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RESUMO 

 
A parede celular vegetal confere à célula vegetal suporte estrutural, proteção contra 
patógenos e fitófagos. Dentre os polissacarídeos da parede celular vegetal são 
inclusas as substâncias pécticas, as quais são compostas por resíduos de ácido 
galacturônico, parcialmente esterificados, ligados em série via ligações glicosídicas α-
1,4. As substâncias pécticas são o maior componente da lamela média e são 
naturalmente degradadas pela ação enzimática das pectinases. A Pectina 
metilesterase (PME) catalisa a remoção dos grupos metil-ester, e a Endo-
Poligalacturonase (Endo-PG) promove a reação de hidrólise aleatória das ligações α-
1,4. Essas enzimas são comumente sintetizadas por micro-organismos fitopatógenos 
para invasão ao hospedeiro ou pelas próprias plantas para modelamento da parede 
celular vegetal. Na agricultura, uma das mais importantes espécies pragas da família 
Curculionidae (Coleoptera: Curculionidae) é o Sphenophorus levis, o bicudo da cana-
de-açúcar. 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 são significativos nos custos de produtos 
derivados da cana-de-açúcar. Considerando o impacto dessa praga na cultura e a 
ausência de eficientes métodos de controle, novas estratégias ainda são necessárias 
no combate à praga. A análise de uma biblioteca de cDNA de larvas do inseto S. levis 
mostrou a presença de genes codificantes para uma PME e uma Endo-PG, os quais 
nomeamos de Sl-PME e Sl-EndoPG respectivamente. Devido a importância nos 
estudos de insetos pragas e a extensa aplicação das pectinases em diversos campos 
industriais, foi promovida a caracterização das sequências genômicas codificantes 
para as pectinases de S. levis (Sl-Pectinases). Também foi realizada a produção e 
caracterização de uma Sl-PME e uma Sl-EndoPG recombinantes, expressas em 
sistema heterólogo. Além disso, foram conduzidas análises de expressão gênica por 
qRT-PCR em diferentes estágios de desenvolvimento e diferentes tecidos; e estudos 
filogenéticos entre as Sl-Pectinases e outras pectinases de diferentes reinos. As 
sequências das Sl-Pectinases identificadas apresentaram maior similaridade com 
genes homólogos de insetos depositados no GenBank, principalmente como o 
Sitophilus oryzae. A análise filogenética indicou que o grupo dos insetos é mais 
correlacionado com o grupo das bactérias e com o grupo de fungos, respectivamente 
para as sequências PMEs e Endo-PGs. As sequências genômicas das pectinases 
revelaram dois introns para Sl-EndoPG com 53 e 166 pb, mas nenhum para o gene Sl-
PME. Ambas as Sl-Pectinases Recombinantes apresentaram atividade catalítica. A Sl-
EndoPG recombinante mostrou maior atividade em pH 5,06 ± 0,27 e 49,74 ± 2,49 oC, 
mas baixa termoestabilidade. Para o substrato ácido poligalacturônico não metilado, a 
enzima revelou Km = 3,88 mg.mL-1, Vmax = 21.96 µM.s-1 e Kcat = 3.137 s-1, para o 
substrato pectina de citrus parcialmente metilada, a enzima apresentou Km = 4,98 
mg.mL-1, Vmax = 17,19 µM.s-1 e Kcat = 2.456 s-1. Os resultados da análise de 
expressão sugerem que as pectinases de S. levis são enzimas digestivas atuantes no 

intestino médio. Este trabalho representa as primeiras pectinases de inseto produzidas 

em sistema heterólogo de Pichia pastoris e caracterizadas quanto a condições ótimas 
de atividade, termoestabilidade e parâmetros cinéticos.  

 

 

Palavras-chave: Caracterização de enzimas recombinantes; Identificação de introns, 

Correlações filogenéticas; Papel fisiológico; Sl-Pectinases; Sphenophorus levis. 
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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 α-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 α-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 Sl-PME and Sl-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 Sl-PME and a Sl-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 Sl-
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 Sl-EndoPG gene with 53 and 166 bp, but no one for Sl-PME 
gene. Both of Sl-Pectinases Recombinant showed catalytic activity. The recombinant 
Sl-EndoPG shows optimal activity at pH 5,06 ± 0,27 and 49,74 ± 2,49 oC, but extremely 
low thermostability. For the polygalacturonic acid no-methylated as substract, the 
enzyme revealed Km = 3,88 mg.mL-1, Vmax = 21.96 µM.s-1 e Kcat = 3.137 s-1; for the 
citrus pectin partially methylated as substract, the enzyme presented Km = 4,98 

mg.mL-1, Vmax = 17,19 µM.s-1 e Kcat = 2.456 s-1. 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; Sl-Pectinases; Sphenophorus levis. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

1.1 Parede celular vegetal  

A parede celular vegetal é responsável pelo quadro estrutural básico da célula 

vegetal, definindo o formato e tamanho das células e tecidos (YORK; DARVILL et al., 

1986).  A parede também atua na proteção contra desitratação, acúmulo excessivo de 

água, choques mecânicos e invasores. Essa estrutura é considerada a primeira 

barreira física contra micro-organismos fitopatógenos e insetos fitófagos (PRESTON, 

1974). 

A parede celular vegetal é classificada em parede celular primária e secundária 

de acordo com sua composição química e localização em relação à membrana 

plasmática (Figura 1) (YORK; DARVILL et al., 1986). Essa estrutura é altamente 

organizada e contem diversos polissacarídeos, proteínas e substâncias aromáticas 

(CARPITA; TIERNEY et al., 2001). Os componentes mais abundantes dessa estrutura 

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

 

 

 
Figura 1. Parede celular vegetal. A figura destaca a classificação das estruturas que 
compõem a parede celular de acordo com o posicionamento destas em relação a membrana 
plasmática. Modificado de J.F. Young, et al., (1998). 
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1.2 Pectina 

A pectina é um polissacarídeo heteromolecular, constituído de uma longa cadeia 

principal, a qual é associada a açúcares secundários como arabinose, ramnose, 

xilose, apiose e fucose (ALKORTA; GARBISU et al. 1998; GUMMADI; PANDA, 2003). 

A cadeia principal é formada por inúmeros resíduos de ácido galacturônico ligados em 

série via ligações α-1,4 (Figura 2). Essa estrutura é parcialmente esterificada por 

grupos metil éster ligados em alguns desses monômeros (TEWARI; KASHYAP et al., 

2001; GUMMADI; PANDA, 2003).  

Os açúcares secundários, quando associados à cadeia principal, geram cadeias 

laterais. As regiões da pectina que apresentam essas ramificações são denominadas 

como regiões peludas (“hairly”). Entretanto a cadeia principal é predominantemente 

composta pelas regiões lisas (“smooth”), as quais são lineares ou com poucas 

ramificações de menor tamanho (DE VRIES; VORAGEN et al., 1986).   

 

 

Figura 2. Cadeia principal do polímero péctico. O esqueleto da cadeia é constituído de 
inúmeros monômeros de α-ácido galacturônico parcialmente esterificadas por grupos metil 
(ALKORTA; GARBISU et al., 1998).   

 

 As substâncias pécticas presentes na parede celular são uma mistura de 

protopectina, ácido pectínico e ácido péctico. A protopectina é a forma que está 

associada aos demais polissacarídeos estruturais da parede celular (celulose e 

hemicelulose) e a íons Ca+2 (MARTINS, 2006). O ácido pectínico define a cadeia 

parcialmente esterificada, diferindo do ácido péctico, cuja cadeia é isenta de qualquer 

esterificação. O termo genérico pectina é usado para misturas de substâncias pécticas 

em que o ácido pectínico é o componente em maior proporção (MARTINS, 2006). 

Ao contrário das proteínas, lipídeos e ácidos nucléicos, a cadeia péctica não 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 constituição da célula vegetal (PAIVA, EMANUELA et al.,  
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2009). Apresenta-se como um dos principais componentes formadores da parede 

celular primária chegando a ser o constituinte predominante da lamela média 

(ALKORTA; GARBISU et al., 1998) (Figura 3). Desse modo, a pectina está 

intimamente relacionada com a proteção celular e manutenção da estrutura vegetal. 

Portanto, grandes alterações na célula vegetal ocorrem quando as substâncias 

pécticas são degradadas, o que ocorre naturalmente por ação enzimática das 

pectinases.  

 

 

 

Figura 3. Composição da parede vegetal. Disposição dos principais componentes da parede 
celular vegetal ao longo da sua estrutura. A pectina aumenta sua concentração à medida que 
se distancia da membrana plasmática. Modificado de Martins et al., 2006.  

 

 

1.3 Pectinases 

A pectina é usada na indústria de alimentos principalmente como agentes 

geleificantes e como fibras nutricionais. Todavia, sua presença representa um grande 

empecilho em etapas críticas de muitos processos industriais, pois promove turbidez 

do meio e incrustações nos reatores (SANTOS, 2007). Deste modo, a aplicação das 

enzimas pectinolíticas nessas etapas críticas se apresenta como uma estratégia de 

alta eficiência para minimizar estes problemas.  

O uso das pectinases na indústria iniciou-se por volta de 1930 nas preparações 

de vinhos e sucos de frutas (KASHYAP; CHANDRA et al., 2000). A partir de 1960, 

após maior elucidação sobre a natureza química dos tecidos vegetais, essas enzimas 

foram utilizadas com maior eficácia (KASHYAP; CHANDRA et al., 2000). Nas duas 

últimas décadas, o uso de enzimas de degradação de parede celular vegetal (EDPCV) 
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tem aumentado consideravelmente, com grande enfoque nas indústrias de alimentos, 

têxtil e de papel e celulose (BHAT, 2000). Atualmente, as enzimas pectinolíticas têm 

vasta aplicação industrial em diversos setores, tais como: amadurecimento artificial de 

frutas; clarificação e redução de viscosidade em sucos de frutas; tratamento preliminar 

do suco de uva para indústrias vinícolas; extração de polpa de tomate; fermentação de 

chá e chocolate; tratamento de resíduos vegetais; degomagem de fibras na indústria 

têxtil e de papel; nutrição animal; enriquecimento protéico de alimentos infantis e 

extração de óleos 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 bilhões (UENOJO; PASTORE 

et al., 2007).  

As pectinases são enzimas capazes de atuar sobre substâncias pécticas 

alterando sua estrutura e composição. Essas enzimas são geralmente sintetizadas por 

bactérias, leveduras, fungos filamentosos e plantas em geral (GONZALEZ; LEMKE, 

2010). As pectinases vegetais estão relacionadas com mudanças ocorrentes ao longo 

da expansão celular e fundamentalmente no crescimento e amadurecimento dos frutos 

(GAINVORS et al., 1994; DA SILVA et al., 2005). As pectinases de micro-organismos 

estão relacionadas com processos de infecção e podem definir seu potencial de 

patogenicidade (ROGERS; KIM et al., 2000).  

 A classificação destas enzimas é baseada no mecanismo de ataque ao 

polímero péctico, compreendendo três classes distintas: protopectinases (PPases), 

esterases e despolimerases (Figura 4) (JAYANI; SAXENA et al., 2005). As PPases 

catalisam a dissociação do polímero com a celulose, hemicelulose e Ca+2, dessa 

maneira essas enzimas solubilizam protopectina em ácido pectínico (SAKAI; 

SAKAMOTO et al., 1993). As esterases têm ação desesterificante, ou seja, são 

responsaveis por remover os grupos metil ester ligados aos monômeros de ácido 

galacturônico. As despolimerases, por sua vez, promovem a hidrólise das ligações 

glicosídicas α-1,4 entre os monômeros da cadeia (SAKAI; SAKAMOTO et al., 1993). 
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Figura 4. Ação das diferentes pectinases sobre as substâncias 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 íons Ca

+2 
e convertendo-a em 

pectina propriamente dita. A PME catalisa a desesterificação da cadeia retirando os 
grupamentos metil. As despolimerases Endo-PG e Exo-PG rompem as ligações glicosídicas 
gerando monômeros de açúcar. Modificado de Martins et al., (2006). 

 

 

1.4 Pectina metilesterase  

A pectina metilesterase (PME) (E.C 3.1.1.11) catalisa a hidrólise dos grupos 

metil éster da cadeia principal, liberando metanol, H3O
+ e convertendo o ácido 

pectínico em ácido péctico (Figura 4) (GUMMADI; PANDA et al., 2003). Ela age 

preferencialmente sobre o grupo metil da unidade galacturônica próxima a uma 

unidade não esterificada (KASHYAP; VOHRA et al., 2001). Esse tipo de enzima está 

presente em praticamente todas as preparações enzimáticas comerciais para 

proteção, melhoramento da textura, firmeza de frutas e vegetais processados, assim 

como na extração e clarificação de sucos de frutas. Ela pode estar envolvida em 

mudanças das substâncias 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 estão as polygalacturonases (PG), as quais são sub 

classificadas em Endo-Poligacturonase (Endo-PG) (E.C 3.2.1.15) ou em Exo-

Poligalacturonase (Exo-PG) (E.C 3.2.1.67) de acordo com seu modo de ação sobre o 

ácido poligalacturônico (SAKAI; SAKAMOTO et al., 1993). A Endo-PG 

preferencialmente rompe as ligações glicosídicas internas da cadeia de modo 

randômico, enquanto a Exo-PG age sequêncialmente sobre os monômeros terminais 

da cadeia (Figura 4) (UENOJO; PASTORE et al., 2007). As PGs têm maior atividade 

sobre o substrato não esterificado (CRELIER; ROBERT et al., 2001). De fato, em 

substratos com alto grau de esterificação, as PGs apresentam-se inativas. Deste modo 

sugere-se a hipótese que a atividade da PME preceda a atividade da PG, uma vez que 

a PME atua na desesterificação da pectina e que a PG tem maior afinidade pelo 

substrato linear isento de grupos metílicos (CRELIER; ROBERT et al., 2001). O fato da 

atividade da PME ser maior em grãos verdes, diminuindo à medida que o grão 

amadurece e que o inverso ocorre quanto à atividade da PG, corrobora com a 

hipótese sugerida (ANTUNES; GONÇALVES et al. 2006). 

 

1.6 Sphenophorus levis 

O coleóptero Sphenophorus levis, pertencente à família Curculionidae (VAURIE, 

1978), sendo popularmente conhecido como “bicudo da cana-de-açúcar”. Este inseto 

representa uma importante praga dos canaviais do estado de São Paulo e de uma 

região de Minas Gerais (GALLO et al., 2002). O genêro Sphenophorus abrange uma 

gama de espécies pragas de culturas de importância econômica do grupo das 

gramínias. Esse gênero tem representantes em vários continentes e diversos países, 

sendo 64 identificadas no EUA e 14 descritas no Brasil (REVISTA CULTIVAR, 2005). 

A importância do S. levis como praga da cana-de-açúcar no Brasil tornou-se 

conhecida a partir de 1977, sendo que em 1989 sua ocorrência foi detectada em 14 

municípios na região 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 municípios, incluindo as regiões: Central (Araraquara, São Carlos, Jaú, 

etc.); Sul (Assis, Ourinhos); Nordeste (Pradópolis) e Leste (Leme, Pirassununga, 

Araras, São João da Boa Vista, Santa Cruz das Palmeiras), ou seja, em quase todas 

as regiões de cultivo de cana-de-açúcar do estado de São Paulo. Sua disseminação 

deve-se principalmente ao transporte de mudas infestadas de uma região para outra, 
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visto que o inseto possui limitada capacidade de voo e consequentemente uma baixa 

taxa de dispersão natural (DEGASPARI et al., 1987). 

 

 

Figura 5. Áreas infestada por S. levis. A imagem à esquerda mostra os perfilhos não-
desenvolvidos afetados com o ataque do inseto praga S. levis. A imagem à direita mostra uma 
área de plantio de cana-de-açúcar, onde as touceiras foram retiradas na tentativa de controle 
desta praga. As imagens foram obtidas em uma usina de açúcar e álcool da região de Ribeirão 
Preto – SP. Dados não publicados (Fonte: Laboratório de Biologia Molecular Dep. Genética e 
Evolução). 

 
 
 

O inseto adulto (Figura 6) mede cerca de 15 mm e apresenta cabeça alongada, 

antenas clavadas e conspicuamente geniculadas, corpo compacto de tegumento 

bastante endurecido e aparelho bucal comprido em forma de rostro, característica 

responsável pelo nome popular de “bicudo” aos insetos dessa família. As larvas são 

brancas, enrugadas, sem patas e cabeça de coloração 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 não publicados (Fonte: FONSECA, 2012; 
Laboratório de Biologia Molecular Dep. Genética e Evolução). 

