo de ligagdes hidrogénio intermoleculares envolvendo cadeias de lamelas adjacentes e
resulta em material menos densamente empacotados, sdo encontradas em gladios de
cefalopodes. E a y-quitina ocorre como se fosse uma combinacdo das a-quitinas e B-quitina,
sendo cadeias de duas lamelas em disposicdo paralela sdo intercaladas por lamela que se
dispdem antiparalelamente. Essa estrutura ¢ menos estudada e conhecida, sugerindo que possa
ser uma distorcdo das duas estruturas anteriores. S3ao encontradas em casulos de insetos

(Figura 2) (GODONE, 2011; CAMPANA-FILHO et al., 2007).

Figura 1 - Estrutura da quitina.
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Figura 2 - Estrutura polimorficas das quitinas, onde as setas representam as disposi¢des das lamelas.
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2.2 Classificacio das quitinases

As quitinases sdo enzimas capazes de degradar a quitina e sdo divididas em dois
grupos quanto ao seu mecanismo catalitico, as endoquitinases e exoquitinases. As
endoquitinases atuam clivando aleatoriamente sitios internos da quitina, produzindo
multimeros de N-acetilglicosamina de baixo peso molecular. E as exoquitinases sao divididas
em dois subgrupos: quitobiosidases, que clivam a quitina a partir da extremidade nao redutora
liberando diacetilquitobiose (dimero de N-acetilglicosamina), e 1-4-B-glicosaminidase, que
clivam os oligdmeros da quitina liberados pelas endoquitinases e quitobiosidases, produzindo
mondmeros GlcNAc (ALEXANDRE, 2018).

As quitinases também sdo classificadas baseadas na similaridade de sequéncias de
residuos de aminoacidos. Sendo divididas entdo em familias denominadas 18, 19 e 20. As
familias 18 e 19 sdo subdivididas em cinco classes I, II, III, IV, V. Sendo as classes I, II ¢ IV
pertencentes a familia 19, que esta presente em plantas e bactérias Streptomyces. As classes
Il e V pertencente a familia 18, que estd presente em virus, fungos, bactérias, insetos e
algumas plantas. E a familia 20 e o grupo de quitinases encontradas nos seres humanos, no
ameboide Dictyostelium discoideum e na bactéria Vibrio harveyi (NEIVA, 2005;
ALEXANDRE, 2018).

Quitinases que pertencem a familia 18 tém estrutura tridimensional caracteristica
formada por 8 a-hélices e 8 - folhas (Figura 3A). J& as quitinases que pertencem a familia 19
possuem em sua estrutura 10 a-hélices podendo ou ndo encontrar folhas f em sua estrutura, e
possuem seu processo de hidrdlise realizado por catélise assistida pelo substrato (Figura 3B).
O mecanismo catalitico da proteina da familia 19 requer um residuo de Glutamina que atua como
um catalisador acido para atacar o atomo de carbono 1 do fragmento de quitina. Possui catalise
mediada por acidez com inversdo do carbono anomérico de B para a. (GUIMARAES, 2019;

KERN, 2003).
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Figura 3 - Estrutura 3D de quitinases: (A) Uma quitinase GH18 de Aspergillus fumigatus mostrando as 8 a-
hélices e 8 B- folhas (PDB ID: 2XVP). (B) Uma quitinase GH19 de Carica papaya mostrando a estrutura rica em
a-helices (PDB ID: 3CQL).

Fonte: Humphrey et al. (1996).

As quitinases GH18 classe III sdo caracterizadas por 8 a-hélices e 8 B- folhas
formando uma topologia em barril, um sitio ativo contendo dois aspartatos e um residuos de
acido glutamico separados por fenilalanina e isoleucina. A classe III hidrolisa a quitina por
um mecanismo de deslocamento duplo que envolve dois residuos cataliticos e prossegue
através de um intermediario de oxocarbonium distorcido geometricamente. O local catalitico
¢ formado pelas extremidades do terminal C dos fios e dos lagos que os ligam as hélices
subsequentes (KESARI et al., 2015).

As quitinases de classe V incluem o dominio principal ¢ um dominio de inser¢ao
dispostos de maneira que o sitio ativo seja formado no meio para acomodar a cadeia da
quitina. Esta interagdo ocorre por meio do empilhamento entre os anéis de piranose do
GlcNAc e residuos hidrofobicos que revestem a fenda. O dominio ¢ homdlogo da familia
GHI18 e adota dobra de 8 a-hélices e 8 B- folhas paralelas que se alternam ao longo da
estrutura do peptideo, enquanto o dominio de inser¢do, ¢ composto por cinco folhas
antiparalelas ladeado por uma hélice de um lado e um longo lago do outro lado. O sitio
catalitico localizado em uma extremidade da fenda ¢ muito eletronegativo (KESARI et al.,
2015).

A familia 19 contém as classes I, II e IV. A classe I contém um dominio de heveina rico
em cisteina, uma regido de dobra rica em glicina, prolina e treonina em seu N-terminal. Ela possui
um peptideo de sinal para direcionamento vacuolar na extremidade COOH-terminal. As
quitinases da classe II sdo extracelulares e mais acidas se comparadas as demais classes da

familia 19, costumam constituir a primeira linha de defesa contra fungos patogénicos. As
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quitinases classe IV se assemelham a quitinase classe I, mas sdo menores em comparagcdo com o
dominio heveina devido a delecdoes de residuos. O dominio heveina tem 43 residuos e ¢é
estabilizado por quatro pontes dissulfeto. Essas pontes sdo também essenciais para a ligacao a

quitina (KESARI et al., 2015; MISHRA et al., 2015).

