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CARACTERIZAÇÃO DO GENE chi_I555 E PROPRIEDADES BIOQUÍMICAS DA 
QUITINASE DE Bacillus thuringiensis 

 

RESUMO - Bacillus thuringiensis é uma bactéria que pode conferir 
patogenicidade a uma ampla variedade de insetos, e que possui fatores associados 
à mortalidade de insetos por B. thuringiensis, que foram identificados e são utilizados 
no controle de insetos-praga como, por exemplo, as toxinas Cry, Vip e Cyt. Novos 
genes de B. thuringiensis que possam estar envolvidos no processo de 
patogenicidade a insetos têm sido identificados, entre estes, as quitinases. Enzimas 
capazes de hidrolisar as ligações glicosídicas entre as unidades de N-acetil-
glicosamina da quitina, e aparecem como uma interessante opção por também 
mostrarem potencial para serem utilizadas no controle de pragas. No presente 
trabalho, realizou-se o isolamento e a caracterização de um gene de quitinase do 
isolado de B. thuringiensis I_555 (chi_I555) e a produção e caracterização parcial da 
quitinase (Chi_I555). A análise de chi_I555 indicou uma fase de leitura aberta de 
2025 pares de bases que codificam uma proteína com 674 aminoácidos e peso 
molecular de 74,24 kDa. Análises bioinformáticas indicaram a presença de um sítio 
ativo de quitinase, de um domínio de fribronectina e de um domínio ligante de quitina 
na proteína Chi_I555. A expressão heteróloga de Chi_I555 resultou na produção de 
uma quitinase ativa sobre o substrato “Chitin Azure” em uma faixa ótima de pH 
próxima do neutro. A proteína Chi_I555 utilizada neste estudo é altamente 
promissora para o uso em construções de plantas geneticamente modificadas. 

 
Palavras chave: Atividade quitinolítica, Bacillus thuringiensis, fatores de virulência, 
quitinase, toxinas inseticidas 
 



 
 

  
 

GENE CLONING AND BIOCHEMICAL PROPERTIES OF chi_I555 A CHITINASE 
FROM Bacillus thuringiensis 

 

ABSTRACT - Bacillus thuringiensis is a bacterium that can confer 
pathogenicity to a wide variety of insects, and has associated with mortality of insects 
by B. thuringiensis factors that have been identified and are used to control insect 
pests such as the Cry toxins, Vip and Cyt. New genes of B. thuringiensis that may be 
involved in the pathogenic process of insects have been identified among these 
chitinases. Enzymes capable of hydrolyzing glycosidic linkages between the units of 
N-acetyl-glucosamine from chitin, and appear as an interesting option to also show 
potential for use in pest control. In this study, we carried out the isolation and 
characterization of a chitinase gene from B. thuringiensis isolate I_555 (chi_I555) and 
the production and partial characterization of a chitinase (Chi_I555). Chi_I555 
analysis indicated an open reading frame of 2025 base pairs encoding a protein of 
674 amino acids and a molecular weight of 74.24 kDa. Bioinformatics analysis 
indicated the presence of an active site of chitinase, a fribronectin domain and a 
chitin binding domain of the protein Chi_I555. Heterologous expression of Chi_I555 
resulted in the production of an active chitinase on the substrate "Chitin Azure" in a 
great range of pH close to neutral. The Chi_I555 protein used in this study is highly 
promising for use in construction of genetically modified plants. 
 
Keywords: Bacillus thuringiensis, chitinase, chitinolytic activity, insecticidal toxins, 
virulence factors
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1. INTRODUÇÃO  
 

B. thuringiensis é uma bactéria gram-positiva, esporulante, aeróbica ou 

facultativamente anaeróbica, naturalmente encontrada no solo e que produz cristais 

parasporais constituídos por proteínas conhecidas por sua ação inseticida (COSTA 

et al., 2009; HU et al., 2009). É o agente de controle microbiano de grande êxito no 

controle de insetos e, atualmente, corresponde a aproximadamente 2% do mercado 

total de inseticidas (BRAVO et al., 2011). Sua ação é praticamente restrita aos 

estágios larvais de diferentes ordens de insetos e mata-os através da destruição do 

tecido do intestino médio seguido de septicemia causada, provavelmente, não só por 

B. thuringiensis, mas provavelmente também por outras espécies de bactérias 

(RAYMOND et al., 2010). 

Após a esporulação, as cepas de B. thuringiensis podem produzir inclusões 

cristalinas formadas por proteínas inseticidas denominadas Cry, conhecidas por sua 

eficiência e potencial para controlarem uma ampla gama de insetos-praga (BRAVO 

et al., 2011; RANDHAWA et al., 2011). Além das toxinas Cry, algumas cepas de B. 

thuringiensis também podem produzir toxinas inseticidas adicionais como as 

Proteínas Inseticidas Vegetativas (Vip) (ESTRUCH et al., 1996; YU et al., 2012), 

toxinas Cyt (GILL et al.,1992; BRAVO et al., 2007), bacteriocinas e enzimas 

hidrolíticas, entre as quais estão as quitinases (DRISS et al., 2005; PALMA et al., 

2013, WANG et al., 2014).  