  

 



25 

 

A fêmea adulta utiliza da mandíbula para abrir pequenos orifícios na base do 

colmo onde deposita os ovos, os quais após eclodirem liberam as larvas (GIRON-

PEREZ; NAKANO et al., 2009). É durante a fase larval que este inseto causa maiores 

danos a cultura. As larvas atacam o interior do rizoma, abrindo galerias na base da 

brotação (Figura 7), gerando graves danos à planta e em alguns casos, até a sua 

morte (PRECETI & ARRIGONI, 1990). Os prejuízos econômicos causados pela ação 

da larva resumem em redução da produtividade e longevidade do canavial (PRECETI 

& TERÁN, 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 março 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 são entre dezembro e 

janeiro e entre agosto e setembro (PRECETTI; ARRIGONI, 1990). 

O combate a larva deste coleóptero atualmente é realizado por meio de iscas 

tóxicas, rotação de cultura, controle biológico por uso de nematoides, inseticidas ou a 

remoção das soqueiras contaminadas. Entretanto, nenhuma destas alternativas têm 

se mostrado eficazes e de baixo custo, ressaltando a importância da continuidade de 

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

 

 

 

Figura 7. Ataque do S. levis à cana-de-açúcar. 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 área infestada. Dados não publicados (Fonte: FONSECA, 2012; Laboratório de 
Biologia Molecular Dep. Genética e Evolução). 
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Assim, com o intuito de se gerar maior conhecimento sobre esta praga e 

promover subsídios para o desenvolvimento de novas estratégias de controle, foi 

construído recentemente em nosso laboratório, uma biblioteca de cDNA do S. levis.  A 

biblioteca foi construída a partir do RNA mensageiro total extraído de larvas do inseto. 

Deste modo muitos dados referentes ao perfil digestivo do inseto foram obtidos e 

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

 

 

1.7 Ocorrência das Pectinases em S. levis 

 

Em análises in silico da biblioteca de cDNA do S. levis 3.804 ESTs foram 

gerados, dentre os quais foram identificadas cinco sequências para PME gerando um 

cluster e duas sequências gerando dois singlets para Endo-PG. Portanto, as 

pectinases identificadas foram nomeadas de Sl-Pectinases, sendo Sl-PME e Sl-

EndoPG respectivamente para as enzimas PME e ENDO-PG (FONSECA, 2012). 

As EDPCV, incluindo as pectinases, têm 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 

patogênico do organismo invasor (ROGERS; KIM et al., 2000). Entretanto, recentes 

estudos têm mostrado fortes indícios de que invertebrados fitófagos, incluindo insetos 

pragas, também são capazes de sintetizar essas enzimas através de genes 

endógenos. 

O primeiro relato sobre EDPCV do reino animal foi uma celulase (glicosil 

hidrolase da família IV) 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 nematóide Globodera rostochiensis 

(POPEIJUS; OVERMARS et al., 2000) e logo após uma Exo-PG foi identificada em 

outro nematóide, Meloidogyne incógnita (JAUBERT; LAFFAIRE et al., 2002). 

Marcando como as primeiras pectinases descritas em insetos estão 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 coleóptero da família Curculionidae, muito semelhante ao S.levis (Figura 8).  
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FIGURA 8. Sphenophorus levis e Sitophilus oryzae. A imagem à esquerda mostra o 
coleóptero S. levis; dados não publicados (Fonte: FONSECA, 2012; Laboratório de Biologia 
Molecular Dep. Genética e Evolução). A imagem à direita mostra o coleóptero S. oryzae; 
modificado de Joseph Berger (2009). 

 
 
 

Além dos referidos trabalhos, diversos outros surgiram apontando indícios de 

celulases e pectinases em insetos pragas de cultivares de importância econômica 

(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 várias espécies das famílias Chrysomeloidea e Curculionidae 

(PAUCHET; WILKINSON et al., 2010). Os representantes destas famílias são 

considerados eficientes herbívoros. Neste trabalho um arsenal de EDPCV diferente 

para cada espécie foi descrito, mostrando uma nova fonte para bioprospecção dessas 

enzimas que atualmente têm alto valor comercial, além de enfatizar a importância do 

estudo das EDPCV em outras espécies ainda não descritas, como o S. levis.  

Muita pesquisa relacionada à EDPCV de animais vem surgindo e a cada vez há 

mais evidências de que estes organismos possuem os respectivos genes em seu 

genoma. Todavia, há sempre a dúvida 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 há uma ampla diversidade de micro-organismos 

que constituem a microbiota intestinal e que podem exercer importante papel no 

processo de digestão e detoxificação (DILLON; DILLON, 2004). A microbiota intestinal 

pode estar diretamente relacionada à nutrição, podendo conferir ao inseto a habilidade 

de sobreviver em condições de dietas adversas, aumentarem a sua eficiência 

digestiva, o abastecimento de vitaminas e a aquisição de enzimas digestivas (DILLON; 

DILLON, 2004).  

Alguns micro-organismos associados ao trato intestinal de diversas espécies de 

cupins são indispensáveis à sobrevivência desses insetos por serem fontes essências 

de enzimas que degradam celulose e lignina, fornecendo a seus hospedeiros glicose e 

ácidos graxos que são essenciais como fontes de energia (BREZNAK; BRUNE, 1994). 

A eliminação de simbiontes intracelulares (Buchnera) em afídeos afeta diretamente a 

nutrição e a fisiologia do inseto, causando redução no seu desenvolvimento e falência 

reprodutiva (DOUGLAS; MINTON et al., 2001). Além disso, os próprios 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 

bagaço de cana-de-açúcar, ingerido pelas larvas deste inseto, é 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 digestão 

e desenvolvimento do S. levis (RINK; SOARES-COSTA et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

2. OBJETIVOS 
 

Considerando a importância nos estudos relacionados à EDPCV de insetos 

pragas e a extensa aplicação das pectinases em diferentes setores da indústria, o 

presente projeto teve como objetivos gerais: investigar a ocorrência dos genes 

codificantes para Sl-PME e Sl-EndoPG no inseto S. levis, investigar o papel dessas 

enzimas na fisiologia do inseto e produzir as enzimas na forma recombinante, seguida 

da caracterização enzimática de ambas. Para tanto, a partir da biblioteca de cDNA de 

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

 

Produção e caracterização das enzimas Sl-Pectinases Recombinantes 

 

 Caracterização completa dos clones codificantes para Sl-PME e Sl-EndoPG 

identificados na biblioteca de cDNA de S. levis; 

 Clonagem da fase aberta de leitura (ORF) em vetor para expressão em P. 

pastoris; 

 Isolamento de transformantes hiperprodutores das enzimas recombinantes; 

 Purificação das enzimas; 

 Caracterização das enzimas quanto a pH e temperatura ótimos e 

termoestabilidade, assim como estabelecimento dos parâmetros cinéticos; 

 

Investigação sobre a ocorrência e função da Sl-PME e Sl-EndoPG  

 

 Extração de DNA genômico do corpo gorduroso e do trato digestivo de larvas 

do besouro S. levis; 

 Amplificação por PCR do gene completo a partir do DNA genômico da larva 

para sequênciamento e análise de possíveis introns; 

 Análise de códons preferenciais; 

 Análises filogenéticas; 

 Sintese de cDNA a partir do mRNA extraído do inseto em diferentes fases de 

desenvolvimento e dos diferentes tecidos dissecados. 

 Análise de expressão, por qRT-PCR, dos genes Sl-PME e Sl-EndoPG nas 

diferentes fases de desenvolvimento do inseto, assim como nos diferentes 

tecidos na fase larval. 

 Imunodetecção, por Western Blotting, das proteínas nativas Sl-PME e Sl-

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

 
 

3.1 Caracterização completa dos clones 
 
A biblioteca de cDNA do S. levis foi construída em nosso laboratório utilizando 

o Cloneminer cDNA kit (Invitrogen) (FONSECA et al., 2012). Os clones contendo as 

sequências codificantes das Sl-Pectinases, identificados na biblioteca de cDNA do 

inseto, foram nomeados de MBL_slevis_libr_001H05 e MBL_slevis_libr_005E03 

respectivamente para Sl-PME e Sl-EndoPG. O DNA plasmidial dos clones foi 

multiplicado via clonagem das células, crescidas em 5 ml de meio líquido LB-Broth a 

37 0C, 250 rpm durante 16 horas.  Posteriormente extraiu-se o DNA plasmidial 

utilizando o kit SV Minipreps - DNA Purification System (Promega) segundo instruções 

do fabricante. A partir do DNA extraído foi possível o sequênciamento das ORFs 

(Open reading frames) utilizando-se os primers M13-Forward e M13-Reverse, os quais 

hibridizam no plasmídeo flanqueando o fragmento de interesse, o DYEnamic ET Dye 

Terminator kit e a plataforma de sequênciamento MEGABace 1,000 Flexyble DNA 

Sequencer (GE Healthcare).  A reação de sequênciamento consistiu aproximadamente 

de 100 ng de DNA, 0,5 pmol de primer, 4 µl do MIX do kit e água destilada para um 

volume final de 10 µl. Somente com os primers M13 não foi possível a completa 

caracterização do clone MBL_slevis_libr_005E03, pois a sequência central do cDNA 

permaneceu desconhecida. Para tal objetivo, construiu-se um primer interno, 

Primer_Endopg_interno (Tabela A1), o qual nos permitiu obter a sequência completa 

do cDNA codificante para Sl-EndoPG.  

   

 

3.2  Análise da estrutura primária das Sl-Pectinases  
 

As ORFs completas foram comparadas com outras pectinases contidas no 

banco de dados do NCBI após submissão das sequências no algoritimo Blastx sob 

parâmetros da matriz original. Também foi realizada a predição da estrutura primária 

das enzimas Sl-PME e Sl-EndoPG a partir da tradução da sequência nucleotídica das 

referidas ORFs. As sequências de aminoácidos foram avaliadas quanto à presença de 

sítios de glicosilação e quanto a peptídeo sinal através dos softwares online NetNGlyc 

1.0 (GUPTA; JUNG et al., 2004), NetOGlyc 1.0 (JULENIUS; MOLGAARD  et al., 

2005), PSORT II (HORTON; NAKAI et al.,1997) e SIGNALP 4.0 (PETERSEN; 

BRUNAK et al., 2011).  
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3.3  Construção dos vetores de expressão  
 

As ORFs, excluindo a região codificante para o peptídeo sinal, foram 

amplificadas por PCR com uso de primers específicos contendo sítios de restrição 

selecionados para correta clonagem no vetor de expressão.  Deste modo, a ORF da 

Sl-PME foi amplificada com os primers Primer_Expressão_PME_Forward_(PstI) e 

Primer_Expressão_PME_Reverse_(NotI) e a ORF de Sl-EndoPG                              

com os primers Primer_Expressão_Endopg_Forward_(EcoRI) e 

Primer_Expressão_Endopg_Reverse_(NotI) (Tabela A1). Os sitios de restrição 

selecionados correspondem aos mesmos dos vetores de expressão e direcionam a 

inserção das ORFs de modo a mantê-las em fase com a sequência do Fator-α e da 

cauda de histidina.  Os plasmídeos de expressão selecionados foram o pPicZαB e o 

pPiczαA respectivamente para Sl-PME and Sl-EndoPG. Entretanto, para manter em 

fase o inserto Sl-PME com o plasmídeo, foi necessário desenhar o primer 

Primer_Expressão_PME_Forward_(PstI) com a adição de dois nucleotídeos (GA) na 

extremidade 5’ anterior ao sitio de restrição. Essa adição, juntamente com mais um G 

do plasmídeo, acarreta na adição de uma glicina no N-Terminal da proteína 

recombinante. Escolheu-se a inserção de uma glicina por este ser um aminoácido 

neutro e, portanto, espera-se que haja menor interferência na configuração original da 

proteína nativa.  

A PCR foi conduzida com 50 ng de DNA molde (DNA plasmidial extraído dos 

clones MBL_slevis_libr_001H05 e MBL_slevis_libr_005E03); 0,2 mM de dNTPs 

(Invitrogen); 1x PCR buffer (20 mM Tris HCl) pH 8.4; 1.5 mM de MgCl2 e 50 mM de 

KCl; 0,4 µM de cada primer e 1 U de DNA polimerase “High Fidelity” (Invitrogen) em 

uma reação de 25 µL. A ciclagem utilizada foi  94 0C por 5 min, seguido de 35 ciclos 

de 1 min a 94 0C, 1 min a 54 0C, e 1 min a 72 0C; com uma etapa final de 10 min a 72 

0C. Após separação dos fragmentos em gel de agarose 1% e TAE 1X, as bandas 

correspondentes à massa molecular esperada foram recortadas e purificadas em kit 

PCR Clean-up System kit (Promega). Os amplicons purificados e os plasmídeos de 

expressão foram tratados com as enzimas de restrição correspondentes seguindo as 

instruções 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 ligação dos amplicons 

com os respectivos plasmídeos em uma reação de 30 µL contendo aproximadamente 

120 ng de plasmídeo, 200 ng de inserto, 1 x tampão de ligação e 1 U de T4 DNA 

Ligase (Invitrogen), overnight a 16 0C. 
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 Os vetores de expressão recombinantes, denominados de pPicZαB_Sl-PME e 

pPicZαA_Sl-EndoPG, foram multiplicados via clonagem em células de Escherichia coli. 

Para isso transformou-se células quimio-competentes (E.coli - DH5α) com os vetores 

recombinantes. Para a transformação foram usados 7 µL da reação de ligação 

adicionados em 200 µL de células DH5α quimio-competente, seguido da incubação 

por 90 s a 42 0C e 1 min em gelo; posteriormente adicionou-se 800 µL de meio LB-

Broth e incubou-se a 37 0C, 300 rpm durante  45 min. Foram usados 50 µL da mistura 

para inocular placas contendo  15 mL de meio LB-Broth ágar Low salt e 25 µg/mL de 

antibiótico Zeocina. As placas foram incubadas por 20 horas a 37 0C e as colônias 

isoladas foram analisadas por PCR de colônia, onde se confirmou a presença do gene 

alvo integrado no vetor de expressão. Essa colônia foi multiplicada em meio liquido 

adequado e após extração do DNA plasmidial, realizou-se o sequênciamento dos 

vetores recombinantes, por onde foi confirmada a correta inserção em fase do gene no 

plasmídeo. 

 
 
 

3.4  Análise da estrutura primária das Sl-Pectinases Recombinantes 
 

As sequências codificantes para as Sl-Pectinases Recombinantes foram 

traduzidas em sequências de aminoácidos, as quais foram avaliadas quanto à massa 

molecular, pI e presença de sítios de glicosilação. A análise foi realizada como descrito 

no item 3.2. 

 

 
3.5  Obtenção 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 EasySelectTM PichiaExpression kit (Invitrogen). A transformação das células 

competentes foi realizada a partir do vetor recombinante purificado e previamente 

linearizado com a enzima de restrição Pme (Fermentas), seguindo as recomendações 

do fabricante. Deste modo, aproximadamente 1 µg de vetor linearizado foi adicionado 

em 40 µL de células competentes, após a homogenização, 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 µF e 200 Ω. Adicionou-se 1 mL de sorbitol 1M, e incubou-se a 30 0C por 2 

h sem agitação. Posteriormente inoculou-se as células crescidas em placas de Petri 

contendo meio YEPDS acrescidos de 100 µg/mL e 500 µg/mL de Zeocina. 
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 As colônias mais isoladas foram homegenizadas em solução SDS 0,2% e 

aquecidas por 3 min a 90 0C.  Conduziu-se uma PCR de colônia com 2 µL da solução 

fervida como DNA molde e 0,1% de Triton x-100 acrescidos na reação final.  O 

resultado da PCR foi analisado em gel de agarose 1% e 22 colônias recombinantes 

positivas, para o gene de interesse, foram selecionadas para expressarem a proteína 

recombinante. 

 

 

3.6 Seleção de transformantes hiperprodutores das enzimas recombinantes 

Para selecionar dentre as 22 colônias recombinantes qual produz de fato a 

proteína de interesse e em maior quantidade, realizou-se o processo de indução de 

expressão do gene alvo em pequena escala. Tal procedimento foi conduzido em placa 

24-well, segundo método descrito por Boettner et al. (2002) com modificações. Como 

controles negativos do experimento, um poço foi isento de inoculação e outro 

inoculado com levedura contendo o plasmídeo isento do gene alvo.  Para a indução, 

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 x10-5% de 

Biotina, 100 mM fosfato de potássio ph 6,0, 1% de glicerol), por 48h, a 30°C e 250 rpm 

(D.O entre 2 e 6). Posteriormente, o sobrenadante foi substituído por 2 mL de meio 

complexo com metanol tamponado (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 1,34% 

YNB, 4 x10-5% de Biotina, 100 mM fosfato de potássio 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 concentração 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 produção das proteínas recombinantes 

foram selecionadas para o processo de indução em maior escala.  

