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RESUMO

A parede celular vegetal confere a célula vegetal suporte estrutural, prote¢cdo contra
patdgenos e fit6fagos. Dentre os polissacarideos da parede celular vegetal séo
inclusas as substancias pécticas, as quais sdo compostas por residuos de acido
galacturénico, parcialmente esterificados, ligados em série via ligacdes glicosidicas a-
1,4. As substancias pécticas sdo o maior componente da lamela média e séo
naturalmente degradadas pela acdo enzimatica das pectinases. A Pectina
metilesterase (PME) catalisa a remocdo dos grupos metil-ester, e a Endo-
Poligalacturonase (Endo-PG) promove a reacdo de hidrolise aleatéria das ligagdes a-
1,4. Essas enzimas sao comumente sintetizadas por micro-organismos fitopatégenos
para invasdo ao hospedeiro ou pelas proprias plantas para modelamento da parede
celular vegetal. Na agricultura, uma das mais importantes espécies pragas da familia
Curculionidae (Coleoptera: Curculionidae) é o Sphenophorus levis, o bicudo da cana-
de-agucar. As larvas deste inseto penetram no rizoma e constroem galerias ao longo
do colmo, causando queda na produtividade ou até mesmo a morte da planta.
Grandes danos na cultura como esses sdo significativos nos custos de produtos
derivados da cana-de-agucar. Considerando o impacto dessa praga na cultura e a
auséncia de eficientes métodos de controle, novas estratégias ainda sdo necessarias
no combate a praga. A analise de uma biblioteca de cDNA de larvas do inseto S. levis
mostrou a presenca de genes codificantes para uma PME e uma Endo-PG, os quais
nomeamos de SI-PME e SI-EndoPG respectivamente. Devido a importancia nos
estudos de insetos pragas e a extensa aplicacdo das pectinases em diversos campos
industriais, foi promovida a caracterizagdo das sequéncias gendmicas codificantes
para as pectinases de S. levis (Sl-Pectinases). Também foi realizada a producéo e
caracterizacdo de uma SI-PME e uma SI-EndoPG recombinantes, expressas em
sistema heterélogo. Além disso, foram conduzidas andlises de expressado génica por
gRT-PCR em diferentes estagios de desenvolvimento e diferentes tecidos; e estudos
filogenéticos entre as Sl-Pectinases e outras pectinases de diferentes reinos. As
sequéncias das Sl-Pectinases identificadas apresentaram maior similaridade com
genes homologos de insetos depositados no GenBank, principalmente como o
Sitophilus oryzae. A analise filogenética indicou que o grupo dos insetos é mais
correlacionado com o grupo das bactérias e com o grupo de fungos, respectivamente
para as sequéncias PMEs e Endo-PGs. As sequéncias gendmicas das pectinases
revelaram dois introns para SI-EndoPG com 53 e 166 pb, mas nenhum para o gene Sl-
PME. Ambas as SlI-Pectinases Recombinantes apresentaram atividade catalitica. A SI-
EndoPG recombinante mostrou maior atividade em pH 5,06 + 0,27 e 49,74 + 2,49 °C,
mas baixa termoestabilidade. Para o substrato acido poligalacturdnico ndo metilado, a
enzima revelou Km = 3,88 mg.mL™, Vmax = 21.96 uM.s™ e Kcat = 3.137 s, para o
substrato pectina de citrus parcialmente metilada, a enzima apresentou Km = 4,98
mg.mL?, Vmax = 17,19 pM.s™ e Kcat = 2.456 s™. Os resultados da anélise de
expressao sugerem que as pectinases de S. levis sdo enzimas digestivas atuantes no
intestino médio. Este trabalho representa as primeiras pectinases de inseto produzidas
em sistema heterdlogo de Pichia pastoris e caracterizadas quanto a condi¢cdes 6timas
de atividade, termoestabilidade e parametros cinéticos.

Palavras-chave: Caracterizagdo de enzimas recombinantes; Identificac&o de introns,

Correlacdes filogenéticas; Papel fisioldgico; SI-Pectinases; Sphenophorus levis.



ABSTRACT

Plant cell wall confers to the cell plant, structural support as well as protection
against pathogens and phytophagous. Among the cell wall polysaccharides includes
pectic substances, which are composed of partially methyl-esterified galacturonic acid
residues linked by a-1,4 glycosidic bonds. These enzymes are often synthesized by
phytophatogenic micro-organisms for invasion of host plant or by own plant for
modeling plant cell wall. The pectic substances are the major component of middle
lamella and are natural degraded by pectinases action. Pectin methylesterase (PME)
catalysis removes methyl-ester groups, and the Endo-polygalacturonase (Endo-PG)
promoves the randomly hydrolysis reaction of a-1,4 bonds. One of the most importante
agricultural pest species of the family Curculionidae (Coleoptera: Curculionidae) is
Sphenophorus levis, the sugarcane weevil. The larvae of this insect penetrate into the
rhizome and build galleries in the stem, decreasing productivity and causing the death
of the plant. Large damages to the crop like that are significant in the costs of products
derived from sugarcane. Considering the impact of this pest in the sugarcane crop and
the absence of efficient method for control, new strategies for controlling are still
necessary. The analysis of the cDNA library of S. levis larvaes shows the presence of
one PME and one Endo-PG genes that we called SI-PME and SI-EndoPG respectively.
Considering the importance of studies of insect pests and the extensively use of theses
pectinases in different industry fields, we performed the characterization of genomic
sequences coding for S. levis pectinases (Sl-Pectinases). It was also carried out the
production and characterization of a SI-PME and a SI-EndoPG recombinant, expressed
in heterologous system. We also accomplished analysis of gene expression by qRT-
PCR in different stages of development as well as different tissues, and phylogenetic
studies between Sl-Pectinases and other pectinases from different kingdoms. The SI-
Pectinases sequences identified, show more similar to homologous insect genes
deposited in the GenBank, especially with Sitophilus oryzae. The phylogenetic analysis
indicates that the insect group is more correlated with bacteria group and fungi group
respectively to PMEs and EndoPGs sequences. Pectinases genomic sequences
revealed two introns for SI-EndoPG gene with 53 and 166 bp, but no one for SI-PME
gene. Both of Sl-Pectinases Recombinant showed catalytic activity. The recombinant
SI-EndoPG shows optimal activity at pH 5,06 + 0,27 and 49,74 + 2,49 °C, but extremely
low thermostability. For the polygalacturonic acid no-methylated as substract, the
enzyme revealed Km = 3,88 mg.mL™, Vmax = 21.96 pM.s™ e Kcat = 3.137 s™; for the
citrus pectin partially methylated as substract, the enzyme presented Km = 4,98
mg.mL™?, Vmax = 17,19 uM.s* e Kcat = 2.456 s™. Results in expression analysis
suggest that S. levis pectinases have a digestive enzymes role, actting on the midgut.
The present work represents the first pectinases of insect produced in Pichia pastoris
heterologous system and characterized as optimal conditions of activity, thermostability
and kinetic parameters.

Key words: Recombinat enzymes characterization; Introns identification; Phylogenetic

correlations; Physiological role; SI-Pectinases; Sphenophorus levis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Parede celular vegetal

A parede celular vegetal é responsavel pelo quadro estrutural basico da célula
vegetal, definindo o formato e tamanho das células e tecidos (YORK; DARVILL et al.,
1986). A parede também atua na protecéo contra desitratacdo, acumulo excessivo de
agua, chogues mecéanicos e invasores. Essa estrutura € considerada a primeira
barreira fisica contra micro-organismos fitopatégenos e insetos fitofagos (PRESTON,

1974).

A parede celular vegetal € classificada em parede celular primaria e secundaria
de acordo com sua composigdo quimica e localizacdo em relacdo a membrana
plasmética (Figura 1) (YORK; DARVILL et al., 1986). Essa estrutura é altamente
organizada e contem diversos polissacarideos, proteinas e substancias aromaticas
(CARPITA; TIERNEY et al., 2001). Os componentes mais abundantes dessa estrutura

sao celulose, hemicelulose, liginina e pectina (PRESTON, 1974).

Célula Vegetal

Parede
Secundaria

Parede
Primaria

Lamela Média

Figura 1. Parede celular vegetal. A figura destaca a classificagdo das estruturas que
compdem a parede celular de acordo com o0 posicionamento destas em relacdo a membrana
plasmatica. Modificado de J.F. Young, et al., (1998).
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1.2 Pectina

A pectina € um polissacarideo heteromolecular, constituido de uma longa cadeia
principal, a qual é associada a acUcares secundarios como arabinose, ramnose,
xilose, apiose e fucose (ALKORTA; GARBISU et al. 1998; GUMMADI; PANDA, 2003).
A cadeia principal é formada por inameros residuos de acido galacturénico ligados em
série via ligagdes a-1,4 (Figura 2). Essa estrutura é parcialmente esterificada por
grupos metil éster ligados em alguns desses monémeros (TEWARI; KASHYAP et al.,
2001; GUMMADI; PANDA, 2003).

Os acucares secundarios, quando associados a cadeia principal, geram cadeias
laterais. As regifes da pectina que apresentam essas ramificagfes sdo denominadas
como regibes peludas (“hairly”). Entretanto a cadeia principal é predominantemente
composta pelas regides lisas (“smooth”), as quais sado lineares ou com poucas
ramificagdes de menor tamanho (DE VRIES; VORAGEN et al., 1986).

HO-_H
H - O\\ H
A X—on ﬁ*x \Lo
It UDC#\ /1 O(H 00C f()H

< H N {

TIO’ H

Figura 2. Cadeia principal do polimero péctico. O esqueleto da cadeia é constituido de
inimeros mondmeros de a-acido galacturbnico parcialmente esterificadas por grupos metil
(ALKORTA; GARBISU et al., 1998).

As substancias pécticas presentes na parede celular sdo uma mistura de
protopectina, acido pectinico e acido péctico. A protopectina é a forma que esta
associada aos demais polissacarideos estruturais da parede celular (celulose e
hemicelulose) e a fons Ca*® (MARTINS, 2006). O &cido pectinico define a cadeia
parcialmente esterificada, diferindo do acido péctico, cuja cadeia é isenta de qualquer
esterificacdo. O termo genérico pectina é usado para misturas de substancias pécticas
em que o acido pectinico € o componente em maior propor¢cao (MARTINS, 2006).

Ao contrario das proteinas, lipideos e acidos nucléicos, a cadeia péctica ndo possui
tamanho definido, apresentando massa molecular de 25 a 360 kDa (SAKAI;
SAKAMOTO et al., 1993). Devido a suas propriedades heteromoleculares, a pectina

assume importante papel na constituicdo da célula vegetal (PAIVA, EMANUELA et al.,

19



2009). Apresenta-se como um dos principais componentes formadores da parede
celular primaria chegando a ser o constituinte predominante da lamela média
(ALKORTA; GARBISU et al., 1998) (Figura 3). Desse modo, a pectina esta
intimamente relacionada com a protecédo celular e manutencdo da estrutura vegetal.
Portanto, grandes alteracdes na célula vegetal ocorrem quando as substancias
pécticas sdo degradadas, o que ocorre naturalmente por acdo enzimética das
pectinases.

Lignina

Hemicelulose
Celulose

Lamela média

Parede primdria

Parede secunddria

Membrana

plasmatica Membrana plasmatica

Hemicelulose

Figura 3. Composicdo da parede vegetal. Disposi¢cdo dos principais componentes da parede
celular vegetal ao longo da sua estrutura. A pectina aumenta sua concentracdo a medida que
se distancia da membrana plasmatica. Modificado de Martins et al., 2006.

1.3 Pectinases

7

A pectina é usada na industria de alimentos principalmente como agentes
geleificantes e como fibras nutricionais. Todavia, sua presenca representa um grande
empecilho em etapas criticas de muitos processos industriais, pois promove turbidez
do meio e incrustacdes nos reatores (SANTOS, 2007). Deste modo, a aplicacdo das
enzimas pectinoliticas nessas etapas criticas se apresenta como uma estratégia de
alta eficiéncia para minimizar estes problemas.

O uso das pectinases na induastria iniciou-se por volta de 1930 nas preparacdes
de vinhos e sucos de frutas (KASHYAP; CHANDRA et al., 2000). A partir de 1960,
apos maior elucidacdo sobre a natureza quimica dos tecidos vegetais, essas enzimas
foram utilizadas com maior eficacia (KASHYAP; CHANDRA et al., 2000). Nas duas

tltimas décadas, o uso de enzimas de degradacéo de parede celular vegetal (EDPCV)
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tem aumentado consideravelmente, com grande enfoque nas industrias de alimentos,
téxtil e de papel e celulose (BHAT, 2000). Atualmente, as enzimas pectinoliticas tém
vasta aplicacdo industrial em diversos setores, tais como: amadurecimento artificial de
frutas; clarificacdo e reducédo de viscosidade em sucos de frutas; tratamento preliminar
do suco de uva para industrias vinicolas; extracdo de polpa de tomate; fermentagéo de
cha e chocolate; tratamento de residuos vegetais; degomagem de fibras na industria
téxtil e de papel; nutricio animal; enriquecimento protéico de alimentos infantis e
extracdo de Oleos vegetais (UENOJO; PASTORE et al, 2007). Em 2005, as
pectinases correspondiam aproximadamente 25% do mercado mundial de enzimas,
representando um valor de vendas em torno de US$ 2 bilhdes (UENOJO; PASTORE
et al., 2007).

As pectinases sao enzimas capazes de atuar sobre substancias pécticas
alterando sua estrutura e composicao. Essas enzimas sdo geralmente sintetizadas por
bactérias, leveduras, fungos filamentosos e plantas em geral (GONZALEZ; LEMKE,
2010). As pectinases vegetais estdo relacionadas com mudancgas ocorrentes ao longo
da expansao celular e fundamentalmente no crescimento e amadurecimento dos frutos
(GAINVORS et al., 1994; DA SILVA et al., 2005). As pectinases de micro-organismos
estdo relacionadas com processos de infeccdo e podem definir seu potencial de
patogenicidade (ROGERS; KIM et al., 2000).

A classificacdo destas enzimas € baseada no mecanismo de ataque ao
polimero péctico, compreendendo trés classes distintas: protopectinases (PPases),
esterases e despolimerases (Figura 4) (JAYANI; SAXENA et al., 2005). As PPases
catalisam a dissociacdo do polimero com a celulose, hemicelulose e Ca*, dessa
maneira essas enzimas solubilizam protopectina em acido pectinico (SAKAI;
SAKAMOTO et al.,, 1993). As esterases tém acdo desesterificante, ou seja, sdo
responsaveis por remover 0s grupos metil ester ligados aos mondmeros de &cido
galacturdnico. As despolimerases, por sua vez, promovem a hidrélise das ligacdes
glicosidicas a-1,4 entre os mondmeros da cadeia (SAKAI; SAKAMOTO et al., 1993).
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Figura 4. Agdo das diferentes pectinases sobre as substancias pécticas. As PPases-B
agem sobre a protopectina desassociando-a dos demais componentes da parede celular. As
PPases-A agem sobre a protopectina desassociando-a dos ions Ca* e convertendo-a em
pectina propriamente dita. A PME catalisa a desesterificacdo da cadeia retirando os
grupamentos metil. As despolimerases Endo-PG e Exo-PG rompem as ligacdes glicosidicas
gerando mondémeros de aglcar. Modificado de Martins et al., (2006).

1.4 Pectina metilesterase

A pectina metilesterase (PME) (E.C 3.1.1.11) catalisa a hidrélise dos grupos
metil éster da cadeia principal, liberando metanol, H;O" e convertendo o &cido
pectinico em &cido péctico (Figura 4) (GUMMADI; PANDA et al., 2003). Ela age
preferencialmente sobre o grupo metil da unidade galacturbnica proxima a uma
unidade nao esterificada (KASHYAP; VOHRA et al., 2001). Esse tipo de enzima esta
presente em praticamente todas as preparacfes enzimaticas comerciais para
protecdo, melhoramento da textura, firmeza de frutas e vegetais processados, assim
como na extracdo e clarificacdo de sucos de frutas. Ela pode estar envolvida em
mudancas das substancias pécticas durante amadurecimento, estocagem e
processamento de frutas e vegetais (ALKORTA, GARBISU et al., 1998).
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1.5 Poligalacturonase

Dentre as despolimerases estdo as polygalacturonases (PG), as quais sdo sub
classificadas em Endo-Poligacturonase (Endo-PG) (E.C 3.2.1.15) ou em EXxo-
Poligalacturonase (Exo-PG) (E.C 3.2.1.67) de acordo com seu modo de acdo sobre o
acido poligalacturbnico (SAKAI; SAKAMOTO et al., 1993). A Endo-PG
preferencialmente rompe as ligacdes glicosidicas internas da cadeia de modo
randémico, enquanto a Exo-PG age sequéncialmente sobre os mondémeros terminais
da cadeia (Figura 4) (UENOJO; PASTORE et al., 2007). As PGs tém maior atividade
sobre o substrato ndo esterificado (CRELIER; ROBERT et al., 2001). De fato, em
substratos com alto grau de esterificacéo, as PGs apresentam-se inativas. Deste modo
sugere-se a hipétese que a atividade da PME preceda a atividade da PG, uma vez que
a PME atua na desesterificacdo da pectina e que a PG tem maior afinidade pelo
substrato linear isento de grupos metilicos (CRELIER; ROBERT et al., 2001). O fato da
atividade da PME ser maior em graos verdes, diminuindo a medida que o grao
amadurece e que o inverso ocorre quanto a atividade da PG, corrobora com a
hipotese sugerida (ANTUNES; GONCALVES et al. 2006).

1.6 Sphenophorus levis

O coledptero Sphenophorus levis, pertencente a familia Curculionidae (VAURIE,
1978), sendo popularmente conhecido como “bicudo da cana-de-agucar”. Este inseto
representa uma importante praga dos canaviais do estado de S&o Paulo e de uma
regido de Minas Gerais (GALLO et al., 2002). O genéro Sphenophorus abrange uma
gama de espécies pragas de culturas de importdncia econémica do grupo das
graminias. Esse género tem representantes em varios continentes e diversos paises,
sendo 64 identificadas no EUA e 14 descritas no Brasil (REVISTA CULTIVAR, 2005).

A importancia do S. levis como praga da cana-de-acucar no Brasil tornou-se
conhecida a partir de 1977, sendo que em 1989 sua ocorréncia foi detectada em 14
municipios na regido de Piracicaba causando a morte de 50 a 60% dos perfilhos ainda
na fase de cana-planta (Figura 5) (ALMEIDA, 2005). O S. levis tem sido encontrado
em mais de 40 municipios, incluindo as regides: Central (Araraquara, Sao Carlos, Jadu,
etc.); Sul (Assis, Ourinhos); Nordeste (Pradopolis) e Leste (Leme, Pirassununga,
Araras, S&0 Jodo da Boa Vista, Santa Cruz das Palmeiras), ou seja, em quase todas
as regides de cultivo de cana-de-agucar do estado de S&o Paulo. Sua disseminagéo

deve-se principalmente ao transporte de mudas infestadas de uma regido para outra,
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visto que o inseto possui limitada capacidade de voo e consequentemente uma baixa
taxa de disperséo natural (DEGASPARI et al., 1987).

Figura 5. Areas infestada por S. levis. A imagem a esquerda mostra os perfilhos n&o-
desenvolvidos afetados com o ataque do inseto praga S. levis. A imagem a direita mostra uma
area de plantio de cana-de-agucar, onde as touceiras foram retiradas na tentativa de controle
desta praga. As imagens foram obtidas em uma usina de acglcar e alcool da regido de Ribeirdo
Preto — SP. Dados nao publicados (Fonte: Laboratério de Biologia Molecular Dep. Genética e
Evolucéo).

O inseto adulto (Figura 6) mede cerca de 15 mm e apresenta cabeca alongada,
antenas clavadas e conspicuamente geniculadas, corpo compacto de tegumento
bastante endurecido e aparelho bucal comprido em forma de rostro, caracteristica
responsavel pelo nome popular de “bicudo” aos insetos dessa familia. As larvas sao

brancas, enrugadas, sem patas e cabeca de coloracdo vermelho castanho (Figura 6B).

Figura 6. Fases do desenvolvimento do S. levis. A- Ovos; B- Larva de aproximadamente 30
dias de idade; C- Pupa; D- Inseto adulto. Dados nédo publicados (Fonte: FONSECA, 2012;
Laboratério de Biologia Molecular Dep. Genética e Evolucao).
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A fémea adulta utiliza da mandibula para abrir pequenos orificios na base do
colmo onde deposita 0s ovos, 0s quais apos eclodirem liberam as larvas (GIRON-
PEREZ; NAKANO et al., 2009). E durante a fase larval que este inseto causa maiores
danos a cultura. As larvas atacam o interior do rizoma, abrindo galerias na base da
brotacdo (Figura 7), gerando graves danos a planta e em alguns casos, até a sua
morte (PRECETI & ARRIGONI, 1990). Os prejuizos econdmicos causados pela agédo
da larva resumem em reducdo da produtividade e longevidade do canavial (PRECETI
& TERAN, 1983).

Os adultos e as larvas apresentam dois picos populacionais durante o ano. Em
fase adulta, o inseto tem maior intensidade populacional entre fevereiro e margo e um
menor pico entre outubro dezembro. As larvas tem maior pico entre junho e julho e
menor pico em dezembro. Os picos populacionais das pupas sao entre dezembro e
janeiro e entre agosto e setembro (PRECETTI; ARRIGONI, 1990).