As quitinases (E.C. 3.2.1.14) são enzimas da família das glicosil-hidrolases 

que catalisam a hidrólise de quitina e que podem ser encontradas em uma grande 

variedade de organismos, incluindo bactérias, plantas, fungos, insetos e crustáceos 

(USHARANI & GOWDA, 2011). As quitinases tem um imenso potencial para 

aplicações biotecnológicas (FEKETE et al., 2006; BEIER et al., 2011; PRASANA et 
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al., 2013), podendo ser usadas como agentes de controle de fungos fitopatogênicos 

e de insetos herbívoros ou vetores de doenças (RAMÍREZ-LEPE et al., 2012; 

BOYCE et al., 2013). Neste sentido, este trabalho teve como objetivo estudar o 

isolado I_555 de B. thuringiensis portador do gene da quitinase, por meio do 

sequenciamento, expressão, e estudos bioquímicos, a fim de verificar seu possível 

potencial como bioinseticida, ou como fonte de genes para construção de plantas 

pirâmidadas de milho, diminuindo as chances do inseto se tornar resistente.
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Bacillus thuringiensis 

 

Em todo o mundo, os ataques de insetos-praga nas monoculturas têm 

aumentado a preocupação com os impactos causados na produção. Essas 

monoculturas possuem diversas pragas que podem provocar danos econômicos 

significativos todos os anos. Os insetos têm sido uma das maiores danos na 

produção de alimentos sendo estas perdas da ordem de 20 a 30% da produção 

mundial (ESTRUCH et al., 1997). 

O uso de produtos químicos para o controle de insetos praga na agricultura e 

de insetos vetores de doenças levou ao aumento de diversos problemas ambientais, 

como a poluição de solos e água, e também em efeitos na saúde de humanos e de 

animais, como o câncer e distúrbios no sistema imunológico (PURDUE et al., 2007; 

BRAVO, et al., 2011). Algumas das alternativas ao uso de inseticidas químicos são 

os bioinseticidas e as plantas transgênicas (VAECK et al., 1987), obtidos e 

produzidos a partir de microrganismos e de outras fontes naturais, os quais tem 

grandes benefícios para a agricultura e programas de saúde pública (GUPTA & 

DIKSHIT, 2010).  

A bactéria Bacillus thuringiensis tem sido utilizada com sucesso há muitos 

anos como bioinseticida e também como uma importante fonte de genes para o 

desenvolvimento de plantas transgênicas (FANG et al., 2009; RAYMOND, et al., 

2010). É efetivo contra espécies de insetos das ordens, Lepidoptera, Diptera, 

Hymenoptera, Coleoptera, dentre outras, onde se incluem importantes pragas 

agrícolas como S. frugiperda, Diatraea saccharalis e Anticarsia gemmatalis Hübner 

(COSTA, 2009). 

B. thuringiensis possui forma de bastonete, apresenta interessantes 

propriedades entomopatogênicas, devido à produção de proteínas inseticidas, 

quando em condições específicas, em geral desfavoráveis ao seu crescimento, 

desenvolve um ciclo de esporulação típico dos bacilos. É encontrada naturalmente 

no solo além de outros substratos como superfícies de plantas, produtos 

armazenados e insetos (BRAVO et al., 1998; AZEVEDO et al., 2000). 
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Durante a fase de esporulação, produz cristais parasporais, que são 

predominantemente constituídos por um ou mais proteínas do tipo cristal (Cry) ou do 

tipo citolíticas (Cyt) (BRAVO, et al., 2007) proporcionando proteção contra uma 

ampla gama de insetos-praga das ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera 

(RANDHAWA et al., 2011). Além destas toxinas, algumas cepas de B. thuringiensis 

produzem toxinas inseticidas adicionais, nomeadas de Proteínas Inseticidas 

Vegetativas (Vip) que são produzidas durante a fase de crescimento vegetativo e 

inclui toxinas binárias Vip1 e Vip2 com especificidade a coleópteros e Vip3 com 

atividade inseticida contra lepidópteros (ESTRUCH et al., 1996; YU et al., 2012).  

Atualmente, o modo de ação de B. thuringiensis, é bem conhecido, após a 

ingestão dos cristais que contêm delta endotoxinas, estes são dissolvidos no trato 

digestivo do inseto, liberando as protoxinas Por meio de um processo de proteólise, 

as protoxinas são quebradas em fragmentos, que se ligam a células do epitélio do 

trato digestivo. As proteínas ativadas induzem a formação de poros na membrana 

celular que causam alteração no balanço osmótico dessas células e leva à sua 

ruptura. Em consequência, o trato digestivo é paralisado e os insetos param de se 

alimentar. Poucas horas, após a digestão, a maioria dos insetos morrem. A afinidade 

entre os fragmentos dessas toxinas e os sítios de ligação no epitélio do trato 

digestivo é diretamente relacionada com a toxicidade (MAIA, 2003). 