2.3 Funcoes e aplicacdes das quitinases

As quitinases em fungos estdo associadas a predacdo e a colonizagdo, tém extrema
importancia para patogénese de infestacdo por fungos. Por exemplo essas enzimas sdo
largamente utilizadas por Metarhizium anisopliae na colonizagdo de lagartas Manduca sexta
digerindo a cuticula e a membrana peritrofica do inseto. Em insetos a quitinase est4 associada
a degradacdo de seu exoesqueleto em suas diferentes fases larvais. J& as bactérias produzem
quitinases para obtengdo de nutrientes a partir da molécula de quitina (GOHEL et al., 2006).

Quitinases em plantas estdo associadas a defesas contra pragas que possuem quitina
em sua composicao, como fungos e insetos (GODONE, 2011). Quando ingeridas pelos
insetos elas causam danos a membrana peritroéfica no intestino que podem resultar na
diminuigdo significativa na alimentagao (AUGUSTO, 2018). A quitinase também inibe o
crescimento de fungos como demonstrado por alguns estudos (ALEXANDRE, 2018). As
quitinases em plantas também apresentam outras fungdes fisiologicas que ndo estdao
relacionadas diretamente com sua atividade hidrolitica. Por exemplo, endoquitinases do
centeio apresentaram atividades anticongelante (YEH et al., 2000), e Yang e colaboradores
(2011) mostraram que quitinases podem agir como proteinas armazenadoras de célcio.

As quitinases possuem uma variedade de aplicagdes que vao desde a degradacdo
eficiente e ndo poluente de residuos quitinosos, até o combate de pragas e fitopatdgenos, ja
que fungos e insetos possuem quitina como estrutura vital (DAHIYA; TEWARI;
HOONDAL, 2006). Os produtos formados pela hidrolise da quitina também possuem
aplicacdes. Os monomeros GIcNAc, por exemplo, sdo utilizados em produtos alimenticios
como prébiodticos, promovendo o crescimento de bifidobactérias. As quitinases também tem
sido utilizada para obtengdo de quitosana, pois evita a formagao de subprodutos indesejaveis e
controla a cinética de producdo dos polimeros de quitosanas com graus desejados de
desacetilagdo. As quitosanas possuem propriedades de biodegradabilidade e
biocompatibilidade, além de ser um Otimo agente adsortivo, podendo ser integrado a
biomateriais e compor sistemas nanoestruturados carreadores de fAirmacos (ALEXANDRE,

2018).
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A caracterizacdo bioquimica e atividades biologicas de quitinases foi realizada por
VIANA (2015) no latex de Calotropis poncera. Essas proteinas foram testadas contra células
cancerigenas HCT-116 de colon, Ovcar-8 de ovario e SF-295 de glioblastoma, as quais
apresentaram efeito citotoxico contra as células cancerigenas. Os autores do trabalho
acreditam que esse efeito citotoxico se deve a presenca de quitinases nesse latex. Isso
também foi observado no trabalho de Pan, Shi e Harday (2005), onde foi evidenciado efeito
citotoxico de quitinases isoladas de Serratias marcescens e Streptmyces griseus, in vitro e

antitumoral in vivo, sendo capaz de causar lise em células de cancer de mama MCF-7.

2.4 Ipé-rosa (Handroanthus impetiginosus)

O ipé-rosa pertence a familia Bignoniaceae (FLORA, 2012) e ¢ uma arvore de madeira
de lei, amplamente distribuida em florestas tropicais sazonalmente secas do sul e da
Mesoamérica. Essa arvore produz grandes quantidades de produtos naturais, como os
quinoides, metabolitos especializados com efeitos antitumorais e anti-inflamatodrios.
Adicionalmente, antibidticos promissores, em extratos obtidos da casca de Handroanthus
impetiginosus, demonstraram propriedades antifingicas (SILVA-JUNIOR et al, 2018;
HASHIMOTO, 1996).

Esta arvore tem sido escolhida para arborizagdo urbana, por ter uma facil adaptagdo a
variados tipos de condigdes climaticas. Sdo encontrados diversos tipos de subespécies
regionais, € que ndo exigem cuidados especiais na hora do cultivo. Apresentam também uma
boa durabilidade e resisténcia contra organismos que se alimentam da madeira, conhecido
como xilofagos, tendo uma madeira dificil de serrar ou pregar, o que faz com que seja usada
para acabamentos internos, bolas de boliche, construcao civil, currais e instrumentos musicais
(SANTOS et al., 2018). Notavelmente, o ipé-rosa € a primeira planta do Cerrado e da familia
Bignoniaceae a ter seu genoma sequenciado (SILVA-JUNIOR et al, 2018).

O genoma de H. impetiginosus tem 503Mbp dos 557 Mb originais (90%) divididos em
13.206 “scaffolds” distribuidos entre 20 cromossomos. O tamanho médio das sequéncias de
“scaffolds” foi de 38.118 pb. Contigs gerados por corte dos “scaffolds” em cada intervalo de
pelo menos 25 pares de bases, produziu um N50 de 40.064 pb com um tamanho médio de
sequéncia de 19.765 pb. As lacunas restantes compreendiam 26.447.057 pb (5,25% do
conjunto do genoma) em 11.094 segmentos, com um tamanho de 2.384 a 3.167 pb. Foram
identificados 31 688 genes que codificam proteinas no genoma, onde 28.603 (90%)
produziram modelos de genes de confianga elevada (SILVA-JUNIOR et al, 2018).
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Figura 4 - Ipé-rosa (Handroanthus impetiginosus)