O combate a larva deste cole6ptero atualmente é realizado por meio de iscas
toxicas, rotagdo de cultura, controle biologico por uso de nematoides, inseticidas ou a
remocgdo das soqueiras contaminadas. Entretanto, nenhuma destas alternativas tém
se mostrado eficazes e de baixo custo, ressaltando a importancia da continuidade de

pesquisas ha busca de novas estratégias mais eficientes no controle desta praga.

Figura 7. Ataque do S. levis a cana-de-aglcar. A- Insetos adultos se alimentando do caldo
do colmo; B- larva se alimentando e abrindo galerias no colmo de maneira a abrir galerias
neste; C- perfilho morto devido ao ataque das larvas; D- larva encontrada em um dos perfilhos
de uma area infestada. Dados ndo publicados (Fonte: FONSECA, 2012; Laboratério de
Biologia Molecular Dep. Genética e Evolugao).

25



Assim, com o intuito de se gerar maior conhecimento sobre esta praga e
promover subsidios para o desenvolvimento de novas estratégias de controle, foi
construido recentemente em nosso laborat6rio, uma biblioteca de cDNA do S. levis. A
biblioteca foi construida a partir do RNA mensageiro total extraido de larvas do inseto.
Deste modo muitos dados referentes ao perfil digestivo do inseto foram obtidos e

consequentemente uma visdo mais clara da interface entre inseto e ambiente.

1.7 Ocorréncia das Pectinases em S. levis

Em analises in silico da biblioteca de cDNA do S. levis 3.804 ESTs foram
gerados, dentre os quais foram identificadas cinco sequéncias para PME gerando um
cluster e duas sequéncias gerando dois singlets para Endo-PG. Portanto, as
pectinases identificadas foram nomeadas de Sl-Pectinases, sendo SI-PME e SI-
EndoPG respectivamente para as enzimas PME e ENDO-PG (FONSECA, 2012).

As EDPCV, incluindo as pectinases, tém sido extensamente estudadas em
plantas, bactérias e fungos (SHEN; DENTON et al., 2003; PAUCHET; WILKINSON et
al., 2010). Essas enzimas constituem um arsenal que podem determinar o potencial
patogénico do organismo invasor (ROGERS; KIM et al., 2000). Entretanto, recentes
estudos tém mostrado fortes indicios de que invertebrados fitéfagos, incluindo insetos
pragas, também sdo capazes de sintetizar essas enzimas através de genes
enddgenos.

O primeiro relato sobre EDPCV do reino animal foi uma celulase (glicosil
hidrolase da familia 1V) identificada no genoma do cupim Reticulitermes speratus
(WATANABE; NODA et al., 1998). A primeira pectinase (pectato liase) do reino animal
descrita foi identificada na bilblioteca de cDNA do nematdide Globodera rostochiensis
(POPEIJUS; OVERMARS et al., 2000) e logo ap6s uma Exo-PG foi identificada em
outro nematéide, Meloidogyne incognita (JAUBERT; LAFFAIRE et al., 2002).
Marcando como as primeiras pectinases descritas em insetos estdo uma PME e uma
Endo-PG de Sitophilus oryzae (SHEN; DENTON et al., 2003; SHEN; PAPPAN et al.,
2005). Esse inseto praga, popularmente conhecido como “Bicudo do arroz”, é também

um coledptero da familia Curculionidae, muito semelhante ao S.levis (Figura 8).
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FIGURA 8. Sphenophorus levis e Sitophilus oryzae. A imagem a esquerda mostra o
coledptero S. levis; dados ndo publicados (Fonte: FONSECA, 2012; Laboratério de Biologia
Molecular Dep. Genética e Evolucao). A imagem a direita mostra o coledptero S. oryzae;
modificado de Joseph Berger (2009).

Além dos referidos trabalhos, diversos outros surgiram apontando indicios de
celulases e pectinases em insetos pragas de cultivares de importancia econémica
(GIRARD; JOUANIN, 1999; WATANABE; TOKUDA, 2001; ALLEN; MERTENS, 2008),
inclusive um trabalho realizado por Pauchet e colaboradores, em que se construiu
bibliotecas de cDNA de varias espécies das familias Chrysomeloidea e Curculionidae
(PAUCHET; WILKINSON et al.,, 2010). Os representantes destas familias sao
considerados eficientes herbivoros. Neste trabalho um arsenal de EDPCV diferente
para cada espécie foi descrito, mostrando uma nova fonte para bioprospecc¢éo dessas
enzimas que atualmente tém alto valor comercial, além de enfatizar a importancia do
estudo das EDPCV em outras espécies ainda néo descritas, como o S. levis.

Muita pesquisa relacionada a EDPCV de animais vem surgindo e a cada vez ha
mais evidéncias de que estes organismos possuem 0S respectivos genes em seu
genoma. Todavia, ha sempre a duvida de que esses genes sejam de micro-
organismos, potencialmente produtores de EDPCV, presentes no trato intestinal

desses animais.
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1.8 Microbiota intestinal

No trato intestinal de insetos ha uma ampla diversidade de micro-organismos
que constituem a microbiota intestinal e que podem exercer importante papel no
processo de digestdo e detoxificacdo (DILLON; DILLON, 2004). A microbiota intestinal
pode estar diretamente relacionada a nutricdo, podendo conferir ao inseto a habilidade
de sobreviver em condicbes de dietas adversas, aumentarem a sua eficiéncia
digestiva, o abastecimento de vitaminas e a aquisi¢cdo de enzimas digestivas (DILLON;
DILLON, 2004).

Alguns micro-organismos associados ao trato intestinal de diversas espécies de
cupins sdo indispensaveis a sobrevivéncia desses insetos por serem fontes esséncias
de enzimas que degradam celulose e lignina, fornecendo a seus hospedeiros glicose e
acidos graxos que sao essenciais como fontes de energia (BREZNAK; BRUNE, 1994).
A eliminacdo de simbiontes intracelulares (Buchnera) em afideos afeta diretamente a
nutricdo e a fisiologia do inseto, causando reducdo no seu desenvolvimento e faléncia
reprodutiva (DOUGLAS; MINTON et al.,, 2001). Além disso, os proprios micro-
organismos podem ser utilizados como recurso energético pelo hospedeiro
(BREZNAK; BRUNE, 1994).

Estudos realizados sobre a diversidade microbiana presente no trato intestinal de
larvas de S. levis revelaram bactérias e fungos filamentosos capazes de degradar
celulose e hemicelulose (RINK; SOARES-COSTA et al., 2011). Tendo em vista que o
bagaco de cana-de-acgucar, ingerido pelas larvas deste inseto, € uma dieta rica em
celulose, hemicelulose, lignina e outros componentes da parede celular vegetal,
acredita-se que esses micro-organismos desempenham um papel crucial na digestao
e desenvolvimento do S. levis (RINK; SOARES-COSTA et al., 2011).

28



2. OBJETIVOS

Considerando a importancia nos estudos relacionados a EDPCV de insetos
pragas e a extensa aplicacdo das pectinases em diferentes setores da industria, o
presente projeto teve como objetivos gerais: investigar a ocorréncia dos genes
codificantes para SI-PME e SI-EndoPG no inseto S. levis, investigar o papel dessas
enzimas na fisiologia do inseto e produzir as enzimas na forma recombinante, seguida
da caracterizacdo enzimatica de ambas. Para tanto, a partir da biblioteca de cDNA de

S. levis mencionada, pretendeu-se atingir os seguintes objetivos especificos:

Producéo e caracterizacdo das enzimas Sl-Pectinases Recombinantes

e Caracterizacdo completa dos clones codificantes para SI-PME e SI-EndoPG
identificados na biblioteca de cDNA de S. levis;

e Clonagem da fase aberta de leitura (ORF) em vetor para expressdo em P.
pastoris;

¢ Isolamento de transformantes hiperprodutores das enzimas recombinantes;

e Purificacdo das enzimas;

e Caracterizagdo das enzimas quanto a pH e temperatura Otimos e

termoestabilidade, assim como estabelecimento dos parametros cinéticos;

Investigacdo sobre a ocorréncia e funcao da SI-PME e SI-EndoPG

o Extracdo de DNA gendmico do corpo gorduroso e do trato digestivo de larvas
do besouro S. levis;

e Amplificagdo por PCR do gene completo a partir do DNA gendmico da larva
para sequénciamento e andlise de possiveis introns;

e Analise de codons preferenciais;

e Analises filogenéticas;

e Sintese de cDNA a partir do mRNA extraido do inseto em diferentes fases de
desenvolvimento e dos diferentes tecidos dissecados.

e Andlise de expressdo, por qRT-PCR, dos genes SI-PME e SI-EndoPG nas
diferentes fases de desenvolvimento do inseto, assim como nos diferentes
tecidos na fase larval.

¢ Imunodeteccdo, por Western Blotting, das proteinas nativas SI-PME e SI-

EndoPG a partir de anticorpos policlonais produzidos em camundongos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizagdo completa dos clones

A biblioteca de cDNA do S. levis foi construida em nosso laboratorio utilizando
0 Cloneminer cDNA kit (Invitrogen) (FONSECA et al., 2012). Os clones contendo as
sequéncias codificantes das Sl-Pectinases, identificados na biblioteca de cDNA do
inseto, foram nomeados de MBL_slevis_libr 001HO5 e MBL_slevis_libr 005E03
respectivamente para SI-PME e SI-EndoPG. O DNA plasmidial dos clones foi
multiplicado via clonagem das células, crescidas em 5 ml de meio liquido LB-Broth a
37 °C, 250 rpm durante 16 horas. Posteriormente extraiu-se o DNA plasmidial
utilizando o kit SV Minipreps - DNA Purification System (Promega) segundo instrugcdes
do fabricante. A partir do DNA extraido foi possivel o sequénciamento das ORFs
(Open reading frames) utilizando-se os primers M13-Forward e M13-Reverse, os quais
hibridizam no plasmideo flanqueando o fragmento de interesse, o DYEnamic ET Dye
Terminator kit e a plataforma de sequénciamento MEGABace 1,000 Flexyble DNA
Sequencer (GE Healthcare). A reacdo de sequénciamento consistiu aproximadamente
de 100 ng de DNA, 0,5 pmol de primer, 4 ul do MIX do kit e 4gua destilada para um
volume final de 10 pl. Somente com os primers M13 nao foi possivel a completa
caracterizacdo do clone MBL_slevis_libr_0O05E03, pois a sequéncia central do cDNA
permaneceu desconhecida. Para tal objetivo, construiu-se um primer interno,
Primer_Endopg_interno (Tabela Al), o qual nos permitiu obter a sequéncia completa
do cDNA cadificante para SI-EndoPG.

3.2 Andlise da estrutura primaria das Sl-Pectinases

As ORFs completas foram comparadas com outras pectinases contidas no
banco de dados do NCBI ap6s submissdo das sequéncias no algoritimo Blastx sob
parametros da matriz original. Também foi realizada a predicdo da estrutura primaria
das enzimas SI-PME e SI-EndoPG a partir da traducéo da sequéncia nucleotidica das
referidas ORFs. As sequéncias de amino&cidos foram avaliadas quanto a presenca de
sitios de glicosilacdo e quanto a peptideo sinal através dos softwares online NetNGlyc
1.0 (GUPTA; JUNG et al.,, 2004), NetOGlyc 1.0 (JULENIUS; MOLGAARD et al.,
2005), PSORT Il (HORTON; NAKAI et al.,1997) e SIGNALP 4.0 (PETERSEN;
BRUNAK et al., 2011).
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3.3 Construgéo dos vetores de expressédo

As ORFs, excluindo a regido codificante para o peptideo sinal, foram
amplificadas por PCR com uso de primers especificos contendo sitios de restricao
selecionados para correta clonagem no vetor de expressdo. Deste modo, a ORF da
SI-PME foi amplificada com os primers Primer_Expressdao PME_Forward_(Pstl) e
Primer_Expressdo_PME_Reverse (Notl) e a ORF de SI-EndoPG
com 0s primers Primer_Expressdo_Endopg_Forward_(EcoRlI) e
Primer_Expressdo_Endopg_Reverse (Notl) (Tabela Al). Os sitios de restricdo
selecionados correspondem aos mesmos dos vetores de expressao e direcionam a
insercdo das ORFs de modo a manté-las em fase com a sequéncia do Fator-a e da
cauda de histidina. Os plasmideos de expressao selecionados foram o pPicZaB e o
pPiczaA respectivamente para SI-PME and SI-EndoPG. Entretanto, para manter em
fase o inserto SI-PME com o plasmideo, foi necessario desenhar o primer
Primer_Expressao_PME_Forward_(Pstl) com a adi¢cdo de dois nucleotideos (GA) na
extremidade 5’ anterior ao sitio de restricdo. Essa adicéo, juntamente com mais um G
do plasmideo, acarreta na adicdo de uma glicina no N-Terminal da proteina
recombinante. Escolheu-se a inser¢cdo de uma glicina por este ser um aminoacido
neutro e, portanto, espera-se que haja menor interferéncia na configuracdo original da
proteina nativa.

A PCR foi conduzida com 50 ng de DNA molde (DNA plasmidial extraido dos
clones MBL_slevis_libr_001HO05 e MBL_slevis_libr_005E03); 0,2 mM de dNTPs
(Invitrogen); 1x PCR buffer (20 mM Tris HCI) pH 8.4; 1.5 mM de MgCl, e 50 mM de
KCI; 0,4 uM de cada primer e 1 U de DNA polimerase “High Fidelity” (Invitrogen) em
uma reacéo de 25 uL. A ciclagem utilizada foi 94 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos
de 1 min a 94 °C, 1 min a 54 °C, e 1 min a 72 °C; com uma etapa final de 10 min a 72
°C. Apods separacdo dos fragmentos em gel de agarose 1% e TAE 1X, as bandas
correspondentes a massa molecular esperada foram recortadas e purificadas em kit
PCR Clean-up System kit (Promega). Os amplicons purificados e os plasmideos de
expressao foram tratados com as enzimas de restricdo correspondentes seguindo as
instrucdes do fabricante (Fermentas). Os produtos digeridos foram avaliados em gel
de agarose 1% e TAE 1X, purificados por kit e quantificados em Nanodrop
spectrophotometer (ND-1000). Posteriormente realizou-se a ligacdo dos amplicons
com os respectivos plasmideos em uma reacado de 30 pL contendo aproximadamente
120 ng de plasmideo, 200 ng de inserto, 1 x tampao de ligacdo e 1 U de T4 DNA

Ligase (Invitrogen), overnight a 16 °C.
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Os vetores de expressado recombinantes, denominados de pPicZaB_SI-PME e
pPicZaA_SI-EndoPG, foram multiplicados via clonagem em células de Escherichia coli.
Para isso transformou-se células quimio-competentes (E.coli - DH5a) com os vetores
recombinantes. Para a transformacdo foram usados 7 pL da reacdo de ligacéo
adicionados em 200 pL de células DH5a quimio-competente, seguido da incubacdo
por 90 s a 42 °C e 1 min em gelo; posteriormente adicionou-se 800 pL de meio LB-
Broth e incubou-se a 37 °C, 300 rpm durante 45 min. Foram usados 50 pL da mistura
para inocular placas contendo 15 mL de meio LB-Broth agar Low salt e 25 pg/mL de
antibiético Zeocina. As placas foram incubadas por 20 horas a 37 °C e as col6nias
isoladas foram analisadas por PCR de col6nia, onde se confirmou a presenga do gene
alvo integrado no vetor de expressdo. Essa colbnia foi multiplicada em meio liquido
adequado e apos extragdo do DNA plasmidial, realizou-se o sequénciamento dos
vetores recombinantes, por onde foi confirmada a correta inser¢édo em fase do gene no

plasmideo.

3.4 Andlise da estrutura primaria das Sl-Pectinases Recombinantes

As sequéncias codificantes para as Sl-Pectinases Recombinantes foram
traduzidas em sequéncias de aminoacidos, as quais foram avaliadas quanto a massa
molecular, pl e presenca de sitios de glicosilagdo. A analise foi realizada como descrito

no item 3.2.

3.5 Obtencéo das leveduras Pichia pastoris recombinantes

Com o intuito de se obter células de P. pastoris recombinantes para os genes
Sl-Pectinases, foram produzidas células competentes da cepa KM71H segundo
manual EasySelect™ PichiaExpression kit (Invitrogen). A transformacéo das células
competentes foi realizada a partir do vetor recombinante purificado e previamente
linearizado com a enzima de restricdo Pme (Fermentas), seguindo as recomendactes
do fabricante. Deste modo, aproximadamente 1 pg de vetor linearizado foi adicionado
em 40 puL de células competentes, apés a homogenizacao, as células foram incubadas
em gelo por 5 min. Em seguida, as células foram eletroporadas em cubetas de 0,2 cm
a 1,5 Kv, 25 yF e 200 Q. Adicionou-se 1 mL de sorbitol 1M, e incubou-se a 30 °c por 2
h sem agitacdo. Posteriormente inoculou-se as células crescidas em placas de Petri

contendo meio YEPDS acrescidos de 100 pg/mL e 500 pg/mL de Zeocina.
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As colénias mais isoladas foram homegenizadas em solucdo SDS 0,2% e
aquecidas por 3 min a 90 °C. Conduziu-se uma PCR de coldnia com 2 pL da solugéo
fervida como DNA molde e 0,1% de Triton x-100 acrescidos na reagao final. O
resultado da PCR foi analisado em gel de agarose 1% e 22 col6nias recombinantes
positivas, para o gene de interesse, foram selecionadas para expressarem a proteina

recombinante.

3.6 Selecédo de transformantes hiperprodutores das enzimas recombinantes

Para selecionar dentre as 22 colbnias recombinantes qual produz de fato a
proteina de interesse e em maior quantidade, realizou-se o processo de indugéo de
expressao do gene alvo em pequena escala. Tal procedimento foi conduzido em placa
24-well, segundo método descrito por Boettner et al. (2002) com modificagdes. Como
controles negativos do experimento, um pogo foi isento de inoculagdo e outro
inoculado com levedura contendo o plasmideo isento do gene alvo. Para a inducao,
uma quantidade de massa celular foi crescida em 3 mL de meio complexo com glicerol
tamponado (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 1,34% YNB, 4 x10°% de
Biotina, 100 mM fosfato de potassio ph 6,0, 1% de glicerol), por 48h, a 30°C e 250 rpm
(D.O entre 2 e 6). Posteriormente, o sobrenadante foi substituido por 2 mL de meio
complexo com metanol tamponado (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 1,34%
YNB, 4 x10°% de Biotina, 100 mM fosfato de potassio ph 6,0, 0,5% de metanol),
incubando a 30°C e 250 rpm. Em intervalos de 24h, até 144h, foi adicionado metanol
absoluto a uma concentracao final de 0,75%. Os sobrenadantes foram recuperados e
analisados em SDS-PAGE 12% (SAMBROOK; FRITSCH et al., 2001) e também por
Western Blotting com anticorpo anti His-Tag.

As leveduras que mostraram maior producdo das proteinas recombinantes

foram selecionadas para o processo de inducdo em maior escala.

3.7 Producéo e purificagdo das enzimas recombinantes

Para ambas as Sl-Pectinases uma unica colénia foi selecionada para a
producdo da proteina recombinante em maior escala. Desse modo, cresceu-se as
células em 25 mL de meio BMGY por 24h a 250 rpm, em seguida utilizou-se dos 25 ml
para inocular 500 mL de meio BMGY, o qual incubou-se por 24h a 250rpm.

Posteriormente realizou-se a precipitacdo das células e troca do meio por 100 mL de
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meio BMMY. Incubou-se por 144h a 250 rpm adicionando-se metanol absoluto ao
meio em um a concentracdo final de 0,75%. Apds término das 114 h o meio foi
deslevedurado, por centrifugacéo, filtrado em membrana de nitrocelulose 0,45 pm
(Millipore) e purificado. A purificagdo por cromatografia de afinidade foi conduzida a
partir de coluna de resina silica carregada com 5 mL de niquel (His-Link, Promega), na
qual as proteinas ficam aderidas pela cauda de histidina. Para a coleta das proteinas,
lavou-se a coluna com solugbes tampéo de concentragdes crescentes de imidazol (10,
25, 50, 75, 100 e 250 mM). Apés coleta, as amostras foram analisadas em SDS PAGE
12%, por onde se selecionou para dialise as fracbes que apresentaram maiores
concentracdes da proteina desejada.

A didlise foi realizada via membranas de dialise (PIERCE 3,500 MWCO) em
tampédo 10 mM TrisHCI, 150 mM NaCl pH 7,5 em uma proporgéo proteina/ tampéo de
1:1000 (V/V). O processo foi realizado sob leve agitagdo a 4 °C. As proteinas
dialisadas foram armazenadas em tubos falcon a 4 °C, apos filtradas em membrana
0,45 um (Millipore) sob condi¢des assépticas. Promoveu-se a quantificacdo protéica
das fragbes dialisadas por kit BCA (Thermo Scientific), segundo instrucdes do

fabricante, e o célculo do rendimento da producao.

3.8 Anélise de glicosilagcdo das Sl-Pectinases recombinantes

As enzimas recombinantes, SI-PME e SI-Endo-PG purificadas, foram tratadas
com as N-glicosidades Endo H; PNGase F e com a O-glicosidade Endo-a-N-Acetyl-
galactosaminidase acrescido de Neuraminidase (BioLabs) segundo instrucdes do
fabricante. Para cada tratamento um controle negativo (reacéo isenta de glicosidase)
foi realizado. Posteriormente as amostras foram analisadas em SDS PAGE 12%

guanto a massa molecular.