 

 

3.7 Produção e purificação das enzimas recombinantes 

Para ambas as Sl-Pectinases uma única colônia foi selecionada para a 

produção da proteína 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 precipitação 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 concentração final de 0,75%.  Após término das 114 h o meio foi 

deslevedurado, por centrifugação, filtrado em membrana de nitrocelulose 0,45 µm 

(Millipore) e purificado.  A purificação por cromatografia de afinidade foi conduzida a 

partir de coluna de resina sílica carregada com 5 mL de níquel (His-Link, Promega), na 

qual as proteínas ficam aderidas pela cauda de histidina. Para a coleta das proteínas, 

lavou-se a coluna com soluções tampão de concentrações crescentes de imidazol (10, 

25, 50, 75, 100 e 250 mM). Após coleta, as amostras foram analisadas em SDS PAGE 

12%, por onde se selecionou para diálise as frações que apresentaram maiores 

concentrações da proteína desejada. 

A diálise foi realizada via membranas de diálise (PIERCE 3,500 MWCO) em 

tampão 10 mM TrisHCl, 150 mM NaCl pH 7,5 em uma proporção proteína/ tampão de 

1:1000 (V/V). O processo foi realizado sob leve agitação a 4 OC.  As proteínas 

dialisadas foram armazenadas em tubos falcon a 4 0C, após filtradas em membrana 

0,45 µm (Millipore) sob condições assépticas. Promoveu-se a quantificação protéica 

das frações dialisadas por kit BCA (Thermo Scientific), segundo instruções do 

fabricante, e o cálculo do rendimento da produção. 

 

 

3.8  Análise de glicosilação das Sl-Pectinases recombinantes 

 
As enzimas recombinantes, Sl-PME e Sl-Endo-PG purificadas, foram tratadas 

com as N-glicosidades Endo H; PNGase F e com a O-glicosidade Endo-α-N-Acetyl-

galactosaminidase acrescido de Neuraminidase (BioLabs) segundo instruções do 

fabricante. Para cada tratamento um controle negativo (reação isenta de glicosidase) 

foi realizado. Posteriormente as amostras foram analisadas em SDS PAGE 12% 

quanto à massa molecular. 

 

 

3.9  Ensaio qualitativo de atividade enzimática 
 

Em análise de atividade qualitativa das Sl-Pectinases recombinantes as 

enzimas puras foram testadas em meio sólido contendo substratos específicos. Em 

placa de Petri preparou-se meio tamponado (100 mM de acetato de sódio pH 5,0) 

contendo 1% de ágar e 1% de ácido poligalacturônico (Sigma). Em outra placa, o 

ácido poligalacturônico foi substituído por 1% de pectina 70-75% esterificada (Sigma). 

Amostras de 10 µl contendo 7 µg de Sl-PME, Sl-EndoPG recombinantes e um mix (7 

µg de cada) foram aplicadas sobre pontos específicos na superfície dos meios. As 
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placas foram incubadas a 40 0C por 3 h, em seguida coradas por 20 minutos com 

solução 0,2% de Congo Red (Vetec) e descorada em solução NaCl 1M. A atividade 

enzimática das Sl-Pectinases foi avaliada pela presença ou ausência de halos de 

alteração no substrato. 

 

 

3.10  Caracterização enzimática da Sl-EndoPG  

 

 

 3.10.1 Seleção do método e padronização das reações 

Os ensaios de atividade da Sl-EndoPG foram baseados na quantificação de 

extremidades redutoras formadas na cadeia péctica após ação da enzima. Todavia 

aplicou-se o método “DNS” proposto por Miller (1959) com modificações no preparo 

das reações e o método de Ruller (2006) na quantificação de açúcares redutores 

gerados.  A solução DNS (ácido-3,5-dinitrossalicílico) foi preparada com 32,9 mM de 

ácido 3,5-dinitrosalicílico, 350 mM de hidróxido de sódio, 76,6 mM de tartarato de 

sódio e potássio, 0,54% de fenol e 30 mM de metabissulfito de sódio dissolvidos em 

de água destilada.  A quantificação foi obtida por absorbância em 540 nm utilizando-se 

o espectrofluorímetro de placa  PerkinElmer 1420 Multilabel Counter.  

Realizou-se curvas de velocidades iniciais para padronizar a reação quanto à 

quantidade de substrato, quantidade de enzima e tempo de reação.  A reação 

enzimática constitui-se de 45 µl de substrato 1% dissolvido em tampão acetato de 

sódio 100 mM ph 5,0 e 5 µl de enzima em diversas diluições. Primeiramente a reação 

foi pré-incubada a 40 OC por 10 min antes que fosse adicionada a enzima.  

Posteriormente a reação permaneceu incubada em mesma temperatura com 

freqüente agitação, atingido o período determinado, a enzima era inativada pela 

adição de 100 µl da solução DNS. A mistura foi fervida 5 min a 100 OC, esfriada em 

gelo por 1 min, diluída 1,5 vezes em água destilada e quantificada em 

espectrofotômetro a 540 nm. O procedimento foi conduzido em placa com 10 reações, 

sendo a atividade destas inativada a cada 3 min partindo-se do tempo T= 0 min para a 

primeira reação. Cada reação foi realizada em triplicata e para cada triplicata havia um 

controle negativo (reação isenta de enzima), cujo valor foi descontado nos valores de 

cada triplicata, para que os artefatos gerados no método fossem desconsiderados do 

valor absoluto. Após análise da curva optou-se por padronizar as reações com 7 nmol 

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

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

 

 

 

Figura 9. Curva de velocidades iniciais para Sl-EndoPG. Reações com 0,9% de ácido 
poligalacturônico em tampão acetato de sódio 100 mM pH 5,0 e 7 nM de Sl-EndoPG 
recombinante purificada. Cada ponto corresponde a quantidade de produto gerado no 
determinado tempo de reação. 

 
 

 

 3.10.2  Determinação de pH ótimo, temperatura ótima e termoestabilidade 

Para determinar as condições ótimas de atividade da Sl-EndoPG, foram 

testadas diferentes faixas de pH e temperatura a partir das reações padronizadas. Na 

determinação de pH ótimo, a temperatura foi mantida constante a 45 0C e diferentes 

valores de pH foram testados. Os seguintes tampões a 100 mM com as respectivas 

faixas de pH foram usados: Citrato de sódio de 2,5 a 4,0; Acetato de sódio de 4,0 a 

6,0; MES de 6,0 a 7,0 e Tris de 7,0 a 9,0. Na determinação da temperatura ótima, o pH 

foi mantido constante em tampão acetato de sódio 100 mM pH 5,0 e diferentes 

temperaturas de incubação entre 20 e 70 0C 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 0C antes de adicioná-la à 

reação padronizada sob condições ótimas de pH e temperatura já estabelecidas. 

Posteriormente, a atividade residual foi mensurada. 

 Os valores foram determinados com base na atividade relativa entre os 

diferentes tratamentos, deste modo, o ponto que apresentou maior valor de 

absorbância foi dito como 100% de atividade naquela análise e tomado como 

referência para o cálculo proporcional dos demais pontos. Cada ponto da curva é 
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gerado a partir da média das triplicatas já descontadas o valor do controle negativo. 

Para definição dos valores de pH e temperatura ótimos, todos os dados gerados foram 

analisados pelo modelo estatístico “soma de duas distribuições Gaussiana”, com 

intervalo de confiança igual a 95%, via software GraphPad Prism 5.0. A curva de 

termoestabilidade foi determinada pelo mesmo software, mas sem uso de modelo 

estatístico. As curvas que apresentaram valores de R2 maior que 0,96 foram 

consideradas confiáveis. 

 

 

3.10.3  Determinação dos parâmetros cinéticos 

 Os parâmetros Vmax, Km e Kcat foram determinados para dois substratos 

distintos, ácido poligalacturônico e pectina de citrus 20-34% esterificada (Sigma), 

usando monômeros de D-(+)-ácido galacturônico monohidratado (Sigma) (MAG) como 

padrão. O mesmo ensaio mostrou-se ineficiente para o substrato pectina de maçã 70-

75% esterificada (Sigma), pois a enzima não mostrou atividade. 

Primeiramente, foi necessária a construção de uma curva padrão para 

converter os valores de absorbância em quantidade de produto gerado. Soluções de 

acetato de sódio 100 mM ph 5,0 com concentrações crescentes e conhecidas de 

MAG, foram mensuradas pelo método “DNS” e seus valores usados para obtenção da 

curva padrão (Figura 10). Todos os 10 pontos da curva padrão foram obtidos pela 

média das triplicatas, após valor descontado do controle negativo (solução isenta de 

açúcar). 

 O experimento foi realizado a partir das reações padronizadas, nas condições 

ótimas de pH e temperatura, com concentrações crescentes de substrato. Inicialmente 

aumentou-se a concentração 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 

absorbância obtidos foram convertidos em quantidade de MAG (µM), através da 

equação da reta y = 0,0499x + 0,00166 referente a curva padrão. Posteriormente, 

obteve-se para cada ponto, os valores de velocidade enzimática (µM.s-1) através da 

relação V = xMAG/t, onde t é igual 600 s (duração da reação).  Os dados foram 

análisados segundo modelo de Michaelis Menten através do software GraphPad Prism 

5.0.  
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Figura 10. Curva padrão. A figura representa a curva padrão construída para converter os 
valores de absorbância em quantidade de produto gerado.  A curva foi obtida através de 
soluções de concentrações crescentes de D-(+)-Ácido galacturônico (Sigma), mensuradas pelo 
método “DNS”. Cada ponto corresponde a média da triplicata com valor descontado do controle 
negativo (solução isenta de açúcar).  
 
 

 

3.11  Análise comparativa entre Sl-Pectinases e outras pectinases descritas 

Com o intuito de se verificar os pontos similares e os diferentes dentre a 

estrutura primária das Sl-Pectinases e das outras já descritas na literatura, realizou-se 

o alinhamento múltiplo das sequências homólogas pelo software online  Multialin 

(CORPET, 1988 a, b). As sequências de amino ácidos a serem comparadas foram 

selecionadas a partir de duas abordagens: A- obteve-se as sequências homólogas, 

depositadas no banco de dados do NCBI, que apresentaram maior similaridade (valor 

de identidade máxima maior que 34%) em análise de Blastx com os parâmetros da 

matriz original; B- realizou-se uma busca no banco de dados do NCBI das sequências 

homólogas que representasem organismos de reinos distintos (arqueobactérias, 

bactérias, fungos e plantas) e quando do mesmo reino, privilegiou-se as sequências 

de genêros divergentes. Ao todo 36 sequências foram analisadas para PME e 34 

sequências para Endo-PG (Tabela A2 em anexo). Os dados gerados foram analisados 

quanto a domínios conservados e função, baseando-se em trabalhos sobre estrutura-

funcional das pectinases. 
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3.12  Construção das árvores filogenéticas  

As árvores filogenéticas Sl-PME e Sl-EndoPG foram construídas em 

colaboração com o Prof. Dr. André Rodrigues do Departamento de Bioquímica e 

Microbiologia (IB/UNESP, Campus de Rio Claro, SP).  A partir sequências homólogas 

selecionadas na etapa anterior, um alinhamento múltiplo 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 

reconstrução filogenética utilizando o algoritmo de Neighbour Joining (SAITOU; NEI, 

1987). Para calcular as distâncias entre as sequências foi aplicado o modelo de 

Poisson para Sl-PME e Sl-EndoPG. As árvores foram inferidas utilizando-se MEGA 5.0 

(TAMURA et al. 2011), implementando taxa uniforme entre os sítios. Regiões 

apresentando gaps ou missing data foram excluídas. Foram utilizadas 1.000 pseudo-

réplicas de bootstrap para acessar o suporte das clades. As árvores geradas foram 

editadas em Adobe Illustrator v. 6.0.   

 

 

3.13 Análise de códons preferenciais  
 
 Através do software online GCUA: “General Codon Usage Analysis” 

(MCLNERNEY; 1997) realizou-se a análise de códons preferenciais das ORFs das Sl-

Pectinases; de sequências homólogas a elas e de sequências das principais enzimas 

digestivas do inseto S. levis em fase larval. As sequências homólogas foram 

selecionadas a partir dos organismos utilizados na construção das árvores 

filogenéticas.  As sequências das enzimas digestivas do inseto foram fornecidas pelo 

Dr. Fernando Fonseca Pereira de Paula responsável pela construção e análise da 

biblioteca de cDNA das larvas do referido inseto.  

 Ao todo foram analisadas 10 sequências homólogas para cada gene e 10 

sequências da biblioteca, além das sequências Sl-PME e Sl-EndoPG. A partir do 

resultado do software, montou-se uma tabela, na qual se comparou a frequência de 

cada códon das Sl-Pectinases com as frequências apresentadas pelas demais 

sequências. 
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3.14  Extração de DNA genômico 

A extração do DNA genômico a partir do corpo gorduroso de larvas do S. levis 

foi conduzida segundo métodos descritos por Bishoff, Lawrence (1990) e Franklin, 

Young (1997) com modificações.  Na obtenção de material isento de contaminação 

externa (DNA exógeno) todo procedimento foi realizado com máscaras; luvas sem 

talco; utensílios, ponteiras de filtros e soluções autoclavados; em ambiente asséptico e 

isento de ventilação. Para evitar contaminação interna (DNA de endossimbiontes), 

durante a dissecação foi extraído apenas corpo gorduroso, o qual não estava em 

contato direto com o tubo intestinal. 

Aproximadamente 2-3 mg de tecido foram solubilizados em 700 µL de Tampão 

salino (150 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,2% SDS) e tratados com 15 µL de proteinase K 

(10 mg/mL), seguido de incubação a 60 0C, 300 rpm durante 5 h. Adicionou-se a 

mistura, 400 µL de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (24:24:1) e incubou-se por 30 

min a 37 0C e 300 rpm, posteriormente, centrifugou-se a 15.000 g por 5 min a 4 0C. O 

sobrenadante foi transferido para novo tubo, onde os ácidos nucléicos foram 

precipitados com adição de 0,1V de acetato de sódio 3M pH 5,8 e 1 mL de etanol 

absoluto, seguido de centrifugação a 4 0C, 15.000 g por 15 min. O pellet foi  três vezes 

lavado com etanol 70%, re-centrifugado e brevemente secado antes de ser 

ressuspendido em 50 µL de água destilada estéril. A solução contendo DNA genômico 

foi tratada com RNAse (20 mg/mL) a 37 0C, 300 rpm por 30 min e estocada a – 20 0C. 

A integridade do DNA genômico foi verificada em gel de agarose 1 % com TAE 

1X (Figura A3 em anexo); e sua quantificação em Nanodrop spectrophotometer (ND-

1000). 

  

 

3.15  Análise das regiões ribossomais 16S e ITS 

Para checar a qualidade do DNA genômico quanto à contaminação por DNA de 

micro-organismos, promoveu-se análise das regiões ribossomais 16S e ITS (Internal 

Transcribed Spacer) por PCR com primers específicos para essas regiões. O gene 

16S rDNA, codificante para a subunidade menor do RNA ribossômico está presente, 

ao menos uma cópia no genoma, em todos os procariotos (WANG e QIAN, 2009). 

Dentro da sequência deste gene, há regiões hipervariáveis, usadas na taxonomia e 

identificação bacteriana, nas quais os primers específicos para 16S se hibridizam. A 

região ITS localizada no DNA ribossomal nuclear (nrDNA), tem sido usada para 

taxonomia e identificação entre espécies eucarióticas (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; CAI et al., 2002; YUAN; LI et al., 2004). 

Para a análise 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 análise 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 

extraídas da gordura; um controle positivo (amostra de DNA extraída do tubo intestinal 

das larvas) e um controle negativo (reação isenta de DNA). Na análise ITS ribossomal, 

um controle positivo extra (amostra contendo DNA de P. pastoris) foi adicionado ao 

experimento. A reação de 25 µL foi provida de 80 ng de DNA molde; 0,2 mM de 

dNTPs (Invitrogen); 1x PCR buffer (20 mM Tris HCl) pH 8.4; 1.5 mM de MgCl2 e 50 

mM de KCl; 0,8 uM de cada primer e 1 U de  Taq DNA Polimerase (Fermentas). O 

protocolo começou com 94 0C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 1 min a 94 0C, 1 min 

a 54 0C, e 1 min a 72 0C; com uma etapa final de 10 min a 72 0C.  Os fragmentos 

resultantes foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% com TAE 1X. 

