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RESUMO - As B-1,3 glucanases de plantas sdo enzimas abundantes e comumente encontradas no reino vegetal, estando
envolvidas em varios processos fisiologicos, especialmente na defesa vegetal. A defesa vegetal é baseada em uma série de
barreiras pré e pés-formadas, ambas subdivididas em estruturais e bioquimicas. As barreiras estruturais atuam contendo o
patdgeno fisicamente, enquanto a acdo bioquimica opera através da producédo de substancias toxicas e antimicrobianas, como a
producdo de enzimas hidroliticas (proteinas relacionadas a patogénese ou PR proteinas). O objetivo desta revisdo é abordar o
papel das B-1,3 glucanases em plantas, sobretudo nos mecanismos de defesa vegetal ativados pela indugdo de resisténcia, a
qual tem por objetivo estimular os vegetais a produzirem substancias de defesa em detrimento de uma simulagao de ataque por
agentes danosos. Essa ativagdo prévia da defesa vegetal visa proporcionar certo grau de resisténcia e prote¢do a planta a
futuros ataques de microrganismos, sendo conhecida como resisténcia sistémica adquirida (RSA). A RSA é capaz de estimular
a producédo das PR proteinas entre outras substancias defensivas. Especificamente, a familia PR-2 inclui -1,3-glucanases que
catalisam a clivagem hidrolitica de ligagdes do tipo endo B-1,3-D-glucosidicas de B-1,3-D-glucanas da parede de patogenos.
Por fim, séo apresentados alguns estudos que demonstram a atuagdo da -1,3 glucanase na defesa vegetal, por meio do uso de
indutores de resisténcia, 0s quais visam proteger ndo s6 a planta, mas também seus produtos finais como frutas, verduras e
grdos, entre outros, em pré e pés-colheita.
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$-1.3 GLUCANASES: A REVIEW WITH THE FOCCUS OF PLANT DEFENSE

ABSTRACT - The B-1.3 glucanases in plants are abundant enzymes commonly found in the plants and are involved in various
physiological processes, especially in plant defense. This defense is based on a series of pre and post-formed barriers, both
subdivided into structural and biochemical. The structural barriers physically act containing the pathogen, while the
biochemical action operates by producing antimicrobial and toxic substances such as the production of hydrolytic enzymes
(pathogenesis related proteins or PR proteins). The objective of this review is to show the role of B-1.3 glucanases in plants,
particularly in plant defense mechanisms activated by the induction of resistance, which aims to stimulate the plant to produce
defensive substances to the detriment of an attack simulation by harmful agents. This prior activation of plant defense aims to
provide some degree of resistance and protection against future attacks from microorganisms, being known as systemic
acquired resistance (SAR), which is able to stimulate the production of PR proteins and other defense substances. Specifically,
the PR-2 family includes B-1.3-glucanases which catalyze the hydrolysis of endo-1.3-B-D-glucosidic linkages in p-1.3-D-
glucans from pathogens cell wall. Finally, are presented some studies that highlight the role of B-1.3 glucanase in plant
protection, through the use of resistance inducers, which are intended to protect not only the plant but also their end products as
fruits, vegetables and grains, in pre- and post-harvest conditions.

Key words: PR proteins, induction of resistance, pathogens, hydrolysis.

INTRODUCAO

O sucesso evolutivo dos vegetais certamente esta
envolvido com o surgimento, desenvolvimento e
aprimoramento de mecanismos de defesa. Ao longo de sua
histéria evolutiva, a atuacdo da selecdo natural, das
mutacBes herdadas e das mudancgas evolutivas tornaram as
plantas cada vez mais adaptadas, resistentes e capazes de
coexistir e interagir com diferentes tipos de organismos,
mas sem davida as interacdes prejudiciais (herbivoria,
patégenos, parasitas, etc) foram as mais desafiadoras
durante o processo de co-evolucdo (TAIZ et al., 2017).