O controle biológico de pragas é uma das alternativas encontradas para a 

redução da utilização de pesticidas químicos. Bioinseticidas à base de B. 

thuringiensis mostram varias vantagem sobre o uso de agentes químicos, como sua 

alta especificidade ao inseto alvo (SCHNEPF et al., 1998). Porem, o uso extensivo 

de produtos de B. thuringiensis levou a um aumento da pressão de seleção que 

resultou na seleção de insetos resistentes à determinadas toxinas de B. 

thuringiensis, reduzindo os efeitos inseticidas (DRISS et al., 2005). Para solucionar 

os problemas de resistência, a piramidação de genes, modificação de genes e 

utilização de diferentes promotores para alterar o nível e o local de expressão de 

toxinas nas plantas, são alternativas utilizadas para reduzir o risco de 

desenvolvimento de resistência dos insetos-praga. Alternativas mais especulativas 

incluem a ação de outras toxinas bacterianas, inibidores de enzimas digestivas, 

lectinas de plantas e quitinase (WATKINS et al.; 2012). 
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2.2 Quitinase 
 

Quitinases (E.C. 3.2.1.14) são enzimas do tipo glicosil hidrolases que 

catalisam a conversão de quitina aos seus componentes monoméricos e que podem 

ser encontradas numa grande variedade de organismos, incluindo bactérias, plantas, 

fungos, insetos e crustáceos (USHARANI & GOWDA, 2011). A quitina é 

estruturalmente idêntica à celulose (Figura 1), exceto pelos grupos hidroxilas (-OH) 

localizados na posição 2, que na quitina foram substituídos por grupos acetamino 

(NH.CO.CH3). Depois da celulose, a quitina é o polímero orgânico mais abundante 

na natureza (BHATTACHARYA et al., 2007). 

 
Figura 1. Estrutura química da quitina. Fonte: BORGOGNONI et al., 2006. 

 

As quitinases foram agrupadas em famílias denominadas 18 e 19, sob a 

classe principal de enzimas glicosil hidrolases, de acordo com a similaridade de 

sequências de aminoácidos (VITERBO et al.; 2002). As quitinases da família 18 

estão presentes em vários organismos, incluindo bactérias, fungos, plantas, insetos, 

mamíferos e vírus (MATSUMOTO, 2006). Já as quitinases da família 19 são 

encontradas principalmente em plantas e algumas bactérias (KAWASE et al., 2004). 

As quitinases são classificadas em duas categorias: endoquitinases (E.C. 

3.2.1.14) que clivam sítios randômicos internos gerando multímeros de N-

acetilglicosamina (NacGlc), como quitotetraose, quitotriosídeo e di-

acetilquitobiosídeo e as exoquitinases que catalisam a remoção sucessiva de 

unidades de NacGlc da extremidade não redutora da cadeia (ADRANGI et al., 2010).  

São muitos os organismos capazes de sintetizar quitinases e, dependendo da 

fisiologia e da necessidade dos seus produtores naturais, podem realizar diversas 

funções. Em bactérias, as quitinases desempenham um papel na nutrição e no 
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parasitismo, enquanto que em protozoários e invertebrados elas estão envolvidas na 

morfogênese (PATIL et al., 2000). Em insetos elas estão envolvidas no 

desenvolvimento pós-embrionário e na degradação da cutícula (MERZENDORFER 

& ZIMOCH, 2003). Em fungos, as quitinases são úteis não só para a sobrevivência 

do organismo produtor, mas também é importante para o processo de bioconversão 

de resíduos de quitina (HOELL et al., 2005). Em crustáceos, atuam na digestão da 

quitina da membrana peritrófica e na defesa contra agentes patogênicos (SALMA et 

al., 2012). O papel da quitinase em vertebrados é incerta, no entanto, pode ser 

envolvido na resistência a infecções fúngicas (BHATTACHARYA et al., 2007). 

Como as quitinases de plantas são mais numerosas, elas foram dividas em 5 

classes independente das famílias das glicosil hidrolases. Essas classes são 

determinadas pela sequência N-terminal, ponto isoelétrico, localização da enzima, 

peptídeo sinal e indutores (PATIL et al., 2000). Quitinases classe I tem um domínio 

N-terminal de ligação a quitina rico em cisteína e um domínio catalítico C-terminal 

ligados por um pequeno peptídeo de 10 a 20 resíduos de aminoácidos. Já as 

quitinases classe II possuem apenas o domínio catalítico homólogo ao da classe I. 

Quitinases classe IV são homólogas a classe I mas menores. Classe III e classe V 

não apresentam homologia com a classe I, II e IV, mas tem sequências similares a 

quitinases de fungos e bactérias (SEIDL, 2008; FUNKHOUSER & ARONSON, 

2007). 