Fonte: SILVA-JUNIOR et al, 2018

2.5 Bioinformatica

A bioinformatica ¢ uma area de conhecimento de extrema importancia para a
manipulagcdo dos dados biologicos. Ela pode ser definida como uma modalidade que abrange
todos os aspectos de aquisicdo, processamento, armazenamento, distribuicdo, andlise e

interpretacdo de informacdo biologica. Vérias ferramentas que nos auxiliam a compreender o
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significado biologico, representado nos dados gendmicos, sdo desenvolvidos através da
combinacdo de procedimentos e técnicas da matematica, estatistica e ciéncia da computagao.
Além disso, a criagdo de bancos de dados, com as informagdes ja processadas, acelera a
investigagio em outras areas como a medicina, a biotecnologia e agronomia (BOREM e
SANTOS, 2003). A bioinformdtica permite, também, a estruturagdo de proteinas 3D, dado de
extrema importdncia pois a acdo das proteinas estd relacionada a esta estrutura. A
bioinformatica possibilita de maneira mais facil e rapida a busca por genes em um genoma, €
a comparacao de um genoma com outros genomas, o que possibilita identificar a proximidade

ou parentesco entre eles.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Identificar e caracterizar genes codificantes de quitinase no genoma do ipé-rosa

(Handroanthus impetiginosus)

3.2 Objetivos especificos
e Identificar genes codificantes das quitinases no genoma de ipé-rosa.
e C(lassificar as sequencias encontradas nas subfamilias 18 e 19.
e Identificar a provavel localizacao celular

e Modelar a estrutura 3D das quitinases do ipé-rosa.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Busca por genes de quitinase no genoma de ipé-rosa

Foi realizada uma busca na literatura cientifica, no banco de dados PubMed, por
artigos que descreviam as quitinases de plantas suas familias e classes (CARBOHYDRATE
ACTIVE ENZYMES, 2019; KESARI et al., 2015). Apos revisdo da literatura, foram retiradas
do site CAZy (CARBOHYDRATE ACTIVE ENZYMES, 2019) sequéncias de proteinas de
quitinase de cada familia e classe (Tabela 1).

Os genes listados na tabela 1 foram salvos no formato FASTA e utilizados em uma

busca usando o BLASTp (NCBI - NATIONAL CENTER OF BHIOTECNOLOGY
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INFORMATION, 2019) presente no banco de dados NCBI contra o genoma da planta

Handroanthus impetiginosus. Os resultados foram salvos em formato FASTA.

Tabela 1 — Proteinas de quitinase utilizadas como “query” no estudo e suas respectivas familias e classes com
codigo de acesso ao NCBL.

Familia Classe Espécie Codigo de acesso
11 Acacia koa AFY08286.1
Familia 18
Lotus japonicus ANS10044.1
I Casuarina equisetifolia ADQ43720.1
Familia 19 II Theobroma cacao EO0X95466.1
v Actinidia chinensis AET25429.1

Fonte: (CAZy, 2019).

4.2 Analise de dominios conservados

Os resultados obtidos com o BLASTp foram avaliados pelas ferramentas Blast e
InterProScan do programa Blast2GO Free 5.2 (CONESA et al., 2005). Foi selecionado
somente o banco de dados PFAM na analise do InterProScan. Foram selecionados os genes
que apresentaram os dominios cataliticos de glicosil hidrolase da familia 18 ou 19, nos genes

de Handroanthus impetiginosus.

4.3 Alinhamento e construcdo da arvore filogenética

As sequéncias de proteinas positivas para a presenca dos dominios de glicosil
hidrolases das familias 18 e 19 foram separadas por familia e alinhadas com os genes de
quitinases de plantas listadas na Tabela 1. O alinhamento multiplo foi feito pelo método
MUSCLE realizado pelo programa MEGA-X (versao 10.1.1) (KUMAR et al., 2019). Estes
alinhamentos foram editados e salvos em formato FASTA. As imagens para apresentacdo dos
dominios conservados das quitinases foram feitos utilizando o programa BioEdit (versdo
7.0.5.3) (HALL, 1999).

Apds a edi¢do, foram adicionados aos arquivos FASTA, contendo as sequéncias de
proteina das quitinases de Handroanthus impetiginosus, as sequéncias de proteina quitinase
de outras plantas. Esse arquivo foi utilizado para andlise filogenética pelo programa MEGA-

X (versao 10.1.1) (KUMAR et al., 2019.). Duas arvores foram construidas, uma para a familia
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18 e outra para a familia 19. As arvores foram construidas com o método Neighbor-Joining
(NJ), modelo JTT e com teste de filogenia pelo método “bootstrap” com 1000 réplicas. Apos
a construcdo da arvore filogenética de cada familia, foi possivel a classificagdo das quitinases
de Handroanthus impetiginosus. Foram separadas as classes III e V da familia 18 por
apresentarem dominio catalitico diferente e novamente alinhadas pelo método MUSCLE

realizado pelo programa MEGA (versao 10.1.1) (KUMAR et al., 2019.).

4.4 Busca por peptideo sinal

Analise de peptideo sinal foi realizada utilizado o site WoLF PSORT (GENSCRIPT,
2019). Este programa busca similaridade com peptideo sinal de outras plantas comparando
com as sequéncias de Handroanthus impetiginosus e indica o possivel local o qual aquela

enzima ¢ enviada apos a sintese.

4.5 Modelagem da estrutura 3D

Para a modelagem da estrutura 3D das proteinas de Handroanthus impetiginosus foi
utilizado o programa on-line SWISS-MODEL (BIOZENTRUM, 2019). Onde as sequéncias
de proteinas foram comparadas a outros modelos e geradas de acordo com as ja existentes no
banco de dados. Com base nesse modelo o programa cria a possivel estrutura 3D da enzima

para aquela sequéncia

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Genes encontrados contra o genoma de Handroanthus impetiginosus

A busca por proteinas de quitinases contra o genoma de H. impetiginosus revelou 27
genes de quitinases, sendo elas 12 da familia 18 e 15 da familia 19 (Tabelas 2 e 3).
Comparando com resultados de buscas de genes de quitinases em outras plantas Cao e Tan
(2019) identificaram 43 genes de quitinases entre as familias 18 e 19 em Solanum
lycopersicum, e Tobias et al (2017) identificaram 67 genes de quitinase pertencentes as
familias 18 e 19 em Eucalyptus grandis. Adicionalmente, foram identificados 24 genes de

quitinase em Arabidopsis, entre as familias 18 e 19 (PASSARINHO e VRIES, 2002), e Mir e
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colaboradores (2019) identificaram 47 e 79 genes que codificam quitinases em Brassica
juncea e Camelina sativa, respectivamente distribuidos entre familia 18 e 19.