3.9 Ensaio qualitativo de atividade enzimatica

Em analise de atividade qualitativa das Sl-Pectinases recombinantes as
enzimas puras foram testadas em meio sélido contendo substratos especificos. Em
placa de Petri preparou-se meio tamponado (100 mM de acetato de so6dio pH 5,0)
contendo 1% de agar e 1% de acido poligalacturbnico (Sigma). Em outra placa, o
acido poligalacturdnico foi substituido por 1% de pectina 70-75% esterificada (Sigma).
Amostras de 10 ul contendo 7 ug de SI-PME, SI-EndoPG recombinantes e um mix (7

ug de cada) foram aplicadas sobre pontos especificos na superficie dos meios. As
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placas foram incubadas a 40 °C por 3 h, em seguida coradas por 20 minutos com
solugdo 0,2% de Congo Red (Vetec) e descorada em solugdo NaCl 1M. A atividade
enzimatica das Sl-Pectinases foi avaliada pela presenca ou auséncia de halos de
alteragc&o no substrato.

3.10 Caracterizacao enzimética da SI-EndoPG

3.10.1 Selegcdo do método e padronizagdo das reacdes

Os ensaios de atividade da SI-EndoPG foram baseados na quantificagdo de
extremidades redutoras formadas na cadeia péctica ap0s acdo da enzima. Todavia
aplicou-se o método “DNS” proposto por Miller (1959) com modificagcbes no preparo
das reacdes e o método de Ruller (2006) na quantificagdo de agucares redutores
gerados. A solucdo DNS (&cido-3,5-dinitrossalicilico) foi preparada com 32,9 mM de
acido 3,5-dinitrosalicilico, 350 mM de hidroxido de sédio, 76,6 mM de tartarato de
sédio e potassio, 0,54% de fenol e 30 mM de metabissulfito de sodio dissolvidos em
de 4gua destilada. A quantificac&o foi obtida por absorbancia em 540 nm utilizando-se
o espectrofluorimetro de placa PerkinElmer 1420 Multilabel Counter.

Realizou-se curvas de velocidades iniciais para padronizar a reacdo quanto a
guantidade de substrato, quantidade de enzima e tempo de reacdo. A reacao
enzimatica constitui-se de 45 ul de substrato 1% dissolvido em tampao acetato de
sédio 100 mM ph 5,0 e 5 ul de enzima em diversas diluicdes. Primeiramente a reacéo
foi pré-incubada a 40 °C por 10 min antes que fosse adicionada a enzima.
Posteriormente a reacdo permaneceu incubada em mesma temperatura com
freqUente agitacdo, atingido o periodo determinado, a enzima era inativada pela
adicdo de 100 pl da solucdo DNS. A mistura foi fervida 5 min a 100 °C, esfriada em
gelo por 1 min, diluida 1,5 vezes em agua destilada e quantificada em
espectrofotbmetro a 540 nm. O procedimento foi conduzido em placa com 10 reacgdes,
sendo a atividade destas inativada a cada 3 min partindo-se do tempo T= 0 min para a
primeira reacdo. Cada reacao foi realizada em triplicata e para cada triplicata havia um
controle negativo (reacdo isenta de enzima), cujo valor foi descontado nos valores de
cada triplicata, para que os artefatos gerados no método fossem desconsiderados do
valor absoluto. Apos analise da curva optou-se por padronizar as reagfes com 7 nmol

de enzima, 0,9% de substrato e 10 min de duracdo (Figura 9). Todos os ensaios
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enzimaticos para determinar pH, temperatura e parametros cinéticos foram conduzidos

em triplicatas e com controles negativos, assim como descrito acima.

y =-0,0004x2+0,0165x + 0,0492
R?=0,99

g /r’.—"\o
ol A
N

0,05

0,25 4

Absorbancia (540 nm)

0 1.0 2.0 3.0
Tempo (min)

Figura 9. Curva de velocidades iniciais para SI-EndoPG. Reacdes com 0,9% de &cido
poligalacturénico em tampdo acetato de sd6dio 100 mM pH 5,0 e 7 nM de SI-EndoPG
recombinante purificada. Cada ponto corresponde a quantidade de produto gerado no
determinado tempo de reacéo.

3.10.2 Determinagao de pH 6timo, temperatura 6tima e termoestabilidade

Para determinar as condicbes 6timas de atividade da SI-EndoPG, foram
testadas diferentes faixas de pH e temperatura a partir das reacdes padronizadas. Na
determinacédo de pH 6timo, a temperatura foi mantida constante a 45 °C e diferentes
valores de pH foram testados. Os seguintes tampdes a 100 mM com as respectivas
faixas de pH foram usados: Citrato de sodio de 2,5 a 4,0; Acetato de sodio de 4,0 a
6,0; MES de 6,0 a 7,0 e Tris de 7,0 a 9,0. Na determinacao da temperatura 6tima, o pH
foi mantido constante em tampao acetato de sodio 100 mM pH 5,0 e diferentes
temperaturas de incubacdo entre 20 e 70 °C foram testadas em termociclador
Mastercycler gradient (Eppendorf). Para avaliar a termoestabilidade, incubou-se a
enzima por 1 h nas temperaturas 20, 30, 40, 50, 60 e 70 °C antes de adiciona-la a
reacdo padronizada sob condigBes 6timas de pH e temperatura ja estabelecidas.
Posteriormente, a atividade residual foi mensurada.

Os valores foram determinados com base na atividade relativa entre os
diferentes tratamentos, deste modo, o0 ponto que apresentou maior valor de
absorbéncia foi dito como 100% de atividade naquela andlise e tomado como

referéncia para o célculo proporcional dos demais pontos. Cada ponto da curva é
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gerado a partir da média das triplicatas ja descontadas o valor do controle negativo.
Para definicdo dos valores de pH e temperatura 6timos, todos os dados gerados foram
analisados pelo modelo estatistico “soma de duas distribuicdes Gaussiana”, com
intervalo de confianga igual a 95%, via software GraphPad Prism 5.0. A curva de
termoestabilidade foi determinada pelo mesmo software, mas sem uso de modelo
estatistico. As curvas que apresentaram valores de R? maior que 0,96 foram

consideradas confiaveis.

3.10.3 Determinagdo dos parametros cinéticos

Os parametros Vmax, Km e Kcat foram determinados para dois substratos
distintos, acido poligalacturbnico e pectina de citrus 20-34% esterificada (Sigma),
usando monémeros de D-(+)-acido galacturdnico monohidratado (Sigma) (MAG) como
padrdo. O mesmo ensaio mostrou-se ineficiente para o substrato pectina de maca 70-
75% esterificada (Sigma), pois a enzima ndo mostrou atividade.

Primeiramente, foi necesséaria a construcdo de uma curva padrdo para
converter os valores de absorbancia em quantidade de produto gerado. Solug¢des de
acetato de sédio 100 mM ph 5,0 com concentragdes crescentes e conhecidas de
MAG, foram mensuradas pelo método “DNS” e seus valores usados para obtencao da
curva padrao (Figura 10). Todos os 10 pontos da curva padrdo foram obtidos pela
média das triplicatas, apds valor descontado do controle negativo (solugéo isenta de
acucar).

O experimento foi realizado a partir das reacbes padronizadas, nas condicdes
Otimas de pH e temperatura, com concentracdes crescentes de substrato. Inicialmente
aumentou-se a concentracdo dos substratos de 0,1 to 1,5 mg/mL variando de 0,3
mg/mL e, posteriormente, de 2 a 17 mg/mL variando de 1 mg/mL. Os valores de
absorbéancia obtidos foram convertidos em quantidade de MAG (uM), através da
equacdo da reta y = 0,0499x + 0,00166 referente a curva padrdo. Posteriormente,
obteve-se para cada ponto, os valores de velocidade enzimética (uM.s™) através da
relacdo V = xMAG/t, onde t é igual 600 s (duragcdo da reacdo). Os dados foram
andlisados segundo modelo de Michaelis Menten através do software GraphPad Prism
5.0.
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y =0,0832x + 0,00166
R2=0,9961
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Figura 10. Curva padrdo. A figura representa a curva padrdo construida para converter o0s
valores de absorbancia em quantidade de produto gerado. A curva foi obtida através de
solucdes de concentragBes crescentes de D-(+)-Acido galacturénico (Sigma), mensuradas pelo

meétodo “DNS”. Cada ponto corresponde a média da triplicata com valor descontado do controle
negativo (solugdo isenta de agucar).

3.11 Anédlise comparativa entre Sl-Pectinases e outras pectinases descritas

Com o intuito de se verificar os pontos similares e os diferentes dentre a
estrutura primaria das Sl-Pectinases e das outras ja descritas na literatura, realizou-se
o alinhamento mdltiplo das sequéncias homoélogas pelo software online Multialin
(CORPET, 1988 a, b). As sequéncias de amino &cidos a serem comparadas foram
selecionadas a partir de duas abordagens: A- obteve-se as sequéncias homoélogas,
depositadas no banco de dados do NCBI, que apresentaram maior similaridade (valor
de identidade maxima maior que 34%) em analise de Blastx com os parametros da
matriz original; B- realizou-se uma busca no banco de dados do NCBI das sequéncias
homologas que representasem organismos de reinos distintos (arqueobactérias,
bactérias, fungos e plantas) e quando do mesmo reino, privilegiou-se as sequéncias
de genéros divergentes. Ao todo 36 sequéncias foram analisadas para PME e 34
sequéncias para Endo-PG (Tabela A2 em anexo). Os dados gerados foram analisados
guanto a dominios conservados e funcdo, baseando-se em trabalhos sobre estrutura-

funcional das pectinases.
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3.12 Construcdo das arvores filogenéticas

As arvores filogenéticas SI-PME e SI-EndoPG foram construidas em
colaboracdo com o Prof. Dr. André Rodrigues do Departamento de Bioquimica e
Microbiologia (IB/JUNESP, Campus de Rio Claro, SP). A partir sequéncias homologas
selecionadas na etapa anterior, um alinhamento multiplo foi gerado pelo software
MUSCLE v. 3.8.31 (EDGAR, 2004a; b). Em seguida, o alinhamento foi inspecionado e
editado manualmente utilizando BioEdit v. 7.0.5.3 (HALL, 1999). Realizou-se a
reconstrucdo filogenética utilizando o algoritmo de Neighbour Joining (SAITOU; NEI,
1987). Para calcular as disténcias entre as sequéncias foi aplicado o modelo de
Poisson para SI-PME e SI-EndoPG. As arvores foram inferidas utilizando-se MEGA 5.0
(TAMURA et al. 2011), implementando taxa uniforme entre os sitios. Regifes
apresentando gaps ou missing data foram excluidas. Foram utilizadas 1.000 pseudo-
réplicas de bootstrap para acessar o suporte das clades. As arvores geradas foram

editadas em Adobe lllustrator v. 6.0.

3.13 Andlise de cbédons preferenciais

Através do software online GCUA: “General Codon Usage Analysis”
(MCLNERNEY:; 1997) realizou-se a analise de cédons preferenciais das ORFs das Sl-
Pectinases; de sequéncias homologas a elas e de sequéncias das principais enzimas
digestivas do inseto S. levis em fase larval. As sequéncias homologas foram
selecionadas a partir dos organismos utilizados na construcdo das arvores
filogenéticas. As sequéncias das enzimas digestivas do inseto foram fornecidas pelo
Dr. Fernando Fonseca Pereira de Paula responsavel pela construcdo e analise da
biblioteca de cDNA das larvas do referido inseto.

Ao todo foram analisadas 10 sequéncias homologas para cada gene e 10
sequéncias da biblioteca, além das sequéncias SI-PME e SI-EndoPG. A partir do
resultado do software, montou-se uma tabela, na qual se comparou a frequéncia de
cada cédon das Sl-Pectinases com as frequéncias apresentadas pelas demais

sequéncias.
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3.14 Extragdo de DNA genGmico

A extracdo do DNA gendmico a partir do corpo gorduroso de larvas do S. levis
foi conduzida segundo métodos descritos por Bishoff, Lawrence (1990) e Franklin,
Young (1997) com modificagcdes. Na obtencdo de material isento de contaminacdo
externa (DNA exdgeno) todo procedimento foi realizado com mascaras; luvas sem
talco; utensilios, ponteiras de filtros e solu¢des autoclavados; em ambiente asséptico e
isento de ventilacdo. Para evitar contaminacdo interna (DNA de endossimbiontes),
durante a dissecac¢do foi extraido apenas corpo gorduroso, o qual ndo estava em
contato direto com o tubo intestinal.

Aproximadamente 2-3 mg de tecido foram solubilizados em 700 puL de Tampéao
salino (150 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,2% SDS) e tratados com 15 pL de proteinase K
(10 mg/mL), seguido de incubacdo a 60 °C, 300 rpm durante 5 h. Adicionou-se a
mistura, 400 uL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (24:24:1) e incubou-se por 30
min a 37 °C e 300 rpm, posteriormente, centrifugou-se a 15.000 g por 5 min a 4 °C. O
sobrenadante foi transferido para novo tubo, onde os acidos nucléicos foram
precipitados com adicdo de 0,1V de acetato de sédio 3M pH 5,8 e 1 mL de etanol
absoluto, seguido de centrifugacdo a 4 °C, 15.000 g por 15 min. O pellet foi trés vezes
lavado com etanol 70%, re-centrifugado e brevemente secado antes de ser
ressuspendido em 50 pL de agua destilada estéril. A solugdo contendo DNA genémico
foi tratada com RNAse (20 mg/mL) a 37 °C, 300 rpm por 30 min e estocada a — 20 °C.

A integridade do DNA gendmico foi verificada em gel de agarose 1 % com TAE
1X (Figura A3 em anexo); e sua quantificacdo em Nanodrop spectrophotometer (ND-
1000).

3.15 Anélise das regides ribossomais 16S e ITS

Para checar a qualidade do DNA gendmico quanto a contaminacédo por DNA de
micro-organismos, promoveu-se andlise das regides ribossomais 16S e ITS (Internal
Transcribed Spacer) por PCR com primers especificos para essas regides. O gene
16S rDNA, codificante para a subunidade menor do RNA ribossémico esta presente,
ao menos uma cépia no genoma, em todos os procariotos (WANG e QIAN, 2009).
Dentro da sequéncia deste gene, ha regides hipervariaveis, usadas na taxonomia e
identificacdo bacteriana, nas quais os primers especificos para 16S se hibridizam. A
regido ITS localizada no DNA ribossomal nuclear (nfDNA), tem sido usada para

taxonomia e identificacdo entre espécies eucarioticas (HSIAO; CHATTERTON et al.,
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1994; ARLORIO; COISSON et al., 1999; NISHIKAWA; OKAZAKI et al., 1999; LI,
ALEXANDER et al., 2002; ZHANG; CAl et al., 2002; YUAN; LI et al., 2004).

Para a analise 16S ribossomal de procariotos foi realizada PCR com o par de
primers Primer_787F e Primer_1492R, os quais amplificam um fragmento de
aproximadamente 800 pb. Para a andlise ITS ribossomal foi realizado PCR com par de
primers (Primer_ITS1 e Primer_ITS4), os quais amplificam fragmentos de tamanho
distintos para cada espécie. O experimento constituiu-se de amostras de DNA
extraidas da gordura; um controle positivo (amostra de DNA extraida do tubo intestinal
das larvas) e um controle negativo (reacdo isenta de DNA). Na analise ITS ribossomal,
um controle positivo extra (amostra contendo DNA de P. pastoris) foi adicionado ao
experimento. A reacdo de 25 pL foi provida de 80 ng de DNA molde; 0,2 mM de
dNTPs (Invitrogen); 1x PCR buffer (20 mM Tris HCI) pH 8.4; 1.5 mM de MgCl, e 50
mM de KCI; 0,8 uM de cada primer e 1 U de Taq DNA Polimerase (Fermentas). O
protocolo comecou com 94 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min
a 54 °C, e 1 min a 72 °C; com uma etapa final de 10 min a 72 °C. Os fragmentos
resultantes foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% com TAE 1X.

A andlise dos resultados foi baseada no padrédo de auséncia e presenca de
bandas para o experimento 16S e no padrdo de diferengca entre tamanho dos
amplicons para o experimento ITS. As bandas apresentadas na andlise ITS foram

coletadas, purificadas, clonadas em DH5a, sequénciadas e analisadas em BLASTn.

3.16 Andlise das Sl-Pectinases gendmicas

Em busca de possiveis introns dentro das sequéncias genémicas das Sl-
Pectinases, foi realizada a amplificacdo desses genes por PCR. Na reacéo foi usado
combinac6es dos primers forward e reverse, previamente construidos (Tabela Al)
para a obtencdo dos vetores de expressdo e das andlises de expressdo génica
diferencial por gqRT-PCR. A posicdo dos primers hibridizados ao gene alvo, assim
como as combinacgdes realizadas, pode ser observada no esquema abaixo referente a
ambos os genes SI-PME e SI-EndoPG (Figura 11).
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Figura 11. Posicionamento dos primers sobre o gene alvo e combinaces dos mesmos
para PCR. A figura esquematiza a posi¢cdo onde os primers, usados nas PCRs, hibridizam ao
gene alvo. Os primers construidos para obtencdo dos vetores para expressdo da proteina
recombinante e os primers construidos para a andlise de expressdo génica diferencial,
distinguem entre si de acordo com a legenda. As combinacdes 1, 2, 3 e 4 sdo referentes ao par
de primers usados nas PCRs, com o intuito de se verificar a presenca de introns nos genes
alvo.

Deste modo 0 experimento constou, para cada combinacéo de primer, de: uma
reacdo contendo DNA gendmico do inseto livre de contaminag&o por outros genomas;
um controle positivo (reacdo com cDNA sintetizado, vide item 5.17.1) e um controle
negativo (amostra isenta de DNA). A PCR de 25 pL foi provida de 80 ng de DNA
molde; 0,2 mM de dNTPs (Invitrogen); 1x PCR buffer (20 mM Tris HCI) pH 8.4; 1.5 mM
de MgCl, e 50 mM de KCI; 0,4 uM de cada primer e 1 U de Taq DNA Polimerase
(Fermentas). O protocolo comecgou com 95 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 1 min
a 94 °C, 1 min a54°C, e 3min a 72 °C; com uma etapa final de 10 min a 72 °C.

O produto das reacdes foi analisado em gel de agarose 1,5% com tampédo TBE
0,5X e os fragmentos com maior massa molecular esperada foram coletados,
purificados e sequénciados. As sequéncias obtidas foram comparadas, por

alinhamento, com as sequéncias das ORFs correspondentes.
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3.17 Anélise de expressao génica diferencial das Sl-Pectinases

3.17.1 Extracdo do RNA total e sintese do cDNA

Todo experimento, desde a extracdo do RNA até a obtencdo dos resultados, foi
realizado segundo descrito por Fonseca e colaboradores em 2011. Portanto, foi
analisada a expressdo génica das Sl-Pectinases ao longo de sete fases de
desenvolvimento do inseto, assim como em seis diferentes tecidos de larvas com 30
dias de vida.

Primeiramente, extraiu-se o RNA total de ovos; larvas de 10, 20 e 30 dias ap6s
eclosé@o dos ovos; pré-pupas; pupas e insetos adultos fémeas. A extracao foi realizada
individualmente para cada inseto, utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen) segundo
as recomendacgfes do fabricante. A partir de um pool de quatro larvas de 30-dias,
promoveu-se também, a extracdo de RNA total dos tecidos: cabeca, hemolinfa,
carcaga, corpo gorduroso, intestino médio e intestino posterior. Na dissecacdo das
larvas, essas foram lavadas externamente com alcool 70% e tampao TBS 1X (50 mM
de Tris-HCI, pH 7.0, 150 mM de NacCl); imobilizadas em gelo por 5 min e os tecidos
coletados sob condi¢des de total assepsia.

As amostras de RNA extraidas foram tratadas com DNase | Amplification grade
(Invitrogen), em uma reacdo de 2 pg/pl de RNA total, para prevenir contra possivel
contaminacao de DNA gendmico. A integridade do RNA extraido foi avaliada em gel
de agarose 1,5% usando tampao TBE 0,5X e a quantificacdo por espectrofotdmetro
Nanodrop (ND-1000).

Na sintese do cDNA foi usado como molde um pool representativo de 600 ng
de RNA tratado, contendo quantidades iguais de amostras de diferentes espécimes no
mesmo estagio de desenvolvimento. Para a sintese de cDNA dos ovos, foram usados
600 ng de RNA tratado de um pool de 10 ovos. O cDNA foi obtido em 20 uL de reacao
contendo 600 ng de RNA molde e 0,5 ug de Oligo dT (x15), seguindo as instru¢des do

fabricante do kit Improm Il Reverse Transcription System kit (Promega).

3.17.2 Padronizacéo das reacdes

A andlise de PCR em tempo real foi realizada com o kit Sybr Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems). Todavia, foi necessario primeiramente a
padronizagcdo das reacfes quanto ao tamanho do amplicon gerado, temperatura de

melting, especificidade dos primers, concentracdo de primers e cDNA molde.
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Para tal objetivo, construiu-se os primers especificos (Tabela Al) para
amplificacdo de uma regido dos genes SI-PME, SI-EndoPG e GAPDH (glicerol-3-
fosfato desidrogenase). Os primers foram desenhados de modo a flanquear um
fragmento de aproximadamente 100 pb com temperatura de melting igual a 54 °C.
Para testar a especificidade dos primers, foi realizada uma PCR utilizando-se o cDNA
do intestino médio como molde. A Figura 12 mostra o produto das reacbes de PCR
analisado em gel de agarose 1,5% com TBE 0,5X, onde se verificou a presenca de
uma banda Unica para cada reacdo, satisfazendo, portanto, o quesito especificidade

dos primers.