Bactérias que produzem estas enzimas quitinolíticas afetam a membrana 

peritrófica larval do inseto, que normalmente separa o epitélio do intestino médio do 

lúmen intestinal. A membrana peritrófica consiste de uma rede de quitina 

incorporada em uma matriz de proteínas e carboidratos e fornece uma barreira física 

contra danos e invasão de microrganismos. Assim, o aumento do nível de quitinases 

no intestino médio das larvas pode proporcionar o aumento do efeito larvicida como 

resultado da perfuração da membrana peritrófica permitindo maior acessibilidade 

das moléculas delta-endotoxinas nas membranas epiteliais (REGEV et al., 1996), e 

devido a isso, são utilizadas com sucesso na combinação com os cristais de delta-

endotoxinas produzidos naturalmente por B. thuringiensis, a fim de aumentar a sua 

atividade inseticida (DRISS et al., 2010).  

As quitinases podem ser utilizadas como uma proteína adicional às toxinas de 

B. thuringiensis, sendo introduzida em plantas, permitindo o desenvolvimento de 
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uma nova variedade, visando diminuir a resistência dos insetos as plantas (DING, et 

al., 2008). 

 

2.3 Resistência de pragas à toxinas de B. thuringiensis em plantas 
transgênicas 

 
O desenvolvimento de resistência caracteriza-se pela redução da 

suscetibilidade de uma população de insetos a uma toxina. O surgimento de 

populações resistentes às proteínas de B. thuringiensis, deve-se também, à origem 

dos cultivares transgênicos (TABASHNIK et al., 1994; TABASHNIK et al., 2005). 

Desde 1996, diversas plantas transgênicas, surgiram para controlar de forma 

eficiente insetos pragas e diminuir o uso de inseticidas químicos (KLETER, et al., 

2007).  

Em plantas geneticamente modificadas, as lagartas, ao se alimentarem do 

tecido foliar, ingerem a proteína de B. thuringiensis que atua nas células epiteliais do 

tubo digestivo das mesmas (MEYERS et al., 1997). Esta promove a ruptura osmótica 

irreversível das células e causa a morte dos insetos, antes que eles consigam 

causar danos econômicos à cultura (PIETRANTONIO et al., 1993; GILL, 1995). 

O desenvolvimento da resistência a plantas transgênicas Bt anularia os 

benefícios dessa nova tecnologia empregada em milhões de hectares em todo o 

mundo. Entre os benefícios do cultivo de plantas Bt está a redução no uso de 

inseticidas de alta toxicidade para o homem, como os organofosforados e 

piretroides, como é o caso do algodão Bt nos EUA. A evolução da resistência a 

toxinas Bt, expressas em plantas transgênicas, numa população de insetos, é 

afetada por um grande número de fatores que interagem entre si e são relacionados 

a características do material genético da planta transgênica, à bioecologia e genética 

da praga alvo, ao manejo da cultura e ao ambiente da região de cultivo (MAIA, 

2003). 

Qualquer alteração no modo de ação das toxinas de B. thuringiensis poderá 

acarretar no desenvolvimento da resistência: 1) modificação no sítio de ligação da 

toxina à membrana; 2) mudança na atividade proteolítica no intestino do inseto; 3) 

aumento na velocidade de reparação do tecido epitelial danificado. A primeira 

alteração é a que gera os maiores níveis de resistência. Ela tem sido descrita tanto 
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em populações resistentes capturadas em campo como em populações 

selecionadas artificialmente em laboratório (BERGAMASCO, 2008). 

Uma grande quantidade de fatores fisiológicos do organismo dos 

invertebrados também, pode proporcionar o surgimento de resistência dos insetos 

às toxinas de B. thuringiensis. Esses fatores incluem dificuldades na solubilização 

das proteínas no intestino do inseto, defeito na clivagem proteolítica das toxinas, 

degradação das toxinas por proteases intestinais, dificuldade na ligação das toxinas 

aos receptores intestinais, defeito na formação do poro, reparação do tecido epitelial, 

elevada resposta imune e elevada produção de esterases (GRIFTTS & AROIAN, 

2005; GUNNING et al., 2005). Para retardar a evolução da resistência de pragas à 

culturas transgênicas esta sendo utilizada a estratégia da construção de plantas 

pirâmidadas, ou seja, que combinam duas ou mais toxinas diferentes, que matam a 

mesma praga. (BRÉVAULT et al., 2013) 