A análise dos resultados foi baseada no padrão de ausência e presença de 

bandas para o experimento 16S e no padrão de diferença entre tamanho dos 

amplicons para o experimento ITS. As bandas apresentadas na análise ITS foram 

coletadas, purificadas, clonadas em DH5α, sequênciadas e analisadas em BLASTn. 

 

 

3.16  Análise das Sl-Pectinases genômicas 

Em busca de possíveis introns dentro das sequências genômicas das Sl-

Pectinases, foi realizada a amplificação desses genes por PCR. Na reação foi usado 

combinações dos primers forward e reverse, previamente construídos (Tabela A1) 

para a obtenção dos vetores de expressão e das análises de expressão gênica 

diferencial por qRT-PCR. A posição dos primers hibridizados ao gene alvo, assim 

como as combinações realizadas, pode ser observada no esquema abaixo referente a 

ambos os genes Sl-PME e Sl-EndoPG (Figura 11). 
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Figura 11. Posicionamento dos primers sobre o gene alvo e combinações dos mesmos 
para PCR. A figura esquematiza a posição onde os primers, usados nas PCRs, hibridizam ao 
gene alvo. Os primers construídos para obtenção dos vetores para expressão da proteína 
recombinante e os primers construídos para a análise de expressão gênica diferencial, 
distinguem entre si de acordo com a legenda. As combinações 1, 2, 3 e 4 são referentes ao par 
de primers usados nas PCRs, com o intuito de se verificar a presença de introns nos genes 
alvo. 

 

Deste modo o experimento constou, para cada combinação de primer, de: uma 

reação contendo DNA genômico do inseto livre de contaminação por outros genomas; 

um controle positivo (reação com cDNA sintetizado, vide item 5.17.1) e um controle 

negativo (amostra isenta de DNA). A PCR de 25 µL foi provida de 80 ng de DNA 

molde; 0,2 mM de dNTPs (Invitrogen); 1x PCR buffer (20 mM Tris HCl) pH 8.4; 1.5 mM 

de MgCl2 e 50 mM de KCl; 0,4 uM de cada primer e 1 U de  Taq DNA Polimerase 

(Fermentas). O protocolo começou com 95 oC por 5 min, seguido de 35 ciclos de 1 min 

a 94 oC, 1 min a 54 oC, e 3 min a 72 oC; com uma etapa final de 10 min a 72 oC.   

 O produto das reações foi analisado em gel de agarose 1,5% com tampão TBE 

0,5X e os fragmentos com maior massa molecular esperada foram coletados, 

purificados e sequênciados. As sequências obtidas foram comparadas, por 

alinhamento, com as sequências das ORFs correspondentes. 
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3.17  Análise de expressão gênica diferencial das Sl-Pectinases  

 

 3.17.1 Extração do RNA total e síntese do cDNA 

 Todo experimento, desde a extração do RNA até a obtenção dos resultados, foi 

realizado segundo descrito por Fonseca e colaboradores em 2011. Portanto, foi 

analisada a expressão gênica 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 após 

eclosão dos ovos; pré-pupas; pupas e insetos adultos fêmeas. A extração foi realizada 

individualmente para cada inseto, utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen) segundo 

as recomendações do fabricante. A partir de um pool de quatro larvas de 30-dias, 

promoveu-se também, a extração de RNA total dos tecidos: cabeça, hemolinfa, 

carcaça, corpo gorduroso, intestino médio e intestino posterior. Na dissecação das 

larvas, essas foram lavadas externamente com álcool 70% e tampão TBS 1X (50 mM 

de Tris-HCl, pH 7.0, 150 mM de NaCl); imobilizadas em  gelo por 5 min e os tecidos 

coletados sob condições de total assepsia. 

As amostras de RNA extraídas foram tratadas com DNase I Amplification grade 

(Invitrogen), em uma reação de 2 µg/µl de RNA total, para prevenir contra possível 

contaminação de DNA genômico. A integridade do RNA extraído foi avaliada em gel 

de agarose 1,5% usando tampão TBE 0,5X e a quantificação por espectrofotômetro 

Nanodrop (ND-1000). 

Na síntese 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 estágio de desenvolvimento. Para a síntese de cDNA dos ovos, foram usados 

600 ng de RNA tratado de um pool de 10 ovos. O cDNA foi obtido em 20 µL de reação 

contendo 600 ng de RNA molde e 0,5 ug de Oligo dT (x15), seguindo as instruções do 

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

 

 

 3.17.2 Padronização das reações  

A análise de PCR em tempo real foi realizada com o kit Sybr Green PCR 

Master Mix (Applied Biosystems). Todavia, foi necessário primeiramente a 

padronização das reações quanto ao tamanho do amplicon gerado, temperatura de 

melting, especificidade dos primers, concentração de primers e cDNA molde.  
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 Para tal objetivo, construiu-se os primers específicos (Tabela A1) para 

amplificação de uma região dos genes Sl-PME, Sl-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 0C.  

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 reações de PCR 

analisado em gel de agarose 1,5% com TBE 0,5X, onde se verificou a presença de 

uma banda única para cada reação, satisfazendo, portanto, o quesito especificidade 

dos primers. 

 
 
Figura 12. Especificidade dos primers a serem usados nas análises de qRT-PCR. Os 
primers, Primer_qRT_PCR_PME_Forward; Primer_qRT_PCR_PME_Reverse; 
Primer_qRT_PCR_Endopg_Forward, Primer_qRT_PCR_Endopg_Reverse, 
Primer_qRT_PCR_GAPDH_Forward e Primer_qRT_PCR_GAPH_Reverse, construídos para 
análise de expressão gênica diferencial das Sl-Pectinases por qRT-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 reações e a seta indica a posição dos amplicons gerados. M: Marcador 
de massa molecular, Gene Ruler (Invitrogen); 1: Sl-PME; 2: Controle negativo para Sl-PME; 3: 
Sl-EndoPG; 4: Controle negativo para Sl-EndoPG; 5: GAPDH; 6: Controle negativo para 
GAPDH.  

 

 

Posteriormente, promoveu-se uma curva de eficiência, onde visa que as 

concentrações dos reagentes satisfaçam a seguinte condição: a cada ciclo que se 

complete a quantidade de amplicons deve dobrar. Para atingir essa meta, diluições 

seriadas de cDNA e primers foram testadas em reação contendo 5 µL de Syber Green 

PCR Master Mix, 0,4 µL de cada primer, 1 µL de cDNA molde e 3,2 µL de água. 

Portanto, a partir de uma solução estoque de 1 µg/µL  de cDNA  preparou-se soluções 

1x, 0,1x, 0,2x, 0,5x e 0,01x. Na determinação da quantidade de primers, testou-se 

primeiramente a concentração 0,4 µM. Os testes foram feitos em triplicata e com um 

controle negativo (reação isenta de cDNA). Das reações analisadas, a que atendeu as 

especificações desejadas foi: cDNA 1x e 0,4 µM de cada primer.  A curva mostrou 

eficiência maior que 95%; slope -3,0<3,6 e R2 > 95 %.  
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3.17.3 qRT-PCR   

 Selecionou-se o método 2-ΔΔCT, descrito por Livak e Schmittgen em 2001, para 

análise da expressão dos genes Sl-Pectinases entre as diferentes amostras do inseto. 

Este método baseia-se na diferença entre a variação de expressão do gene alvo com 

a variação 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 expressão constitutiva, agindo no metabolismo intermediário 

dos insetos (BEWLEY; RAWLS et al., 1974) e correspondeu aos parâmetros de 

padronização do experimento (SCHARLAKEN; DE GRAAF et al., 2007).  

O experimento foi conduzido da seguinte forma: para cada fase de 

desenvolvimento ou tecido específico foram preparadas reações em triplicata em 

análise dos genes Sl-PME, Sl-EndoPG e GAPDH, sendo que para cada triplicata um 

controle negativo (amostra isenta de cDNA molde) foi adicionado. As reações 

obedeceram aos parâmetros 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 ΔCT de cada 

amostra.  O menor valor de ΔCT, observado entre os estágios de desenvolvimento, foi 

considerado igual a 1X e tomado como referência para o cálculo relativo da expressão 

(ΔΔCT) entre os demais estágios. Na análise entre os tecidos específicos, tomou-se o 

maior valor de ΔCT como igual a 1X para o cálculo de ΔΔCT dos demais tecidos. 

 

 

3.18  Ensaio de imunodetecção por Western Blotting 

 Anticorpos, produzidos em camundongos, foram obtidos a partir das enzimas 

Sl-Pectinases recombinantes. Os camundongos albinos Suíços de aproximadamente 

20 dias de idade foram fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal de São 

Carlos, campus – São Carlos, onde permaneceram até data do sacrifício. 

 Para tal objetivo, 50 µg de enzima purificada foi adicionada em 50 µL de 

Freund’s adjuvante completo (Sigma) para um volume final de 100 µL, o qual foi usado 

para inocular o camundongo. Uma segunda dose foi aplicada após 45 dias, com 50 µg 

de enzima purificada em solução final de 100 µL, contendo 50 µL de Freund’s 

adjuvante incompleto (Sigma). Após 15 dias o camundongo foi sacrificado para coleta 

de sangue, do qual foi extraído o soro por centrifugação a 2.700 g a 4 0C for 10 min. O 

soro (sobrenadante) foi transferido para micro-tubos 1,5 mL (Eppendorf) e 

armazenados em 4 0C. 
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 A partir dos mesmos tecidos, dos quais se extraiu o RNA total, foi também 

extraído o extrato bruto protéico com uso do reagente Trizol (Invitrogen) de acordo 

com as instruções do fabricante. As amostras foram quantificadas em BCA kit (Thermo 

Scientific) seguindo as recomendações do fabricante. 

O ensaio de imunodetecção das Sl-Pectinases foi promovido pelo método 

Western blotting. Dessa forma, cada experimento constou de amostras de extrato 

bruto protéico (aproximadamente 4 µg em 12 µL de água);  um controle positivo (0,25 

µg de enzima recombinante purificada) e 8 µL de Marcador de massa molecular 

(Bench Marck - Invitrogen). As amostras e o controle positivo foram desnaturados em 

6 µL de Tampão de amostra 3X, a 100 0C por 6 min,  sendo todo volume aplicado em 

gel. As amostras em SDS-PAGE 12% foram submetidas à eletroforese (150 mA) por 2 

h, posteriormente transferidas em membrana de PVDF. A transferência foi conduzida 

por eletro-blotting a 150 mA por 2 h em tampão de transferência (200 mM de Tris-HCl, 

50 mM de glicina e 20% de metanol). A membrana foi corada com 50 mL de solução 

Pouceou (250 µL de Ponceou S - Merck, 50 µL de ácido acético em 4,7 mL de água 

destilada) para marcação das bandas. Descorou-se a membrana com água e em 

seguida incubou-se overnight a 4 0C  em solução de bloqueio (50 mL de TBS 1X, pH 

8,0 acrescido de 2,5 g de leite em pó desnatado Molico - Nestlé).  Lavou-se a 

membrana com TBS 1X até remover todo excesso de solução de bloqueio, depois se 

incubou, por 2 horas sob leve agitação, em solução 1:2.500 de anticorpo primário 

(soro extraído do camundongo). Repetiu-se a lavagem da membrana com TBS 1X e 

em seguida incubou-se, por 2 horas sob leve agitação, com solução 1:10.000 de 

anticorpo secundário (Anti-Mouse IgG Alkaline Phosphatase – Sigma). Após 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 DISCUSSÃO 

 

4.1 Caracterização completa dos clones das Sl-Pectinases 

A obtenção das sequências completas das ORFs Sl-Pectinases foi realizada 

com sucesso a partir do sequênciamento dos clones MBL_slevis_libr_001H05 e 

MBL_slevis_libr_005E03. O cDNA Sl-PME apresentou uma sequência de 10 

nucleotídeos referente à UTR5’ e 56 nucleotídeos referente à UTR3’,  sinal de 

poliadenilação (AATAAA) e cauda poli-A, o que indica procedência eucariótica. A ORF 

Sl-PME contem 1.158 pb codificantes para 386 aminoácidos. Em relação ao cDNA Sl-

EndoPG não foi possível a identificação 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 aminoácidos. As Figuras A1 e A2 em anexo, mostram as 

sequências obtidas referentes aos clones MBL_slevis_libr_001H05 e 

MBL_slevis_libr_005E03 respectivamente.  

Após análise em Blastx das ORFs Sl-Pectinase completas, verificou-se maior 

similaridade com pectinases de outros insetos pragas.   A Sl-PME apresentou maior 

similaridade com as pectinases dos insetos S. oryzae (máxima identidade igual 75%) e 

Dendroctonus ponderosae (máxima identidade igual 74%), todavia, as próximas 

sequências homólogas com maior similaridade a Sl-PME são todas de origem 

bacteriana (máxima identidade entre 65 e 34%).  

 O Blastx da ORF Sl-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 

máxima identidade maior que 49%), sendo que as sequências seguintes são 

predominantemente de origem fúngica.  

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, já havia sido 

notada por Shen e colaboradores em 2003 e 2005, que sugeriram a hipótese de 

transferência horizontal. De acordo com Shen e colaboradores em 2003, não há 

relatos da atividade de PMEs e Endo-PGs em animais de taxonomia mais primitiva 

que os insetos, assim como não há indícios da presença desses genes no genoma de 

C. elegans, Drosophila melanogaster, Anopheles gambiae e do bicho-da-seda. 

Entretanto havia mesmo naquela época fortes indícios de atividade pectinolítica em 

coleópteros. Esses fatos levaram Shen e colaboradores a propor que a origem é 



48 

 

proveniente de uma transferência horizontal entre bactérias endossimbiontes no caso 

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

 

 

4.2  Análise in silico da estrutura primária das Sl-Pectinases 

As preditas sequências de aminoácidos das Sl-Pectinases (Figura 13) obtidas 

por tradução das ORFs, foram analisadas quanto a peptídeo sinal, ponto isoelétrico e 

sítios de glicosilação. Para ambas as Sl-Pectinases foi observado a presença de uma 

pré-região referente a um putativo peptídeo sinal composto por 16 resíduos de 

aminoácidos para Sl-PME e 19 para Sl-EndoPG. A análise da sequência primária da 

Sl-PME revelou uma proteína madura (excluindo peptídeo sinal) de aproximadamente 

40 kDa com pI igual 6,83, um sitio de N-glicosilação (54NHTD57) e um sitio de O-

glicosilação (338Thr). A mesma análise para Sl-EndoPG revelou uma proteína de 

aproximadamente 36 kDa com pI igual a 8,77, quatro sitios de N-glicosilação 

(182NSSG185, 212NLTC215, 239NVTF241 e 340NWSG343) e nenhum sitio de O-glicosilação.  

 

 

Figura 13. Estrutura primária deduzida das Sl-Pectinases nativas. A figura mostra a 
predição das sequências de aminácidos das enzimas Sl-PME e Sl-EndoPG. Os aminoácidos 
destacados em negrito indicam um possível peptideo sinal para secreção extracelular. Os 
resíduos sublinhados referem-se aos prováveis sitios de glicosilação.  
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A presença de um peptídeo sinal na extremidade N-terminal de ambas as Sl-

Pectinases e os sitios de glicosilação indicam que essas enzimas são glicoproteínas 

não citoplasmáticas, portanto são secretadas da célula para agirem em outro local. 

Essas mesmas características foram verificadas em EDPCV de outros insetos pragas 

(PAUCHET; WILKINSON et al., 2010). 

 

 

4.3 Vetores recombinantes para expressão heteróloga 

Como a análise prévia da estrutura primária das Sl-Pectinases mostrou 

possíveis sitios de glicosilação e ligações de dissulfeto, optou-se pela produção das 

proteínas recombinantes em sistema eucarioto para satisfazer algumas das 

modificações pós-traducionais necessárias, deste modo, aumentando a probabilidade 

de se obter ao final do processo enzimas funcionais. Para isso construiu-se vetores 

recombinantes para expressão em levedura Pichia pastoris. 

Os vetores pPicZαB_Sl-PME e pPicZαA_Sl-EndoPG foram construídos e 

clonados. A Figura 14 mostra o resultado da PCR de colônia para as DH5α 

transformadas com os vetores recombinantes. Para o vetor pPicZαB_Sl-PME, das 

quatro colônias transformadas que foram selecionadas para PCR mostram-se 

positivas para a presença do vetor desejado. No caso do vetor pPicZαA_Sl-EndoPG, 

10 colônias mostram-se positivas e duas negativas, ou seja, contendo apenas o 

plasmídeo não ligado a ORF Sl-EndoPG de interesse.  