500
400

300
200

100

Figura 12. Especificidade dos primers a serem usados nas analises de qRT-PCR. Os
primers, Primer_gRT_PCR_PME_Forward; Primer_gRT_PCR_PME_Reverse;
Primer_gRT_PCR_Endopg_Forward, Primer_gRT_PCR_Endopg_Reverse,
Primer_qRT_PCR_GAPDH_Forward e Primer_qRT_PCR_GAPH_Reverse, construidos para
analise de expressdo génica diferencial das Sl-Pectinases por gRT-PCR foram avaliados
quanto a especificidade. A figura mostra o gel de agarose 1,5% com TBE 0,5X, onde foram
aplicadas o produto das reacdes e a seta indica a posi¢do dos amplicons gerados. M: Marcador
de massa molecular, Gene Ruler (Invitrogen); 1: SI-PME; 2: Controle negativo para SI-PME; 3:
SI-EndoPG; 4. Controle negativo para SI-EndoPG; 5: GAPDH; 6: Controle negativo para
GAPDH.

Posteriormente, promoveu-se uma curva de eficiéncia, onde visa que as
concentracdes dos reagentes satisfacam a seguinte condicdo: a cada ciclo que se
complete a quantidade de amplicons deve dobrar. Para atingir essa meta, diluicbes
seriadas de cDNA e primers foram testadas em reacdo contendo 5 yuL de Syber Green
PCR Master Mix, 0,4 yuL de cada primer, 1 uL de cDNA molde e 3,2 uL de &agua.
Portanto, a partir de uma solucao estoque de 1 ug/uL de cDNA preparou-se solucbes
1x, 0,1x, 0,2x, 0,5x e 0,01x. Na determinacdo da quantidade de primers, testou-se
primeiramente a concentracdo 0,4 uM. Os testes foram feitos em triplicata e com um
controle negativo (reacdo isenta de cDNA). Das reacdes analisadas, a que atendeu as
especificacbes desejadas foi: cDNA 1x e 0,4 pM de cada primer. A curva mostrou

eficiéncia maior que 95%; slope -3,0<3,6 e R? > 95 9%.
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3.17.3 qRT-PCR

Selecionou-se 0 método 22°T, descrito por Livak e Schmittgen em 2001, para
andlise da expressao dos genes Sl-Pectinases entre as diferentes amostras do inseto.
Este método baseia-se na diferenga entre a variagdo de expressao do gene alvo com
a variacao do gene calibrador, posteriormente gerando um valor relativo da quantidade
de amplicons entre as amostras analisadas. Utilizou-se o gene GAPDH como
calibrador, pois este tem expressao constitutiva, agindo no metabolismo intermediario
dos insetos (BEWLEY; RAWLS et al., 1974) e correspondeu aos parametros de
padronizagéo do experimento (SCHARLAKEN; DE GRAAF et al., 2007).

O experimento foi conduzido da seguinte forma: para cada fase de
desenvolvimento ou tecido especifico foram preparadas reagdes em triplicata em
analise dos genes SI-PME, SI-EndoPG e GAPDH, sendo que para cada triplicata um
controle negativo (amostra isenta de cDNA molde) foi adicionado. As reacgfes
obedeceram aos paradmetros previamente padronizados, segundo descrito no item
anterior. Os valores de CT obtidos para as amostras foram descontados dos
respectivos valores de CT referente ao gene calibrador, gerando o dado ACT de cada
amostra. O menor valor de ACT, observado entre os estagios de desenvolvimento, foi
considerado igual a 1X e tomado como referéncia para o calculo relativo da expresséo
(AACT) entre os demais estagios. Na analise entre os tecidos especificos, tomou-se o

maior valor de ACT como igual a 1X para o calculo de AACT dos demais tecidos.

3.18 Ensaio de imunodeteccdo por Western Blotting

Anticorpos, produzidos em camundongos, foram obtidos a partir das enzimas
Sl-Pectinases recombinantes. Os camundongos albinos Suicos de aproximadamente
20 dias de idade foram fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal de Sao
Carlos, campus — Sdo Carlos, onde permaneceram até data do sacrificio.

Para tal objetivo, 50 ug de enzima purificada foi adicionada em 50 pL de
Freund’s adjuvante completo (Sigma) para um volume final de 100 pL, o qual foi usado
para inocular o camundongo. Uma segunda dose foi aplicada apos 45 dias, com 50 ug
de enzima purificada em solugcdo final de 100 pL, contendo 50 pL de Freund’'s
adjuvante incompleto (Sigma). Ap6s 15 dias o camundongo foi sacrificado para coleta
de sangue, do qual foi extraido o soro por centrifugacéo a 2.700 g a 4 °C for 10 min. O
soro (sobrenadante) foi transferido para micro-tubos 1,5 mL (Eppendorf) e

armazenados em 4 °C.
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A partir dos mesmos tecidos, dos quais se extraiu 0 RNA total, foi também
extraido o extrato bruto protéico com uso do reagente Trizol (Invitrogen) de acordo
com as instrugdes do fabricante. As amostras foram quantificadas em BCA kit (Thermo
Scientific) seguindo as recomendacdes do fabricante.

O ensaio de imunodeteccdo das Sl-Pectinases foi promovido pelo método
Western blotting. Dessa forma, cada experimento constou de amostras de extrato
bruto protéico (aproximadamente 4 ug em 12 uL de 4gua); um controle positivo (0,25
Mg de enzima recombinante purificada) e 8 pL de Marcador de massa molecular
(Bench Marck - Invitrogen). As amostras e o controle positivo foram desnaturados em
6 uL de Tampao de amostra 3X, a 100 °C por 6 min, sendo todo volume aplicado em
gel. As amostras em SDS-PAGE 12% foram submetidas a eletroforese (150 mA) por 2
h, posteriormente transferidas em membrana de PVDF. A transferéncia foi conduzida
por eletro-blotting a 150 mA por 2 h em tampao de transferéncia (200 mM de Tris-HCI,
50 mM de glicina e 20% de metanol). A membrana foi corada com 50 mL de solugéo
Pouceou (250 pL de Ponceou S - Merck, 50 pL de 4cido acético em 4,7 mL de agua
destilada) para marcacdo das bandas. Descorou-se a membrana com agua € em
seguida incubou-se overnight a 4 °C em solucdo de bloqueio (50 mL de TBS 1X, pH
8,0 acrescido de 2,5 g de leite em pd desnatado Molico - Nestlé). Lavou-se a
membrana com TBS 1X até remover todo excesso de solucdo de bloqueio, depois se
incubou, por 2 horas sob leve agitacdo, em solucdo 1:2.500 de anticorpo primario
(soro extraido do camundongo). Repetiu-se a lavagem da membrana com TBS 1X e
em seguida incubou-se, por 2 horas sob leve agitacdo, com solucdo 1:10.000 de
anticorpo secundario (Anti-Mouse IgG Alkaline Phosphatase — Sigma). Apos lavagem
com TBS 1X, revelou-se a membrana com 2 mL de NBT-BCIP substrate for Alkaline
Phosphatase (Pierce).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo completa dos clones das Sl-Pectinases

A obtengdo das sequéncias completas das ORFs Sl-Pectinases foi realizada
com sucesso a partir do sequénciamento dos clones MBL_slevis_libr_001HO5 e
MBL_slevis_libr_005E03. O cDNA SI-PME apresentou uma sequéncia de 10
nucleotideos referente & UTR5 e 56 nucleotideos referente a UTR3’, sinal de
poliadenilagdo (AATAAA) e cauda poli-A, o que indica procedéncia eucaridtica. A ORF
SI-PME contem 1.158 pb codificantes para 386 aminoacidos. Em relagéo ao cDNA SI-
EndoPG néo foi possivel a identificagdo do UTR5’ e cauda poli-A. Entretanto, parte do
UTR3’ (63 pb) foi identificado e a ORF completa foi obtida, a qual apresenta 1.092 pb
codificantes para 364 aminoacidos. As Figuras Al e A2 em anexo, mostram as
sequéncias obtidas referentes aos clones MBL_slevis_libr 001HO5 e
MBL_slevis_libr_005E03 respectivamente.

Apoés analise em Blastx das ORFs Sl-Pectinase completas, verificou-se maior
similaridade com pectinases de outros insetos pragas. A SI-PME apresentou maior
similaridade com as pectinases dos insetos S. oryzae (maxima identidade igual 75%) e
Dendroctonus ponderosae (maxima identidade igual 74%), todavia, as proximas
sequéncias homélogas com maior similaridade a SI-PME sdo todas de origem
bacteriana (maxima identidade entre 65 e 34%).

O Blastx da ORF SI-EndoPG também indicou maior similaridade com S. oryzae
e D. ponderosae, incluindo mais quatro insetos pragas, Chrysomela tremula,
Gastrophysa viridula, Leptinotarsa decemlineata e Phaedon cochleariae (todos com
méaxima identidade maior que 49%), sendo que as sequéncias seguintes sao
predominantemente de origem fangica.

A similaridade das PMEs de insetos com as PMEs de bactérias, assim como a
similaridade das Endo-PGs de insetos com as Endo-PGs de fungos, ja havia sido
notada por Shen e colaboradores em 2003 e 2005, que sugeriram a hipétese de
transferéncia horizontal. De acordo com Shen e colaboradores em 2003, ndo ha
relatos da atividade de PMEs e Endo-PGs em animais de taxonomia mais primitiva
que os insetos, assim como ndo h4 indicios da presenca desses genes no genoma de
C. elegans, Drosophila melanogaster, Anopheles gambiae e do bicho-da-seda.
Entretanto havia mesmo naquela época fortes indicios de atividade pectinolitica em

coledpteros. Esses fatos levaram Shen e colaboradores a propor que a origem €&
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proveniente de uma transferéncia horizontal entre bactérias endossimbiontes no caso

da PME; e entre fungos endossimbiontes para o caso da Endo-PG.

4.2 Andlise in silico da estrutura priméria das Sl-Pectinases

As preditas sequéncias de aminoacidos das Sl-Pectinases (Figura 13) obtidas
por traducao das ORFs, foram analisadas quanto a peptideo sinal, ponto isoelétrico e
sitios de glicosilacdo. Para ambas as Sl-Pectinases foi observado a presenca de uma
pré-regido referente a um putativo peptideo sinal composto por 16 residuos de
amino&cidos para SI-PME e 19 para SI-EndoPG. A analise da sequéncia primaria da
SI-PME revelou uma proteina madura (excluindo peptideo sinal) de aproximadamente
40 kDa com pl igual 6,83, um sitio de N-glicosilagdo (**NHTD®') e um sitio de O-
glicosilacdo (***Thr). A mesma andlise para SI-EndoPG revelou uma proteina de
aproximadamente 36 kDa com pl igual a 8,77, quatro sitios de N-glicosilagdo
(*NSSG™®®, 2NLTC?*, 2 NVTF? e 3*NWSG**®) e nenhum sitio de O-glicosilacao.

1 MKIIVLLPVLVALACANONPPGTSSRPILTASEANYYTKEKYLOGWSPPS 50
51 ISTNHTIDYTVGGGGY STIQAAVNDAINAGGSNRKY IKINTGTYQOVVYIP 100
101 NTNVPLTIYGAGSRPDNTVITLNMPAQTTPSAYENLVNPNDAFFKPGDPA 150

§ 151 YSIYNGCASSSGTIGTSCSTVEWYLAPNVQIVNLOIQNSAKNKGDQOAVA 200
-VL) 201 LOTNSDRIQVHNVNLLGHODTLCAGSGGTDTQIAHYTNTY IEGDIDYVEG 250
251 GGTAIFESCTFYSKADRKNDESVIFAPDTDPHOMYGYLVIKSTITGDSAW 300

301  SSSKKVY LGRSWDAGYKSANAYVPGTSPNGQLVIRETT INGIVPNSAPWT 350

351 TATSGRAYAGNAANSRDLNNONENRFWEYANTGSGA 386

1 MNLLVASLLLVLVARAAYATPAVGASCTVSSYNDVAGAVSSCTSITLKGE 50

51 TVPAGKALIMKLKSGTTVKVAGT IKFAVSEWKGPLVEISGSKITFSGAGG 100

E 101 YFDGQOGASYWDGOGDKGKTKPKEFRIKTTGGSHENNIKLINCPHOQCVSIN 450
§ 151 PASDTTLTDWTVDVSAGDSKGGKNTDGEDLSNSSGITIKHAVVKNQDDCY 200
g 201 AVNQGSHYVEQNLTCSGGHGLSLSVGQSSONGNPNTVKNVTESDCTVTNS 250

251 RNGIHVKTHNDAGTGAISDVTYKNIKLSGITNYGINIQEDYENGGSSGNE 300
301 L ANTPISKLNLQSVTGSMSGGSSSMPVY I LOGSNGCNNWNWSGVS IGNGK 350
351 KKNSCNYKPSGESC 164

Figura 13. Estrutura priméaria deduzida das Sl-Pectinases nativas. A figura mostra a
predicdo das sequéncias de aminacidos das enzimas SI-PME e SI-EndoPG. Os aminoéacidos
destacados em negrito indicam um possivel peptideo sinal para secrecdo extracelular. Os
residuos sublinhados referem-se aos provaveis sitios de glicosilacéo.
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A presenca de um peptideo sinal na extremidade N-terminal de ambas as Sl-
Pectinases e os sitios de glicosilacdo indicam que essas enzimas sao glicoproteinas
ndo citoplasméticas, portanto sdo secretadas da célula para agirem em outro local.
Essas mesmas caracteristicas foram verificadas em EDPCV de outros insetos pragas
(PAUCHET; WILKINSON et al., 2010).

4.3 Vetores recombinantes para expressédo heteréloga

Como a andlise prévia da estrutura primaria das Sl-Pectinases mostrou
possiveis sitios de glicosilacéo e ligacdes de dissulfeto, optou-se pela producédo das
proteinas recombinantes em sistema eucarioto para satisfazer algumas das
modificagbes pos-traducionais necessarias, deste modo, aumentando a probabilidade
de se obter ao final do processo enzimas funcionais. Para isso construiu-se vetores
recombinantes para expressao em levedura Pichia pastoris.

Os vetores pPicZaB_SI-PME e pPicZoA SI-EndoPG foram construidos e
clonados. A Figura 14 mostra o resultado da PCR de colénia para as DH5a
transformadas com os vetores recombinantes. Para o vetor pPicZaB_SI-PME, das
quatro col6nias transformadas que foram selecionadas para PCR mostram-se
positivas para a presenca do vetor desejado. No caso do vetor pPicZaA_SI-EndoPG,
10 colénias mostram-se positivas e duas negativas, ou seja, contendo apenas o

plasmideo nao ligado a ORF SI-EndoPG de interesse.

M 12 34 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 M

Figura 14. Anélise das col6nias DH5a recombinantes. A figura mostra os géis onde os
produtos da PCR de colbnia foram separados por eletroforese. Na PCR utilizou-se os primers
Fatora e AOX3’, os quais se hibridizam no plasmideo. M: Marcador de massa molecular
GeneRuler 1 kB (Fermentas); 1-4: Amostras de colénias recombinantes para SI-PME;
5:Controle negativo para PCR SI-PME (Amostra isenta de DNA molde); 6: Controle negativo
para PCR SI-EndoPG (Amostra isenta de DNA molde); 7-18: Amostras de colbnias
recombinantes para SI-EndoPG.
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Para prosseguir os experimentos, as colénias 1 e 9 foram selecionadas para
serem multiplicadas e consequentemente para multiplicagdo dos vetores
recombinantes. ApoOs extragdo do DNA plasmidial dessas colbnias, foi realizado o
sequénciamento do vetor recombinante onde se verificou a correta insercdo das ORFs
no plasmideo. A Figura 15 mostra o seqiienciamento da regido do vetor recombinante
onde a ORF esta inserida em fase com as sequéncias codificantes para o peptideo

sinal, Fator-a, e a cauda de histidina.

ATG

I OCACGAAACCAAAATCCACCAGGAACTTCCTCTCGACCAATTCTAACCGCCTCCGAGGCTAATTATTACACCAAAGAAAAGT
ACCTCCAAGGATGGTCACCACCAAGCATTTCAACCAATCATACTGACTACACTGTAGGCGGTGGCGGATACAGTACAATTCAAGCT
GCCGTCAATGACGCTATAAATGCCGGAGGCTCTAACAGGAAATACATTAAAATCAACACAGGAACATACCAACAAGTAGTATACAT
TCCCAACACTAACGTTCCCTTAACAATTTATGGAGCCGGTAGCAGGCCAGACAATACTGTCATTACTTTGAACATGCCCGCCCAAAC
TACTCCATCAGCCTATAAAAACTTGGTTAATCCAAATGATGCCTTCTTCAAACCAGGTGATCCAGCTTACAGCATTTACAACGGCTGT
GCTTCCTCGAGCGGTACTATTGGAACAAGTTGTTCAACAGTATTTTGGGTTTTAGCTCCAAACGTTCAAATAGTCAACCTGCAAATT
CAAAACTCAGCTAAAAACAAAGGAGACCAACAAGCCGTCGCTCTACAAACAAACAGCGACCGAATTCAGGTTCACAACGTCAAT
TTIGTTGGGTCATCAAGACACTCTGTGCGCGGGTTCAGGTGGTACCGACACTCAAATAGCCCATTATACAAACACCTACATCGAAGG

pPicZaB_SL-PME

CGATATCGATTACGTCTTTGGTGGTGGCACTGCCATTTTCGAGTCGTGTACTTTCTACTCCAAAGCTGACCGCAAAAACGACGAATC
TGTTATATTTGCTCCAGATACTGATCCACACCAAATGTATGG TTACTTGG TTATTAAATCAACTATAACCGGAGACAGTGCTTGGTCGT
CTTCCAAGAAAGTATATTTGGGACGTTCTTGGGACGCCGGAGTAAAATCTGCTAATGCATACGTGCCCGGTACTTCGCCAAATGGA
CAACTAGTTATCAGGGAAACTACTATTAATGGAATTGTTCCGAATTCTGCTCCTTGGACTACAGCAACAAGTGGAAGGGCTTATGCA
GGAAATGCCGCTAACAGCAGAGATTTGAACAATCAAAATTTCAACAGATTCTGGGAATATGCCAATACCGGAAGTGGAGCAL LG

TGA
— L ——

ATG

_TACCCCTG CAGTAGGAGCGAGCTGCACGGTGTCTTCATACAATGACGTTGCCGGTGCCGTCTCCAGCTGCAC
CTCAATCACCCTGAAAGGTTTCACTGTTCCAGCTGGCAAAGCTCTGATCATGAAGCTGAAAAGCGGAACCACCGTTAAAGTTGC
CGGAACAATTAAGTTCGCTGTCAGCGAATGGAAAGGACCTCTGGTTGAAATTTCCGGAAGCAAAATCACCTTCTCTGGAGCTGG
GGGATACTTCGATGGACAAGGTGCCAGCTACTGGGACGGACAAGGTGACAAAGGAAAGACCAAACCAAAATTCTTCAGAATC
AAAACCACTGGAGGTTCTCATTTCAACAACATCAAATTATTGAACTGCCCTCACCAATGTGTATCCATTAACCCTGCATCTGACACC
ACTTTGACTGATTGGACCGTTGATGTATCTGCAGGCGATAGTAAAGGGGGAAAAAATACCGATGGATTTGATCTATCCAATTCCA
GTGGTATCACCATCAAACACGCAGTAGTTAAGAACCAAGATGACTGCGTCGCTGTCAACCAAGGTTCCCACTATGTTTTCCAAAA
CCTGACTTGCAGTGGAGGTCACGGTCTCAGTCTTTCCGTAGGTCAAAGCAGTCAGAATGGAAATCCAAACACCGTTAAGAACGT

pPicZaA_SI-EndoPG

CACTTTCAGCGACTGTACCGTTACCAACTCCAGAAATGGTATCCACGTCAAGACACACAATGACGCTGGAACTGGAGCAATCAG
CGACGTTACCTACAAGAACATTAAACTCTCTGGAATCACAAACTACGGCATCAACATTCAAGAAGATTACGAAAATGGAGGTTCA
TCTGGAAATCCAAAAGCAAATATTCCAATCTCCAAATTGAACTTGCAATCTGTAACTGGATCTATGTCTGGCGGATCTAGCAGCAT
GCCTGTTTACATTTTATGCGGAAGCAACGGTTGTAACAACTGGAATTGGTCAGGAGTTTCCATCGGCAATGGAAAGAAGAAAA
ACAGCTGTAATTACAAACCATCCGGATTTTCTTGT

TGA
| I

Figura 15. Vetores de expressdo. A figura ilustra a regido dos vetores recombinantes
pPicZaB_SI-PME e pPicZaA_SI-EndoPG que contem as ORFs SI-PME e SI-EndoPG
respectivamente. As trincas de nucleotideos destacados em vermelho indicam os cédons de
inicio e de terminacdo na sintese da enzima recombinante. A ORF, isenta das sequéncias
codificantes para o peptideo sinal e cdon de terminagdo nativos, esta ressaltada em preto. Os
nucleotideos sublinhados reference aos sitios de restricdo usados na clonagem dos vetores
recombinantes. A chave em preto indica a sequéncia codificante para seis residuos de
aminoacidos, conhecidos como cauda de histidina.
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SI-PME Recombinante

SI-EndoPG Recombinante

As sequéncias codificantes para as Sl-Pectinases Recombinantes foram

traduzidas em sequéncias de aminoacidos destas enzimas. A Figura 16 mostra a

estrutura primaria das Sl-Pectinases Recombinantes, em que a proteina madura nativa

€ acrescida de um peptideo sinal e da cauda de histidina. Na figura também sao

destacados os pontos de clivagem no peptideo sinal, pelas peptidases da propria

levedura P. pastoris, e os sitios de glicosilacdo. Pode-se observar que em ambas as

Sl-Pectinases ha a adicdo de trés sitios de N-glicosilacdo provenientes do plasmideo

de expressédo. Entretanto esses sitios localizam-se anteriormente ao sitio de clivagem,

deste modo, ndo se espera que essas glicosilagbes extras estejam presentes na

proteina secretada. A andlise in silico dessas enzimas, excluindo o peptideo sinal,

revelam para SI-PME Recombinante uma proteina de aproximadamente 43 kDa com

pl igual a 6,4, e para SI-EndoPG Recombinante, uma proteina de 39,5 kDa com pl

igual a 8,36.
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Figura 16. Estrutura priméria deduzida das Sl-Pectinases Recombinantes. Os aminoacidos
destacados em negrito sdo referentes a proteina madura nativa, enquanto os aminoacidos em
cinza sé@o de origem do plasmideo de expresséo. O peptideo sinal se encontra na extremidade
N-terminal da enzima, e € clivado pelas peptidases da levedura nos pontos indicados pelos
asteriscos. Os sitios de glicosilacdo sdo destacados pelos aminoacidos sublinhados e a cauda
de histidina, na extremidade C-terminal, € indicada por uma chave.
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4.4 Leveduras Pichia pastoris (KM71H) recombinantes

A transformagéo das leveduras P. pastoris KM71H com o0s vetores
recombinantes linearizados ocorreu de forma bem sucedida. Diversos clones
recombinantes foram obtidos para ambas as Sl-Pectinases, de maneira que 22
coldénias recombinantes para cada enzima foram selecionadas para o screening. A
Figura 17 mostra parte do resultado da PCR de colénia, onde 10 clones
recombinantes, tanto para SI-PME quanto para SI-EndoPG, foram identificados e
selecionados. Outros 12 clones recombinantes para cada enzima foram selecionados

(dados ndo mostrados) para o0 screening.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Lm'ooooc-u---
1.000
750 SI-PME
vy - - - - - . -
- - - - -
1.500
Tl _ Peewvewvyoeweww SI-EndoPG

750

Figura 17. PCR de coldnia para KM71H recombinantes. A figura mostra os géis onde os
produtos da PCR de colbnia foram separados por eletroforese. Na PCR utilizou-se os primers
AOX5 e AOX3’, os quais se hibridizam no plasmideo. M: Marcador de massa molecular
GeneRuler 1 kB (Fermentas); 1-10: Amostras de col6nias recombinantes para SI-PME; 11:
Amostra isenta de DNA molde.