A eficácia de uma combinação não é estimada com base na eficácia dos 

componentes individuais, mas com base no estudo de sinergismo. Plantas 

pirâmidadas oferecem alternativa viável para retardar a resistência em populações 

de insetos-praga. A principal vantagem deste método é que a resistência causada 

por uma toxina pode não acarretar resistência cruzada à outra toxina, uma vez que 

os receptores são diferentes (CRIALESI-LEGORI et al., 2014). Portanto, a 

construção de plantas geneticamente modificadas, que possam ter uma maior 

resistência a insetos, pode incluir além das toxinas Cry, Cyt e Vip de B. thuringiensis, 

o uso de gene de outras espécies de plantas para a produção de lectinas e 

inibidores de proteinases (LOC et al., 2002; CECI et al., 2003), ou ainda a utilização 

de genes de animais para expressão de neurohormônios (FITCHES et al., 2002), 

inibidores enzimáticos (CRISTELLER et at., 2002), ou a enzima quitinase. Neste 

sentido, amplos estudos da quitinase devem ser realizados para sua possível 

utilização na produção de bioinseticidas mais eficazes, ou na doação do gene, para 

a produção de plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos. 
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3. OBJETIVOS 
 

• Sequênciamento do gene completo da quitinase a partir do isolado I555 de B. 

thuringiensis de solo brasileiro. 

• Clonagem e expressão do gene chi_I555 em E. coli. 

• Determinação da atividade quitinolítica e do pH ótimo de chi_I555. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
As análises moleculares do presente estudo foram realizadas no Laboratório 

de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA), do Departamento de 

Biologia Aplicada a Agropecuária, Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias, da 

Universidade Estadual Paulista (UNESP), Câmpus de Jaboticabal, SP. 

 
4.1 Isolado I_555 de B. thuringiensis  

 

Para a realização dos experimentos foi utilizado o isolado I_555 de B. 

thuringiensis, proveniente de solo brasileiro, previamente caracterizado como 

portador do gene da quitinase por Lemes, 2009, e selecionado para este estudo por 

apresentar mortalidade em ensaios de bioensaio utilizando o sobrenadante, de 

90,65% contra larvas de Spodoptera frugiperda.  

 

4.2 Condições de cultivo  
 
O estoque da cepa é feito na forma de fita de papel filtro impregnada com 

uma suspensão de esporos em água estéril e mantidas a 4oC. Uma alíquota de 

suspensão de esporos foi estriada em placas de Petri contendo meio BHI (“Brain 

Heart Infusion Broth”, contendo infusão de cérebro bovino 12,5 g/L, infusão de 

coração bovino 5 g/L, peptona 10 g/L, glicose 2 g/L, cloreto de sódio 5 g/L, fosfato de 

sódio bibásico 2,5 g) adicionado de ágar 15 g/L e acondicionadas a 30oC, por 16 h. 

O DNA total do isolado foi obtido com a utilização da resina de troca iônica 

InstaGene Matrix (Bio-Rad), seguindo instruções do fabricante. 

 

4.3 Amplificação do gene completo da quitinase por PCR 
 
Para amplificação do gene da quitinase de B. thuringiensis (chi_I555), o DNA 

do isolado foi submetido à técnica de PCR com oligonucleotídeos iniciadores 

(Tabela 1) elaborados com base na sequência de ChiA74 (BARBOZA-CORONA, 

2003) e no alinhamento das sequências de genes de quitinase de B. thuringiensis 

depositadas no banco de dados NCBI (AY452507.1, AF424979.1, AY189740.2, 

AY129671.1, AF526379.1).  
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Tabela 1: Oligonucleotídeos iniciadores para amplificação do gene chi completo 

Iniciadores Sequência 

ChiF 5’ ATG AGG TCT CAA AAA TTC 3’ (d) 

ChiR 5’ CTA GTT TTC GCT AAT GAC 3’ (r) 

(d): direto; (r): reverso 

 

As reações de amplificação do gene chi_I555 foram otimizadas de acordo 

com as sequências dos iniciadores e as concentrações dos reagentes utilizados 

para amplificação do gene estudado estão discriminadas na Tabela 2: 

 

Tabela 2. Reagentes das reações de PCR 

Reagentes Volume 
DNA (50 ng) 2,0 L 
dNTP (10 mM) 0,5 L 
MgSO4 (50 mM) 1,0 L 
Tampão (10X) 2,5 L 
Iniciadores (10 pmoles) 1,0 L 
Platinum Taq DNA polymerase High Fidelity (0,5U) 

U/µL)  
0,2L 

Água (q.s.p) 16,8 L 
 

O programa utilizado para a amplificação do gene chi_I555 consistiu de um 

ciclo de 2 min a 94ºC, 30 ciclos de 1 min a 95ºC; 1 min a 48ºC e 2 min a 68ºC e um 

passo adicional para extensão final de 68°C por 5 min. 