 

 

 
 
Figura 14. Análise das colônias DH5α recombinantes. A figura mostra os géis onde os 
produtos da PCR de colônia foram separados por eletroforese. Na PCR utilizou-se os primers 
Fatorα e AOX3’, os quais se hibridizam no plasmídeo. M: Marcador de massa molecular 
GeneRuler 1 kB (Fermentas); 1-4: Amostras de colônias recombinantes para Sl-PME; 
5:Controle negativo para PCR Sl-PME (Amostra isenta de DNA molde); 6: Controle negativo 
para PCR Sl-EndoPG (Amostra isenta de DNA molde); 7-18: Amostras de colônias 
recombinantes para Sl-EndoPG.  
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Para prosseguir os experimentos, as colônias 1 e 9 foram selecionadas para 

serem multiplicadas e consequentemente para multiplicação dos vetores 

recombinantes. Após extração do DNA plasmidial dessas colônias, foi realizado o 

sequênciamento do vetor recombinante onde se verificou a correta inserção das ORFs 

no plasmídeo. A Figura 15 mostra o seqüenciamento da região do vetor recombinante 

onde a ORF está inserida em fase com as sequências codificantes para o peptídeo 

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

 

 

Figura 15. Vetores de expressão. A figura ilustra a região dos vetores recombinantes 
pPicZαB_Sl-PME e pPicZαA_Sl-EndoPG que contem as ORFs Sl-PME e Sl-EndoPG 
respectivamente. As trincas de nucleotídeos destacados em vermelho indicam os códons de 
inicio e de terminação na síntese da enzima recombinante. A ORF, isenta das sequências 
codificantes para o peptídeo sinal e códon de terminação nativos, está ressaltada em preto. Os 
nucleotídeos sublinhados reference aos sítios de restrição usados na clonagem dos vetores 
recombinantes. A chave em preto indica a sequência codificante para seis resíduos de 
aminoácidos, conhecidos como cauda de histidina. 
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 As sequências codificantes para as Sl-Pectinases Recombinantes foram 

traduzidas em sequências de aminoácidos destas enzimas. A Figura 16 mostra a 

estrutura primária das Sl-Pectinases Recombinantes, em que a proteína madura nativa 

é acrescida de um peptídeo sinal e da cauda de histidina. Na figura também são 

destacados os pontos de clivagem no peptídeo sinal, pelas peptidases da própria 

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

Sl-Pectinases há a adição de três sítios de N-glicosilação provenientes do plasmídeo 

de expressão. Entretanto esses sítios localizam-se anteriormente ao sitio de clivagem, 

deste modo, não se espera que essas glicosilações extras estejam presentes na 

proteína secretada. A análise in silico dessas enzimas, excluindo o peptídeo sinal, 

revelam para Sl-PME Recombinante uma proteína de aproximadamente 43 kDa com 

pI igual a 6,4, e para Sl-EndoPG Recombinante, uma proteína de 39,5 kDa com pI 

igual a 8,36.  

 

 
 

 

Figura 16. Estrutura primária deduzida das Sl-Pectinases Recombinantes. Os aminoácidos 
destacados em negrito são referentes à proteína madura nativa, enquanto os aminoácidos em 
cinza são de origem do plasmídeo de expressão. O peptídeo sinal se encontra na extremidade 
N-terminal da enzima, e é clivado pelas peptidases da levedura nos pontos indicados pelos 
asteriscos.  Os sítios de glicosilação são destacados pelos aminoácidos sublinhados e a cauda 
de histidina, na extremidade C-terminal, é indicada por uma chave. 
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4.4 Leveduras Pichia pastoris (KM71H) recombinantes 
 
A transformação das leveduras P. pastoris KM71H com os vetores 

recombinantes linearizados ocorreu de forma bem sucedida. Diversos clones 

recombinantes foram obtidos para ambas as Sl-Pectinases, de maneira que 22 

colônias recombinantes para cada enzima foram selecionadas para o screening. A 

Figura 17 mostra parte do resultado da PCR de colônia, onde 10 clones 

recombinantes, tanto para Sl-PME quanto para Sl-EndoPG, foram identificados e 

selecionados. Outros 12 clones recombinantes para cada enzima foram selecionados 

(dados não mostrados) para o screening. 

 

 
 

Figura 17. PCR de colônia para KM71H recombinantes. A figura mostra os géis onde os 
produtos da PCR de colônia foram separados por eletroforese. Na PCR utilizou-se os primers 
AOX5’ e AOX3’, os quais se hibridizam no plasmídeo. M: Marcador de massa molecular 
GeneRuler 1 kB (Fermentas); 1-10: Amostras de colônias recombinantes para Sl-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, vários clones com potencial para produção da enzima recombinante 

em maior escala. Observa-se pela Figura 18 que a maioria das leveduras 

selecionadas está expressando a proteína recombinante como desejado, e que essa 

tem sido secretada para o meio de cultura graças ao peptídeo sinal Fator-α, 

atendendo às nossas expectativas.  
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Figura 18. Seleção de transformantes hiperprodutores das Sl-Pectinases 
Recombinantes. A seleção 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 estão de fato expressando a proteína de 
interesse são identificados. M: Marcador de massa molecular Bench Mark (Invitrogen); 1-7: 
Sobrenadante dos meios inoculados por leveduras recombinantes; 8: Sobrenadante do meio 
não inoculado, 9: Sobrenadante do meio inoculado com KM71H transformada com vetor não 
recombinante (isento do gene alvo).  

 
 
 
 Nota-se pela Figura 18 que nem todos os clones expressam a proteína de 

interesse, assim como também se observa que alguns clones expressam mais que 

outros. Esse resultado é esperado, pois não se sabe exatamente quantas cópias do 

gene de interesse é inserido no genoma da levedura ou mesmo a localização exata da 

inserção, de forma que dependendo desses fatores, o gene pode ser mais expresso, 

menos expresso ou até reprimido. Por aparentar maior nível de expressão, tanto para 

Sl-PME quanto para Sl-EndoPG Recombinantes, selecionaram-se os clones 2 para 

produção das proteínas recombinantes em maior escala. 
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4.6 Produção e purificação das enzimas Sl-Pectinases Recombinantes 

A expressão das Sl-Pectinases Recombinantes em uma escala maior foi 

realizada com sucesso. As Figuras 19 e 20 mostram o processo de indução ao longo 

de 144 horas, respectivamente para a Sl-PME e Sl-EndoPG Recombinantes. Como 

esperado no tempo 0 h não se observa a presença das proteínas desejadas, pois até 

referido momento não havia sido adicionado o agente indutor, metanol. Após 24 horas 

de exposição ao metanol já se observa a síntese da enzima de interesse e, também, 

que ao final das 144 horas a quantidade de proteína aumentou consideravelmente. 

Em ambas as enzimas recombinantes, nota-se que a massa molecular está 

acima do esperado pela predição in silico. As bandas em gel indicam uma proteína de 

aproximadamente 50 kDa para Sl-PME Recombinante, ou seja, cerca de 7 kDa a mais 

que o esperado. Para Sl-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 modificações pós-traducionais que elevaram sua massa molecular. Como a 

análise in silico revelou sítios de glicosilação, sugere-se que as proteínas estejam 

glicosiladas por manose, pois é sabido que a levedura P. pastoris frequentemente 

adiciona de 8 a 14 monômeros deste açúcar em cada sitio de N-glicosilação e 

ocasionalmente nos sítios de O-glicosilação (GRINNA; TSCHOPP, 1989; TSCHOPP et 

al., 1987). 

Sugere-se também que a Sl-EndoPG Recombinante tem dois padrões de 

glicosilação distintos, em que uma porção das proteínas sintetizadas são mais 

intensamente glicosiladas que outra porção, o que acarreta na presença de duas 

bandas bem definidas em gel.  
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Figura 19.  Produção da Sl-PME Recombinante. A partir do meio de indução onde a levedura 
recombinante expressa a Sl-PME Recombinante foram coletadas alíquotas desleveduras, as 
quais foram analisadas em SDS PAGE 12%.    M: Marcador de massa molecular Protein 
Marker – Broad (Biolabs); 0-144h: tempo de exposição ao metanol, o agente indutor; a seta 
indica a posição da proteína recombinante. 

 
 
 

 

Figura 20.  Produção da Sl-EndoPG Recombinante. A partir do meio de indução onde a 
levedura recombinante expressa a Sl-EndoPG Recombinante foram coletadas alíquotas 
desleveduras, as quais foram analisadas em SDS PAGE 12%.    M: Marcador de massa 
molecular Bench Marck (Invitrogen); 0-144h: tempo de exposição ao metanol, o agente indutor; 
a seta indica a posição da proteína recombinante. 
 
 
 

Grande quantidade de proteína pura foi obtida após processo de purificação 

em coluna de afinidade com Ni+2. A Figura 21 mostra as frações purificadas das Sl-

Pectinases Recombinantes, em que se selecionou para diálise as frações 75A, 75B, 

100A e 100 B para ambos os casos. A partir da quantificação das proteínas dialisadas 

realizou-se o cálculo de rendimento de proteína obtida por litro de cultura de indução. 

O resultado obtido foi de 830 e 201 mg/L respectivamente para Sl-PME e Sl-EndoPG 

Recombinantes, demonstrando alto rendimento no processo. 
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Figura 21. Sl-Pectinases Recombinantes purificadas. Gel (A) referente à Sl-PME 
Recombinante; gel (B) referente à Sl-EndoPG Recombinante; M: marcador de massa molecular 
Bench Marck (Invitrogen); 75A-250A: frações purificadas em coluna de afinidade carregada 
com Ni

+2
, coletadas a partir das diferentes concentrações de imidazol (de 75 mM a 250 mM) 

indicadas na figura. 

 

 

 

 
4.7 Deglicosilação das Sl-Pectinases recombinantes 

 
Devido o fato das Sl-Pectinases Recombinantes terem apresentado indícios de 

glicosilação, 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 hipótese proposta 

estava correta, ou seja, as Sl-Pectinases Recombinantes estão de fato glicosiladas. 

Em cada tratamento observa-se que há redução da massa molecular em relação à 

enzima não-tratada. Esse resultado é válido até mesmo para o tratamento com O-

glicosidase, mostrando que, mesmo que em eventos pouco frequentes, a levedura P. 

pastoris realiza essa modificação pós-traducional.  

Outra hipótese que se confirma é da Sl-EndoPG Recombinante ter dois 

padrões distintos de glicosilação, tendo em vista que quando tratada com N-

glicosidades ela assume uma única banda em gel de tamanho mais reduzido que a 

não-tratada. Pode-se inferir também que esses dois padrões de glicosilação distintos 
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se devem a glicosilações do tipo N, pois quando tratadas com O-glicosidases ainda se 

observa duas bandas de massas moleculares similares entre si. 

Entretanto há um fato intrigante para Sl-EndoPG Recombinante, pois em 

análise in silico não foi detectado a presença de sítios para O-glicosilações, embora 

após tratamento com O-glicosidases tenha se observado sua redução na massa 

molecular. Acredita-se, portanto, que há ao menos um sitio de glicosilação do tipo O 

que não tenha sido detectado pelo software utilizado. 

 
 
Figura 22. Deglicosilação das Sl-Pectinases Recombinantes.  As enzimas recombinantes 
purificadas foram tratadas com as N-glicosidases EndoH e PNGase F e com as O-glicosidases, 
de ação conjunta, Endo-α-Acetyl e neuraminidase. A seta maior indica a posição da enzima 
não-tratada e a seta menor a posição aproximada da enzima após tratamento. A cabeça-de-
seta indica as glicosidases usadas nos tratamentos indicados. M: marcador de massa 
molecular Bench Marck (Invitrogen); P: enzima purificada não-tratada. Os prefixos “com” e 
“sem” se referem ao tratamento com a determinada glicosidase e sua respectiva reação 
controle (isenta da glicosidase). 
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4.8 Ensaio qualitativo de atividade enzimática 

As duas enzimas mostram-se ativas, tendo em vista a presença de halos de 

alteração de substrato nas placas, especificamente sobre os pontos em que houve a 

aplicação das amostras (Figura 23). Observa-se que na placa A não há ação da 

enzima Sl-PME Recombinante, pois o substrato já se encontra ausente de 

esterificação, entretanto, nessa mesma placa, nota-se intensa atividade da Sl-EndoPG 

Recombinante que degrada o substrato. Na placa B, contendo substrato altamente 

esterificado, observa-se que a Sl-PME Recombinante isolada altera a coloração do 

meio indicando atividade. A mudança na cor do meio é ocasionada pela variação de 

pH em consequência da liberação de H+, devido à ação da enzima sobre os grupos 

metílicos. A ação conjunta da Sl-EndoPG com Sl-PME Recombinates mostrou-se mais 

eficiente na degradação do substrato altamente esterificado, quando comparado com 

a ação isolada da Sl-EndoPG. Este resultado corrobora com vários outros trabalhos 

que descrevem uma maior afinidade das Endo-PGs pela pectina não-esterificada, ou 

seja, após a ação da PME (JANSEN; MACDONNELL, 1945; PRESSEY; AVANTS, 

1982). 

 

 

Figura 23 Ensaio qualitativo de atividade das Sl-Pectinases Recombinantes. Placa A 
contem 1% de ácido poligalacturônico (Sigma). Placa B contem 1% de pectina 70-75% 
esterificada. A-1 e B-1: Aplicação da Sl-EndoPG Recombinante; A-2 e B-2: Aplicação da Sl-
PME Recombinante; B-3: Aplicação do MIX contendo ambas as Sl-Pectinases Recombinantes. 
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4.9 Atividade ótima e termoestabilidade da Sl-EndoPG Recombinante  

A Sl-EndoPG Recombinante foi caracterizada com sucesso quanto a pH e 

temperatura ótimos, assim como sua termoestabilidade. Os resultados apresentados 

na Figura 24 revelam que a enzima possui atividade ótima na faixa de pH 5,06 ± 0,27 

e temperatura em 49,74 ± 2,49 oC. O valor obtido para pH ótimo caracteriza essa 

enzima como uma Endo-PG ácida, cuja característica é bastante visada nas indústrias 

de vinhos, suco de frutas e outros processamentos vegetais (ZHENG; SHETTY, 2000; 

KASHYAP; VOHRA et al., 2001; PEDROLLI; MONTEIRO et al., 2009). A temperatura 

ótima de atividade da Sl-EndoPG Recombinante também é favorável a esse setor 

(GOMES; UMSZA GUEZ et al., 2007).  

Entretanto, nota-se que essa enzima tem baixíssima termoestabilidade (Figura 

24), pois sua atividade reduz drasticamente quando exposta por uma hora em 

temperaturas superiores a de armazenamento, 4 oC. Em uma hora a 20 oC tem-se a 

perda de 40% da atividade original e a 36 0C de incubação, a atividade residuária 

restringe-se a menos de 10%. Essa característica é bastante desvantajosa nos 

processos industriais em que tratamentos com altas temperaturas são frequentemente 

aplicados. Tendo em vista que, de forma geral, processos conduzidos em elevadas 

temperaturas têm menor risco de contaminação por micro-organismos indesejáveis. 

Elevadas temperaturas também favorecem a solubilidade dos reagentes e produtos, 

assim como redução da viscosidade do meio. Mais especificamente no setor de 

processamento de sucos e outros produtos vegetais, onde as Endo-PGs ácidas são 

mais empregadas, a elevada temperatura é usada em várias etapas por diversas 

finalidades, sendo que em cada etapa há a necessidade de se resfriar o meio até 50 

oC para atuação da enzima (GOMES; UMSZA GUEZ et al., 2007). A alta 

termoestabilidade da enzima, portanto, é uma caracteristica bastante desejada, pois 

reduziria custos na refrigeração do meio em cada etapa. Todavia, com procedimentos 

de mutações sitio-dirigidas, acredita-se que o caráter termo-instável da Sl-EndoPG 

Recombinante, possa ser contornado gerando um produto de alto interesse comercial.  