Alguns desses mecanismos de defesa sdo medidas
defensivas passivas preexistentes, enquanto outras sao
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induzidas ativamente somente apés a deteccdo do invasor
potencial, sendo que os dois tipos envolvem mecanismos
de resisténcia fisica (estrutural) e bioquimica (PAXTON et
al.,, 1994; HUTCHESON, 1998). Respostas de defesa
inatas s@o proporcionadas fisicamente pela parede celular e
pela cuticula que a reveste, representando as primeiras
barreiras que, em muitos casos, devem ser comprometidas
antes que a colonizagdo da planta seja possivel. Para
alcangar este objetivo, agentes fitopatogénicos secretam
uma série de enzimas que degradam polissacarideos da
parede celular vegetal (WALTON, 1994). Em
compensagdo, as plantas ‘reagem’ liberando proteinas que
inibem essa a¢do enzimatica despolimerizadora, incluindo
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proteinas inibidoras de poligalacturonase (LECKIE et al.,
1999; STOTZ et al., 2000), inibidoras da xilanase
(LAUCHLAN et al.,, 1999) e proteinas inibidoras de
pectina liase (BUGBEE, 1993). Respostas bioquimicas
inerentes também sdo utilizadas pelas plantas na defesa
vegetal, sendo  proporcionadas  por  substdncias
antimicrobianas, tais como os polifenois. Por outro lado, a
resisténcia induzida envolve a ativacdo do sistema de
defesa pelo ataque de agentes patogénicos e nesse caso, as
barreiras estruturais envolvem a formacgéo de papilas e o
fortalecimento da parede celular, enquanto as bioquimicas
relacionam-se com a resposta de hipersensibilidade
(geracdo de espécies reativas ao oxigénio - ROS),
producdo de fitoalexinas e producdo de PR proteinas
(proteinas relacionadas a patogénese), estas Gltimas com
atividades antimicrobianas. Todos os tipos de resisténcia
induzida acima mencionados sdo acompanhados por
alteracBes no sistema metabdlico e ndo ocorrem somente
em celulas infectadas - Resisténcia Local Adquirida
(RLA), mas em toda a planta - Resisténcia Sistémica
Adquirida (RSA) (WARD et al., 1991; VAN LOON; VAN
STRIEN, 1999).

As principais PR proteinas que degradam os
polissacarideos da parede celular de patdgenos invasores,
principalmente dos fungos, incluem as B-1,3-glucanases e
as quitinases (KAUFFMANN et al., 1987; BOWLES,
1990; LINTHORST; VAN LOON, 1991; STINTZI et al.,
1993; MURALLI et al., 2013), podendo atuar isoladas ou
em sinergismo (KOMBRINK; SOMSSICH, 1997).

Diversos estudos envolvendo essas duas PR
proteinas tém ajudado a elucidar seus mecanismos de ag&o.
Segundo Coté e Hahn (1994) e Eder e Cosio (1994) ha
evidéncias suficientes demonstrando que o papel protetor
ocorre por meio de dois mecanismos diferentes: o primeiro
envolve atuacdo direta, pois as enzimas prejudicam o
crescimento e proliferagdo do patdgeno através da
hidrdlise dos componentes (B-1,3/1,6-D-glucano e de
quitina) das paredes celulares, tornando as células inimigas
suscetiveis a lise; ja o segundo é um papel defensivo
indireto, onde a acdo enzimatica de glucanases e quitinases
promove a liberacdo de oligbmeros especificos de pB-
1,3/1,6-D-glucano e de quitina, denominados de
oligossacarideos eliciadores, 0s quais podem induzir
inimeras respostas de defesa na planta.

Nesta revisédo, foi abordado o papel da B-1,3
glucanase em plantas, sobretudo nos mecanismos de
defesa vegetal, reunindo em um Unico documento
informacdes relevantes a respeito dessa importante PR
proteina. A nomenclatura da enzima foi tratada como p-1,3
glucanase, no entanto, ¢ muito comum se deparar com
diferentes grafias referindo-se a esse tipo enzimatico. Em
pesquisa a um Sistema de Informacdo Enzimatica a
respeito da enzima, encontra-se que em Pisum sativum L.
(ervilha), por exemplo, sdo utilizados diversos sindnimos,

2

BERTOLDO, E.; MAZARO, S. M. (2018)

tais como: (1->3)-beta-glucana endohidrolase, (1-
>3)-beta-glucanase, (13)-beta-glucana, 3-glucanohidrolase,
(13)-beta-glucana endohidrolase, 1,3-beta-glucana
glucanohidrolase,  beta-1,3-endoglucanase,  beta-1,3-
glucanase, calase, endo-(1,3)-beta-D-glucanase, endo-(13)-
beta-D-glucanase, endo-1,3-beta-D-glucanase, endo-1,3-
beta-glucanase,  endo-1,3-beta-glucosidase, endo-1,3-
glucanase, glucana endo-1,3-beta-glucosidase, proteina-
PR-2, etc (BRENDA-ENZYMES, 2017).

DESENVOLVIMENTO

Ativacdo da defesa vegetal

A inducéo de resisténcia em plantas a patégenos é
relatada a mais de um século e em diferentes culturas
(SATHIYABAMA; BALASUBRAMANIAN, 1998;
HEIL; BOSTOCK, 2002; TERRY; JOYCE, 2004), sendo
que o primeiro registro foi em 1901, envolvendo o
patossistema Botrytis cinerea x Begonia sp. (KESSMANN
et al., 1994). A técnica tornou-se um mecanismo
importante em plantas cultivadas onde variedades
resistentes a patdgenos ndo estdo prontamente disponiveis.