O nimero de genes encontrados em H. impetiginosus se mostrou proximo ao
encontrados em Arabidopsis, e abaixo do encontrado em Solanum Lycopersicum, Eucalyptus
grandis, Brassica juncea e Camelina sativa. Esse nimero menor pode ter ocorrido devido ao
fato de H. impetiginosus ser a primeira planta da familia Bignoniaceae e do bioma Cerrado a
ser sequenciada, sendo ela geneticamente muito distante das plantas onde as quitinases foram
avaliadas.

Os resultados do Interproscan mostraram que todas as proteinas de quitinase
encontrados no genoma de H. impetiginosus possuem o dominio conservado de glicosil
hidrolases. Indicando que elas possuem as fungdes cataliticas das hidrélises de ligacdes

glicosidicas, mantendo suas acdes como degradantes de quitina (tabela 2 e 3).
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Tabela 2— Codigo de acesso das proteinas de quitinase da familia 18 encontrados no genoma Handroanthus impetiginosus. Numero de aminoacidos (N° de aa) e Similaridade

(Simil).

Codigo Resultado BLASTp N°de aa E-value Simil. N° Interproscan Interproscan hit

PINO06881.1 acidic endochitinase-like 296 0.0 89.31 IPR001223 (PFAM) Glycoside hydrolase family 18
PIM97840.1 Acidic endochitinase 302 0.0 88.9 IPR0O01223 (PFAM) Glycoside hydrolase family 18
PIM97839.1 Acidic endochitinase 302 0.0 87.66 IPR0O01223 (PFAM) Glycoside hydrolase family 18
PINO03288.1 class V chitinase-like 395 0.0 82.15 IPR001223 (PFAM) Glycoside hydrolase family 18
PIN12608.1 Serine/threonine protein kinase 375 0.0 81.46 IPR001223 (PFAM) Glycoside hydrolase family 18
PIN20583.1 Serine/threonine protein kinase 751 0.0 81.51 IPR001223 (PFAM) Glycoside hydrolase family 18
PIM97645.1 Serine/threonine protein kinase 499 0.0 76.05 IPR0O01223 (PFAM) Glycoside hydrolase family 18
PINO04207.1 Serine/threonine protein kinase 764 0.0 80.4 IPR0O01223 (PFAM) Glycoside hydrolase family 18
PIN20582.1 Serine/threonine protein kinase 713 0.0 78.07 IPR0O01223 (PFAM) Glycoside hydrolase family 18
PIN20581.1 Serine/threonine protein kinase 715 0.0 74.5 IPR0O01223 (PFAM) Glycoside hydrolase family 18
PIN04208.1 cysteine-rich receptor-like protein kinase 10 643 0.0 79.43 IPR0O01223 (PFAM) Glycoside hydrolase family 18
PIN04206.1 Serine/threonine protein kinase 647 0.0 68.2 IPR0O01223 (PFAM) Glycoside hydrolase family 18




Tabela 3 — Codigo de acesso das proteinas de quitinase da familia 19 encontrados no genoma Handroanthus impetiginosus. Nimero de aminoacidos (N de aa) e

Similiridade(Simil).

Codigo Resultado BLASTp N° de aa E-value Simil N° Interproscan Interproscan hit

PIN20105.1 chitinase 10 265 0.0 92.45 IPR000726 (PFAM) Glycoside hydrolase, family 19
PIN15007.1 endochitinase EP3-like 270 0.0 84.7 IPR000726 (PFAM) Glycoside hydrolase, family 19
PIN18442.1 putative chitinase 270 0.0 83.59 IPR000726 (PFAM) Glycoside hydrolase, family 19
PIN18433.1 endochitinase EP3-like 270 0.0 83.46 IPR000726 (PFAM) Glycoside hydrolase, family 19
PIN14601.1 endochitinase EP3-like 276 0.0 92.54 IPR000726 (PFAM) Glycoside hydrolase, family 19
PIN15006.1 putative chitinase 251 0.0 85.02 IPR000726 (PFAM) Glycoside hydrolase, family 19
PIN15005.1 endochitinase EP3-like 254 0.0 85.51 IPR000726 (PFAM) Glycoside hydrolase, family 19
PIN18439.1 endochitinase EP3-like 279 0.0 90.53 IPR000726 (PFAM) Glycoside hydrolase, family 19
PIN18440.1 endochitinase EP3-like 279 0.0 91.26 IPR000726 (PFAM) Glycoside hydrolase, family 19
PIN14602.1 endochitinase EP3-like 279 0.0 91.29 IPR000726 (PFAM) Glycoside hydrolase, family 19
PIN25493.1 chitinase-like protein 1 323 0.0 89.64 IPR000726 (PFAM) Glycoside hydrolase, family 19
PIN18441.1 endochitinase EP3-like 238 7,94E-163  90.24 IPR000726 (PFAM) Glycoside hydrolase, family 19
PIN20556.1 chitinase-like protein 1 385 0.0 92.56 IPR000726 (PFAM) Glycoside hydrolase, family 19
PIN03387.1 putative chitinase 137 8,84E-95 77.82 IPR000726 (PFAM) Glycoside hydrolase, family 19
PIN15008.1 putative chitinase 136 2,80E-90 84.9 IPR000726 (PFAM) Glycoside hydrolase, family 19
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O alinhamento das sequencias de proteinas foi realizado pelo método MUSCLE
do programa MEGA-X (versdo 10.1.1) (KUMAR et al., 2019). O alinhamento das
sequencias permitiu a identificagdo da presenca do dominio conservado das familias 18
e 19 (Figuras 5 ¢ 6).