4.5 Transformantes hiperprodutores das enzimas recombinantes

Ao final do screening identificou-se, para ambas as Sl-Pectinases
Recombinantes, varios clones com potencial para producdo da enzima recombinante
em maior escala. Observa-se pela Figura 18 que a maioria das leveduras
selecionadas esta expressando a proteina recombinante como desejado, e que essa
tem sido secretada para o meio de cultura gragcas ao peptideo sinal Fator-a,

atendendo as nossas expectativas.
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Figura 18. Selecdo de transformantes hiperprodutores das Sl-Pectinases
Recombinantes. A selecdo de KM71H transformantes hiperprodutores das enzimas
recombinantes foi realizada em menor escala em placa 24-well. A figura mostra parte do
resultado do screening, onde alguns clones que estdo de fato expressando a proteina de
interesse sdo identificados. M: Marcador de massa molecular Bench Mark (Invitrogen); 1-7:
Sobrenadante dos meios inoculados por leveduras recombinantes; 8: Sobrenadante do meio
ndo inoculado, 9: Sobrenadante do meio inoculado com KM71H transformada com vetor ndo

recombinante (isento do gene alvo).

Nota-se pela Figura 18 que nem todos os clones expressam a proteina de
interesse, assim como também se observa que alguns clones expressam mais que
outros. Esse resultado é esperado, pois ndo se sabe exatamente quantas copias do
gene de interesse € inserido no genoma da levedura ou mesmo a localizacéo exata da
insercéo, de forma que dependendo desses fatores, 0 gene pode ser mais expresso,
menos expresso ou até reprimido. Por aparentar maior nivel de expressao, tanto para
SI-PME quanto para SI-EndoPG Recombinantes, selecionaram-se os clones 2 para

producao das proteinas recombinantes em maior escala.
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4.6 Producéo e purificacdo das enzimas Sl-Pectinases Recombinantes

A expressdo das Sl-Pectinases Recombinantes em uma escala maior foi
realizada com sucesso. As Figuras 19 e 20 mostram o processo de indugdo ao longo
de 144 horas, respectivamente para a SI-PME e SI-EndoPG Recombinantes. Como
esperado no tempo 0 h ndo se observa a presenca das proteinas desejadas, pois até
referido momento nao havia sido adicionado o agente indutor, metanol. Apds 24 horas
de exposicdo ao metanol ja se observa a sintese da enzima de interesse e, também,
gque ao final das 144 horas a quantidade de proteina aumentou consideravelmente.

Em ambas as enzimas recombinantes, nota-se que a massa molecular esta
acima do esperado pela predicao in silico. As bandas em gel indicam uma proteina de
aproximadamente 50 kDa para SI-PME Recombinante, ou seja, cerca de 7 kDa a mais
que o esperado. Para SI-EndoPG Recombinante verifica-se duas bandas de massa
molecular bastante similares, sendo as duas por volta de 50 kDa, ou seja, cerca de 10
kDa a mais que o esperado. Esse resultado indica que as enzimas de interesse
sofreram modificacBes pos-traducionais que elevaram sua massa molecular. Como a
andlise in silico revelou sitios de glicosilacdo, sugere-se que as proteinas estejam
glicosiladas por manose, pois é sabido que a levedura P. pastoris frequentemente
adiciona de 8 a 14 monbmeros deste acUcar em cada sitio de N-glicosilacdo e
ocasionalmente nos sitios de O-glicosilacdo (GRINNA; TSCHOPP, 1989; TSCHOPP et
al., 1987).

Sugere-se também que a SI-EndoPG Recombinante tem dois padrbes de
glicosilacdo distintos, em que uma porgdo das proteinas sintetizadas sdo mais
intensamente glicosiladas que outra por¢do, 0 que acarreta na presenca de duas

bandas bem definidas em gel.
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Figura 19. Producéo da SI-PME Recombinante. A partir do meio de inducéo onde a levedura
recombinante expressa a SI-PME Recombinante foram coletadas aliquotas desleveduras, as
quais foram analisadas em SDS PAGE 12%. M: Marcador de massa molecular Protein
Marker — Broad (Biolabs); 0-144h: tempo de exposi¢cdo ao metanol, 0 agente indutor; a seta

indica a posicdo da proteina recombinante.
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Figura 20. Producéo da SI-EndoPG Recombinante. A partir do meio de inducdo onde a
levedura recombinante expressa a SI-EndoPG Recombinante foram coletadas aliquotas
desleveduras, as quais foram analisadas em SDS PAGE 12%. M: Marcador de massa
molecular Bench Marck (Invitrogen); 0-144h: tempo de exposi¢cdo ao metanol, o agente indutor;

a seta indica a posi¢do da proteina recombinante.

Grande quantidade de proteina pura foi obtida apés processo de purificacao
em coluna de afinidade com Ni*2. A Figura 21 mostra as fracbes purificadas das SI-
Pectinases Recombinantes, em que se selecionou para didlise as fracbes 75A, 75B,
100A e 100 B para ambos os casos. A partir da quantificagcdo das proteinas dialisadas
realizou-se o célculo de rendimento de proteina obtida por litro de cultura de inducéo.
O resultado obtido foi de 830 e 201 mg/L respectivamente para SI-PME e SI-EndoPG

Recombinantes, demonstrando alto rendimento no processo.
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Figura 21. Sl-Pectinases Recombinantes purificadas. Gel (A) referente a SI-PME
Recombinante; gel (B) referente a SI-EndoPG Recombinante; M: marcador de massa molecular
Bench Marck (Invitrogen); 75A-250A: fra¢Bes purificadas em coluna de afinidade carregada
com Ni*?, coletadas a partir das diferentes concentracdes de imidazol (de 75 mM a 250 mM)
indicadas na figura.

4.7 Deglicosilagéo das Sl-Pectinases recombinantes

Devido o fato das Sl-Pectinases Recombinantes terem apresentado indicios de
glicosilacdo, essas foram tratadas com glicosidases do tipo N e do tipo O. O resultado
dos tratamentos é indicado na Figura 22, onde se comprova que a hipGtese proposta
estava correta, ou seja, as Sl-Pectinases Recombinantes estdo de fato glicosiladas.
Em cada tratamento observa-se que ha reducdo da massa molecular em relagdo a
enzima ndo-tratada. Esse resultado é valido até mesmo para o tratamento com O-
glicosidase, mostrando que, mesmo que em eventos pouco frequentes, a levedura P.
pastoris realiza essa modificacdo pds-traducional.

Outra hipétese que se confirma € da SI-EndoPG Recombinante ter dois
padrBes distintos de glicosilacdo, tendo em vista que quando tratada com N-
glicosidades ela assume uma uUnica banda em gel de tamanho mais reduzido que a

nao-tratada. Pode-se inferir também que esses dois padrdes de glicosilacdo distintos
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se devem a glicosilacBes do tipo N, pois quando tratadas com O-glicosidases ainda se
observa duas bandas de massas moleculares similares entre si.

Entretanto h4 um fato intrigante para SI-EndoPG Recombinante, pois em
andlise in silico ndo foi detectado a presenca de sitios para O-glicosilacdes, embora
apos tratamento com O-glicosidases tenha se observado sua reducdo na massa
molecular. Acredita-se, portanto, que ha ao menos um sitio de glicosilagdo do tipo O
gue néo tenha sido detectado pelo software utilizado.
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Figura 22. Deglicosilacdo das Sl-Pectinases Recombinantes. As enzimas recombinantes
purificadas foram tratadas com as N-glicosidases EndoH e PNGase F e com as O-glicosidases,
de acéo conjunta, Endo-a-Acetyl e neuraminidase. A seta maior indica a posi¢do da enzima
ndo-tratada e a seta menor a posicdo aproximada da enzima apds tratamento. A cabeca-de-
seta indica as glicosidases usadas nos tratamentos indicados. M: marcador de massa
molecular Bench Marck (Invitrogen); P: enzima purificada néo-tratada. Os prefixos “com” e
“sem” se referem ao tratamento com a determinada glicosidase e sua respectiva reacdo
controle (isenta da glicosidase).
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4.8 Ensaio qualitativo de atividade enzimatica

As duas enzimas mostram-se ativas, tendo em vista a presenca de halos de
alteracdo de substrato nas placas, especificamente sobre os pontos em que houve a
aplicacdo das amostras (Figura 23). Observa-se que na placa A ndo h4 acéo da
enzima SI-PME Recombinante, pois o0 substrato ja se encontra ausente de
esterificacao, entretanto, nessa mesma placa, nota-se intensa atividade da SI-EndoPG
Recombinante que degrada o substrato. Na placa B, contendo substrato altamente
esterificado, observa-se que a SI-PME Recombinante isolada altera a coloracdo do
meio indicando atividade. A mudanca na cor do meio é ocasionada pela variacdo de
pH em consequéncia da liberacdo de H*, devido a agdo da enzima sobre 0s grupos
metilicos. A agéo conjunta da SI-EndoPG com SI-PME Recombinates mostrou-se mais
eficiente na degradacéo do substrato altamente esterificado, quando comparado com
a acdao isolada da SI-EndoPG. Este resultado corrobora com varios outros trabalhos
que descrevem uma maior afinidade das Endo-PGs pela pectina ndo-esterificada, ou
seja, apoés a acdo da PME (JANSEN; MACDONNELL, 1945; PRESSEY; AVANTS,

1982).

Figura 23 Ensaio qualitativo de atividade das Sl-Pectinases Recombinantes. Placa A
contem 1% de &cido poligalacturdnico (Sigma). Placa B contem 1% de pectina 70-75%
esterificada. A-1 e B-1: Aplicacdo da SI-EndoPG Recombinante; A-2 e B-2: Aplicacdo da Sl-
PME Recombinante; B-3: Aplicagdo do MIX contendo ambas as Sl-Pectinases Recombinantes.
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4.9 Atividade 6tima e termoestabilidade da SI-EndoPG Recombinante

A SI-EndoPG Recombinante foi caracterizada com sucesso quanto a pH e
temperatura 6timos, assim como sua termoestabilidade. Os resultados apresentados
na Figura 24 revelam que a enzima possui atividade 6tima na faixa de pH 5,06 = 0,27
e temperatura em 49,74 + 2,49 °C. O valor obtido para pH 6timo caracteriza essa
enzima como uma Endo-PG 4cida, cuja caracteristica € bastante visada nas industrias
de vinhos, suco de frutas e outros processamentos vegetais (ZHENG; SHETTY, 2000;
KASHYAP; VOHRA et al., 2001; PEDROLLI; MONTEIRO et al., 2009). A temperatura
Otima de atividade da SI-EndoPG Recombinante também é favoravel a esse setor
(GOMES; UMSZA GUEZ et al., 2007).

Entretanto, nota-se que essa enzima tem baixissima termoestabilidade (Figura
24), pois sua atividade reduz drasticamente quando exposta por uma hora em
temperaturas superiores a de armazenamento, 4 °C. Em uma hora a 20 °C tem-se a
perda de 40% da atividade original e a 36 °C de incubacéo, a atividade residuaria
restringe-se a menos de 10%. Essa caracteristica é bastante desvantajosa nos
processos industriais em que tratamentos com altas temperaturas sdo frequentemente
aplicados. Tendo em vista que, de forma geral, processos conduzidos em elevadas
temperaturas tém menor risco de contaminagdo por micro-organismos indesejaveis.
Elevadas temperaturas também favorecem a solubilidade dos reagentes e produtos,
assim como reducdo da viscosidade do meio. Mais especificamente no setor de
processamento de sucos e outros produtos vegetais, onde as Endo-PGs &cidas sao
mais empregadas, a elevada temperatura é usada em varias etapas por diversas
finalidades, sendo que em cada etapa ha a necessidade de se resfriar o meio até 50
°C para atuacdo da enzima (GOMES; UMSZA GUEZ et al, 2007). A alta
termoestabilidade da enzima, portanto, € uma caracteristica bastante desejada, pois
reduziria custos na refrigeracdo do meio em cada etapa. Todavia, com procedimentos
de mutacdes sitio-dirigidas, acredita-se que o carater termo-instavel da SI-EndoPG
Recombinante, possa ser contornado gerando um produto de alto interesse comercial.

A partir da analise das condicbes otimas de atividade para SI-EndoPG
Recombinante, outro aspecto interessante deve ser ressaltado: a semelhanca com a
atividade das pectinases de fungos. Embora haja alguns exemplos de pectinases
alcalinas produzidas por fungos (HOONDAL; TIWARI et al., 2002), as pectinases
fungicas geralmente sdo mais eficientes em pH ligeiramente acido e temperaturas
entre 30 e 50 °C (ZHENG; SHETTY, 2000; UENOJO; PASTORE, 2007). Por outro
lado, as pectinases alcalinas geralmente tém origem bacteriana (PEDROLLI;
MONTEIRO et al., 2009).
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Figura 24. Caracterizacdo enzimatica da SI-EndoPG Recombinante. As reag8es constavam
de 0,9% de &cido poligalacturénico e 7 nmol da enzima purificada. A: Curva de determinagéo
do pH 6timo, onde a temperatura foi mantida constante a 45 °C e diferentes valores de pH
foram testados usando-se diversos tampdes a 100 mM. B: Curva de determinacdo de
temperatura 6tima, onde o pH foi mantido constante em tampao acetato de sédio 100 mM pH
5,0 e diferentes temperaturas de incubacéo entre 20 e 70 °C foram testadas. C: Curva de
determinacdo de termoestabilidade, onde se incubou a enzima por 1 h nas temperaturas 20,
30, 40, 50, 60 e 70 °C antes de medir sua atividade.
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4.10 Parametros cinéticos da SI-EndoPG Recombinante

Os parametros cinéticos Km, Vmax e Kcat foram determinados para dois
substratos distintos, acido poligalacturénico isento de grupos metilicos e pectina de
fruta citrica 20-34% esterificada. Como ja mencionado, 0 mesmo ensaio nao foi
eficiente para o substrato pectina de macé 70-75% esterificada, pois ndo foi detectada
atividade da enzima no tempo determinado para a reacdo padronizada. Esse resultado
ndo é incomum, pois diversos trabalhos na literatura descrevem a baixa afinidade das
despolimerases por substratos com alto grau de metoxilagdo (JANSEN;
MACDONNELL, 1945; PRESSEY; AVANTS, 1982; CRELIER; ROBERT et al., 2001;
ANTUNES; GONCALVES et al. 2006). Além disso, a baixa afinidade pelo substrato
altamente esterificado ja havia sido previamente notada no ensaio qualitativo (item
6.8).

As Figuras 25 A e B representam as curvas de Michaelis Menten realizadas
para os substratos: acido poligalacturénico e pectina de fruta citrica. Como observado
na figura, as curvas ndo detém da regido estaciondria, onde o aumento na
concentracdo de substrato ja ndo mais interfere na atividade da enzima. A auséncia de
pontos nessa faixa é ocasionada por uma falha no método selecionado, tendo em vista
gue em pH &cido, concentracdes acima de 17 mg/mL, para ambos 0s substratos,
acarretada na precipitagdo dos mesmos e consequentemente afeta as condi¢fes
ideais para acdo enzimatica. Entretanto, a quantidade e a distribuicdo dos pontos
adquiridos foram suficientes para gerarem as curvas e estimar os valores de Km,
Vmax e Kcat,

Os valores obtidos para os parametros cinéticos da SI-EndoPG Recombinante
estdo expostos da Figura 25 C. O valor de Km (3,88 mg/mL) para o substrato isento de
metilacdo € menor que o verificado para substrato parcialmente esterificado (Km =
4,98 mg/mL), inferindo mais uma vez que quanto maior o grau de metoxilagdo do
substrato menor é a afinidade desta enzima por ele. Os valores de Vmax (21,96 uM.s’
) e Kcat (3.137 s™) para o &cido poligalacturénico séo maiores em relacéo a pectina
parcialmente esterificada (Vmax = 17,9 pM.s™*; Kcat = 2.456 s™). Portanto, conclui-se
que quanto menor o grau de metoxilagdo do substrato, além de maior afinidade, maior

também é a velocidade de reacdo para essa enzima e seu turn over.
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Figura 25. Parametros cinéticos da SI-EndoPG Recombinante. Todos os experimentos
foram realizados em triplicata, em condicbes 6timas de temperatura e pH previamente
estabelecidas, com 7 nmol da enzima purificada. A: Curva Michaelis Menten obtida através
reacBes com concentracdes crescentes de acido poligalacturdnico. B: Curva Michaelis Menten
obtida através reagBes com concentracdes crescentes de pectina de fruta citrica 20-34%
esterificada. C: Valores obtidos para Km, Vmax e Kcat através do software GraphPad 5.0,
usando o modelo estatistico “Michaelis Menten”.
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Na Tabela 1 a SI-EndoPG Recombinante é comparada com diversas outras
PGs é&cidas. O pH 6timo de atividade destas enzimas varia de 3,5 a 6,5, mas a
maioria delas, incluindo a SI-EndoPG Recombinante, tem maior atividade na faixa 4,0-
5,0. A temperatura 6tima da SI-EndoPG Recombinante também condiz com a maioria
das enzimas apresentadas. Em relagdo a afinidade pelo substrato &cido
poligalacturdnico, nota-se uma variacdo muito grande entre as enzimas, pois sdo
encontrados desde valores muito baixos como 0,03 (K. marxianus) até 6,7 mg/mL (A.
carbonarius). A SI-EndoPG Recombinante ndo esta no grupo das enzimas que tem
alta afinidade pelo substrato, o valor de seu Km (3,88 mg/mL) aproxima-se mais das
PGs de T. sp (3,23 mg/mL) e T. harzianum (3,4 mg/mL). O turnover (Kcat) das PGs é
também bastante variavel, tendo sido verificados na literatura valores muito baixos
como 26 s* para PG Il de A. japonicus e valores altos como 690 s™ para A.
ginganteaus. O Kcat (3.137 s') da SI-EndoPG Recombinante mostrou grande
superioridade em relacdo a todas as outras. A eficiéncia catalitica determinada pela
relacdo Kcat/Km, também é bastante variavel entre as PGs. Deste modo, mesmo que
a SI-EndoPG Recombinante tenha apresentado baixa afinidade pelo substrato em
relagcdo a muitas outras PGs, seu alto valor de Kcat garante que essa enzima tenha a
maior eficiéncia catalitica j& vista para uma PG, até nosso conhecimento atual.

Em resumo, embora a SI-EndoPG Recombinante tenha baixa
termoestabilidade, ela apresenta atividade 6tima em pH e temperatura adequados
para aplicacdo na industria de suco de frutas e processamento vegetal. Sua eficiéncia
catalitica superior as outras, também agrega alto valor a este produto. Portanto,
independentemente das vantagens e desvantagens aqui apresentadas, esses
resultados ddo suporte a sugestéo de Pauchet (PAUCHET; WILKINSON et al., 2010),
em que insetos possam ser usados como novas fontes de bioprospeccdo para
EDPCV.