O produto da reação, referente ao gene chi_I555, foi analisado através de 

eletroforese em gel de agarose 0,8%, utilizando-se 10 μL do produto da PCR em 

tampão de azul de bromofenol (Tris – HCl 0,1M, pH 6.8; azul de bromofenol 0,02%; 

glicerol 50%). Após aplicado em gel de agarose 0,8%, contendo brometo de etídio 

(0,5 mg/mL) e submetido à corrida eletroforética por, aproximadamente, 2 h a 70 V 

em tampão TEB [1X] (89 mM de Tris; 89 mM de ácido bórico e 2,5 mM de EDTA, pH 

8,2), o fragmento de DNA amplificado foi visualizado pela incidência de luz UV e 

documentado em um fotodocumentador modelo GEL DOC 2000 (BIO-RAD). 
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4.4 Sequenciamento do gene chi_I555 
 

Para a obtenção da sequência completa do gene chi_I555 para depósito no 

banco de dados, foi utilizada a técnica de “primer walking” utilizando-se inicialmente 

os oligonucleotídeos iniciadores utilizados para amplificação do gene (Tabela 1). 

As reações de sequenciamento foram realizadas em reação contendo “Big 

Dye Terminator v3.1”. Estas foram constituídas de 1,5 µL de H2O Mili-Q estéril, 4,0 

µL de tampão de sequenciamento [2,5X] (Tris-HCl 200 mM pH 9,0 e MgCl2 5 mM), 

1,0 µL de BigDye 3 Terminator, 2,5 µL de produto de PCR purificado (50 ng) e 1,0 

µL do oligonucleotídeo iniciador (10 pmoles), sendo cada ciclo composto pelas 

seguintes etapas: 2 min a 96ºC, 25 ciclos de 10 s a 96°C; 20 s a 50°C, 4 min a 60°C, 

e ao término do ciclo as amostras foram mantidas a 4°C. 

Em seguida, 80 L de isopropanol 75% foram adicionados a cada reação. 

Após 15 min à temperatura ambiente, as reações foram centrifugadas a 2683 xg, em 

centrífuga de placas (Eppendorf 5804 R), por 45 min a 20° C. Após precipitação do 

DNA, o sobrenadante foi descartado e as amostras lavadas, duas vezes, com 200 

L de etanol 70% seguido de centrifugação a 2683 xg, por 15 min a 20° C. As 

amostras foram secas em fluxo laminar por 50 min, ressuspensas em 10 µL de 

formamida, desnaturadas a 95° C por 5 min em termociclador, e posteriormente 

submetidas ao sequenciamento em um sequenciador automático ABI 3100, 

conforme metodologia sugerida pelo fabricante do equipamento (Applied 

Biosystems). As análises bioinformáticas para montagem do gene chi_I555 foram 

feitas no Laboratório de Bioinformática do CREBIO (Centro de Recursos Biológicos 

e Biologia Genômica) da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias de 

Jaboticabal – FCAV/UNESP. 

A sequência de DNA do gene chi_I555, completa, obtida foi traduzida 

utilizando a ferramenta “Translate” (http://expasy.org/tools/), seus domínios e 

funções foram analisados com os programas “InterPro” 

(http://www.ebi.ac.uk/interpro), e “blastp” disponível no NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). 

A presença de peptídeo sinal na proteína Chi_I555 foi determinada pela ferramenta 

“SignalP 4.1” disponível no portal Expasy. 

 

 



13 
 

  
 

4.5 Produção da Árvore filogenética 
 
A sequência de Chi_I555 foi utilizada no “blastp” (www.ncbi.nlm.nih.gov) para 

comparação de similaridade com outras sequências disponíveis no GenBank. Foram 

escolhidas onze sequências, sendo duas destas, utilizadas como grupo externo 

(Tabela 3). As sequências selecionadas, mais a sequência de Chi_I555 foram 

alinhadas pelo programa Clustal W (THOMPSON, et al., 1994), por alinhamento 

múltiplo de sequências, com número de “bootstrap” igual a 1000. O alinhamento foi 

utilizado para a produção da árvore filogenética pelo método de “Neighbor-Joining”, 

com “bootstrap” de 500 réplicas, utilizando o programa Mega 5 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis, version 5; KUMAR et al., 2001). 

Tabela 3. Sequências utilizadas na construção da arvore filogenética 
 

4.6 Clonagem do gene chi no vetor pET SUMO 
 
O gene chi_I555, previamente sequenciado, foi clonado no vetor de 

expressão pET SUMO (Invitrogen®) de acordo com as indicações do fabricante 

Variedade Número de 
Acesso Identidade Referência 

B. thuringiensis serovar tenebrionis 
(Quitinase) AHA95666.1 99% Li et al. (2013) 

B. thuringiensis serovar tenebrionis 
(Endoquitinase) AHZ90558.1 99% Barboza-Corona et 

al. (2014) 
B. thuringiensis serovar kurstaki 

(Quitinase) ABQ65137.2 99% Barboza-Corona et 
al. (2008) 

B. thuringiensis serovar colmeri 
(Quitinase) ABF57674.1 99% Lu et al. (2006) 

B. thuringiensis serovar canadensis 
(Quitinase) AAR21234.1 98% Lin et al. (2003) 

B. thuringiensis serovar 
entomocidus (Quitinase) AAR19226.1 98% Lin et al. (2003) 

B. thuringiensis serovar toumanoffi 
(Quitinase) AAR19091.1 98% Lin et al. (2003) 

B. thuringiensis serovar israelensis 
(Quitinase) AAM88400.1 98% Zhong et al. (2003) 

B. thuringiensis serovar morrisoni 
(Endoquitinase) ABJ55984.1 97% Okay et al. (2006) 

Bacillus cereus (Quitinase) - Grupo 
Externo KDB40316.1   

Pseudomonas aeruginosa – 
(Quitinase) – Grupo externo 

 

KEI28634.1 
  McGann, et al. 