As defesas das plantas podem ser ativadas pelo
tratamento com agentes bioticos (proteinas, lipidios,
oligossacarideos e antibi6ticos de origem bioldgica, entre
outros) ou abidticos (como metais pesados e compostos
sintéticos), de natureza inorganica ou organica (KEEN;
YOSHIKAWA, 1983; YAMAGUCH et al., 2000). Essas
moléculas capazes de ativar respostas de defesas nas
plantas sdo chamadas de elicitores, eliciadores ou
indutores, os quais induzem qualquer resposta de defesa
quando se ligam a receptores da membrana plasmética da
parede celular da célula vegetal (Figura 1) (GRAHAM,
1995; STICHER et al., 1997). Eliciadores estdo
naturalmente presentes na parede celular de agentes
patogénicos, sendo que as PR proteinas, tal como quitinase
e B-1,3-glucanase, hidrolisam esses polissacarideos em
oligossacarideos eliciadores (KEEN; YOSHIKAWA,
1983; YAMAGUCHI et al., 2000). Os eliciadores podem
induzir a Resisténcia Local Adquirida (RLA), a
Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA) ou ainda um
terceiro tipo resisténcia, que é a Resisténcia Sistémica
Induzida (RSI) (TERRY; JOYCE, 2004), sendo a RSA a
mais importante.

A resisténcia sistémica adquirida pode ser
conceituada como um mecanismo de defesa induzido ou
provocado pela infeccdo de patdgenos, que confere
protecdo a planta a indmeros  microrganismos
(DURRANT; DONG, 2004), algo similar, a grosso modo,
a imunidade dos animais, sendo explicada pela
manifestacdo ou producdo de um sinal liberado a partir do
sitio de infeccdo para outras partes da planta, induzindo
reacbes de defesa que a protegerdo contra agressdes
subsequentes.
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FIGURA 1 - Diversos tipos de defesa vegetal contra fitopatégenos sdo induzidos por eliciadores, os quais iniciam uma
complexa via de sinalizacdo, que culminam em respostas de protecdo. Fonte: TAIZ et al. (2017).

Dentre os mecanismos induzidos de defesa pela
RSA estdo as modificagBes de parede celular, producéo de
fitoalexinas, e concomitantemente, um aumento de
expressdo de um grupo enorme de genes (WARD et al.,
1991), incluindo aqueles que expressam para proteinas
relacionadas a patogénese, as PR proteinas (VAN LOON;
VAN STRIEN, 1999).

Classificacdo das proteinas relacionadas a patogénese
(PR proteinas)

As PR proteinas sdo classificadas em 17 familias
(PR-1 a PR-17) de acordo com a estrutura molecular e
atividade enzimatica, sendo enumeradas pela ordem em
que foram descobertas (VAN LOON et al., 2006; VAN
LOON; PIETERSE, 2006; ENOKI; SUZUKI, 2016). Elas
acumulam-se nos locais de infeccdo e em sitios remotos
destes (STICHER et al., 1997), sendo que sua sintese e
acumulo possui carater de resposta ativa e sistémica. As
PR proteinas compartilham muitas  propriedades
bioguimicas que as tornam facilmente distinguiveis, como
massa molecular relativamente baixa, sdo extraiveis de
forma estavel em pH baixo (VAN LOON, 1976;
GIANINAZZI et al., 1977), sdo solGveis em meio acido,
resistem a proteases e tem pontos isoelétricos extremos
(VAN LOON, 1998). Quanto a localizacdo, a maioria
delas estd no apoplasto (acidas), enquanto as demais estéo
confinadas nos vacuolos (basicas) (PARENT; ASSELIN,
1984; CARR et al., 1987).

Dentre as PR proteinas mais estudadas estdo as
quitinases (PR-3) e as p-1,3 glucanases (PR-2), ambas com
atividade  hidrolitica, despolimerizando  sacarideos
estruturais presentes na parede de patégenos (ANDREU et
al., 1998; WALTON, 1997). A atividade dessas enzimas é
aumentada quando plantas sdo tratadas com eliciadores de
respostas de defesa (SCHWEIZER et al., 2000),
demonstrando que possuem papel importante na contencéo
de infeccdes.

Fungdes fisiologicas
A presenca de P-1,3-glucanases ndo é uma
exclusividade das células vegetais, jA& que elas estdo

As PR proteinas sdo conhecidas por serem
expressas de forma coordenada nos seguintes casos: i)
apos infeccdo por fungos; ii) ap6s a indugdo de resisténcia
por eliciadores (MAUCH et al., 1988; GRANT; LAMB,
2006), e iii) apos algum estresse, como o rompimento do
citoplasma (WAGIH; COUTTS, 1981) e acumulo de altas
concentragBes de hormonios vegetais (ANTONIW et al.,
1981). Dessa forma, é sugerido que as PR proteinas sdo
codificadas, mas ndo sdo expressas na planta na auséncia
de um start (ANTONIW; WHITE, 1980; VAN LOON et
al., 1994).
amplamente distribuidas em varios outros seres vivos, tais
como bactérias, fungos e alguns animais invertebrados.
Além disso, pB-1,3-glucanases atrairam consideravel
atencdo devido ao seu potencial de uso em biotecnologia,
agricultura, farméacia, medicina e na defesa contra
patégenos (PITSON; SEVIOUR, 1993).