63



Tabela 1. PGs acidas de diversos organismos. A tabela mostra as propriedades de algumas PGs
sobre o substrato acido poligalacturénico, com atividade 6tima realizada em pH &cido. A SI-EndoPG
Recombinante e suas especificacfes sdo destacadas na tabela.

Fonte Enzima pH Temp (°C) K,{mg/mL) K_({s?!) Kcat/Km Referéncia

Aspergillus carbonarius PG 6,7 DEVI apud NITURE; PANT et al., 2001
Aspergillus giganteus PG 6 55-60 1,16 690 594  PEDROLLI; CARMONA, 2010
Aspergillus niger Endo-PG | 3,8-4,3 43 0,12 SINGH; RAOQ et al., 2002

Endo-PG I 3,0-46 45 0,72 SINGH; RAQ et al., 2003
Aspergillus niger Endo-PG 3,8 30 2,5 PARENICOVA; BENEN, 1998
Aspergillus joponicus PGI 4,0-5,0 1,03 S0 87,4 SEMENQVA; GRISHUTIN, 2003

PGII 4,0-5,0 0,35 26 74,3 SEMENOVA; GRISHUTIN, 2003

Fusarium moniliforme Endo-PG 4,2 45 0,12 70 583,3 NITURE; PANT et al., 2001
Fusarium solani PG 6 1,34 ZHANG; BRUTON, 1999
Kluyveromyces marxianus PG 4,5 55 0,03 1,83 61 SERRAT; BERMUDEZ et al., 2002
Neurospora rassa PG 6 45 5 DELOURDES; POLIZELI et al., 1991
Saccharomyces cerevisiae Endo-PG 5,5 45 4,7 CORREDIG apud JAYANI; SAXENA, 2005
Saccharomyces cerevisiae Endo-PG 4,5 45 0,59 BLANCO apud GUMMADI; PANDA, 2003
Saccharomyces pastorianus PG 4,2 50 0,62 ASTAPOVICH apud GUMMADI; PANDA, 2003
Sclerotinia sclerotiorum Endo-PG | 4 50 0,8 KOBOYASHI apud JAYANI; SAXENA, 2005

Endo-PG II 3,5 50 0,5 KOBOYASHI apud JAYANI; SAXENA, 2005
Penicillium chrysagenum PG 6,5 50 1 BAUNU; DEVlet al., 2010
Sphenophorus levis Endo-PG 5 50 3,88 3.137 808,5
Thermococcus aurantiacus Endo-PG 5 55 0,13 TAKAO apud JAYANI; SAXENA, 2005
Tetracoccosporiumsp. PG 4,3 40 3,23 AMINZADEH; NADERI-MANESH et al., 2006
Trichoderma harzianum PGII 5 40 3,4 592 174  MOHAMED; FARID et al., 2006

4.11 Alinhamento multiplo das Sl-Pectinases
4.11.1 Alinhamento multiplo para SI-PME

As duas sequéncias que apresentaram maior similaridade com a SI-PME séo
provenientes dos insetos pragas, S. oryzae (maxima identidade igual 75%) e D.
ponderosae (maxima identidade igual 65%). O alinhamento entre essas sequéncias
revelou alta similaridade entre estes insetos (Figura 26). Essas trés espécies tém
dietas distintas, porém habitos aliementares semelhantes, pois todas, ao menos em
fase larval, se alimentam internamente do vegetal abrindo galerias, indicando que
essas enzimas provavelmente desempenham papel similar no sistema biolégico

destes insetos.
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Figura 26. Alinhamento multiplo entre as PMEs de insetos. As Endo-PGs de inseto
disponiveis no banco de dados NCBI foram alinhadas em software online Multialin sob os
parametros da matriz original. A contagem dos aminoacidos € baseada na sequéncia SI-PME.
Como pode-se observar, os resultados indicam alta similaridade entre as sequéncias.

Em investigacdo mais ampla, incorporando ao alinhamento PMEs oriundas de

reinos distintos (valor de identidade maxima = 34%), os dados gerados foram

analisados quanto a regibes conservadas e funcdo. A Figura 27 mostra que as

sequéncias diferem muito até mesmo em organismos pertencentes a um mesmo reino,

contudo, ha residuos conservados presentes em todos 0s organismos independentes

do reino ou espécie. Provavelmente esses residuos tém participagdo essencial para o

correto funcionamento da enzima e alguns destes, ja tém seu papel conhecido por

analise de resolucéo estrutural.

A primeira PME de estrutura resolvida, em 2001 por Jenkins e colaboradores, é

da bactéria E. chrysanthemi. Neste trabalho, os autores sugerem que os residuos mais

diretamente envolvidos no processo de catélise sdo Asp?°, Asp®*® e Arg®'® (JENKINS;
MAYANS et al., 2001). Em 2002, a primeira PME vegetal de estrutura resolvida foi

obtida e foi proposto que Asp?° promoveria o ataque nucleofilico enquato Asp?*®
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atuaria como &cido/base geral (JOHANSSON; EL-AHMAD et al., 2002). Em 2007, com
0 uso de mutacdes sitio dirigidas e ensaios de atividade para mesma PME de E.
chrysanthemi, Fries e colaboradores definem fungdes a varios outros residuos, por
exemplo, Arg®® e Trp®*?, os quais sdo responsaveis diretos na mantutencdo das
condicdes eletrostaticas adequadas no sitio catalitico (FIRES; IHRIG et al., 2007).
Como pode ser verificado na Figura 27, dentre estes quatro aminoacidos
considerados mais diretamente responsaveis pela catélise, dois ndo apresentam
padrdo de conservacao universal, ou seja, sdo substituidos por outros em algumas
espécies. E o caso da Asp®® e Trp*? que, dentro de um grupo de bactérias, s&o
substituidos por uma Asn e uma Lys respectivamente, podendo resultar em mudancas
drasticas no comportamento destas enzimas. Em nosso resultado, além dos
aminoacidos Asp**® e Arg®® outros trés apresentaram universalidade entre as

espécies. Os residuos GIn*’

, a qual é responsavel por manter estavel o estado
transitério Enzima-Substrato (ES) (JOHANSSON; EL-AHMAD et al.,, 2002; FIRES;
IHRIG et al., 2007), Gly**®* e Gly**® que até nosso conhecimento ndo ha funcéo
determinada.

Os aminoacidos associados a ligagdo da enzima ao substrato (tomando-se a
sequéncia de S. levis como referencial) GIn'’, Ser®®’, Asp®®, Asn®®, val*”®, Gly**®,
Tyr**? e Trp** ndo sdo conservados (FIRES; IHRIG et al., 2007). Esses residuos
variam entre reinos e alguns até mesmo dentro do mesmo reino, entretanto a maioria
deles tém se mostrado conservados para os insetos, que é o caso da Ser'®’, Asp®®,
val’®, Gly**® e Tyr*?2. Tendo em vista que todos estes residuos contribuem
parcialmente na a afinidade da enzima pelo substrato, a variacdo deles influencia na
performace da enzima e, portanto, pode ser considerado um fator determinante para

os diferentes graus de patogenicidade entre essas espécies.
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Figura 27. Alinhamento multiplo entre as PMEs provenientes dos diversos organismos
de reinos distintos. As sequéncias de origens distintas foram coletadas em banco de dados
do NCBI para alinhamento no software online Multialin, sob os parametros da matriz original. A
contagem de aminoacidos é baseada na sequéncia do inseto S. levis, mas 0s aminoacidos
marcados foram identificados a partir da sequéncia de E.chrysothemi, a qual possue sua
estrutura resolvida. As setas apontam os aminodcidos diretamente associados a funcdo de
catalise, o asterisco destaca o residuo diretamente relacionado com a estabilidade do
complexo E-S e os tridngulos indicam os residuos ndo conservados que contribuem na
afinidade da enzima pelo substrato.

4.11.2 Alinhamento multiplo para SI-EndoPG

Assim como observado no Blastx para SI-PME, as sequéncias que apresentaram
maior similaridade com a SI-EndoPG séo provenientes dos insetos pragas S. oryzae
(méaxima identidade igual 74%) e D. ponderosae (maxima identidade igual 68%). As
seguintes quatro sequéncias mais simliares (maxima identidade entre 49 e 54%)
identificadas, também tém origem de insetos fitéfagos (C. tremulae, G. viridula, L.
decemlineata e P. cochleariae). O alinhamento multiplo entre essas sequéncias
revelou, mais uma vez, alta similaridade entre os insetos (Figura 28).

A dieta entre esses insetos sdo distintas e até mesmo o mecanismo de ataque
difere em alguns casos, como, por exemplo, a G. viridula que consome a planta
externamente ao invés de abrir galerias internas como S. levis e outros. Todavia, todas
essas espécies pertencem a infraordem Cucujiformia, a qual é conhecida por reunir os

mais eficientes insetos herbivoros. Acredita-se, portanto, que essas pectinases
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estejam associadas diretamente com a eficiéncia na herbivoria destes insetos, e o fato

de serem similares entre si sugere um provavel ancestral comum.
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Figura 28. Alinhamento multiplo entre as Endo-PGs de insetos. As Endo-PGs de inseto
disponiveis no banco de dados NCBI foram alinhadas em software online Multialin sob os
parametros da matriz original. A contagem dos aminoacidos é baseada na sequéncia Sl-
EndoPG. Como pode-se observar, os resultados indicam alta similaridade entre as sequéncias.
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Em uma analise maior, englobando organismos de reinos distintos, os dados
gerados apoés alinhamento mdultiplo das Endo-PGs foram analisados quanto a regides
conservadas e fungao.

Nota-se pela Figura 29 que as sequéncias diferem principalmente entre
organismos de reinos distintos, contudo, ha residuos conservados presentes em todos
0s organismos independentes do reino ou espécie. Estes residuos fazem parte do sitio
catalitico da enzima e estéo relacionados diretamente com a atividade da mesma,
sendo eles os aminoacidos Asn'’*, Asp'®, Asp'®’ e Asp'®®. Em 1998 Pickersgill e
colaboradores obtiveram a estrutura resolvida da primeira poligacturonase, uma Endo-
PG de E. carotovora. Neste trabalho sugere-se que essa enzima tem mecanismo de
glicosidase por inversado e que dentre os residuos acidos conservados, um deveria ser
o doador de protons (acido geral) e o outro o receptor (base geral). Essa sugestéo é
fortalecida pela andlise da estrutura resolvida da End-PG Il de A. niger (VAN SANTEN;
BENEN et al., 1999). Com o uso de mutagdes sitio dirigidas e ensaios de atividade
enzimatica, Van Santen e colaboradores propuseram que o doador de prétons é
Asp*’® e os ativadores da molécula de agua sdo Asp™®’ e Asp'®®.

Outros residuos relacionados diretamente com a catalise ou ligagédo ao substrato
também foram identificados no trabalho de Van Santen e colaboradores. Com base
nos organismos selecionados, pode-se dizer que embora esses residuos nao
apresentem padrdo de conservagdo universal, eles sdo muito conservados para

alguns grupos. A His***

guando trocada por Ala resultou na perda de 99,5% da
atividade original da enzima sem afetar o Km da mesma, indicando estar fortemente
associado a funcao catalitica (VAN SANTEN; BENEN et al., 1999). Esse residuo é
conservado para o0 grupo de insetos, fungos e plantas, em contraste com o grupo das

bactérias que apresentou ser muito variavel para aminoacidos desta mesma posicao.

8 219

O residuo Lys®® apresentou padrdo semelhante a His®*, pois é extremamente
conservada no grupo de insetos, fungos e plantas, sendo variavel para o grupo de
bactérias. A Lys®*® assim como a Arg®*® esta intimamente ligada a funcdo de ligacdo
ao substrato (VAN SANTEN; BENEN et al., 1999). Este ultimo residuo € conservado
apenas nos grupos dos fungos e plantas, sendo mais uma vez variavel para bactérias
e substituido por His em todos os insetos observados.

Como evidenciado por Van Santen e colaboradores, a substituicdo destes
residuos conservados ou semi-conservados, acarreta em drésticas alteragbes na
atividade das Endo-PGs, deste modo, a partir do resultado apresentado no
alinhamento multiplo € possivel inferir que a menor afinidade ao substrato da Sl-
EndoPG em relacdo a algumas Endo-PGs de fungos é provavelmente devido a troca

da Arg®® por uma His na mesma posicao.
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Figura 29. Alinhamento maualtiplo entre as Endo-PGs provenientes dos diversos
organismos de reinos distintos. As sequéncias de origens distintas foram coletadas em
banco de dados do NCBI para alinhamento no software online Multialin, sob os pardmetros da
matriz original. A contagem de aminoacidos € baseada na sequéncia do inseto S. levis, mas os
aminodacidos marcados foram identificados a partir da sequéncia do A. niger, o qual possue sua
estrutura resolvida. As chaves numeradas 1, 3, 4 e 5 indicam os residuos de cisteinas
conservados, para o grupo de insetos e fungos, que formam ligacdes dissulfeto. A chave 2
indica uma possivel ligacé@o dissulfeto extra entre as cisteinas conservadas de inseto. As setas
apontam os aminoacidos diretamente associados a funcdo de catalise e os asteriscos
destacam os residuos diretamente relacionados com a afinidade da enzima pelo substrato.
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Tomando-se uma nova abordagem, nota-se ainda pelo alinhamento mdaltiplo que
0 grupo dos insetos tem maior proximidade com o grupo dos fungos em varios pontos
caracteristicos, dos quais 0s grupos de plantas e bactérias ndo compartilham.

O primeiro ponto a ser ressaltado € a presenca de uma longa sequéncia
peptidica na extremidade N-Terminal da enzima, a qual somente é observada em
bactérias e plantas. Essa caracteristica foi verificada pela primeira vez por Van Santen
e colaboradores em 1999 e confirmada apds dois anos, em trabalho com Endo-PG de
A. aculeatus (CHO; LEE et al., 2001). Neste ultimo trabalho 43 sequéncias homdlogas
foram analisadas, todas as 17 de plantas e 5 de bactérias apresentaram a cauda N-
Terminal, em contraste com as 21 de fungos que ndo a tinham. Em nosso resultado
observa-se gque todas as plantas contém a cauda N-Terminal, assim como observado
para a maioria das sequéncias bacterianas. Por outro lado, para todos os fungos e
insetos analisados essa caracteristica demonstrou-se ausente.

Na extremidade C-Terminal embora menos frequente, também é observado a
presenca de uma longa cauda. Novamente essa caracteristica tem sido notada
apenas em plantas e bactérias e ausente em todos os fungos descritos, com excegao
do fungo Claviceps purpurea (CHO; LEE et al., 2001). Pode-se observar, portanto, que
0 grupo dos insetos assemelha ao grupo dos fungos nesse quesito também, pois
nenhuma das sequéncias de insetos mostra tal caracteristica.

Outro ponto que ressalta semelhanca entre insetos e fungos € a presenca de 8
residuos de cisteina conservados unicamente nesses grupos. Estes residuos estédo
distribuidos ao longo da estrutura primaria da proteina e sao responsaveis por gerar 4
ligacdes dissulfeto (Cys?’-Cys*, Cys'’-Cys?’®, Cys*!-Cys**® e Cys**-Cys***) (VAN
SANTEN; BENEN et al., 1999; CHO; LEE et al., 2001). Bactérias e plantas também
podem apresentar as ligacbes dissulfeto (PICKERSGILL; SMITH et al.; 1988; CHO;
LEE ET AL., 2001) entretanto o posicionamento ndo é conservado como observado
para os insetos e fungos (PAUCHET; WILKINSON et al., 2010). Além dos pontos
destacados, é possivel verificar ao longo de todo alinhamento, semelhancas entre as
sequéncias de insetos e fungos, assim como a distingdo entre 0s outros grupos.
Apesar das semelhancgas entre as sequéncias de insetos com as fungicas, ha uma
particularidade no grupo dos insetos compartilhado somente por eles préprios. Com a

excegdo do P. cochleariae, todos os insetos analisados apresentam dois residuos de

2 146

Cys conservados (Cys'* e Cys'*). Essa particularidade ja havia sido notada por
Pauchet e colaboradores (2010), os quais sugerem uma possivel ligacdo dissulfeto
extra, que diferencia as Endo-PGs de inseto de todas as outras conhecidas até

presente data.
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4.12 Anédlises filogenéticas Sl-Pectinases

Os resultados obtidos nas analises filogenéticas sugerem que a enzima Sl-
PME est& relacionada com outras PMEs provenientes de bactérias e a enzima Sl-
EndoPG relacionada com enzimas semelhantes de fungos. Embora, as arvores
filogenéticas serem inferidas a partir do método de neighbour-joining, o qual utiliza
distancias genéticas para inferir a filogenia e considerado pouco robusto, grupos
distintos foram claramente definidos nas andlises realizadas. No geral as clades
obtidas apresentaram valores de bootstrap acima de 50%, permitindo maior suporte
para os grupamentos formados.

4.12.1 Arvore filogenética SI-PME

A Figura 30 representa a arvore inferida a partir das sequéncias de
aminoéacidos de PMEs de organismos representantes de diversos reinos. E possivel
notar que, com excec¢do da clade dos fungos, as outras clades sdo bem estabelecidas,
pois sdo formadas unicamente por representantes de um mesmo reino.

Segundo a inferéncia baseada na enzima SI-PME, o organismo Phytophthora
capsici, considerado um Oomiceto e representante do reino Stramenopila agrupou-se
na clade dos fungos. A classificacdo taxonémica atual agrupa os fungos no Reino
Fungi, o qual é considerado monofilético (HIBBETT; BINDER et. al., 2007).
Organismos néo relacionados filogeneticamente, como é o caso de P. capsici, foram
estudados por muitos anos juntamente com 0s representasntes flngicos devidos as
semelhangas morfoldgicas. Atualmente, organismos como P. capsici sdo classificados
no reino Stremenopila, o qual relne parentes proximos das algas marrons, pardas e
diatoméaceas (PARK; SIMPSON, 2010). Todavia, o fato de P. capsici estar inserido no
grupo de fungos sugere que a PME deste organismo compartilha namerosas
semelhancgas com as PMEs de fungos.

Outro aspecto interessante € que o grupo das bactérias compreende duas
clades distribuidas na arvore, sendo uma mais correlacionada com arqueobactérias e
a outra que inclui o grupo dos insetos. Este resultado sugere, que para bactérias a
PME provavelmente tem origem polifilética, ao contrario dos outros grupos que
indicam uma origem monofilética para essa enzima.

Considerando ainda as bactérias, verifica-se que as PMEs de inseto fomam
uma clade isolada os grupos de origem bacteriana, o0 que indica sua relagao
filogenética com este grupo. Conforme mencionado, a proximidade das PMEs de

insetos com as PMEs bacterianas foram reveladas pela primeira vez por Shen e
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86 97 Bacillus sp. NRRLB-14911 (ZP_01171421)

colaboradores em 2005, um dos motivos que os levaram a propor a teoria da
transferéncia horizontal, onde bactérias endossimbiontes teriam passado o gene
codificante para PME a um ancestral deste inseto. Nossos dados incorporam um
ndamero maior de sequéncias que o estudo de Shen et al. (2005), compreendendo uma
variabilidade maior de organismos. Os resultados corroboram a teoria de Shen e
colaboradores.
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Figura 30. Arvore filogenética para a SI-PME. A reconstrucéo filogenética de 36 PMEs
representativas de plantas, fungos, bactérias, arqueias e insetos foi realizada segundo método
de neighbor-joining. Valores destacados nos ramos representam valores de bootstrap apos
1.000 pseudoréplicas. O organismo portador da sequéncia e seu respectivo nimero de acesso
(em paréntese) ao banco de dados do NCBI-GenBank estdo demonstrados na arvore. A
espécie em estudo, Sphenophorus levis, esta destacada em negrito.
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4.12.2 Arvore filogenética SI-EndoPG

A Figura 31 representa a arvore filogenética inferida a partir das sequéncias de
amino&cidos de Endo-PGs de diversos organismos representantes de distintos reinos.
Nota-se que, ao contrario dos obtidos para SI-PME, todos os agrupamentos gerados
sdo unicamente formados por representantes de mesmo reino. Excluindo a clade dos
fungos, a qual inclui o grupo dos insetos, todas as clades restantes apresentam
somente representantes do mesmo reino. Especificamente, a clade dos fungos
demonstrou uma clara separacdo entre SI-Endo PG derivadas de fungos dos filos
Ascomycota e Basidiomycota, sendo que o grupo de insetos esta relacionado a essas
duas clades. Assim, diferentemente das PMEs, a SI-EndoPG est4 mais relacionada
com EndoPGs de origem fungica.

Os resultados também evidenciam que as Endo-PGs de insetos fomam um
grupo coeso associado aos dois grupos de fungos, dentre os quais apresentou relagédo
filogenética com filo Ascomycota. O fato das Endo-PGs de insetos serem mais
proximas com as de fungos ja era esperado, tendo em vista a clara semelhanca
observada entre as referidas sequéncias durante analise do alinhamento mudltiplo
(Figura 30).