Os mesmos dominios cataliticos das quitinases foram encontradas por Tobias et
al. (2017) em Eucalyptus grandis, nas familias 18 e 19. Estes dominios foram
demonstrados também por Passarinho e Vries (2002) em Arabidopsis, € também foram
encontrados por Gama (2017) em genes de quitinases do inseto Rhodnius prolixus.
Estes dados demonstram a conservagdo do dominio catalitico de quitinase, mesmo

comparados em espécies diferentes.

Figura 5 - Alinhamento das sequencias de quitinases de H. impetiginosus A: Alinhamento das quitinases
da familia 18 da classe III de H.impetiginosus, contra quitinases de plantas descritas na Tabela 1.
Circulado em vermelho estdo os dominios cataliticos conservados. B: Alinhamento das quitinases da
familia 18 da classe V de H. impetiginosus, contra quitinases de plantas descritas na Tabela 1. Circulado

em vermelho estdo os dominios cataliticos conservados

A:

120 130 140 150 160

T T e e o
AFY08286.1 classe III NSAAEANQPATYLWNNFLGGRSNS--RPLGNA! RGPGQHWD
PINO06881.1 SSADDAKQVASYLWNNFLGGESSS--RPLGDA TNLYWD
PIM97840.1 SSKEDTONFSLYLWNNFLGGRSGSATRPLGDAR SSLYYD
PIM97839.1 SSKEDAQNFSLYLWNNFLAGHSGSATRPLGDAR SSLYYD
B:

160 170 180 190 200

[ eeoo] o e I A I I |

ANS10044.1 classe V NSTIHVARKHHFNGLDLDWEWPGDEKDMSNLALLLKEWYKALVVEANTSR
PIN03288.1 DSSIRVARAY{JFSGLDLDWEYPQTAGDMTNLGTLLTEWRAAVATEARSS
PIN12608.1 RSAMIAARRH LDLSYVYPSTSANKANMRSFFDEWREAINSEPRKYD
PIN20583.1 ESSIVAARRH LDLSYVRPTTPANMANMGSFFTEWREAINLEPRKYD
PIM97645.1 KSSIMAARRH LDLSYVRPTTPANKANMGSFFYEWREATNSEPRKYN
PIN04207.1 RSAMMAARRH LDLSYVYLSTSANMANMGSFFDEWREAINSEPRKYD
PIN20582.1 ESSIMAARQY LDLSDVRPTTPANMASMGSFFDEWREAINSEPRKYD
PIN20581.1 RSAMIAARRH LDLYDVYPSTSANKANMGSFFDEWREAINSEPRKYD
PIN04208.1 ESSIMAARRH LDLFDVYPSTPANMDNMGIFLDEWRQAINSEPRKYD
PIN04206.1 ESSIMAARRN LDLFDVYPSTPANMANMGSFLDEWRQAINSEQRKYN
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Figura 6 - Alinhamento das quitinases da familia 19 de H. impetiginosus, contra quitinases de plantas
descritas na Tabela 1. Circulado em roxo estdo os dominios cataliticos conservados.

120 130 140 150 160 170

O L el
ADQ43720.1 class I PAKGFYAYDAFIAAAKAFPN--FATT IAAFLAQTSHETT
EOX95466.1 classe II PARNFYTYNSFIQATKWFPR--FGNS IAAFLAQIISHETT
AET25429.1 class IV VGKTFYTRSAFLNTLSLFTA--FGTI KREIAAFFAHASHETG--
PIN20105.1 PAKDFYTYDSFVQATRRFPA--FGNT IAAFLAQIISHETT
PIN15007.1 PGKQFYTRAAFLQAVESYPQ--FGTT RREIAAFFAQVTHETG--
PIN18442.1 PGKRFYTRAAFLQAVASYPE--FGTA KREIAAFFAHRVTHETG--
PIN18433.1 PGKQFYTWAAFLQAVGSYPQ--FGTT KREIAAFFAHRVTHETG--
PIN14601.1 AGKGFYTRAAFLEALGSYPQ--FGRV KREIAAFFAHRVTHETG--
PIN15006.1 PGKGFYTRTAFLQALGSYPN--FGTV KREIAAFFAHRVTLETG--
PIN15005.1 AGKRFYTRASFLQAAGSYPS--FGTA KREIAAFFAHRVTHETG--
PIN18439.1 AGKGFYTRAAFLEALGSYPQ--FGQV KREIAAFFAHVTHETG--
PIN18440.1 AGKGFYTRAAFLEALGSYQQ--FGRV KREIAAFFAHVTHETG--
PIN14602.1 AGKGFYTRAAFLEALGSYPQ--FGRV KREIAAFFAHVTHETG--
PIN25493.1 HAVGFWDYKSFITAAAIYQPLGFGTT IAAFLGHVGSKTSC
PIN18441.1 AGKGFYTRAAFLEAQGSYPQ--FGQ KREIAAFFAHVTHETG--
PIN20556.1 HAVGFWDYKSFITAAAVYQPLGFGTT VAAFLGHVGAKTSC
PIN03387.1 PEKQFYTRAAFLQAVESFPN--FGTT! RREIAAFFAHVTHATG--
PIN15008.1 AGKRFYTRAAFLQAVGSYPT--FGTT KREIAAFFAHVTHETG—

5.2 Arvore filogenética e classificaciio dos genes

Na biologia as arvores filogenéticas sao usadas para comparar as relagdes entre
genes ou espécies. A determinacdao dessa relacdo ¢ importante para compreender a
evolucdo e conservagdao de um determinado gene entre as espécies vegetais. Sendo
utilizada para identificar caracteristicas similares com base nas caracteristicas de genes
ou fragmentos de DNA (MISHRA et al., 2015; DE OLIVEIRA, 2015). Por meio da
construcdo da arvore filogenética gerada no programa MEGA (versdao 10.1.1) (KUMAR
et al, 2019.) foi possivel a classificacdo dos genes das familias 18 e 19 em suas
respectivas classes.