A partir da análise das condições ótimas de atividade para Sl-EndoPG 

Recombinante, outro aspecto interessante deve ser ressaltado: a semelhança com a 

atividade das pectinases de fungos. Embora haja alguns exemplos de pectinases 

alcalinas produzidas por fungos (HOONDAL; TIWARI et al., 2002), as pectinases 

fúngicas geralmente são mais eficientes em pH ligeiramente ácido e temperaturas 

entre 30 e 50 cC (ZHENG; SHETTY, 2000; UENOJO; PASTORE, 2007). Por outro 

lado, as pectinases alcalinas geralmente têm origem bacteriana (PEDROLLI; 

MONTEIRO et al., 2009). 
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Figura 24. Caracterização enzimática da Sl-EndoPG Recombinante. As reações constavam 
de 0,9% de ácido poligalacturônico e 7 nmol da enzima purificada. A: Curva de determinação 
do pH ótimo, onde a temperatura foi mantida constante a 45 

0
C e diferentes valores de pH 

foram testados usando-se diversos tampões a 100 mM. B: Curva de determinação de 
temperatura ótima, onde o pH foi mantido constante em tampão acetato de sódio 100 mM pH 
5,0 e diferentes temperaturas de incubação entre 20 e 70 

0
C foram testadas. C: Curva de 

determinação de termoestabilidade, onde se incubou a enzima por 1 h nas temperaturas 20, 
30, 40, 50, 60 e 70 

0
C antes de medir sua atividade. 
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4.10 Parâmetros cinéticos da Sl-EndoPG Recombinante 

Os parâmetros cinéticos Km, Vmax e Kcat foram determinados para dois 

substratos distintos, ácido poligalacturônico isento de grupos metílicos e pectina de 

fruta cítrica 20-34% esterificada. Como já mencionado, o mesmo ensaio não foi 

eficiente para o substrato pectina de maçã 70-75% esterificada, pois não foi detectada 

atividade da enzima no tempo determinado para a reação padronizada. Esse resultado 

não é incomum, pois diversos trabalhos na literatura descrevem a baixa afinidade das 

despolimerases por substratos com alto grau de metoxilação (JANSEN; 

MACDONNELL, 1945; PRESSEY; AVANTS, 1982; CRELIER; ROBERT et al., 2001; 

ANTUNES; GONÇALVES et al. 2006). Além disso, a baixa afinidade pelo substrato 

altamente esterificado já 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: ácido poligalacturônico e pectina de fruta cítrica. Como observado 

na figura, as curvas não detém da região estacionária, onde o aumento na 

concentração de substrato já não mais interfere na atividade da enzima. A ausência de 

pontos nessa faixa é ocasionada por uma falha no método selecionado, tendo em vista 

que em pH ácido, concentrações acima de 17 mg/mL, para ambos os substratos, 

acarretada na precipitação dos mesmos e consequentemente afeta as condições 

ideais para ação enzimática. Entretanto, a quantidade e a distribuição dos pontos 

adquiridos foram suficientes para gerarem as curvas e estimar os valores de Km, 

Vmax e Kcat. 

Os valores obtidos para os parâmetros cinéticos da Sl-EndoPG Recombinante 

estão expostos da Figura 25 C. O valor de Km (3,88 mg/mL) para o substrato isento de 

metilação é menor que o verificado para substrato parcialmente esterificado (Km = 

4,98 mg/mL), inferindo mais uma vez que quanto maior o grau de metoxilação do 

substrato menor é a afinidade desta enzima por ele. Os valores de Vmax (21,96 µM.s-

1) e Kcat (3.137 s-1) para o ácido poligalacturônico são maiores em relação a pectina 

parcialmente esterificada (Vmax = 17,9 µM.s-1;  Kcat = 2.456 s-1). Portanto, concluí-se 

que quanto menor o grau de metoxilação do substrato, além de maior afinidade, maior 

também é a velocidade de reação para essa enzima e seu turn over.  
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Figura 25. Parâmetros cinéticos da Sl-EndoPG Recombinante.  Todos os experimentos 
foram realizados em triplicata, em condições ótimas de temperatura e pH previamente 
estabelecidas, com 7 nmol da enzima purificada. A: Curva Michaelis Menten obtida através 
reações com concentrações crescentes de ácido poligalacturônico. B: Curva Michaelis Menten 
obtida através reações com concentrações crescentes de pectina de fruta cítrica 20-34% 
esterificada. C: Valores obtidos para Km, Vmax e Kcat através do software GraphPad 5.0, 
usando o modelo estatístico “Michaelis Menten”. 
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Na Tabela 1 a Sl-EndoPG Recombinante é comparada com diversas outras 

PGs ácidas.  O pH ótimo de atividade destas enzimas varia de 3,5 a 6,5, mas a 

maioria delas, incluindo a Sl-EndoPG Recombinante, tem maior atividade na faixa 4,0-

5,0. A temperatura ótima da Sl-EndoPG Recombinante também condiz com a maioria 

das enzimas apresentadas. Em relação à afinidade pelo substrato ácido 

poligalacturônico, nota-se uma variação muito grande entre as enzimas, pois são 

encontrados desde valores muito baixos como 0,03 (K. marxianus) até 6,7 mg/mL (A. 

carbonarius). A Sl-EndoPG Recombinante não está 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 variável, tendo sido verificados na literatura valores muito baixos 

como 26 s-1 para PG II de A. japonicus e valores altos como 690 s-1 para A. 

ginganteaus.  O Kcat (3.137 s-1) da Sl-EndoPG Recombinante mostrou grande 

superioridade em relação a todas as outras. A eficiência catalítica determinada pela 

relação Kcat/Km, também é bastante variável entre as PGs. Deste modo, mesmo que 

a Sl-EndoPG Recombinante tenha apresentado baixa afinidade pelo substrato em 

relação a muitas outras PGs, seu alto valor de Kcat garante que essa enzima tenha a 

maior eficiência catalítica já vista para uma PG, até nosso conhecimento atual.  

Em resumo, embora a Sl-EndoPG Recombinante tenha baixa 

termoestabilidade, ela apresenta atividade ótima em pH e temperatura adequados 

para aplicação na industria de suco de frutas e processamento vegetal. Sua eficiência 

catalítica superior às outras, também agrega alto valor a este produto. Portanto, 

independentemente das vantagens e desvantagens aqui apresentadas, esses 

resultados dão suporte a sugestão de Pauchet (PAUCHET; WILKINSON et al., 2010), 

em que insetos possam ser usados como novas fontes de bioprospecção para 

EDPCV. 
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Tabela 1. PGs ácidas de diversos organismos. A tabela mostra as propriedades de algumas PGs 
sobre o substrato ácido poligalacturônico, com atividade ótima realizada em pH ácido. A Sl-EndoPG 
Recombinante e suas especificações são destacadas na tabela. 

 

 

4.11 Alinhamento múltiplo das Sl-Pectinases 

4.11.1 Alinhamento múltiplo para Sl-PME 

As duas sequências que apresentaram maior similaridade com a Sl-PME são 

provenientes dos insetos pragas, S. oryzae (máxima identidade igual 75%) e D. 

ponderosae (máxima identidade igual 65%). O alinhamento entre essas sequências 

revelou alta similaridade entre estes insetos (Figura 26). Essas três espécies têm 

dietas distintas, porém hábitos 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 biológico 

destes insetos. 
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Figura 26.  Alinhamento múltiplo entre as PMEs de insetos. As Endo-PGs de inseto 
disponíveis no banco de dados NCBI foram alinhadas em software online Multialin sob os 
parâmetros da matriz original. A contagem dos aminoácidos é baseada na sequência Sl-PME. 
Como pode-se observar, os resultados indicam alta similaridade entre as sequências. 

 

 Em investigação mais ampla, incorporando ao alinhamento PMEs oriundas de 

reinos distintos (valor de identidade máxima ≥ 34%), os dados gerados foram 

analisados quanto a regiões conservadas e função. A Figura 27 mostra que as 

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

contudo, há resíduos conservados presentes em todos os organismos independentes 

do reino ou espécie. Provavelmente esses resíduos têm participação essencial para o 

correto funcionamento da enzima e alguns destes, já têm seu papel conhecido por 

análise de resolução 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 resíduos mais 

diretamente envolvidos no processo de catálise são Asp220, Asp246 e Arg310 (JENKINS; 

MAYANS et al., 2001). Em 2002, a primeira PME vegetal de estrutura resolvida foi 

obtida e foi proposto que Asp220 promoveria o ataque nucleofílico enquato Asp246 
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atuaria como ácido/base geral (JOHANSSON; EL-AHMAD et al., 2002). Em 2007, com 

o uso de mutações sitio dirigidas e ensaios de atividade para mesma PME de E. 

chrysanthemi, Fries e colaboradores definem funções a vários outros resíduos, por 

exemplo, Arg310 e Trp312, os quais são responsáveis diretos na mantutenção das 

condições eletrostáticas adequadas no sitio catalítico (FIRES; IHRIG et al., 2007).  

Como pode ser verificado na Figura 27, dentre estes quatro aminoácidos 

considerados mais diretamente responsáveis pela catálise, dois não apresentam 

padrão de conservação universal, ou seja, são substituídos por outros em algumas 

espécies. É o caso da Asp220 e Trp312 que, dentro de um grupo de bactérias, são 

substituídos por uma Asn e uma Lys respectivamente, podendo resultar em mudanças 

drásticas no comportamento destas enzimas. Em nosso resultado, além dos 

aminoácidos Asp246 e Arg310 outros três apresentaram universalidade entre as 

espécies. Os resíduos Gln197, a qual é responsável por manter estável o estado 

transitório Enzima-Substrato (ES) (JOHANSSON; EL-AHMAD et al., 2002; FIRES; 

IHRIG et al., 2007), Gly243 e Gly250 que até nosso conhecimento não há função 

determinada. 

  Os aminoácidos associados à ligação da enzima ao substrato (tomando-se a 

sequência de S. levis como referencial) Gln197, Ser167, Asp266, Asn269, Val273, Gly315, 

Tyr322 e Trp349 não são conservados (FIRES; IHRIG et al., 2007). Esses resíduos 

variam entre reinos e alguns até mesmo dentro do mesmo reino, entretanto a maioria 

deles têm se mostrado conservados para os insetos, que é o caso da Ser167, Asp266, 

Val273, Gly315 e Tyr322. Tendo em vista que todos estes resíduos contribuem 

parcialmente na a afinidade da enzima pelo substrato, a variação 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 múltiplo entre as PMEs provenientes dos diversos organismos 
de reinos distintos. As sequências de origens distintas foram coletadas em banco de dados 
do NCBI para alinhamento no software online Multialin, sob os parâmetros da matriz original. A 
contagem de aminoácidos é baseada na sequência do inseto S. levis, mas os aminoácidos 
marcados foram identificados a partir da sequência de E.chrysothemi, a qual possue sua 
estrutura resolvida. As setas apontam os aminoácidos diretamente associados à função de 
catálise, o asterisco destaca o resíduo diretamente relacionado com a estabilidade do 
complexo E-S e os triângulos indicam os resíduos não conservados que contribuem na 
afinidade da enzima pelo substrato. 

 

4.11.2 Alinhamento múltiplo para Sl-EndoPG 

Assim como observado no Blastx para Sl-PME, as sequências que apresentaram 

maior similaridade com a Sl-EndoPG são provenientes dos insetos pragas S. oryzae 

(máxima identidade igual 74%) e D. ponderosae (máxima identidade igual 68%). As 

seguintes quatro sequências mais simliares (máxima identidade entre 49 e 54%) 

identificadas, também têm origem de insetos fitófagos (C. tremulae, G. viridula, L. 

decemlineata e P. cochleariae). O alinhamento múltiplo entre essas sequências 

revelou, mais uma vez, alta similaridade entre os insetos (Figura 28).  

A dieta entre esses insetos são 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 à infraordem Cucujiformia, a qual é conhecida por reunir os 

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

de serem similares entre si sugere um provável ancestral comum. 

 

 

 

 

Figura 28.  Alinhamento múltiplo entre as Endo-PGs de insetos. As Endo-PGs de inseto 
disponíveis no banco de dados NCBI foram alinhadas em software online Multialin sob os 
parâmetros da matriz original. A contagem dos aminoácidos é baseada na sequência Sl-
EndoPG. Como pode-se observar, os resultados indicam alta similaridade entre as sequências. 
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Em uma análise maior, englobando organismos de reinos distintos, os dados 

gerados após alinhamento múltiplo das Endo-PGs foram analisados quanto a regiões 

conservadas e função. 

Nota-se pela Figura 29 que as sequências diferem principalmente entre 

organismos de reinos distintos, contudo, há resíduos conservados presentes em todos 

os organismos independentes do reino ou espécie. Estes resíduos fazem parte do sitio 

catalítico da enzima e estão relacionados diretamente com a atividade da mesma, 

sendo eles os aminoácidos Asn174, Asp176, Asp197 e Asp198. 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 inversão e que dentre os resíduos ácidos conservados, um deveria ser 

o doador de prótons (ácido geral) e o outro o receptor (base geral). Essa sugestão é 

fortalecida pela análise da estrutura resolvida da End-PG II de A. niger (VAN SANTEN; 

BENEN et al., 1999). Com o uso de mutações sitio dirigidas e ensaios de atividade 

enzimática, Van Santen e colaboradores propuseram que o doador de prótons é 

Asp176 e os ativadores da molécula de água são Asp197 e Asp198. 

Outros resíduos relacionados diretamente com a catálise ou ligação ao substrato 

também foram identificados no trabalho de Van Santen e colaboradores. Com base 

nos organismos selecionados, pode-se dizer que embora esses resíduos não 

apresentem padrão de conservação universal, eles são muito conservados para 

alguns grupos. A His219 quando trocada por Ala resultou na perda de 99,5% da 

atividade original da enzima sem afetar o Km da mesma, indicando estar fortemente 

associado à função catalítica (VAN SANTEN; BENEN et al., 1999). Esse resíduo é 

conservado para o grupo de insetos, fungos e plantas, em contraste com o grupo das 

bactérias que apresentou ser muito variável para aminoácidos desta mesma posição.  

O resíduo Lys258 apresentou padrão semelhante a His219, pois é extremamente 

conservada no grupo de insetos, fungos e plantas, sendo variável para o grupo de 

bactérias. A Lys258 assim como a Arg256 está intimamente ligada à função de ligação 

ao substrato (VAN SANTEN; BENEN et al., 1999). Este último resíduo é conservado 

apenas nos grupos dos fungos e plantas, sendo mais uma vez variável para bactérias 

e substituído por His em todos os insetos observados. 

Como evidenciado por Van Santen e colaboradores, a substituição destes 

resíduos conservados ou semi-conservados, acarreta em drásticas alterações na 

atividade das Endo-PGs, deste modo, a partir do resultado apresentado no 

alinhamento múltiplo é possível inferir que a menor afinidade ao substrato da Sl-

EndoPG em relação à algumas Endo-PGs de fungos é provavelmente devido à troca 

da Arg256 por uma His na mesma posição. 
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Figura 29. Alinhamento múltiplo entre as Endo-PGs provenientes dos diversos 
organismos de reinos distintos. As sequências de origens distintas foram coletadas em 
banco de dados do NCBI para alinhamento no software online Multialin, sob os parâmetros da 
matriz original. A contagem de aminoácidos é baseada na sequência do inseto S. levis, mas os 
aminoácidos marcados foram identificados a partir da sequência do A. niger, o qual possue sua 
estrutura resolvida. As chaves numeradas 1, 3, 4 e 5 indicam os resíduos de cisteínas 
conservados, para o grupo de insetos e fungos, que formam ligações dissulfeto. A chave 2 
indica uma possível ligação dissulfeto extra entre as cisteínas conservadas de inseto. As setas 
apontam os aminoácidos diretamente associados a função de catálise e os asteriscos 
destacam os resíduos diretamente relacionados com a afinidade da enzima pelo substrato. 



80 

 

Tomando-se uma nova abordagem, nota-se ainda pelo alinhamento múltiplo que 

o grupo dos insetos tem maior proximidade com o grupo dos fungos em vários pontos 

característicos, dos quais os grupos de plantas e bactérias não compartilham.  

O primeiro ponto a ser ressaltado é a presença de uma longa sequência 

peptídica na extremidade N-Terminal da enzima, a qual somente é observada em 

bactérias e plantas. Essa característica foi verificada pela primeira vez por Van Santen 

e colaboradores em 1999 e confirmada após dois anos, em trabalho com Endo-PG de 

A. aculeatus (CHO; LEE et al., 2001). Neste último trabalho 43 sequências homólogas 

foram analisadas, todas as 17 de plantas e 5 de bactérias apresentaram a cauda N-

Terminal, em contraste com as 21 de fungos que não a tinham. Em nosso resultado 

observa-se que todas as plantas contêm a cauda N-Terminal, assim como observado 

para a maioria das sequências bacterianas. Por outro lado, para todos os fungos e 

insetos analisados essa característica demonstrou-se ausente. 

Na extremidade C-Terminal embora menos frequente, também é observado a 

presença de uma longa cauda. Novamente essa característica tem sido notada 

apenas em plantas e bactérias e ausente em todos os fungos descritos, com exceção 

do fungo Claviceps purpurea (CHO; LEE et al., 2001). Pode-se observar, portanto, que 

o grupo dos insetos assemelha ao grupo dos fungos nesse quesito também, pois 

nenhuma das sequências de insetos mostra tal característica. 