Esta proximidade também ja havia sido identificada por Shen e colaboradores
em 2003. A partir do mesmo raciocinio anteriormente descrito, estes autores
propuseram uma transferéncia horizontal, onde fungos endossimbiontes teriam
passado o gene codificante para Endo-PG a um ancestral deste inseto. Em 2008,
Allen et al. verificou para trés PGs de Lygus lineolaris a mesma proximidade com
fungos (ALLEN; MERTENS et al., 2008). Novamente, nossos dados séo similares aos
descritos na literatura, portanto, corroborando a teoria de transferéncia horizontal

sugerida.
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Figura 31. Arvore filogenética para a SI-EndoPG. A reconstrucéo filogenética de 33 Endo-
PGs representativas de plantas, fungos, bactérias, arqueias e insetos foi realizada segundo
método de neighbor-joining. Valores destacados nos ramos representam valores de bootstrap
apos 1.000 pseudoréplicas. O organismo portador da sequéncia e seu respectivo nimero de
acesso (em paréntese) ao banco de dados do NCBI-GenBank estdo demonstrados na arvore.
A espécie em estudo, Sphenophorus levis, esta destacada em negrito.
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4.13 Andlise de Cdédons preferenciais

O resultado da andlise de codons preferenciais é demonstrado abaixo na Tabela

1. Nela, verifica-se que alguns cddons apresentam frequéncias semelhantes entre as

Sl-Pectinases e o conjunto de peptidases do S. levis.

J& para outros coédons séo

observadas frequéncias similares entre as Sl-Pectinases e 0 conjunto de sequéncias

homdlogas dos micro-organismos. Entretanto, o nimero de cédons com frequéncia

semelhante entre as Sl-Pectinases e o conjunto S. levis é superior ao numero de

codons de frequéncia proxima aos micro-organismos. Para SI-PME foram identificados

16 codons com frequéncia similar ao conjunto do inseto enquato apenas 3 cédons

foram identificados para as bactérias. Em mesma andlise a SI-EndoPG revelou 5

cbédons para o inseto e 2 para os fungos.

Tabela 1. Andlise de cdédons preferenciais. Utilizando-se o software online GCUA foram obtidas as
taxas de frequéncia dos codons das sequéncias analisadas. SI-PME e SI-EndoPG sdo as sequéncias
das ORFs completas; S. levis € um conjunto de sequéncias codificantes para 10 peptidases
identificadas na biblioteca de cDNA do inseto; PMEs de bactérias € um conjuto de 10 sequéncias
homologas a SI-PME todas de origem bacteriana, assim como Endo-PGs de fungos sdo um conjunto
de sequéncias homologas a SI-EndoPG todas de origem flngica. Os valores destacados em vermelho
indicam proximidade das frequéncias entre a SI-PME com outro grupo; os valores destacados em azul

ressaltam a semelhanca das frequéncias entre a SI-EndoPG com grupo
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PMEs de Endo-PGs de
S. levis SI-PME Bactérias S. levis SI-Endo-PG Fungos
N N N
Aminoacido Codon [{Frequéncia)|(Frequéncia)| N (Frequéncia) | N (Frequéncia) |(Frequéncia)| N (Frequéncia)
Phe Uuu 37 (0.85) 3(0.67) 61(0.76) 37 (0.85) 2(0.36) 56 (0.74)
uuc 50 (1.15) 6(1.33) 99 (1.24) 50 (1.15) 9 (1.64) 96 (1.26)
Ser ucu 30 (0.98) 7 (1.24) 30(0.64) 30(0.98) 12 (1.57) 92 (1.19)
ucc 30 (0.98) 5(0.88) 61(1.29) 30 (0.98) 11(1.43) 101 (1.31)
UCA 47 (1.53) 7 (1.24) 25 (0.53) 47 (1.53) 5(0.65) 35 (1.10)
ucG 34 (1.11) 4 (0.71) 34 (0.72) 34 (1.11) 0(0.00) 75 (0.97)
Leu UUA 29 (0.87) 4 (1.26) 15(0.38) 29 (0.87) 3 (0.86) 33 (0.46)
uuG 63 (1.88) 9 (2.84) 22(0.55) 63 (1.88) 4(1.14) 60 (0.84)
Tyr UAU 23 (0.60) 2(0.73) 76 (1.05) 23 (0.60) 1(0.20) 41 (0.84)
UAC 54 (1.40) 14 (1.27) 69 (0.95) 54 (1.40) 9 (1.80) 57 (1.16)
Cys UGU  [26(0.93) 3(1.20) 15 (1.00) 26 (0.93) 5(0.91) 51 (0.82)
UGC 30 (1.07) 2 (0.80) 15 (1.00) 30(1.07) 6(1.09) 74 (1.18)
Trp UGG 49 (1.00) 6(1.00) 61(1.00) 49 (1.00) 5(1.00) 91 (1.00)
Leu cuu 36 (1.07) 0 (0.00) 19(0.48) 36 (1.07) 3(0.86) 99 (1.38)
cuc  [25(0.75) 1(0.32) 28(0.71) 25 (0.75) 3 (0.86) 113 (1.58)
CUA 14 (0.42) 3(0.95) 8 (0.20) 14 (0.42) 2(0.57) 37 (0.52)
CuUG 34 (1.01) 2 (0.63) 146 (3.68) 34 (1.01) 6(1.71) 88 (1.23)
Pro ccu 20 (0.76) 2(0.38) 42 (0.82) 20(0.76) 5(1.82) 59 (1.07)
ccc 18 (0.69) 4 (0.76) 20(0.39) 18 (0.69) 0 (0.00) 48 (0.87)
CCA 46 (1.75) 14 (2.67) 34 (0.66) 46 (1.75) 6(2.18) 76 (1.38)
cCcG 21 (0.80) 1(0.19) 109 (2.13) 21 (0.80) 0 (0.00) 38 (0.69)
His CAU 19 (1.06) 3(1.20) 20(0.89) 19 (1.06) 1(0.29) 78 (0.96)
CAC 17 (0.94) 2 (0.80) 25(1.11) 17 (0.94) 6(1.71) 34 (1.04)
Arg CcGU 9 (0.68) 1(0.60) 76(2.21) 9 (0.68) 0 (0.00) 53 (1.26)
CGC 5 (0.38) 1(0.60) 97 (2.83) 5(0.38) 0(0.00) 29 (0.69)
CGA 11 (0.84) 2(1.20) 3 (0.09) 11 (0.84) 0 (0.00) 38 (0.90)
CGG 5 (0.38) 0 (0.00) 9 (0.26) 5(0.38) 0 (0.00) 52 (1.24)
Gln CAA 52 (1.24) 17 (1.89) 60 (0.59) 52 (1.24) 9 (1.80) 118 (1.29)
CAG 32 (0.76) 1(0.11) 145(1.41) 32 (0.76) 1(0.20) 65 (0.71)




lle AUU  [50(1.25) 16 (1.85) 73(1.23) 50 (1.25) 7 (1.05) 61 (0.82)
AUC |47 (1.17) 5(0.58) 88 (1.48) 47 (1.17) 13 (1.95) 116 (1.55)
AUA  [23(0.57) 5(0.58) 17 (0.29) 23 (0.57) 0 (0.00) 47 (0.63)
Thr ACU  [42(1.29) 19 (2.11) 41 (0.54) 42 (1.29) 8(1.14) 76 (0.86)
ACC 31 (0.95) 7(0.78) 169 (2.25) 31 (0.95) 16 (2.29) 145 (1.65)
ACA 37 (1.14) 10(1.11) 26 (0.35) 37 (1.14) 3(0.43) 69 (0.78)
ACG 20 (0.62) 0 (0.00) 65 (0.86) 20 (0.62) 1(0.14) 62 (0.70)
Met AUG 46 (1.00) 3(1.00) 60 (1.00) 46 (1.00) 4 (1.00) 60 (1.00)
Asn AAU  [36(0.74) 17 (0.94) 112(0.72) 36 (0.74) 14 (0.88) 57 (0.62)
AAC 61 (1.26) 19 (1.06) 197 (1.28) 61 (1.26) 18(1.12) 128 (1.38)
Ser AGU  [18(0.59) 5 (0.88) 22 (0.47) 18 (0.59) 5(0.65) 34 (0.44)
AGC  [25(0.82) 6(1.06) 111 (2.35) 25 (0.82) 13 (1.70) 76 (0.98)
Lys AAA |76 (1.11) 12 (1.60) 96 (1.42) 76 (1.11) 19 (1.36) 35 (0.45)
AAG |61 (0.89) 3(0.40) 39 (0.58) 61 (0.89) 9 (0.64) 121 (1.55)
Arg AGA  [36(2.73) 2(1.20) 15 (0.44) 36 (2.73) 2 (4.00) 36 (0.86)
AGG |13 (0.99) 4 (2.40) 6(0.17) 13 (0.99) 1(2.00) 44 (1.05)
val GUU  [36(1.12) 0 (1.44) 66 (0.79) 36 (1.12) 13 (1.79) 70 (0.91)
GUC  [35(1.09) 7(1.12) 66 (0.79) 35 (1.09) 8(1.10) 119 (1.55)
GUA |24 (0.75) 7(1.12) 36(0.43) 24 (0.75) 6(0.83) 52 (0.68)
GUG  [33(1.03) 2(0.32) 167 (1.99) 33 (1.03) 2(0.28) 67 (0.87)
Ala GCU  [58(1.80) 17 (1.89) 51 (0.48) 58 (1.80) 9 (1.64) 75 (1.19)
GCC 34 (1.05) 13 (1.44) 143 (1.35) 34 (1.05) 5(0.91) 73 (1.15)
GCA |26 (0.81) 5(0.56) 63 (0.59) 26 (0.81) 7(1.27) 57 (0.90)
GCG 11 (0.34) 1(0.11) 167 (1.58) 11 (0.34) 1(0.18) 48 (0.76)
Asp GAU |46 (1.06) 7 (0.78) 141(1.16) 46 (1.06) 3 (1.00) 74 (0.85)
GAC |41 (0.94) 11(1.22) 103 (0.84) 41 (0.94) 3 (1.00) 101 (1.15)
Gly GGU  [50(1.59) 12 (1.37) 81 (0.94) 50 (1.59) 13 (1.13) 93 (1.08)
GGC  [22(0.70) 6(0.69) 207 (2.41) 22 (0.70) 5(0.43) 153 (1.77)
GGA |44 (1.40) 17 (1.94) 35(0.41) 44 (1.40) 26 (2.26) 55 (0.64)
GGG [10(0.32) 0 (0.00) 21(0.24) 10 (0.32) 2(0.17) 45 (0.52)
Glu GAA |79 (1.44) 5(1.43) 87 (1.57) 79 (1.44) 4 (2.00) 76 (1.20)
GAG  [31(0.56) 2(0.57) 24 (0.43) 31 (0.56) 0 (0.00) 51 (0.80)
Terminagdo UAA  [18(0.00) 0 (0.00) 10 (0.00) 18 (0.00) 1(0.00) 31 (0.00)
UGA  [21(0.00) 0 (0.00) 0 (0.00) 21 (0.00) 0 (0.00) 49 (0.00)
UAG |17 (0.00) 1(1.00) 0 (0.00) 17 (0.00) 0 (0.00) 28 (0.00)

Os dados gerados indicam, de forma geral, que o0s genes codificantes para as
Sl-Pectinases sdo mais adaptados para o sistema bioldégico do inseto S. levis em
relacdo aos micro-organismos avaliados. Isso sugere que se comprovada a teoria de
Shen e colaboradores referente a transferéncia horizontal destes genes, observa-se
que estes provavelmente sofreram modificagcdes que tornaram-os mais adaptados ao
sistema bioldgico dos insetos.

Todavia, maiores estudos ainda séo requeridos para melhor entendimento da
origem destes genes. Acredita-se que os dados gerados nesta andlise ainda sao
insuficientes para inferir com convicgdo sobre a origem destes genes. Uma andlise
mais robusta, com tratamento estatistico, abrangendo um numero superior de
sequéncias do inseto, fungos e bactérias, esta sendo realizada em nosso laboratério.
Além disso, 0 sequénciamento das sequéncias gendmicas adjacentes aos referidos

genes poderdo auxiliar no esclarecimento desta questao.
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4.14 PCR das regides ribossomais 16S e ITS

Os DNAs gendmicos extraidos foram analisados quanto a presenca de DNA
contaminante. A Figura 32 representa o perfil de amplificacées da regido 16S e ITS
ribossomais, a partir do DNA gendmico extraido do corpo gorduroso e do tubo
intestinal de larvas de S. levis. O padréo de amplificacdo da regido 16S procaridtica
evidencia a presenca de DNA procarioto apenas no tubo intestinal, o qual abriga
diversos micro-organismos endossimbiontes. O perfil de amplificacdo da regido ITS
evidencia trés bandas distintas de aproximadamente 1.700, 400 e 600 pb. No DNA
extraido da gordura, unicamente o amplicon de 1.700 pb é identificado, em contraste
do DNA do tubo intestinal, onde se verifica as trés bandas. As sequéncias obtidas
apo6s analise em Blastn, revelaram que os fragmentos amplificados 1.700, 600 e 400
pb tém alta similaridade com Sitophilus oryzae, Candida intermedia e Candida
Stellimalicola, respectivamente. S. oryzae, como jA mencionado neste trabalho, é um
coledptero da familia Curculionidae extremamente semelhante ao S. levis; e o género
candida tém sido identificado no trato digestivo de uma ampla gama de insetos.

Tendo em vista a sensibilidade da técnica de PCR, os resultados comprovam que
o DNA de gordura extraida da larva esta isento de contaminacgdo por DNA procarioto e
de eucariotos inferiores, o que possibilita o uso deste material para investigacdo de

introns nos genes SI-PME e SI-EndoPG.

16S ITS

2000
1500

1000
750

500

250

Figura 32. Andlise de contaminantes no DNA gendmico extraido. A andlise foi baseada no
perfil de amplifcacbes das regides ribossomais 16S e ITS. As reacdes com primers para regido
16S séo indicadas na figura pelos nimeros de 1 a 3, enquanto as reagfes com primers para
regido ITS sdo indicadas pelos ndmeros de 4 a 7. M: marcador de massa molecular
GeneRuler 1Kb (Fermentas); 1 :Amostra de DNA extraido da gordura da larva; 2: Amostra de
DNA extraido do tubo intestinal; 3: Amostra isenta de DNA; 4: Amostra DNA extraido da
gordura da larva; 5: Amostra de DNA extraido do tubo intestinal; 6: Amostra de DNA extraido
de levedura P. pastori; 7: Amostra isenta de DNA.
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4.15 Andlise das sequéncias gendmicas condificantes para Sl-Pectinases

A investigacdo quanto a presenga de introns nos genes Sl-Pectinases, revelou
que o gene SI-PME né&o possui introns, ao contrario do gene SI-EndoPG, no qual
foram detectados dois. A Figura 33 mostra o resultado das amplificacbes por PCR das
Sl-Pectinases gendmicas, as quais sdo comparadas com os amplicons gerados a
partir do cDNA sintetizado.

Para a SI-PME nota-se que os fragmentos de origem gendmica sdo do mesmo
tamanho que os de origem de cDNA, indicando a auséncia de introns para esse gene.
No caso da SI-EndoPG nao se conseguiu amplificar do genoma, utilizando-se primers
da combinacdo 1 e combinagdo 2. Embora para o cDNA, utilizando-se as
combinagbes 1 e 2, obteve-se os fragmentos esperados de 1.054 e 527 pb
respectivamente. Na terceira combinac¢do de primers, hd um Unico fragmento de 109
pb para o cDNA, enquanto para o genbmico ha um Uunico fragmento de
aproximadamente 250 pb. A Gltima combinacdo de primers gera para o cDNA uma
banda de 547 pb e cerca de 800 pb para o gendmico. A partir destes dados é possivel
afirmar que o gene SI-EndoPG possui no minimo dois introns, assim como também foi
possivel estimar suas posi¢cdes. Esperava-se, portanto, ao menos um intron com
aproximadamente 150 pb entre os sitios dos primers da combinacdo 3 e ao menos
um segundo intron de aproximadamente 50 pb na regido entre os sitios dos primers da
combinacdo 4. O fato das combinacbes 1 e 2 ndo terem gerado amplicon pode ser
indicios da presenca de introns maiores que impossibilitaram a amplificacdo desta
regido.

O sequénciamento do fragmento de cerca de 800 pb revelou dois introns na
porcdo mediana do gene, um de 166 pb e outro de de 53 pb como indicado na Figura
34. Os dois introns apresentam o padréo de splicing mais conhecido, denominado de
“GT-AG role”, principalmente caracterizado pela presenca de um GT na extremidade %’
e de um AG na extremidade 3’ do intron (WU; KRAINER, 1999).

Considerando a teoria de transferéncia horizontal de Shen e colaboradores,
nossos resultados estdo dentro do esperado, pois é sabido que a presenga de introns
em genomas de procariotos é rara, enquanto em fungos sdo bastante comuns e de
tamanhos semelhantes aos identificados. Portanto neste contexto, mais uma vez a Sl-
PME se assemelha as caracteristicas de bactéria e a SI-EndoPG com as de fungos,

gerando mais evidéncias a favor desta teoria.
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Figura 33. Amplificacdo das sequéncias gendmicas codificantes para Sl-
Pectinases. O experimento constou, para cada combinacdo de primer nesta ordem, de: uma
reacdo contendo DNA gendmico do inseto; uma reacdo contendo cDNA e uma reacéo isenta
de DNA. M: marcador de massa molecular GeneRuler 1Kb (Fermentas); 1-3: Reacdo com
combinacdo 1; 4-6: Reacdo com combinagdo 2; 7-9: Reacdo com combinacdo 3; 10-12:
Reacdo com combinacdo 4. Evidencia-se que para o gene SI-PME ndo ha introns,
diferentemente do gene SI-EndoPG no qual foi identificado dois introns na regido delimitada
pelos primers da combinacao 4.
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Figura 34. Introns identificados no fragmento genémico amplificado gene SI-EndoPG. O
alinhamento foi realizado em software online Multalin (F.CORPET, 1988). As sequéncias
sublinhadas em branco marcam a posicdo dos primers usados no seqienciamento. Os
asteriscos indicam o inicio o fim dos dois introns.

4.16 Andlise de expressao génica diferencial das Sl-Pectinases

Para gerar maior conhecimento sobre o papel fisiologico das pectinases no

inseto S.

levis, foi determinado por qRT-PCR as fases de desenvolvimento e o0s

tecidos especificos, nos quais esses genes Sao expressos.

A Figura 35 A e C mostra o padrdo de expressdo dos genes SI-PME e SI-

EndoPG ao longo do ciclo de vida do inseto. Para a SI-PME, o menor nivel de

expressao significativo foi observado na fase de pupa, por isso essa foi escolhida

como estagio calibrador com valor de expressao relativa igual a um (1x). O maior pico

de expressdo detectado foi em adultos (90,78x), seguido pelos estdgios larvais,

também com

altos niveis de expressdo. Ovos, assim como pré-pupas revelaram

expressdo de nivel basal deste gene. Para SI-EndoPG, a fase pré-pupa foi
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selecionada como estégio calibrador, devido as mesmas razdes mencionadas acima.
O maior valor de expressao foi identificado durante as fases larvais com um pico, de
aproximadamente o dobro da taxa de expressao (71,14x), nas larvas de 20 dias de
idade. Ovos e pré-pupas exibiram expressédo de nivel basal, assim como verificado
para o gene SI-PME para as mesmas fases. A andlise das fases pupa e adulto
mostraram valores similares entre si, muito baixos em relagédo as fases larvais, mas
ainda assim considerados altos para expressao de nivel basal.

Os dois genes sao preferencialmente expressos nas fases em que o inseto
alimenta-se, o que é esperado para enzimas que, de maneira direta ou indireta, estdo
associadas ao processo digestivo. A reduzida taxa na sintese de mRNA durante as
fases pré-pupa e pupa, pode ser explicado pelas drasticas mudangas ocorrentes na
morfologia do inseto ao longo deste periodo, o qual o leva a uma condi¢cdo de
imobilidade (FONSECA; SOARES-COSTA et al., 2011). Distintos niveis de expressao
sdo observados entre larvas e adultos, provavelmente em decorréncia dos diferentes
habitos alimentares e mecanismos de ataque a planta, pois o adulto utiliza-se do rostro
para sugar o caldo da cana-de-agUcar, enquanto as larvas usam a mandibula para
abrir galerias ao longo do rizoma e base do colmo (FONSECA; SOARES-COSTA et
al., 2011). O fato da SI-PME ser mais expressa em adultos que em outras fases ainda
continua sob investigagéo, assim como o pico de expressao proveniente das larvas de
20 dias durante o estagio larval.

A Figura 35 B e D mostra os tecidos especificos, em cujas enzimas SI-PME e
SI-EndoPG séao produzidas. A maior expressao detectada foi no intestino médio, para
ambas as Sl-Pectinases, sendo por isso este tecido selecionado como calibrador com
valor de expressao relativa igual a um (1x). As Sl-Pectinases demonstraram nivel de
expressao significativa apenas no intestino médio, o que aponta um padréo de enzima
digestiva. A expresséo relativa entre os outros tecidos sdo tdo baixos que foram
considerados artefatos da técnica, por exemplo, para o caso dos valores detectados
no intestino posterior, que provavelmente é proveniente de contaminacao do intestino
médio, considerando-se a proximidade destes tecidos e a dificuldade do método de

disseccéo.
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Figure 35. Expressdo génica diferencial das Sl-Pectinases. A analise de expressdo dos
genes SI-PME e SI-EndoPG foi realizada por PCR em tempo real, usando o gene, de
expressdo constitutiva, GAPDH como calibrador. A: Expressdo génica da SI-PME nos
diferentes estagios de desenvolvimento; B: Expressao génica da SI-PME nos diferentes tecidos
de larvas de 30 dias de idade; C: Expressao génica da SI-EndoPG nos diferentes estagios de
desenvolvimento; D: Expressédo génica da SI-EndoPG nos diferentes tecidos de larvas de 30
dias de idade.