As B-1-3 glucanases de plantas sdo enzimas
abundantes e altamente reguladas, comumente encontradas
em todo o reino  vegetal (MOROHASHI;
MATSHUSHIMA, 2000; LEUBNER-METZGNER, 2003;
RUAN et al, 2004), estando envolvidas em varios
processos fisiologicos, portanto, ndo sdo exclusivas da
defesa vegetal (ROMERO et al., 1998; LEUBNER-
METZGER, 2003; BALASUBRAMANIAN et al., 2012),
embora 0s estudos estejam direcionados, principalmente,
as suas fungdes anti-patogénicas (MINIC, 2008).

Vérios genes codificam para p-1,3 glucanases,
sendo que em Arabidopsis thaliana sdo 48, os quais
expressam glucanases para diferentes finalidades (DONG
et al., 1991; UKNES et al., 1992). Os aspectos genéticos
da enzima também foram estudados em outras plantas,
como fumo (LEUBNER-METZGNER, 2003), soja (JIN et
al., 1999) e tomate (MOROHASHI; MATSHUSHIMA,
2000).

Uma importante fungdo atribuida as f-1,3
glucanases é sua participagdo na degradacao da calose, um
tipo de B-1,3 glucana distribuida em diversos locais na
planta, entre eles na parede celular, ao redor dos orificios
dos plasmodesmos (LEVY et al., 2007; ZAVALIEV et al.,
2011). B-1,3 glucanases tem a capacidade de reverter a
deposicdo de B-1,3 glucanas dos plasmodesmos mediando
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a resposta da planta durante algum estresse. Em A.
thaliana a hipdtese € que a calose ¢é produzida pela p-1,3-
glucana sintase e degradada por f-1,3 glucanases,
expressas pelo gene AtBG ppap. A sintese de calose
forma uma espécie de cinturdo ao redor dos
plasmodesmos, chegando ao ponto de obstrui-los em
situacBes especiais, como no ataque de patdgenos. Em
mutantes de A. thaliana que ndo transcrevem o gene da [3-
1,3 glucanase em questdo, observou-se que ocorre uma
diminuicdo no movimento célula-célula em decorréncia
exclusiva da sintese de calose e auséncia de sua
degradacdo, o que compromete a comunicacao intercelular
(LEVY etal., 2007).

As B-1,3 glucanases também séo encontradas nas
estruturas reprodutivas das plantas. Nos pistilos, onde a
calose é abundante na parede do tubo polinico em
crescimento (KAUSS, 1996), sua funcéo esta envolvida na
regulagdo do crescimento deste e/ou na defesa contra o
ataque de agentes patogénicos durante a fertilizacdo
(DELP; PALVA, 1999; ORI et al.,, 1990). Xing et al.
(2017), por exemplo, estudaram a superexpressao do gene
da B-1,3-glucanase em Rosa rugosa através de transgenia,
j& que o excesso natural de calose impede o crescimento
do tubo polinico de R. rugosa, limitando a aplicacdo
comercial dessa espécie.

Em anteras, as [-1,3 glucanases foram
encontradas somente antes dos micrsporos serem
liberados. Nessa estrutura, a enzima degrada a calose que
rodeia a tétrade dos micrésporos, o que contribuiu para a
libertagdo dos grdos de polen (HIRD et al., 1993;
TSUCHIYA et al., 1995). E sugerido que elas também
estejam envolvidas no amadurecimento dos frutos e na
germinacdo de sementes (MOROHASHI;
MATSUSHIMA, 2000; BUCHENER et al., 2002;
AKIYAMA et al., 2004).

Algumas B-1,3 glucanases estdo envolvidas em
processos de estresse através da sua fungdo como proteinas
relacionadas a patogénese (LEUBNER-METZGER;
MEINS Jr, 1999; STINTZI et al., 1993), principalmente
antifangicas (MORAVCIKOVA et al., 2004), sendo que
sua importancia na defesa das plantas contra estresses
abioticos também foi comprovada, como por exemplo,
pela baixa temperatura (ROMERO et al., 2008), por seca
(GREGOROVA et al., 2015) e também por metais pesados
(PIRSELOVA et al., 2011).

Especificamente, a familia PR-2 inclui B-1,3-
glucanases que catalisam a clivagem hidrolitica de
ligagdes do tipo endo PB-1,3-D-glucosidicas em [-1,3-D-
glucanas (LEUBNER-METZGER; MEINS JR, 1999),
entretanto, também podem atuar moderadamente sobre
ligagdes do tipo B-1,3/1,6 glicosidicas encontradas em -
1,3/1,6-D-glucanas, em resposta a fatores bidticos e
abidticos (KEMP et al., 1999; LEUBNER-METZGER;
MEINS JR, 1999). Dessa forma, f-1,3-glucanases
hidrolisam e liberam B-D-glucanas da parede celular
fangica, que por sua vez podem atuar como indutores de
defesa na planta, induzindo acumulagdo de fitoalexinas
(SHARP et al, 1984; OKINAKA et al., 1995;
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KLARZYNSKI et al., 2000; EDREVA, 2004). Sob
condi¢cBes normais, a expressdo de genes da f-1,3
glucanase relacionada a defesa vegetal é bastante
baixa. Quando a planta é induzida por condicdes
patoldgicas ou intencionalmente pelo uso de eliciadores,
sua expressao é rapida e a enzima se acumula, reforcando
sua atividade hidrolitica (YINXIU et al., 2012).