Na familia 18 foram classificados trés genes da classe III agrupados no mesmo
ramo com quitinases de mesma classe obtida da planta Acacia koa; e nove genes de
classe V agrupados no mesmo ramo com quitinase do de Lotus japonicus (Figura 7).

J& na familia 19 pela arvore foi classificado dois genes da classe I agrupado com

a quitinase de Sesamum indicum. Um gene da classe II foi agrupado com a quitinase de



22

Theobroma cacao e doze genes da classe IV agrupados com as quitinases de Actinidia

chinensis e Capsicum annuum, (Figura 8).

Figura 7 - Arvore filogenética das proteinas de quitinase encontrados no genoma de H. impetiginosus da
familia 18 classes III ¢ V. A arvore foi construida no programa MEGA-X (versdao 10.1.1) baseada no
modelo Neighbor-Joining, usando um alinhamento das sequéncias de proteinas descritos na Tabela 1.

s4 — PIN12608.1 Serine/threonine protein kinase
7] — PIN04207.1 Serine/threonine protein kinase
—— PIN20583.1 Serine/threonine protein kinase
95— PIMS7645.1 Serine/threonine protein kinase
70 — PIN04208.1 cysteine-rich rec eptor-like protein kinase 10
87— PIND4206.1 Serine/threonine protein kinase
PIN20582.1 Serine/threonine protein kinase
PIN20581.1 Serine/threonine protein kinase
— ANS10044.1 class V chitinase protein Lotus japonicus
— PIN03288.1 class V chitinase-like

AFY08286.1 class Il chitinase Acaciakoa |
— PIN06881.1 acidic endochttinase-like
—— PIMS7840.1 Acidic endochiinase — Classell
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Figura 8 - Arvore filogenética das proteinas de quitinase encontrados no genoma de H. impetiginosus da
familia 19, classes I, Il e IV. A arvore foi construida no programa MEGA-X (versdo 10.1.1) baseada no
modelo Neighbor-Joining, usando um alinhamento das sequéncias de proteinas descritos na Tabela 1

58 PIN18439.1 endochitinase EP3-like
64 _|: PIN14602.1 endochitinase EP3-like
PIN14601.1 endochitinase EP3-like
PIN18440.1 endochitinase EP3-like
PIN18441 1 endochitinase EP3-like
AJF11981.1 class IV chitinase Capsicum annuum
37 PIN15006.1 putative chitinase
PIN15005.1 endochitinase EP3-like
PIN18442.1 putative chitinase
PIN15008.1 putative chitinase
PIN18433.1 endochitinase EP3-like

PIN15007 .1 endochitinase EP3-like
23
7: PIN03387 1 putative chitinase
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99
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33
100 23

24

— EQX95466.1 Class Il chitinase Theobroma cacao
a1 L—— PIN20105.1 chitinase 10
PIN25493.1 chitinase-like protein 1

PIN20556.1 chitinase-like protein 1

Tobias et al (2017) identificaram 67 genes que codificam quitinases em
Eucalyptus grandis. Dos quais foram identificados 1 gene de classe I, 16 de classe 11, 10
de classe 111, 14 de classe IV e 26 de classe V. Mir e colaboradores (2019) identificaram
47 genes que codificam quitinases em B. juncea dos quais foram identificados sendo 10
genes de classe I, 6 genes de classe II, 2 genes de classe 111, 25 genes de classe IV e 4
genes de classe V. E 79 genes que codificam quitinases em C. sativa, sendo 4 genes de
classe I, 21 genes de classe II, 3 genes de classe III, 26 genes de classe IV e 20 genes de
classe V. Nota-se que os genes da classe I, normalmente, sdo menos numerosos, assim

como foi observado em H. impetiginosus.

5.3 Analise de predicao de localizacido subcelular de genes quitinase expressos em

Handroanthus impetiginosus

AET25429.1 class IV chitinase Actinidia chinensisy/s
\‘

Classe IV

— Classell

XP 011073914 .1 class | chitinase Sesamum indicum
100
73
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Com o programa WoLF PSORT foi possivel identificar que em ambas as
familias a maior parte dos genes possuiram peptideo sinal, para localizacdo extracelular.
Os genes de H. impetiginosus da familia 18 apresentaram similaridades com peptideo
sinal, para diversas espécies de plantas, sendo elas algumas delas Cucumis sativus,
Arabidopsis thaliana, Capsicum annuum e Hordeum vulgare. Porém, as sequéncias de
proteinas Cicer arietinum, foram as que apresentaram maior similaridade com as
sequéncias de proteinas de H. impetiginosus, na familia 18 os genes possuiram peptideo
sinal em sua maioria, para localizacdo extracelular ou cloroplasto (Tabela 5).

Tabela 5 — Analise de peptideo sinal das proteinas de quitinase em H. impetiginosus, familia 18. As

analises indicam a quantidade de sequéncias de peptideos sinais encontrados, a localiza¢do celular, a
porcentagem de identidade e o codigo de acesso das sequéncias de peptideo de sinal.