A analise do padrdo de expressdo génica das Sl-Pectinases indicam uma
notavel semelhanca com a SlI-CathL, a principal enzima digestiva do S. levis em fase
larval (FONSECA; SOARES-COSTA et al.,, 2011). Essa similaridade do perfil de
expressao reforca a provavel atuacao das Sl-Pectinases como enzimas digestivas.
Entretanto, dois pontos importantes devem ser enfatizados: o primeiro ponto é o fato
de a cana-de-acucar ser uma das maiores fontes naturais de aclcares como a
sacarose, glicose e frutose. Todos esses agucares sao de facil assimilagdo pelas
células como fonte energética, pois sdo moléculas simples que necessitam de baixo
consumo energético para serem metabolizados, diferentemente do complexo

pectinico, uma substancia de cadeia longa. O complexo pectinico também pode ser
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usado para gerar mondmeros de acucar (acido galacturénico) como fonte de energia
para célula, todavia, sdo requeridos passos metabolicos mais complexos e maior
aparato enzimatico, por consequéncia h&d maior consumo energético (GRADEL;
DEHORITY, 1972; ROJAS; CAVALITTO et al.,, 2008; RICHARD; HILDITCH, 2009).
Considerando este contexto seria energeticamente inviavel, para o sistema biol6gico
do inseto, usar pectinases na obtencdo de energia a partir da pectina em uma dieta
rica de acgUcares de rapida assimilacao.

O segundo ponto a ser enfatizado € a auséncia de Exo-PGs no trascriptoma do
S. levis. De fato, até nosso conhecimento atual, ndo h& relatos sobre Exo-PGs
identificadas em insetos. A Exo-PG, assim como a Endo-PG, catalisa a hidrolise das
ligacdes glicosidicas a-1,4 entre mondmeros de &cido galacturdnico e também tem
atividade intensificada apos agéo prévia da PME (CRELIER; ROBERT et al., 2001). A
acao sequéncial da Exo-PG na extremidade da cadeia libera monémeros de agucar
como produto, diferentemente da Endo-PG que cliva a cadeia péctica aleatoriamente
(KASHYAP; VOHRA et al., 2001). De acordo com os distintos mecanismos de ataque
ao polimero péctico entre essas duas enzimas, é plausivel afirmar que a Endo-PG é
mais eficiente na desestruturacdo da cadeia que em gerar monémeros de agucar livres
e a Exo-PG tem padréo oposto.

Por essas razbes, neste trabalho é sugerido que as Sl-Pectinases sdo na
verdade enzimas digestivas acessorias, cuja funcdo estad mais relacionada em
desorganizar e desestruturar a parede celular vegetal para ganhar acesso aos
nutrientes intracelulares da planta. A acdo prévia da SI-PME em desesterificar a
pectina, habilita a maior eficacia na ac¢do da SI-EndoPG, responsavel pela
desestruturacdo da lamela média, contribuindo na desorganizacéo da parede celular
vegetal e por consequéncia no acesso intracelular das outras enzimas digestivas do

inseto.

4.17 Imunodeteccao por Western Blotting

A analise in silico da estrutura primaria das Sl-Pectinases (item 6.2) revelou a
presencga de provavel peptideo sinal, indicando a exportagdo destas enzimas para fora
das células em que sé&o sintetizadas. Como identificado em andlise de expressao
génica por gRT-PCR, o local de produgdo dos mRNA das Sl-Pectinases, no inseto
durante a fase larval é o intestino médio. Com a meta de verificar se as enzimas Sl-
Pectinases atuam deveras no mesmo tecido nas quais séo sintetizadas, foi conduzido

0 ensaio de imunodetec¢do destas enzimas pelo método Western Blotting.
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A Figura 36 evidencia a presenca da proteina SI-PME nativa no intestino médio
e intestino posterior com massa molecular aproximada de 45 kDa, cerca de 5 kDa a
menos que a SI-PME Recombinante. Destes 5 kDa extras presentes na enzima
recombinante, 2,5 kDa correspondem a adicdo do epitope c-myc e da cauda de
histidina no C-Terminal (Manual EasySelect™ Pichia Expression Kit). Os 2,5 kDa
restantes correspondem a glicosilagdo, pois como observado nos ensaios de
deglicosilagédo (item 6.7), a SI-PME Recombinante apos tratamento com glicosidades
apresentou massa molecular reduzida de aproximadamente 47,5 kDa. Mesmo que a
SI-PME nativa tenha os sitios de glicosilagdo em sua estrutura, o padrdo de
glicosilacdo do sistema biologico do S. levis certamente difere do padrdo da levedura
P. pastoris e ao que indica a proteina nativa € menos glicosilada que a recombinante.

A localizagédo da enzima no intestino sugere fortemente que a a¢do enzimatica
da SI-PME ocorre de fato neste tecido. Considerando a expressdo génica da SI-PME
detectada no intestino meédio, era esperada a presenca desta enzima nesse tecido,
entretanto ndo houve expressao génica significante para o intestino posterior, o que
sugere gue essa proteina seja carregada pela comida até esse tecido. Infelizmente
para SI-EndoPG n&o houve a deteccdo da proteina nativa, provavelmente pela baixa
especificidade do anticorpo policlonal. Ensaios com uso de anticorpos monoclonais,
possivelmente trariam resultados mais satisfatorios. Todavia, como as enzimas PME e
Endo-PG geralmente agem juntas em reacdo acoplada, ou seja, a primeira gera o
substrato da segunda, acredita-se que a SI-EndoPG esteja presente nos mesmos
tecidos.

Interessantemente, o pH 6timo determinado para a SI-EndoPG Recombinante
(pH 5,06 + 0,27) esta proximo ao pH fisioldgico do intestino médio da larva de S. levis
(5.5 = 0.2 na porcdo anterior, 6.5 = 0.1 na por¢cdo mediana e 7.6 £ 0.2 na por¢cao
posterior) (SOARES-COSTA, DIAS et. al, 2011), assim como a SI-PME
Recombinante também mostrou-se atividade nessa faixa de pH nos ensaios
gualitativos (item 6.8). Portanto, esse resultado permite-nos estimar que as Sl-
Pectinases nativas sdo funcionais nas condic¢des fisiolégicas do intestino médio das

larvas de S. levis.
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Figure 36. Imunodeteccdo das Sl-Pectinases nos diferentes tecidos. A imunodeteccéo foi
realizada por Western blotting, usando anticorpos policlonais produzidos em camundongos. O
ensaio foi realizado com aproximadamente 4 ug de cada amostra e anticorpo primario em
diluicdo 1:2.500. M: Marcador de massa molecular, Bench Marck (Invitrogen); P: Proteina
recombinante purificada; Cabeca- Intestino posterior: Amostras dos extratos brutos protéico
dos tecidos especificados; a seta indica a posi¢do da proteina nativa detectada.
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5. CONCLUSOES

A expressdo das Sl-Pectinases via sistema heter6logo em Pichia pastoris foi

eficiente na obtencéo de grande quantidade de enzimas puras e funcionais.

As Sl-Pectinases Recombinantes sao glicosiladas tanto em sitios do tipo N quanto
do tipo O. A SI-PME nativa é pouco glicosilada em relacdo a enzima SI-PME

Recombinante.

A enzima SI-EndoPG Recombinante tem propriedades interessantes (pH,
temperatura 6timos adequados e alta eficiéncia catalitica) par aplicacdo industrial,
principalmente nos setores de produgdo de sucos de frutas e vinhos. Entretanto,

ela apresenta baixissima termoestabilidade, inviabilizando seu uso nestes setores.

Este trabalho comprova que insetos fitéfagos podem ser utilizados como novas

fontes de bioprospecc¢do de EDPCV com alto potencial biotecnoldgico.

A analise das sequéncias genbmicas codificadoras para as proteinas maduras, SI-
PME e SI-EndoPG, revelou ndo haver introns para SI-PME. Diferentemente para

SI-EndoPG, dois introns de tamanhos similares aos de fungos foram identificados.

Os resultados gerados neste trabalho d&o indicios muito fortes de que as SI-
Pectinases estao de fato integradas no genoma do inseto. Além disso, déo
indicios de que a SI-PME tem origem bacteriana e a SI-EndoPG tem origem
fangica, corroborando com teoria de transferéncia horizintal de Shen e
colaboradores (2003, 2005).

Independente da origem das Sl-Pectinases, conclui-se por fim que ambas atuam,
no intestino médio das larvas, provavelmente como enzimas digestivas
acessorias, as quais estdo envolvidas na desestruturacdo da parede celular

vegetal e ganho de acesso aos nutrientes intracelulares.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Até presente momento, este trabalho representa o primeiro relato de
pectinases de inseto que foram produzidas na forma recombinante sob sistema
heterélogo em Pichia pastoris. Também é o primeiro trabalho em que
pectinases de inseto sdo caracterizadas quanto a condigbes Otimas de

atividade, termoestabilidade e parametros cinéticos.

Considerando que a SI-EndoPG Recombinante mostrou propriedades
atraentes para aplicagdo na industria, mas sua termoinstabilidade inviabiliza
Seu uso, acredita-se que essa enzima seja um Otimo objeto de estudo em
evolugédo in vitro. Pois alteracdes na estrutura proteica poderiam torna-la mais

termoestavel, gerando um produto de alto valor agregado.
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8. ANEXOS

Tabela Al. Primers utilizados. A tabela mostra a sequéncia dos primers utilizados
obtencdo das ORFs completas, constru¢do dos vetores recombinantes e andlise de
expressao génica diferencial por qRT-PCR.

Primers Sequéncia
Primer_Expressao_Endopg_Forward_(EcoRlI) 5'-GGAATTCACCCCTGCAGTAGGAGCGAG-3'
Primer_Expressado_Endopg_Reverse_(Notl) 5'-AAAAGCGGCCGCACAAGAAAATCCGGATGG-3'
Primer_Endopg_interno 5’-GACCGTTGATGTATCTGC-3’
Primer_Expressao_PME_Forward_(Pstl) 5'-CTGCAGGAAACCAAAATCCACCAGG-3'
Primer_Expressdo_PME_Reverse_(Notl) GCGGCCGCTGCTCCACTTCCGGTATTGGC
Primer_gRT_PCR_Endopg_Forward 5'-TTGACTGATTGGACCGTTG-3'
Primer_gRT_PCR_Endopg_Reverse 5'-CTACTGCGTGTTTGATGGTG -3'
Primer_qRT_PCR_PME_Forward 5'-GACCGCAAAAACGACGAA-3'
Primer_gRT_PCR_PME_Reverse 5'-TGGAAGACGACCAAGCAC-3'
Primer_qRT_PCR_GAPDH_Forward 5’-CAACTGGCGTTTTTACCACA-3’
Primer_qRT_PCR_GAPDH_Reverse 5-AACATACATTGGGGCGTCA-3’
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Tabela A2. Sequéncias utilizadas no alinhamento miuiltiplo das S/-Pectinases. Ao todo
36 sequéncias foram analisadas para SI-PME e 34 para SI-EndoPG. A busca foi realizada
em banco de dados do NCBI, de modo que o nimero de acesso de cada sequéncia esta

inserido ao lado.

Sequéncias PME

Sequéncias Endo-PG

Organismo

Sphenophorus_levis
Sitophilus_oryzae
Dendroctonus_ponderosae
Dickeya_dadantii
Pectobacterium_carotovorum
Erwinia_chrysanthemi
Rahnella_sp
Escherichia_albertii
Escherichia_coli
Shigella_sonnei
Shigella_boydii
Cronobacter_sakazakii
Klebsiella_pneumoniae
Salmonella_bongori
Xanthomonas_perforans
Clostridium_acetobutylicum
Bacillus_sp
Citrobacter_koseri
Ralstonia_solanacearum
Cellulosilyticum_ruminicola
Solanum_lycopersicum
Pisum_sativum
Salix_gilgiana
Nicotiana_tabacum
Arabidopsis_thaliana
Physcomitrella_patens
Allium_cepa
Aspergillus_aculeatus
Cochliobolus_carbonum
Botryotinia_fuckeliana
Puccinia_graminis
Talaromyces_stipitatus
Phytophthora_capsici
Haloferax_volcanii
Halopiger_xanaduensis
Haloterrigena_turkmenica

Numero de Acesso

ADU33259.1
ADU33325.1
YP_003882650.1
ZP_03828136.1
CAA59151.1
YP_004213827.1
ZP_02903590.1
EGB62789.1
YP_309729.1
EGI98883.1
YP_001438657.1
YP_001334457.1
YP_004729566.1
ZP_08187812.1
NP_349964.1
ZP_01171421.1
YP_001453920.1
CBJ39775.1
ACZ98654.1
Q96576.1
AAC14742.1
BAA89480.1
AAX13972.1
CAB58974.1
XP_001778325.1
AEK07905.1
Q12535.1
AAD43340.1
XP_001560589.1
XP_003333140.1
XP_002482586.1
ACO54872.1
YP_003535912.1
YP_004596660.1
YP_003404589.1

Organismo

Sphenophorus_levis
Sitophilus_oryzae
Dendroctonus_ponderosae
Chrysomela_tremulae
Gastrophysa_viridula
Leptinotarsa_decemlineata
Phaedon_cochleariae
Talaromyces_stipitatus
Cryphonectria_parasitica
Aspergillus_oryzae
Aspergillus_niger
Colletotrichum_lupini
Verticillium_dahliae
Glomerella_lindemuthiana
Athelia_rolfsii
Thanatephorus_cucumeris
Penicillium_olsonii
Penicillium_marneffei
Postia_placenta
Phaeosphaeria_nodorum
Saccharomyces_cerevisiae
Arabidopsis_thaliana
Prunus_ persica
Brassica_napus
Malus_domestica
Glycine_max

Oryza_sativa
Erwinia_chrysanthemi
Dickeya_dadantii
Enterobacteriaceae_bacterium
Pectobacterium_carotovorum
Pectobacterium_atrosepticum
Xylella_fastidiosa
Faecalibacterium_prausnitzii

Numero de Acesso

ADU33253.1
ADU33302.1
ACP18831.1
ADU33339.1
ADU33355.1
097400.1
XP_002484837.1
AAB36616.1
XP_001820953.1
Q9PAW4.1
ABLO1533.1
EGY23539.1
Q00446.1
BAH14957.1
ABH12113.1
Q9Y834.1
XP_002149326.1
XP_002471034.1
XP_001804945.1
EDN63471.1
NP_191310.1
AAC64184.1
CAC05657.1
P48978.1
AAL30418.1
AAX95165.1
CAC83614.1
YP_003881986.1
ZP_07949263.1
AAA03624.1
YP_051640.1
YP_001830252.1
CBL02678.1
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Clone MBL_slevis_libr_001HO05 (S/-PME)

-11 TTGCTTTCAAR
1 ATGAAGATTATCGTCTTGTTGCCTGTGTTAGTAGCAT TAGCT TGCGCTAACCAARAATC CACCAGGAACTT
71 CCTCTCGACCAATTCTAACCGCCTCCGAGGCTAATTATTACACCARAGARAAG TACCT CCAAGGATGGTC
141 ACCACCAAGCATTTCAACCAATCATACTGACTACACTGTAGGCGGTGGCGGATACAGTACAATTCARGCT
211 GCCGTCAATGACGUTATARATGCCGGAGGUTC TAACAGGAANATACATTARRAT CAACACAGGAACATACT
281 AACAAGTAGTATACATTCCCAACACTAACGTTCCCTTAACAATTTATGGAGCCGGTAGCAGGUCAGATARL
351 TACTGTCATTACTTTGAACATGCCCGCCCARACTACTCCATCAGCCTATARAAACTTGGTTAATCCARAT
421 GATGCCTTCTTCARACCAGGTGATCCAGUTTACAGCATTTACAACGGUTETGCTTCCTCGAGUGETACTA
491 TTGEAACAAGTTGTTCAACAGTATTTTGGGTT TTAGC TCCARACGTTCARAATAGTCAACCTGCARATTCA
hepl ARACTCAGCTAAARACARAGGAGACCAACAAGCCGTCGCTCTACARACARACAGCGACCGAATTCAGGTT
631 CACAACGTCAATTTGTTGGGTCATCAAGACACTCTGTGUGCGEETTCAGGTGGE TACCGACACT CARATAG
701 CCCATTATACAAACACCTACATCGAAGGUGATATCGATTACGTCTTTGGETGGTGGCACTGCCATTTTCGA
771 GTCGTGTACTTTCTACTCCAAAGCTGACCGUCAARRACGACGAATCTGTTATATTTGCTCCAGATACTGAT
841 CCACACCAAATGTATGGTTACTTGGTTATTARATCAACTATAACCGGAGACAGTGCTTGGTCGTCTTCCA
911 AGARAGTATATTTGGGACGTTCTTGGGACGUCGGAGTAAAATCTGCTAATGCATACGTGCCCGGETACTTC
951 GUCAAATGGACAACTAGTTATCAGGGARACTACTATTAATGGAATTGTTCCGAATTCTGCTCCTTGGACT
1.051 ACAGCAACAAGTGGAAGGGUTTATGCAGGAAATGCCGCTAACAGCAGAGATTT GAACAATCAARAATTTCA

1.121 ACAGATTCTGGGAATATGCCAATACCGGAAGTGGAGCATGAT TTAGTATATTTTCATTTTGTAATCATCT

1.1%91 ARAATAAAGTGAAATAGCACTTATTTAAAANNARRARAAADAAAANANNARAR DI AADDAT,

Figura Al. Clone SI-PME caracterizado. A figura mostra a sequéncia dos cDNA SI-PME presente no
clone MBL_slevis_libr_001HO05. Os nucleotideos destacados em vermelho indicam os cédons de inicio e
terminacéo das ORFs e os nucleotideos sublinhados s&o referentes aos UTR’S e UTR3’. A cauda poli-A
pode ser notada na extremidade 3’.
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Clone MBL_slevis_libr_005E03 (S/-EndoPG)

1 ATGAATCTTCTCGTCGCATCACTGCTACTTGTCTTAGTGGUTAGGGCTGCTTACGUCACCCCTGCAGTAG
71 GAGCGAGCTGCACGGTGTCTTCATACAATGACGTTGCCGGTGCCGTCTCCAGC TGCACCTCAATCACCCT
141 GAAAGGTTTCACTGTTCCAGCTGGCARAAGCTC TGATCATGAAGUTGARAAGCGGAACCACCGTTARAGTT

211l  GCOGGRAACAATTAAGTTCGCTG TCAGCGRATG GARAGGACCT CTGGTT GARAT TTCCG GAAGCAARATCA

281  COTTCTCTGGRAGCTGGEGEATACTTCGATGGACAAGE TGCCAGCTACT GEEACGGACARGETGACARAGE
351 AARAGACCARACCAAAATTCTTCAGAATCAARACCACTGGAGGTTCTCATTTCAACAACATCARATTATTG
421 AACTGCCCTCACCAATGTGTATCCATTAACCCTGCAT CTGACACCACTTTGACTGATTGGACCGETTGATG
491 TATCTGCAGGCGATAGTAAAGGGGGAARRRAATACCGATGGATTTGATC TATCCAATTCCAGTGGTATCAC
hpl CATCAAACACGUCAGTAGTTAAGAACCAAGATGACTGCGTCGCTGTCAACCAAGGTTCCCACTATGTTTTC
631 CRARAACCTGACTTGCAGTGGAGGTCACGGTCT CAGTCTTTCCGTAGGT CAAAGCAGTCAGAAT GGAANTC
70l cARARCACCGTTARGARCGTCACTTTCAGCGAC TETACCGTTACCARCT CCAGRARTGG TATCCACGTCAR

77l GRACRCACAATGACGCTGGAACTGGAGCARTCAGCGACGTTACCTACARGAACATTARACTCTC TGGAATC

641 ACARACTACGGUATCAACATTCAAGARGATTACGAARATGGAGGTTCATCTGGARATCCARRAGCAARATA
911 TTCCAATCTCCAAATTGAACTTGCAATCTGTAACTGGATCTATGTCTGGCGGATCTAGCAGCATGCCTGT

951 TTACATTTTATGCGGAAGCAACGGTTGTAACAACTGGAATTGETCAGGAGTTTCCATCGGCAATGGARAG

1.051 ApGRARARCAGCTGTAATTACARACCATCCGGATTTTCTTGTTAACTCATTGTACTAG TGTTARAACCTA

1.12] cTATTTARARACAATATACCATATACCATGGE

Figura A2. Clone SI-EndoPG caracterizado. A figura mostra a sequéncia do cDNA SI-EndoPG
presente no clone MBL_slevis_libr 005E03. Os nucleotideos destacados em vermelho indicam os
codons de inicio e terminacdo das ORFs e os nucleotideos sublinhados séo referentes aos UTR’S e
UTR3’. N&o foi possivel a identificagcdo da cauda poli-A.
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Figura A3. Extragdo de DNA gendmico do S. levis. A extragdo foi realizada a partir do corpo
gorduroso apoOs dissecacdo de larvas do inseto. Durante a dissecacdo procurou evitar o
maximo contato direto com o trato intestinal, cujo interior comporta DNA microbiano.
Aproximadamente 2-3 mg de tecido foi usado na extragdo de DNA segundo método descrito
por Bishoff e Lawrence (1990) com modificagbes. M: marcador de massa molecular GeneRuler
1Kb (Fermentas); 1-12: amostras de DNA gendmico extraidos.
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