Além disso, é desigualmente distribuida pelos
orgdos da planta, sendo mal detectavel em folhas jovens
(L1 et al., 2014). Mao et al. (2014), ao estudarem a
localizacdo do gene de PR protéinas em arroz transgénico
(Oryza sativa L. cv. Taipei 309), transformado com a
inser¢cdo do gene da B-1,3-glucanase (AGLUL),
verificaram que a enzima inicialmente se localiza nos
cloroplastos e ap6s a infeccdo sdo direcionadas ao vacuolo
e a parede celular (apoplasto), sugerindo que esses
compartimentos subcelulares atuam como o locais de
coleta, estocagem e acdo dessa proteina antifingica. A
destinacdo da enzima para os locais-alvo é possivel pela
presenca de um peptideo-sinal na regido N-terminal,
responsavel pela sua translocagdo através da membrana do
reticulo endoplasmaético para o vactolo ou para o espago
intercelular (BOL et al., 1990).

Estudos realizados com A. thaliana destacaram
que as B-1,3 glucanases estdo agrupadas em quatro classes
com base em suas sequéncias homdlogas: classe | - séo
proteinas vacuolares basicas acumuladas em folhas
maduras e raizes ap6s a infeccdo do patégeno, apds a
ativacdo por eliciadores ou ap6s algum nivel de estresse;
classes Il e Il - proteinas extracelulares acidas; classe 1V -
semelhante a classe 11, no entanto, ndo sdo induziveis pelo
ataque de agentes patogénicos (LEUBNER-METZGNER,
2003; MINIC, 2008). Em fumo, as B-1,3-glucanases tém
sido classificadas em trés classes: classe | - proteinas
bésicas localizadas em vactolos do mesofilo e epiderme; e
classes Il e 11l - &cidas e extracelulares (BEFFA; MEINS,
1996).

Delp e Palva (1999) estudaram cinco genes de [3-
1,3-glucanase em A. thaliana. Os genes BG2 e BG3
expressam proteinas 4cidas de 37 e 30 kDa,
respectivamente, sendo regulados positivamente apds
infeccdo patogénica. O produto de BG2 estd localizado
extracelularmente e ambas as proteinas estdo relacionadas
ao sistema de defesa das plantas (DONG et al., 1991;
UKNES et al.,, 1992). O gene A6 codifica para uma
proteina basica de 53 kDa, cujo gene se expressa nas
células do tapetum nas anteras, pouco antes dos
microsporos, serem libertados (HIRD et al., 1993). Ja os
genes BG4 e BG5 tem 38 kDa, sendo que BG4 é expresso
no estigma e no septo do ovario e, possivelmente,
desempenha papel no processo reprodutivo da planta.

Na Figura 2 € demonstrada a estrutura
tridimensional de algumas fB-1,3-glucanases de plantas
superiores, como Hevea brasiliensis (seringueira) em A, B
e C; Hordeum vulgare (cevada) em D, E e F; Musa
acuminata (bananeira) em G, H e I; e, Solanum tuberosum
(batata inglesa) em J, K e L (BRENDA-ENZYMES,
2017).

Sci. Agrar. Parana., Marechal Candido Rondon, v. 17, n. 1, jan./mar., p. 1-13, 2018



R-1,3 glucanases: uma reviso...

5

BERTOLDO, E.; MAZARO, S. M. (2018)

FIGURA 2 - Estruturas tridimensionais de -1,3 glucanases. A, B e C - Hevea brasiliensis (vistas frontal, topo e lateral direita
respectivamente); D, E e F - Hordeum vulgare (vistas frontal, topo e lateral direita respectivamente); G, H e | - Musa
acuminata (vistas frontal, topo e lateral direita respectivamente). Fonte: BRENDA-ENZYMES (2017).

Modo de ag¢do da B-1,3 glucanase como PR-2

A quitinase e a B-1,3 glucanase sdo enzimas
hidroliticas que, na maioria das vezes, atuam em
sinergismo (MAUCH et al., 1988; JONGEDIJK et al.,
1995) hidrolisando a quitina e as f-1,3 glucanas,
respectivamente, da parede celular de fitopatdgenos
(KOMBRINK; SOMSSICH, 1997), por isso optou-se por
ndo dissocia-las completamente nesta revisdo. Elas atuam
ativando a defesa de componentes de sinalizagdo a jusante,
pela  formagdo de  oligossacarideos eliciadores
(KLARZYNSKI et al., 2000; EDREVA, 2004), além de
apresentarem propriedades antimicrobianas. Sua ativagdo €
importante em plantas cultivadas onde variedades
resistentes a patdgenos ndo estdo prontamente disponiveis
(MAUCH et al., 1988).