(2014) 



14 
 

  
 

(Figura 2) para obtenção da toxina. O vetor recombinante obtido (pET SUMO 

::chi_I555) foi utilizado para transformação, por choque térmico, de células 

competentes de E. coli BL21 (DE3). 
 

 

 
Figura 1: Mapa do vetor de clonagem e expressão pET SUMO (Invitrogen®). 

 

Para a clonagem de chi_i555 no vetor pET SUMO, inicialmente foi realizada a 

reação de ligação utilizando-se 150 ng do produto da amplificação purificado de 

chi_I555, 50 ng de vetor pET SUMO, 1 µL de tampão de ligação 10X, 3U de enzima 

T4 ligase e água estéril (q.s.p) em uma reação de volume final de 10 µL. A reação foi 

incubada durante 16 h a 15º C.  

Após este período 2 µL do produto da reação de ligação foram adicionados a 

um tubo Eppendorf contendo 50 µL de células de E. coli BL21(DE3) One Shot e a 

inserção de pETSUMO::chi_I555 foi realizada por meio do método de choque 

térmico e selecionada em placas de LB (10 g de triptona/L; 0,5 g de extrato de 

levedura/L e 10 g de NaCl/L, adicionada de ágar 15g/L conferir), contendo 50 μg/mL 

de canamicina (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). As placas foram incubadas em 

estufa a 37o C por 16 h. 

Os clones resultantes foram transferidos, para tubos tipo Falcon contendo 3 

mL de meio de cultura LB líquido suplementado com canamicina (50 μg/mL) e as 
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células foram multiplicadas a 37° C por 12 h sob agitação constante de 6.708 xg. 

Posteriormente, uma alíquota de 700 μL foi assepticamente estocada em glicerol 

(100%) estéril e armazenada em ultra-freezer a -80º C.  

 

4.7 Extração do DNA plasmidial dos clones transformantes 

 

O restante da suspensão de células de E. coli BL21 contendo pET 

SUMO::chi_I555 (2,3mL, item 3.5) foi centrifugada por 5 min a 17.949 xg e os 

sobrenadantes foram descartados. Foram adicionados às amostras 200 µL da 

solução 1 (25 mM de Tris-HCl pH 8,0, 10 mM de EDTA, 50 mM de D-glicose), 

previamente resfriados, agitados até a completa solubilização das células e 

mantidos a temperatura ambiente por 5 min. Em seguida, 200 L da solução 2 (0,2 

N de NaOH, 1% de SDS) foram adicionados às amostras. A solução foi levemente 

homogeneizada por meio da inversão dos tubos e mantida no gelo por 5 min. 

Decorrido este período, 150 L da solução 3 (3 M de acetato de potássio, 2 M de 

ácido acético, pH= 5,2) foi adicionados à solução. Os tubos foram levemente 

invertidos algumas vezes a fim de misturar a solução e mantidos por 5 min no gelo. 

Os tubos foram, posteriormente, submetidos a 5 min de centrifugação a 17.949 xg. 

500 µL do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo e 500 L de 

fenol/clorofórmio 1:1, adicionados à solução. Após 2 min de homogeneização em 

vortex, procedeu-se a centrifugação das amostras por 5 min a 17.949 xg. A fase 

aquosa foi transferida para um novo tubo e procedeu-se a desproteinização com 1 

volume de clorofórmio. As amostras foram centrifugadas por 5 min a 17.949 xg e a 

fase aquosa foi transferida para um novo tubo de centrífuga de 1,5 mL. O DNA foi 

precipitado por meio da adição de 700 L de etanol absoluto (temperatura ambiente) 

à solução. As amostras foram misturadas e mantidas a temperatura ambiente por 5 

min. Feito isto, as amostras foram centrifugadas a 17.949 xg por 5 min e o 

sobrenadante foi descartado. O precipitado de DNA foi lavado, por duas vezes, com 

1 mL de etanol 70%, secado sob vácuo e ressuspenso em 30 L de TE (Tris HCl 10 

mM pH 8,0 e EDTA 0,1 M pH 8,0) contendo RNAse A (0,01 mg/mL). O DNA foi 

armazenado a -20º C até sua utilização. 