Outro ponto que ressalta semelhança entre insetos e fungos é a presença de 8 

resíduos de cisteína conservados unicamente nesses grupos. Estes resíduos estão 

distribuídos ao longo da estrutura primária da proteína e são responsáveis por gerar 4 

ligações dissulfeto (Cys27-Cys42, Cys197-Cys215, Cys331-Cys336 e Cys355-Cys364) (VAN 

SANTEN; BENEN et al., 1999; CHO; LEE et al., 2001). Bactérias e plantas também 

podem apresentar as ligações dissulfeto (PICKERSGILL; SMITH et al.; 1988; CHO; 

LEE ET AL., 2001) entretanto o posicionamento não é conservado como observado 

para os insetos e fungos (PAUCHET; WILKINSON et al., 2010). Além dos pontos 

destacados, é possível verificar ao longo de todo alinhamento, semelhanças entre as 

sequências de insetos e fungos, assim como a distinção entre os outros grupos.  

Apesar das semelhanças entre as sequências de insetos com as fúngicas, há uma 

particularidade no grupo dos insetos compartilhado somente por eles próprios. Com a 

exceção do P. cochleariae, todos os insetos analisados apresentam dois resíduos de 

Cys conservados (Cys142 e Cys146). Essa particularidade já havia sido notada por 

Pauchet e colaboradores (2010), os quais sugerem uma possível ligação dissulfeto 

extra, que diferencia as Endo-PGs de inseto de todas as outras conhecidas até 

presente data. 
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4.12 Análises filogenéticas Sl-Pectinases 

 Os resultados obtidos nas análises filogenéticas sugerem que a enzima Sl-

PME está relacionada com outras PMEs provenientes de bactérias e a enzima Sl-

EndoPG relacionada com enzimas semelhantes de fungos. Embora, as árvores 

filogenéticas serem inferidas a partir do método de neighbour-joining, o qual utiliza 

distâncias genéticas para inferir a filogenia e considerado pouco robusto, grupos 

distintos foram claramente definidos nas análises realizadas. No geral as clades 

obtidas apresentaram valores de bootstrap acima de 50%, permitindo maior suporte 

para os grupamentos formados.  

 

4.12.1 Árvore filogenética Sl-PME 

 A Figura 30 representa a árvore inferida a partir das sequências de 

aminoácidos de PMEs de organismos representantes de diversos reinos. É possível 

notar que, com exceção da clade dos fungos, as outras clades são bem estabelecidas, 

pois são formadas unicamente por representantes de um mesmo reino.  

Segundo a inferência baseada na enzima Sl-PME, o organismo Phytophthora 

capsici, considerado um Oomiceto e representante do reino Stramenopila agrupou-se 

na clade dos fungos. A classificação taxonômica atual agrupa os fungos no Reino 

Fungi, o qual é considerado monofilético (HIBBETT; BINDER et. al., 2007). 

Organismos não relacionados filogeneticamente, como é o caso de P. capsici, foram 

estudados por muitos anos juntamente com os representasntes fúngicos devidos às 

semelhanças morfológicas. Atualmente, organismos como P. capsici são classificados 

no reino Stremenopila, o qual reúne parentes próximos das algas marrons, pardas e 

diatomáceas (PARK; SIMPSON, 2010). Todavia, o fato de P. capsici estar inserido no 

grupo de fungos sugere que a PME deste organismo compartilha númerosas 

semelhanças com as PMEs de fungos.  

 Outro aspecto interessante é que o grupo das bactérias compreende duas 

clades distribuídas na árvore, 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 contrário 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, o que indica sua relação 

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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colaboradores em 2005, um dos motivos que os levaram a propor a teoria da 

transferência horizontal, onde bactérias endossimbiontes teriam passado o gene 

codificante para PME a um ancestral deste inseto. Nossos dados incorporam um 

número maior de sequências que o estudo de Shen et al. (2005), compreendendo uma 

variabilidade maior de organismos.  Os resultados corroboram a teoria de Shen e 

colaboradores. 

 

 

 

Figura 30. Árvore filogenética para a Sl-PME. A reconstrução 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 após 
1.000 pseudoréplicas. O organismo portador da sequência e seu respectivo número de acesso 
(em parêntese) ao banco de dados do NCBI-GenBank estão demonstrados na árvore. A 
espécie em estudo, Sphenophorus levis, está destacada em negrito. 
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4.12.2 Árvore filogenética Sl-EndoPG 

 A Figura 31 representa a árvore filogenética inferida a partir das sequências de 

aminoácidos de Endo-PGs de diversos organismos representantes de distintos reinos. 

Nota-se que, ao contrário dos obtidos para Sl-PME, todos os agrupamentos gerados 

são 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 separação entre Sl-Endo PG derivadas de fungos dos filos 

Ascomycota e Basidiomycota, sendo que o grupo de insetos está relacionado a essas 

duas clades. Assim, diferentemente das PMEs, a Sl-EndoPG está mais relacionada 

com EndoPGs de origem fúngica.  

 Os resultados também evidenciam que as Endo-PGs de insetos fomam um 

grupo coeso associado aos dois grupos de fungos, dentre os quais apresentou relação 

filogenética com filo Ascomycota. O fato das Endo-PGs de insetos serem mais 

próximas com as de fungos já era esperado, tendo em vista a clara semelhança 

observada entre as referidas sequências durante análise do alinhamento múltiplo 

(Figura 30). 

Esta proximidade também já havia sido identificada por Shen e colaboradores 

em 2003. A partir do mesmo raciocínio anteriormente descrito, estes autores 

propuseram uma transferência horizontal, onde fungos endossimbiontes teriam 

passado o gene codificante para Endo-PG a um ancestral deste inseto. Em 2008, 

Allen et al. verificou para três PGs de Lygus lineolaris a mesma proximidade com 

fungos (ALLEN; MERTENS et al., 2008). Novamente, nossos dados são similares aos 

descritos na literatura, portanto, corroborando a teoria de transferência horizontal 

sugerida. 
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Figura 31. Árvore filogenética para a Sl-EndoPG. A reconstrução 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 
após 1.000 pseudoréplicas. O organismo portador da sequência e seu respectivo número de 
acesso (em parêntese) ao banco de dados do NCBI-GenBank estão demonstrados na árvore. 
A espécie em estudo, Sphenophorus levis, está destacada em negrito. 
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4.13 Análise de Códons preferenciais 

O resultado da análise de códons preferenciais é demonstrado abaixo na Tabela 

1. Nela, verifica-se que alguns códons apresentam frequências semelhantes entre as 

Sl-Pectinases e o conjunto de peptidases do S. levis.  Já para outros códons são 

observadas frequências similares entre as Sl-Pectinases e o conjunto de sequências 

homólogas dos micro-organismos. Entretanto, o número de códons com frequência 

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

códons de frequência próxima aos micro-organismos. Para Sl-PME foram identificados 

16 codons com frequência similar ao conjunto do inseto enquato apenas 3 códons 

foram identificados para as bactérias. Em mesma análise a Sl-EndoPG revelou 5 

códons para o inseto e 2 para os fungos.  

 

Tabela 1. Análise de códons preferenciais. Utilizando-se o software online GCUA foram obtidas as 
taxas de frequência dos códons das sequências analisadas. Sl-PME e Sl-EndoPG são as sequências 
das ORFs completas; S. levis é um conjunto de sequências codificantes para 10 peptidases 
identificadas na biblioteca de cDNA do inseto; PMEs de bactérias é um conjuto de 10 sequências 
homólogas a Sl-PME todas de origem bacteriana, assim como Endo-PGs de fungos são um conjunto 
de sequências homologas a Sl-EndoPG todas de origem fúngica. Os valores destacados em vermelho 
indicam proximidade das frequências entre a Sl-PME com outro grupo; os valores destacados em azul 
ressaltam a semelhança das frequências entre a Sl-EndoPG com grupo 
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Os dados gerados indicam, de forma geral, que os genes codificantes para as 

Sl-Pectinases são mais adaptados para o sistema biológico do inseto S. levis em 

relação aos micro-organismos avaliados. Isso sugere que se comprovada a teoria de 

Shen e colaboradores referente à transferência horizontal destes genes, observa-se 

que estes provavelmente sofreram modificações que tornaram-os mais adaptados ao 

sistema biológico dos insetos.  

 Todavia, maiores estudos ainda são requeridos para melhor entendimento da 

origem destes genes. Acredita-se que os dados gerados nesta análise ainda são 

insuficientes para inferir com convicção sobre a origem destes genes. Uma análise 

mais robusta, com tratamento estatístico, abrangendo um número superior de 

sequências do inseto, fungos e bactérias, esta sendo realizada em nosso laboratório. 

Além disso, o sequênciamento das sequências genômicas adjacentes aos referidos 

genes poderão auxiliar no esclarecimento desta questão. 
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4.14 PCR das regiões ribossomais 16S e ITS 

Os DNAs genômicos extraídos foram analisados quanto à presença de DNA 

contaminante.  A Figura 32 representa o perfil de amplificações da região 16S e ITS 

ribossomais, a partir do DNA genômico extraído do corpo gorduroso e do tubo 

intestinal de larvas de S. levis. O padrão de amplificação da região 16S procariótica 

evidencia a presença de DNA procarioto apenas no tubo intestinal, o qual abriga 

diversos micro-organismos endossimbiontes. O perfil de amplificação da região ITS 

evidencia três bandas distintas de aproximadamente 1.700, 400 e 600 pb. No DNA 

extraído da gordura, unicamente o amplicon de 1.700 pb é identificado, em contraste 

do DNA do tubo intestinal, onde se verifica as três bandas. As sequências obtidas 

após análise em Blastn, revelaram que os fragmentos amplificados 1.700, 600 e 400 

pb têm alta similaridade com Sitophilus oryzae,  Candida intermedia e  Candida 

Stellimalicola, respectivamente. S. oryzae, como já mencionado neste trabalho, é um 

coleóptero da família Curculionidae extremamente semelhante ao S. levis; e o gênero 

candida têm 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 extraída da larva está isento de contaminação por DNA procarioto e 

de eucariotos inferiores, o que possibilita o uso deste material para investigação de 

introns nos genes Sl-PME e Sl-EndoPG. 

 

 

Figura 32. Análise de contaminantes no DNA genômico extraído.  A análise foi baseada no 
perfil de amplifcações das regiões ribossomais 16S e ITS. As reações com primers para região 
16S são indicadas na figura pelos números de 1 a 3, enquanto as reações com primers para 
região ITS são indicadas pelos números de 4 a 7.  M: marcador de massa molecular 
GeneRuler 1Kb (Fermentas); 1 :Amostra de DNA extraído da gordura da larva; 2: Amostra de 
DNA extraído do tubo intestinal; 3: Amostra isenta de DNA; 4: Amostra DNA extraído da 
gordura da larva; 5: Amostra de DNA extraído do tubo intestinal; 6: Amostra de DNA extraído 
de levedura P. pastori; 7: Amostra isenta de DNA. 
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4.15 Análise das sequências genômicas condificantes para Sl-Pectinases  

 

A investigação quanto à presença de introns nos genes Sl-Pectinases, revelou 

que o gene Sl-PME não possui introns, ao contrário do gene Sl-EndoPG, no qual 

foram detectados dois. A Figura 33 mostra o resultado das amplificações por PCR das 

Sl-Pectinases genômicas, as quais são comparadas com os amplicons gerados a 

partir do cDNA sintetizado.  

Para a Sl-PME nota-se que os fragmentos de origem genômica são do mesmo 

tamanho que os de origem de cDNA, indicando a ausência de introns para esse gene. 

No caso da Sl-EndoPG não se conseguiu amplificar do genoma, utilizando-se primers 

da combinação 1 e combinação 2. Embora para o cDNA, utilizando-se as 

combinações 1 e 2, obteve-se os fragmentos esperados de 1.054 e 527 pb 

respectivamente.  Na terceira combinação de primers, há um único fragmento de 109 

pb para o cDNA, enquanto para o genômico há um único fragmento de 

aproximadamente 250 pb. A última combinação de primers gera para o cDNA uma 

banda de 547 pb e cerca de 800 pb para o genômico. A partir destes dados é possível 

afirmar que o gene Sl-EndoPG possui no mínimo dois introns, assim como também foi 

possível estimar suas posições. Esperava-se, portanto, ao menos um intron com 

aproximadamente 150 pb entre os sítios dos primers da combinação 3 e  ao menos 

um segundo intron de aproximadamente 50 pb na região entre os sítios dos primers da 

combinação 4. O fato das combinações 1 e 2 não terem gerado amplicon pode ser 

indícios da presença de introns maiores que impossibilitaram a amplificação desta 

região. 

O sequênciamento do fragmento de cerca de 800 pb revelou dois introns na 

porção mediana do gene, um de 166 pb e outro de de 53 pb como indicado na Figura 

34. Os dois introns apresentam o padrão de splicing mais conhecido, denominado de 

“GT-AG role”, principalmente caracterizado pela presença de um GT na extremidade 5’ 

e de um AG na extremidade 3’ do intron (WU; KRAINER, 1999).  

Considerando a teoria de transferência horizontal de Shen e colaboradores, 

nossos resultados estão dentro do esperado, pois é sabido que a presença de introns 

em genomas de procariotos é rara, enquanto em fungos são bastante comuns e de 

tamanhos semelhantes aos identificados. Portanto neste contexto, mais uma vez a Sl-

PME se assemelha as características de bactéria e a Sl-EndoPG com as de fungos, 

gerando mais evidências a favor desta teoria.  
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Figura 33. Amplificação das sequências genômicas codificantes para Sl-
Pectinases. O experimento constou, para cada combinação de primer nesta ordem, de: uma 
reação contendo DNA genômico do inseto; uma reação contendo cDNA e uma reação isenta 
de DNA.  M: marcador de massa molecular GeneRuler 1Kb (Fermentas); 1-3: Reação com 
combinação 1; 4-6: Reação com combinação 2; 7-9: Reação com combinação 3; 10-12: 
Reação com combinação 4. Evidencia-se que para o gene Sl-PME não há introns, 
diferentemente do gene Sl-EndoPG no qual foi identificado dois introns na região delimitada 
pelos primers da combinação 4.  
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Figura 34. Introns identificados no fragmento genômico amplificado gene Sl-EndoPG. O 
alinhamento foi realizado em software online Multalin (F.CORPET, 1988). As sequências 
sublinhadas em branco marcam a posição dos primers usados no seqüenciamento. Os 
asteriscos indicam o inicio o fim dos dois introns. 
 

 

4.16 Análise de expressão gênica diferencial das Sl-Pectinases 

Para gerar maior conhecimento sobre o papel fisiológico das pectinases no 

inseto S. levis, foi determinado por qRT-PCR as fases de desenvolvimento e os 

tecidos específicos, nos quais esses genes são expressos.  

A Figura 35 A e C mostra o padrão de expressão dos genes Sl-PME e Sl-

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

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

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

de expressão detectado foi em adultos (90,78x), seguido pelos estágios larvais, 

também com altos níveis de expressão. Ovos, assim como pré-pupas revelaram 

expressão de nível basal deste gene. Para Sl-EndoPG, a fase pré-pupa foi 
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selecionada como estágio calibrador, devido às mesmas razões mencionadas acima. 

O maior valor de expressão foi identificado durante as fases larvais com um pico, de 

aproximadamente o dobro da taxa de expressão (71,14x), nas larvas de 20 dias de 

idade. Ovos e pré-pupas exibiram expressão de nível basal, assim como verificado 

para o gene Sl-PME para as mesmas fases. A análise das fases pupa e adulto 

mostraram valores similares entre si, muito baixos em relação às fases larvais, mas 

ainda assim considerados altos para expressão de nível basal.  

Os dois genes são preferencialmente expressos nas fases em que o inseto 

alimenta-se, o que é esperado para enzimas que, de maneira direta ou indireta, estão 

associadas ao processo digestivo. A reduzida taxa na síntese de mRNA durante as 

fases pré-pupa e pupa, pode ser explicado pelas drásticas mudanças ocorrentes na 

morfologia do inseto ao longo deste período, o qual o leva a uma condição de 

imobilidade (FONSECA; SOARES-COSTA et al., 2011). Distintos níveis de expressão 

são observados entre larvas e adultos, provavelmente em decorrência dos diferentes 

hábitos alimentares e mecanismos de ataque a planta, pois o adulto utiliza-se do rostro 

para sugar o caldo da cana-de-açúcar, enquanto as larvas usam a mandíbula para 

abrir galerias ao longo do rizoma e base do colmo (FONSECA; SOARES-COSTA et 

al., 2011). O fato da Sl-PME ser mais expressa em adultos que em outras fases ainda 

continua sob investigação, assim como o pico de expressão proveniente das larvas de 

20 dias durante o estágio larval. 