Gene N . de Identidade Localizacao celular Codigo de acesso
sequéncias
PINO06881.1 14 59,33% Extracelular CHIA _CICAR
PIM97840.1 14 50,66% Extracelular CHIA CUCSA
PIM97839.1 14 50,99% Extracelular CHIA CUCSA
PIN03288.1 14 17,72% Cloroplasto CB22 HORVU
PIN12608.1 14 15,64% Cloroplasto Atlg16400.1
PIN20583.1 14 16,25% Cloroplasto METB_ARATH
PIM97645.1 14 16,43% Cloroplasto. CYSL _CAPAN
PIN04207.1 14 16,10% Extracelular CKX4 ARATH
PIN20582.1 14 14,45% Vacuolo VCLC PEA
PIN20581.1 14 17,00% Membrana Plasmatica At1g21230.1
PIN04208.1 14 14,91% Vacuolo At2g05170.1
PIN04206.1 14 21,10% Membrana Plasmatica Atl1g21230.1

O peptideo sinal de genes de quitinase da familia 19 encontrados em H.
impetiginosus também apresentaram similaridade com peptideo sinal de outras plantas
como, Holcus lanatus, Impatiens balsamina e Raphanus sativus, contudo, as sequéncias
de proteinas Brassica napus foi a que apresentou maior similaridade com as sequéncias

de quitinases de H. impetiginosus (Tabela 6).
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Tabela 6 — Analise de peptideo sinal das proteinas de quitinase em H. impetiginosus, familia 19. As
analises indicam a quantidade de sequéncias de peptideos sinais encontrados, a localiza¢do celular, a
porcentagem de identidade e o codigo de acesso das sequéncias de peptideo de sinal.

Gene N . de Identidade  Localizacio celular Codigo de acesso
sequéncias
PIN25493.1 14 22,15% Extracelular CHI4 BRANA
PIN20556.1 14 16,36% Extracelular MPH1 _HOLLA
PIN20105.1 14 29,39% Extracelular MPH1 _HOLLA
PIN15007.1 14 56,00% Extracelular CHI4 BRANA
PIN18442.1 14 13,73% Extracelular PGL2_ARATH
PIN18433.1 14 15,94% Extracelular MPH1 _HOLLA
PIN14601.1 14 56,78% Extracelular CHI4 BRANA
PIN15006.1 14 51,03% Extracelular CHIP_BETVU
PIN15005.1 14 54,18% Extracelular CHI4 BRANA
PIN18439.1 14 15,62% Extracelular AMP_IMPBA
PIN18440.1 14 56,18% Extracelular CHI4 BRANA
PIN14602.1 14 16,77% Extracelular AMP_IMPBA
PIN18441.1 14 14,41% Complexo de golgi At4238240.1
PIN03387.1 14 17,52% Extracelular AFP4 RAPSA
PIN15008.1 14 24,63% Extracelular CHI4 BRANA

Embora a maioria, contando as duas familias, tenha similaridade com o peptideo
de sinal para direcionamento extracelular. A familia 18 apresentou 33,33% para
localizagdo extracelular, 33,33% para localizagdo no cloroplasto, 16,66% para
localizag@o no vacuolo e 16,66% para localizacdo na membrana plasmatica (Tabela 5).
Ja na familia 19, 93,33% das sequéncias apresentaram peptideo de sinal similar para
localizagdo extracelular e 6,67% apresentou peptideo de sinal similar para localiza¢ao
no complexo de golgi (Tabela 6).

Essa predomindncia de peptideo de sinal para direcionamento extracelular foi
observada também em outras plantas como em Eucalyptus grandis, onde foram
encontrados locais de clivagem previstos para o N-terminal, indicando secrecdo de
proteinas maduras, sendo 26 de 36 dos peptideos da familia 18 e 27 dos 31 peptideos da
familia 19. Sendo assim 53 proteinas maduras de quitinases sdo secretadas (TOBIAS et

al.,2017).
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Essa predominancia do peptideo de sinal para direcionamento extracelular dos
resultados esta diretamente relacionada ao mecanismo de defesa da planta contra
patégenos. Viana (2015) demonstrou a eficacia das quitinases obtidas de Calotropis
poncera contra insetos e fungos, o que também foi observado por Ramos et al. (2007), o
qual observou que o latex de Calotropis poncera possuia um efeito deletério em insetos

como Ceratis capitata, onde esse efeito foi atribuido a presenga de quitinases.

5.4 Predicao da estrutura 3D

A predigao das estruturas 3D das quitinases de H. impetiginosus foi realizada por
homologia no programa on-line SWISS-MODEL (BIOZENTRUM, 2019). Sendo essas
estruturas 3D propriedades conformacionais e relacionadas as fungdes dessas enzimas.
Na familia 18, foi possivel identificar que os primeiros trés genes pertencentes a classe
III tiveram identidade de 71,75%, 70,15%, 69,60%, com o cédigo do PDB 1llo.1
heveina A (endoquitinase de planta/ lisoenzima) complexada com allosamidin (Figura
9). Ja na classe V, obteve-se 39,40%, 41,49%, 39,94%, 39,88% e 40,90% de identidade
com o coédigo do PDB 3alg.1.A (Estrutura cristalina da quitinase classe V mutante
E115Q de Nicotiana tabaccum em complexo com NAG4), 66,86%, 40,37% e 40,07%
de identidade com o codigo do PDB 3alf.1.A (Estrutura cristalina da quitinase classe V
de N. tabaccum) e 38,01% de identidade com o cdodigo do PDB 3ulz.1.A (Estrutura
cristalina da apo BAK1 da quitinase de N. tabaccum) (Figura 10).

Na familia 19, a quitinase da classe I mostrou 38,43% e 38,58% de identidade
com o codigo do PDB 2dkv.1.A (Estrutura cristalina da quitinase classe 1 de Oryza
sativa L. japonica) (Figura 11). A quitinase com similaridade a classe Il obteve a
identidade de 59,34% também com o com o codigo do PDB 2dkv.1 (Figura 12). E a
classe IV onde foram observados 45,83%, 45,42%, 43,57%, 47,08%, 48,51%, 45,64%,
46,47%, 45,64%, 39,81% e 37,04% de identidade com o codigo do PDB 2dkv.1.A, e
dois dos genes mostraram 64,36% e 62,87% de identidade com o cdédigo do PDB
5h7t.1.A (Dominio de quitinase familia 19 do alérgeno de pdlen de Cryptomeria
Jjapnonica) (Figura 13).
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Tabela 7 - Similaridade das quitinases do ipé-rosa com o seu modelo no banco PDB.