Em A. thaliana, a expressdo do gene PR-2 (B-1,3
glucanase) é dependente de acido salicilico (AS) (UKNES
et al., 1992) e a expressao do gene de PR-3 depende de
acido jasménico (AJ) (THOMMA et al., 1998), conforme
observa-se na Figura 3.

A maioria dos fungos apresenta parede celular
formada por uma combinag&o dos polissacarideos quitina e
glucana, além de algumas proteinas (Figura 4). A quitina
esta localizada préxima a membrana celular e na
sequéncia, formando uma camada espessa e adjacente as
fibras de quitina, estdo as B-1,3 e B-1,6 glucana (barras
longas e curtas, respectivamente). Tipos especiais de
proteinas, as manoproteinas, estdo distribuidas na parte
mais externa da parede celular (FESEL, 2016).

Como a parte mais externa das hifas contém
grande quantidade de glucana, esta € mais exposta,
facilitando a hidrolise por B-1,3 glucanases da planta
hospedeira, 0 que causa um enfraquecimento da parede
celular, resultando na lise dos fitopatdégenos (GUZZO,
2003). A desconstrucdo dessa estrutura complexa requer
sinergia entre enzimas visando substratos quimicamente
distintos, mas associados fisicamente (BERLEMONT,
2017)
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FIGURA 4 - Visao geral esquematica da composicao da parede celular fngica. Fonte: FESEL (2016).

A quitina é sintetizada através da transferéncia de
residuos de N-acetilglucosamina (Figura 4) a partir de
uridina  difosfato-N-acetilglucosamina  (UDP-GIcNAc,
hexagonos a esquerda) para uma fibra em crescimento que
¢ transportada através da membrana celular através da
quitina sintase transmembrana (esquerda). A 3-1,3 glucana
¢ sintetizada por uma [-1,3-glucana sintase (direita) que
usa difosfato de uridina-N-glicose como doador (UDP-
Glc; hexdgonos a direita) para transferir glicose para a
fibra -1,3 glucana (FESEL, 2016).

As B-1,3-glucanas estruturais da parede celular
fangica atuam como moduladoras do sistema de defesa de
plantas (GRUBER et al., 1990), sendo que os receptores de
membranas nas células vegetais, como a dectina-1, séo
capazes de interagir com as B-1,3-glucanas e desencadear
uma resposta de defesa no organismo hospedeiro. A
dectina-1 ¢ uma proteina transmembrana pertencente a
familia da lectina tipo C. O dominio extracelular desta
glicoproteina, conhecido como CDR, é responsavel pelo
reconhecimento do carboidrato e o dominio citoplasmético

C-terminal contém um motivo de ativagdo baseado em
imunoreceptores da tirosina (ITAM) (FARKAS, 1979;
GRUBER et al., 1990). Ao reconhecer um polimero de f3-
1,3-glucana de fungos, a tirosina do dominio ITAM ¢
fosforilada e recruta a tirosina quinase, iniciando assim a
ativacdo da cascata de sinalizagdo para ativacdo de genes
subsequentes (FARKAS, 1979). A presenga de a-glucana
na parede celular fungica é capaz de bloquear o
reconhecimento de B-glucana flangica pela dectina-1 do
hospedeiro, impedindo a indugdo de genes de resposta
imune de seu hospedeiro e como consequéncia, hd um
aumento na viruléncia do patdgeno (STEINDORFF et al.,
2012).

Atuacdo de p-1,3 glucanases na defesa vegetal

InGmeros estudos tém destacado que a inducéo de
resisténcia € e continuard sendo um método alternativo e
eficaz para o controle de fitopatégenos. Diante dessa
informacdo, nos paragrafos seguintes serdo apresentados
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alguns trabalhos que confirmam a atuagdo das PR
proteinas na defesa vegetal, sobretudo a B-1,3 glucanase.

Dentre os diversos indutores de resisténcia
potencialmente utilizados, o acido salicilico (AS) é um dos
mais estudados pela sua acdo confirmada em diversas
plantas. Em recente estudo promovido Zhang et al. (2016),
verificou-se que a aplicacdo exdgena de AS melhorou a
resisténcia a mancha foliar de glomerella (MFG) causada
por Glomerella cingulata, num cultivar de macd (Malus
domestica Borkh. cv. 'Gala’) altamente suscetivel a esse
patégeno. Os resultados mostraram que o pré-tratamento
com AS induziu forte resisténcia contra MFG em folhas de
macd 'Gala', com reducéo significativa no nimero de
lesbes e no indice de doengas. Paralelamente, o AS
aumentou a atividade de diversas enzimas, entre elas a
B-1,3-glucanase. Esses resultados destacam o papel dos
indutores de resisténcia na sobrerregulagdo da expressdo
dos genes de PR proteinas como uma alternativa para o
controle de doencas em plantas.