A Figura 35 B e D mostra os tecidos específicos, em cujas enzimas Sl-PME e 

Sl-EndoPG são produzidas. A maior expressão detectada foi no intestino médio, para 

ambas as Sl-Pectinases, sendo por isso este tecido selecionado como calibrador com 

valor de expressão relativa igual a um (1x). As Sl-Pectinases demonstraram nível de 

expressão significativa apenas no intestino médio, o que aponta um padrão de enzima 

digestiva. A expressão relativa entre os outros tecidos são tão baixos que foram 

considerados artefatos da técnica, por exemplo, para o caso dos valores detectados 

no intestino posterior, que provavelmente é proveniente de contaminação do intestino 

médio, considerando-se a proximidade destes tecidos e a dificuldade do método de 

dissecção. 
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Figure 35. Expressão gênica diferencial das Sl-Pectinases. A análise de expressão dos 
genes Sl-PME e Sl-EndoPG foi realizada por PCR em tempo real, usando o gene, de 
expressão constitutiva, GAPDH como calibrador. A: Expressão gênica da Sl-PME nos 
diferentes estágios de desenvolvimento; B: Expressão gênica da Sl-PME nos diferentes tecidos 
de larvas de 30 dias de idade; C: Expressão gênica da Sl-EndoPG nos diferentes estágios de 
desenvolvimento; D: Expressão gênica da Sl-EndoPG nos diferentes tecidos de larvas de 30 
dias de idade. 

 
 

A análise do padrão de expressão gênica das Sl-Pectinases indicam uma 

notável semelhança com a Sl-CathL, a principal enzima digestiva do S. levis em fase 

larval (FONSECA; SOARES-COSTA et al., 2011). Essa similaridade do perfil de 

expressão reforça a provável atuação das Sl-Pectinases como enzimas digestivas. 

Entretanto, dois pontos importantes devem ser enfatizados: o primeiro ponto é o fato 

de a cana-de-açúcar ser uma das maiores fontes naturais de açúcares como a 

sacarose, glicose e frutose. Todos esses açúcares são de fácil assimilação pelas 

células como fonte energética, pois são moléculas simples que necessitam de baixo 

consumo energético para serem metabolizados, diferentemente do complexo 

pectínico, uma substância de cadeia longa. O complexo pectínico também pode ser 
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usado para gerar monômeros de açúcar (ácido galacturônico) como fonte de energia 

para célula, todavia, são requeridos passos metabólicos mais complexos e maior 

aparato enzimático, por consequência há maior consumo energético (GRADEL; 

DEHORITY, 1972; ROJAS; CAVALITTO et al., 2008; RICHARD; HILDITCH, 2009). 

Considerando este contexto seria energeticamente inviável, para o sistema biológico 

do inseto, usar pectinases na obtenção de energia a partir da pectina em uma dieta 

rica de açúcares de rápida assimilação.  

O segundo ponto a ser enfatizado é a ausência de Exo-PGs no trascriptoma do 

S. levis. De fato, até nosso conhecimento atual, não há relatos sobre Exo-PGs 

identificadas em insetos. A Exo-PG, assim como a Endo-PG, catalisa a hidrolise das 

ligações glicosídicas α-1,4 entre monômeros de ácido galacturônico e também tem 

atividade intensificada após ação prévia da PME (CRELIER; ROBERT et al., 2001). A 

ação sequêncial da Exo-PG na extremidade da cadeia libera monômeros de açúcar 

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 polímero péctico entre essas duas enzimas, é plausível afirmar que a Endo-PG é 

mais eficiente na desestruturação da cadeia que em gerar monômeros de açúcar livres 

e a Exo-PG tem padrão oposto. 

Por essas razões, neste trabalho é sugerido que as Sl-Pectinases são na 

verdade enzimas digestivas acessórias, cuja função está mais relacionada em 

desorganizar e desestruturar a parede celular vegetal para ganhar acesso aos 

nutrientes intracelulares da planta. A ação prévia da Sl-PME em desesterificar a 

pectina, habilita a maior eficácia na ação da Sl-EndoPG, responsável pela 

desestruturação da lamela média, contribuindo na desorganização da parede celular 

vegetal e por consequência no acesso intracelular das outras enzimas digestivas do 

inseto. 

4.17 Imunodetecção por Western Blotting 

A análise in silico da estrutura primária das Sl-Pectinases (item 6.2) revelou a 

presença de provável peptídeo sinal, indicando a exportação destas enzimas para fora 

das células em que são sintetizadas. Como identificado em análise de expressão 

gênica por qRT-PCR, o local de produção 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 são sintetizadas, foi conduzido 

o ensaio de imunodetecção destas enzimas pelo método Western Blotting. 
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A Figura 36 evidencia a presença da proteína Sl-PME nativa no intestino médio 

e intestino posterior com massa molecular aproximada de 45 kDa, cerca de 5 kDa a 

menos que a Sl-PME Recombinante. Destes 5 kDa extras presentes na enzima 

recombinante, 2,5 kDa correspondem a adição do epítope c-myc e da cauda de 

histidina no C-Terminal (Manual EasySelectTM Pichia Expression Kit). Os 2,5 kDa 

restantes correspondem à glicosilação, pois como observado nos ensaios de 

deglicosilação (item 6.7), a Sl-PME Recombinante após tratamento com glicosidades 

apresentou massa molecular reduzida de aproximadamente 47,5 kDa. Mesmo que a 

Sl-PME nativa tenha os sítios de glicosilação em sua estrutura, o padrão de 

glicosilação do sistema biológico do S. levis certamente difere do padrão da levedura 

P. pastoris e ao que indica a proteína nativa é menos glicosilada que a recombinante. 

A localização da enzima no intestino sugere fortemente que a ação enzimática 

da Sl-PME ocorre de fato neste tecido. Considerando a expressão gênica da Sl-PME 

detectada no intestino médio, era esperada a presença desta enzima nesse tecido, 

entretanto não houve expressão gênica significante para o intestino posterior, o que 

sugere que essa proteína seja carregada pela comida até esse tecido. Infelizmente 

para Sl-EndoPG não houve a detecção da proteína nativa, provavelmente pela baixa 

especificidade do anticorpo policlonal.  Ensaios com uso de anticorpos monoclonais, 

possivelmente trariam resultados mais satisfatórios. Todavia, como as enzimas PME e 

Endo-PG geralmente agem juntas em reação acoplada, ou seja, a primeira gera o 

substrato da segunda, acredita-se que a Sl-EndoPG esteja presente nos mesmos 

tecidos.  

Interessantemente, o pH ótimo determinado para a Sl-EndoPG Recombinante 

(pH 5,06 ± 0,27) está próximo ao pH fisiológico do intestino médio da larva de S. levis 

(5.5 ± 0.2 na porção anterior, 6.5 ± 0.1 na porção mediana e 7.6 ± 0.2 na porção 

posterior)  (SOARES-COSTA, DIAS et. al., 2011), assim como a Sl-PME 

Recombinante também mostrou-se atividade nessa faixa de pH nos ensaios 

qualitativos (item 6.8). Portanto, esse resultado permite-nos estimar que as Sl-

Pectinases nativas são funcionais nas condições fisiológicas do intestino médio das 

larvas de S. levis. 
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Figure 36. Imunodetecção das Sl-Pectinases nos diferentes tecidos. A imunodetecção foi 
realizada por Western blotting, usando anticorpos policlonais produzidos em camundongos. O 
ensaio foi realizado com aproximadamente 4 µg de cada amostra e anticorpo primário em 
diluição 1:2.500. M: Marcador de massa molecular, Bench Marck (Invitrogen); P: Proteína 
recombinante purificada; Cabeça- Intestino posterior: Amostras dos extratos brutos protéico 
dos tecidos especificados; a seta indica a posição da proteína nativa detectada.  
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5. CONCLUSÕES 
 
 
 A expressão das Sl-Pectinases via sistema heterólogo em Pichia pastoris foi 

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

 

 As Sl-Pectinases Recombinantes são glicosiladas tanto em sítios do tipo N quanto 

do tipo O. A Sl-PME nativa é pouco glicosilada em relação à enzima Sl-PME 

Recombinante. 

 

 A enzima Sl-EndoPG Recombinante tem propriedades interessantes (pH, 

temperatura ótimos adequados e alta eficiência catalítica) par aplicação industrial, 

principalmente nos setores de produção de sucos de frutas e vinhos. Entretanto, 

ela apresenta baixíssima termoestabilidade, inviabilizando seu uso nestes setores.  

 

 Este trabalho comprova que insetos fitófagos podem ser utilizados como novas 

fontes de bioprospecção de EDPCV com alto potencial biotecnológico. 

 

 A análise das sequências genômicas codificadoras para as proteínas maduras, Sl-

PME e Sl-EndoPG, revelou não haver introns para Sl-PME. Diferentemente para 

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

 

 Os resultados gerados neste trabalho dão indícios muito fortes de que as Sl-

Pectinases estão de fato integradas no genoma do inseto. Além disso, dão 

indícios de que a Sl-PME tem origem bacteriana e a Sl-EndoPG tem origem 

fúngica, corroborando com teoria de transferência horizintal de Shen e 

colaboradores (2003, 2005). 

 

 Independente da origem das Sl-Pectinases, concluí-se por fim que ambas atuam, 

no intestino médio das larvas, provavelmente como enzimas digestivas 

acessórias, as quais estão envolvidas na desestruturação da parede celular 

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

 Até presente momento, este trabalho representa o primeiro relato de 

pectinases de inseto que foram produzidas na forma recombinante sob sistema 

heterólogo em Pichia pastoris. Também é o primeiro trabalho em que 

pectinases de inseto são caracterizadas quanto a condições ótimas de 

atividade, termoestabilidade e parâmetros cinéticos. 

 

 Considerando que a Sl-EndoPG Recombinante mostrou propriedades 

atraentes para aplicação na indústria, mas sua termoinstabilidade inviabiliza 

seu uso, acredita-se que essa enzima seja um ótimo objeto de estudo em 

evolução in vitro. Pois alterações na estrutura proteica poderiam torná-la mais 

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

 
Tabela A1. Primers utilizados. A tabela mostra a sequência dos primers utilizados 
obtenção das ORFs completas, construção dos vetores recombinantes e análise de 
expressão gênica diferencial por qRT-PCR. 

Primers Sequência  

 
Primer_Expressão_Endopg_Forward_(EcoRI) 5'-GGAATTCACCCCTGCAGTAGGAGCGAG-3' 

Primer_Expressão_Endopg_Reverse_(NotI) 5'-AAAAGCGGCCGCACAAGAAAATCCGGATGG-3' 

Primer_Endopg_interno                             5’-GACCGTTGATGTATCTGC-3’ 

Primer_Expressão_PME_Forward_(PstI) 5'-CTGCAGGAAACCAAAATCCACCAGG-3' 

Primer_Expressão_PME_Reverse_(NotI) GCGGCCGCTGCTCCACTTCCGGTATTGGC  

Primer_qRT_PCR_Endopg_Forward 5'-TTGACTGATTGGACCGTTG-3' 

Primer_qRT_PCR_Endopg_Reverse 5'-CTACTGCGTGTTTGATGGTG -3' 

Primer_qRT_PCR_PME_Forward 5'-GACCGCAAAAACGACGAA-3' 

Primer_qRT_PCR_PME_Reverse 
Primer_qRT_PCR_GAPDH_Forward 
Primer_qRT_PCR_GAPDH_Reverse 
 

5'-TGGAAGACGACCAAGCAC-3' 
5’-CAACTGGCGTTTTTACCACA-3’ 
5’-AACATACATTGGGGCGTCA-3’ 
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Tabela A2. Sequências utilizadas no alinhamento múltiplo das Sl-Pectinases. Ao todo 
36 sequências foram analisadas para Sl-PME e 34 para Sl-EndoPG. A busca foi realizada 
em banco de dados do NCBI, de modo que o número de acesso de cada sequência está 
inserido ao lado. 

 

 

 

 

Sequências PME Sequências Endo-PG

Organismo Número de Acesso Organismo Número de Acesso

Sphenophorus_levis Sphenophorus_levis

Sitophilus_oryzae ADU33259.1 Sitophilus_oryzae ADU33253.1

Dendroctonus_ponderosae ADU33325.1 Dendroctonus_ponderosae ADU33302.1

Dickeya_dadantii YP_003882650.1 Chrysomela_tremulae ACP18831.1

Pectobacterium_carotovorum ZP_03828136.1 Gastrophysa_viridula ADU33339.1

Erwinia_chrysanthemi CAA59151.1 Leptinotarsa_decemlineata ADU33355.1

Rahnella_sp YP_004213827.1 Phaedon_cochleariae O97400.1

Escherichia_albertii ZP_02903590.1 Talaromyces_stipitatus XP_002484837.1

Escherichia_coli EGB62789.1 Cryphonectria_parasitica AAB36616.1

Shigella_sonnei YP_309729.1 Aspergillus_oryzae XP_001820953.1 

Shigella_boydii EGI98883.1 Aspergillus_niger Q9P4W4.1

Cronobacter_sakazakii YP_001438657.1 Colletotrichum_lupini ABL01533.1

Klebsiella_pneumoniae YP_001334457.1 Verticillium_dahliae EGY23539.1

Salmonella_bongori YP_004729566.1 Glomerella_lindemuthiana Q00446.1

Xanthomonas_perforans ZP_08187812.1 Athelia_rolfsii BAH14957.1

Clostridium_acetobutylicum NP_349964.1 Thanatephorus_cucumeris ABH12113.1

Bacillus_sp  ZP_01171421.1 Penicillium_olsonii Q9Y834.1

Citrobacter_koseri YP_001453920.1 Penicillium_marneffei XP_002149326.1

Ralstonia_solanacearum CBJ39775.1 Postia_placenta XP_002471034.1

Cellulosilyticum_ruminicola ACZ98654.1 Phaeosphaeria_nodorum XP_001804945.1

Solanum_lycopersicum Q96576.1 Saccharomyces_cerevisiae EDN63471.1

Pisum_sativum AAC14742.1 Arabidopsis_thaliana NP_191310.1

Salix_gilgiana BAA89480.1 Prunus_ persica AAC64184.1

Nicotiana_tabacum AAX13972.1 Brassica_napus CAC05657.1

Arabidopsis_thaliana CAB58974.1 Malus_domestica P48978.1

Physcomitrella_patens XP_001778325.1 Glycine_max AAL30418.1

Allium_cepa AEK07905.1 Oryza_sativa  AAX95165.1

Aspergillus_aculeatus Q12535.1 Erwinia_chrysanthemi CAC83614.1

Cochliobolus_carbonum AAD43340.1 Dickeya_dadantii YP_003881986.1

Botryotinia_fuckeliana XP_001560589.1 Enterobacteriaceae_bacterium ZP_07949263.1

Puccinia_graminis XP_003333140.1 Pectobacterium_carotovorum AAA03624.1

Talaromyces_stipitatus XP_002482586.1 Pectobacterium_atrosepticum YP_051640.1

Phytophthora_capsici ACO54872.1 Xylella_fastidiosa YP_001830252.1 

Haloferax_volcanii YP_003535912.1 Faecalibacterium_prausnitzii CBL02678.1

Halopiger_xanaduensis YP_004596660.1

Haloterrigena_turkmenica YP_003404589.1
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 Figura A1. Clone Sl-PME caracterizado. A figura mostra a sequência dos cDNA Sl-PME presente no 
clone MBL_slevis_libr_001H05. Os nucleotídeos destacados em vermelho indicam os códons de inicio e 
terminação das ORFs e os nucleotídeos sublinhados são referentes aos UTR’5 e UTR3’. A cauda poli-A 
pode ser notada na extremidade 3’. 
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Figura A2. Clone Sl-EndoPG caracterizado. A figura mostra a sequência do cDNA Sl-EndoPG 
presente no clone MBL_slevis_libr_005E03. Os nucleotídeos destacados em vermelho indicam os 
códons de inicio e terminação das ORFs e os nucleotídeos sublinhados são referentes aos UTR’5 e 
UTR3’. Não foi possível a identificação da cauda poli-A. 
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Figura A3. Extração de DNA genômico do S. levis. A extração foi realizada a partir do corpo 
gorduroso após dissecação de larvas do inseto. Durante a dissecação procurou evitar o 
máximo contato direto com o trato intestinal, cujo interior comporta DNA microbiano. 
Aproximadamente 2-3 mg de tecido foi usado na extração de DNA segundo método descrito 
por Bishoff e Lawrence (1990) com modificações. M: marcador de massa molecular GeneRuler 
1Kb (Fermentas); 1-12: amostras de DNA genômico extraídos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