Familia Gene Classe Identidade Codigo do Espécie do modelo
PDB

PIN06881.1 I 71,75% 1lo.1.A Hevea brasiliensis
PIM97840.1 I 70,15% 1lo.1.A Hevea brasiliensis
PIM97839.1 I 69,60% 1lo.1.A Hevea brasiliensis
PIN03288.1 A% 66,86% 3alf.1.A Nicotiana tobaccum
PIN12608.1 VvV 39,40% 3alg.1.A Nicotiana tobaccum
PIN20583.1 VvV 41,49% 3alg.1.A Nicotiana tobaccum

8 PIM97645.1 A% 39,94% 3alg.1.A Nicotiana tobaccum
PIN04207.1 A" 39,88% 3alg.1.A Nicotiana tobaccum
PIN20582.1 Vv 40,90% 3alg.1.A Nicotiana tobaccum
PIN20581.1 A% 40,37% 3alf.1.A Nicotiana tobaccum
PIN04208.1 Vv 38,01% 3ulz.1.A Arabidopsis thaliana
PIN04206.1 A% 40,07% 3alf.1.A Nicotiana tobaccum
PIN25493.1 I 38,43% 2dkv.1.A Oryza sativa
PIN20556.1 I 38,58% 2dkv.1.A Oryza sativa
PIN20105.1 I 59,34% 2dkv.1.A Oryza sativa
PIN15007.1 v 45,83% 2dkv.1.A Oryza sativa
PIN18442.1 v 45,42% 2dkv.1.A Oryza sativa
PIN18433.1 v 43,57% 2dkv.1.A Oryza sativa
PIN14601.1 v 47,08% 2dkv.1.A Oryza sativa

19 PIN15006.1 v 48,51% 2dkv.1.A  Oryza sativa
PIN15005.1 v 64,36% Sh7t.1.A Cryptomeria japnonica
PIN18439.1 v 45,64% 2dkv.1.A  Oryza sativa
PIN18440.1 v 46,47% 2dkv.1.A  Oryza sativa
PIN14602.1 v 45,64% 2dkv.1.A  Oryza sativa
PIN18441.1 v 62,87% Sh7t.1.A Cryptomeria japnonica
PIN03387.1 v 39,81% 2dkv.1.A  Oryza sativa
PIN15008.1 v 37,04% 2dkv.1.A  Oryza sativa

A predicao da estrutura 3D de Triticum aestivum apresentou uma homologia

maior que as encontradas em H. impetiginosus, as de classe I apresentaram 73% de

identidade com codigo PDB 2DKV (estrutura cristalina da quitinase classe 1 de O.
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sativa), ja as de classe II apresentaram 94% de identidade com cdédigo PDB 4DWX
(cristal de glutationa estrutura de uma familia 19 quitinase de sementes de centeio) e as
de classe IV apresentaram 60% de identidade com coédigo PDB 4MCK (estrutura
cristalina da familia 19, classe Quitinase IV de Zea mays) (MISHRA et al., 2015). Ja
Rafiq (2018) realizou a predigdo da estrutura 3D para Gladiolus grandiflorus, porém
obteve valores de homologia menores que as encontradas em H. impetiginosus, sendo
49% de identidade com o codigo PBD 3SIM (Andlise da estrutura cristalografica da
familia 18 quitinase de Crocus vernus), 16% de identidade com o codigo PBD 2HVM
(Hevamina-a a resolugdao de 1,8 angstrom de Hevea brasiliensis), 16% de identidade
com o codigo PBD 1CNV(Estrutura de cristal da concanavalina b em 1,65 a resolucao
de Canavalia ensiformes) e 33% de identidade com o cdédigo PBD 1NAR (Estrutura

cristal de narbonne refinada na resolucao de 1.8 angstroms de Vicia narbonensis).

Figura 9 - Estruturas 3D da familia 18 classe III: A (PIN06881.1), B (PIM97840.1), C (PIM97839.1).
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Figura 10 - Estruturas 3D de quitinases da familia 18 classe V: A (PIN03288.1) B (PIN12608.1) C
(PIN20583.1), D (PIM97645.1), E (PIN04207.1), F (PIN20582.1), G (PIN20581.1), H (PIN04206.1.), 1
(PIN04208.1).
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Figura 12 - Estruturas 3D de quitinases da familia 19 classe II

Figura 13 - Estruturas 3D de quitinases da familia 19 classe IV: A (PIN15007.1), B (PIN18442.1), C
(PIN18433.1), D (PIN14601.1), E (PIN15006.1), F (PIN15005.1), G (PIN18439.1), H (PIN18440.1), I
(PIN14602.1), J (PIN18441.1), K (PIN03387.1), L (PIN15008.1)

~

&
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6 CONCLUSAO

Nesse estudo os genes de quitinases no genoma do ipé-rosa foram identificados e
classificados, e todos apresentaram o dominio catalitico de quitinases. As buscas
resultaram em 12 genes da familia 18 e 15 genes da familia 19. Dos genes encontrados
66,67% apresentaram provavel direcionamento extracelular o que ¢ importante para fins
comerciais, pois apresentam facil isolamento da proteina e carateristicas de defesa
contra patdogenos e insetos. A predicdo da estrutura 3D da quitinase serve para
visualizarmos os possiveis sitios de ligagdes das quitinases, local onde liga a quitina
para sua posterior degradacao, nos dando nocao da possivel estrutura e funcao de cada
uma dessas quitinases.

Por apresentar genes codificantes de quitinases o ipé-rosa nos fornece a
possibilidade de utilizagdo de seus genes para o melhoramento genético de outras
plantas. Algo que ajuda a desenvolver novas plantas resistentes a patdogenos € a insetos,

bem como pode servir para outros fins industriais e até mesmo para a area da satde.
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