Mahesh et al. (2017) também utilizaram AS como
indutor de resisténcia. Eles trataram sementes de berinjela
(Solanum melongena L.) com o eliciador com objetivo de
controlar a infec¢do (murcha-de-verticilio) causada pelo
fungo Verticillium dahliae Kleb. O tratamento resultou na
reducdo significativa na incidéncia da doenga (39,25%) e
demonstrou o envolvimento de alguns genes de defesa,
entre eles aquele que expressa B-1,3-glucanase.

Belete e Boyraz (2017) estudaram diversos
aspectos da sarna da macd, provocada por Venturia
inaequalis, e investigaram alguns  mecanismos
bioquimicos de defesa (pré e pdés-infeccionais) em duas
cultivares (cv.), uma resistente (‘Remo’) e outra suscetivel
(‘Elstar’). Eles avaliaram as concentracdes de PR
proteinas, dentre as quais a B-1,3-glucanase (PR-2). Antes
da infeccdo por V. inaequalis as concentragcdes de PR-2
eram maiores na cultivar resistente. Ap6s a infeccdo, a
concentragdo da enzima da cv. suscetivel tornou-se
semelhante a da cultivar resistente, 0 que sugere uma
acumulacdo constitutiva desta PR proteina apenas na
cultivar resistente, necessitando ser induzida na cv.
suscetivel, o que comprova a importancia da indugdo de
resisténcia em plantas.

O efeito de aplicagbes de jasmonato de metilo
(MeJA) e quitosana em pré-colheita de morangos
(Fragaria chiloensis) foi avaliada por Saavedra et al.
(2017). As aplicagdes foram realizadas em diferentes
fases: floragdo, desenvolvimento dos frutos e
amadurecimento. Dezoito dias apds a primeira aplicacéo,
os frutos foram colhidos e inoculados com esporos de
Botrytis cinerea, agente etiolégico do mofo cinzento. As
avaliacbes pds-colheita foram feitas nos tempos 0, 2, 24,
48 e 72 horas ap6s a inoculagdo (hai). Foi avaliada a
expressdo de genes que codificam para as PR proteinas
relacionadas com a patogénese - B-1,3-glucanases (gene
FcBG2-1, FcBG2-2 e FcBG2-3) e quitinases (FCCHI2-2 e
FcCHI3-1) - e genes para inibir a poligalacturonase
(FcPGIP1 e FcPGIP2). Notavelmente, frutas tratadas com
MeJA e quitosana exibiram uma menor incidéncia da
infeccdo B. cinerea do que o controle tratado. Ao nivel
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molecular, ambos foram eficientes eliciadores uma vez que
se observou uma regulacdo positiva na expressdo da
maioria dos genes.

A utilizacdo de luz UVC (ultravioleta curta - 280
a 100 nm) tem sido relatada na literatura como uma nova
estratégica para reduzir danos no armazenamento pos-
colheita de frutas, verduras e tubérculos, ndo apenas por
destruir microrganismos diretamente, mas por induzir
genes de defesa contra agentes patogénicos (STEVENS et
al., 1998; LIU et al., 2011). Jin et al. (2017) avaliaram o
efeito da UVC em pds-colheita de morangos contra 0 mofo
cinzento causado por Botrytis cinerea. Os resultados
mostraram que o tratamento, além de reduzir efetivamente
o didmetro das lesfes, aumentou a expressdo de genes e a
atividade de diversas enzimas relacionadas a defesa
vegetal, como a B-1,3-glucanase.

Kang et al. (2017) utilizaram extrato aquoso a
base de substrato residual do cultivo de cogumelos
Lentinula edodes para induzir respostas de defesa em
plantas de pimentdo, contra a ferrugem da pimenta,
causada por Phytophthora capsici. O tratamento suprimiu
a doenca em 65% e promoveu o crescimento da planta em
30% comparado ao controle. A analise da expressdo
génica por PCR em tempo real revelou que a expressdo de
genes relacionados & defesa vegetal, dentre eles CaBGLU
(B-1,3 glucanase) foram significativamente refor¢ados nas
plantas tratadas em comparacéo ao controle.

Kadoo e Badere (2017) estudaram o uso de
extratos vegetais para induzir enzimas de defesa em pepino
e pimentdo. Observaram que, dentre os diversos extratos
utilizados, aqueles de Azadirachta indica (nim) e de
Cleistanthus collinus foram muito eficazes na ativacao de
quitinase e B-1,3 glucanase, induzindo a resisténcia
sistémica das plantas estudadas. A analise fitoquimica dos
extratos revelou grandes quantidades de compostos
fenolicos, principalmente flavondides, sobretudo em C.
collinus, aos quais foi atribuida a capacidade de ativar
essas PR proteinas.

Madhupani e Adikaram (2017) utilizaram
controle biolégico para tratar a podriddo peduncular de
abacates (Persea americana Mill.). A doenca é causada
predominantemente  por Lasiodiplodia theobromae,
resultando em grandes perdas pés-colheita. A utilizagdo do
fungo Aureobasidium pullulans (antagonista) retardou a
incidéncia da doenca em dois dias, em comparagdo aos
controles. Foram feitas analises das atividades enzimaticas
nos frutos em diferentes tempos e verificou-se alta
atividade de quitinase e -1,3-glucanase, especialmente em
48 e 96 hai, concluindo que o efeito combinado da
atividade de quitinase e [-1,3-glucanase, associado ao
controle bioldgico direto durante o amadurecimento,
seriam a base para retardar a incidéncia da doenca.

Chaibub et al. (2016) também fizeram uso do
controle bioldgico como método alternativo de controle de
doencas. O objetivo foi estudar a brunose do arroz
(Magnaporthe oryzae) com uso do fungo antagonista
Cladosporium sp. Eles obtiveram resultados de acéo direta
sobre o fungo patogénico e inducdo de resisténcia através
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da ativacdo de enzimas de defesa, entre as quais a B-1,3
glucanase, com supressao da doenca em torno de 80%.

Glowacz et al. (2017) submeteram frutos de
abacate (Persea americana Mill.) var. ‘Hass’ a exposi¢do
de vapores de jasmonato de metila (MeJA) e salicilato de
metila (MESA) como alternativa ao uso de fungicidas no
controle poés-colheita de antracnose (Colletotrichum
gloeosporioides). A incidéncia de antracnose foi
significantemente reduzida nos frutos tratados com MeJA
ou MESA. Os resultados obtidos destacam o fato de que o
aumento da atividade de quitinase, B-1,3glucanase e FAL
(fenilalanina amonia-liase) estfo envolvidos no aumento
da resisténcia do abacate a C. gloeosporioides, por meio de
exposicdo a vapores de MeJA ou MESA. Portanto, a
exposicdo dos frutos a vapores de MeJA ou MESA antes
do armazenamento a frio € uma alternativa promissora em
substituicdo a fungicidas comerciais.

Ramkissoon et al. (2017) avaliaram o potencial
fitoeliciador de extratos de algas (Ulva lactuca, Sargassum
filipendula e Gelidium serrulatum) na supressdo de
infecgBes patogénicas (Alternaria solani e Xanthomonas
campestris pv vesicatoria) em plantas de tomate. Todos 0s
extratos testados foram capazes de limitar as infeccOes
provocadas por A. solani e X. vesicatoria em diferentes
graus, embora o extrato da alga vermelha G. serrulatum
tenha demonstrado o melhor desempenho. Esse melhor
desempenho pode ser correlacionado a maior atividade de
B-1,3 glucanase e quitinase nas plantas tratadas com G.
serrulatum.

Chandrasekaran e Chun (2016) estudaram a
podriddo mole em tomates (Solanum lycopersicum)
tratados com Bacillus subtilis e infectados pela bactéria
Erwinia carotovora subsp. carotovora. Foi constatada
redugdo da podriddo mole em 36%, sendo atribuida ao
aumento da atividade das enzimas p-1,3 glucanase e FAL,
ambas relacionadas a defesa vegetal.

Morav¢ikova et al. (2016) investigaram a enzima
B-1,3 glucanase em termos qualitativos e quantitativos em
diferentes gendtipos de trigo (diploides, tetraploides e
hexapldides) a fim de verificar se havia diferencas na
expressdao da enzima em detrimento das diferentes
ploidias, porém nédo encontraram diferencas significativas.

Gharbi et al. (2017) estudaram fatores fisiolégicos
e bioguimicos envolvidos na resisténcia de duas cultivares
de oliveiras (Olea europaea), uma resistente e outra
suscetivel ao fungo Verticillium dahliae. Dentre os fatores
estudados, estava 0 monitoramento dos niveis de expresséo
dos genes da quitinase e da [-1,3-glucanase, 0s quais
indicaram que o sinergismo destas enzimas esta fortemente
correlacionado com a resisténcia a V. dahliae. Isso
demonstra, de acordo com Funnell et al. (2004), que estas
enzimas sdo componentes cruciais da resisténcia de plantas
as doencas por fatores bidticos.

CONCLUSOES

N&o ha& ddvidas quanto a atuacdo das enzimas
hidroliticas na defesa vegetal, especialmente das B-1,3
glucanases, fato este destacado nesta reviséo bibliogréfica.
A indugdo de resisténcia é um método alternativo e rapido
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que promove a resisténcia a uma série de doencas, através
da expressdo de varios genes de defesa vegetal, entre os
quais aqueles que expressam a enzima B-1,3 glucanase. O
método pode ser utilizado em diversas culturas,
principalmente naquelas onde ndo ha& organismos
naturalmente  resistentes. No  entanto,  questfes
permanecem, como o0 estudo de novos e eficientes
indutores de resisténcia, 0s quais sejam capazes de ampliar
a protecdo dos vegetais contra o ataque de fitopatdgenos.
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