O DNA plasmidial dos clones foi quantificado em aparelho NanoDrop 2000 

(Thermo Scientific). 
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4.8 Expressão do gene chi_I555 
 

Para a obtenção de uma colônia de E. coli BL21 contendo o plasmídeo pET 

SUMO::chi_I555, 12 µL da cultura estoque foram plaqueados em placas de Petri 

contendo meio de cultura LB sólido, suplementado com 50 μg canamicina/mL, as 

placas foram incubadas por 16 h a 37º C. 

Em seguida, uma colônia do material cultivado na placa de Petri foi transferida 

para tubo tipo Falcon (50 mL) contendo 4 mL de meio LB e 50 μg canamicina/mL. 

Realizou-se o cultivo a 37°C e 250 rpm por 16 h.  

Após esse período, 2 mL do pré-inóculo foram transferidos para um 

erlenmeyer com capacidade de 1000 mL contendo 200 mL de meio LB e 50 μg 

canamicina/mL e incubados a 37°C sob agitação de 250 rpm até que a D.O.595nm 

estivesse entre 0,5 e 0,8. Em seguida, as culturas foram induzidas (I) adicionando-se 

IPTG (isopropiltiogalactosídeo) na concentração final de 0,5 mM e mantidas por 5 h, 

a 22°C, sob agitação de 200 rpm. Um cultivo controle sem a indução da expressão 

foi realizado (NI). 

As culturas I e NI, tiveram as células coletadas por centrifugação em tubos 

plásticos em centrífuga Beckman® por 30 min a 17.400 x g e os “pellets” obtidos 

foram mantidos em gelo. Para o início da lise celular foram adicionados aos “pellets” 

bacterianos 10 mL de tampão de lise (50 mM Fosfato de Potássio pH 7.8; 400 mM 

NaCl; 100 mM KCl; 10% Glicerol; 0.5% Triton X-100; 10 mM Imidazol) 

ressuspendido por agitação vigorosa em aparelho do tipo “vortex”. Após, adicionou-

se 300 μL de lisozima (100 mg/mL), 100 μL de DNAse I (1 mg/mL) e 10 μL de PMSF 

(0,1M preparado em álcool). Em seguida as amostras foram incubadas a 37° C por 

30 min sob agitação suave.  

Para o total rompimento das células as amostras foram acondicionadas em 

gelo e submetidas à sonicação com 30% de potência, por 60 s com intervalo de 15 

s, sendo este passo repetido três vezes. Em seguida o material foi centrifugado a 

17.400 x g por 30 min a 4° C, o sobrenadante foi transferido para tubos tipo Falcon 

de 15 mL estéreis e foram guardados a -20° C até o uso. 

As amostras sujeitas à separação eletroforética foram preparadas coletando-

se 20 μL do sobrenadante de cada cultivo (I e NI) e 10 μL de tampão de 

carregamento de amostra [0,187M de Tris, pH 7,0; SDS 2,0% (m/v); Azul de 

Bromofenol 1,0% (m/v); glicerol 27% (v/v) e β-mercaptoetanol 5,0% (v/v)]. Essas 
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amostras foram aquecidas por 5 min a 100°C e uma alíquota de 15 μL foi aplicada 

no gel. Em todos os géis, utilizou-se do marcador “Spectra™ Multicolor Broad Range 

Protein Ladder” (Thermo Scientific) para monitorar a separação das proteínas 

durante a eletroforese e o peso molecular das mesmas. 

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada utilizando o sistema “Mini-

PROTEAN® 3 Cell” (Bio-Rad). O gel de separação foi preparado na concentração de 

12% de poliacrilamida (acrilamida/bis-acrilamida 30:0,8%) e 1% de SDS e o gel de 

empilhamento na concentração de 5% de poliacrilamida e 0,5% SDS. A eletroforese 

foi realizada em tampão Tris-Glicina (50 mM de Tris, pH 8,6; 1,92 M Glicina e 1% 

SDS), a 30 mA e 200 V por 90 min em temperatura ambiente. 

Após a eletroforese os géis foram imersos em recipientes plásticos contendo 

30 mL de solução de coloração “Coomassie-Brilliant Blue R-250” 0,1% (m/v), 

dissolvido em 50% de metanol e 10% de ácido acético por 15 min. Em seguida foi 

realizada uma lavagem com solução descorante (10% de metanol e 10% de ácido 

acético), por 12 h sob agitação constante. Os géis foram lavados em água corrente, 

e colocados em plásticos transparentes para digitalização. 

 

4.9 Detecção da proteína Chi_I555 por “Western blotting” 
 

Para a realização da técnica de “Western blotting”, o gel de SDS-PAGE, foi 

feito conforme descrito anteriormente, porém, este não foi corado. O gel contendo a 

amostra e o marcador “Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder” (Thermo 

Scientific) foi eletro-transferido em cuba de transferência úmida “Mini Trans-Blot® 

Electrophoretic Transfer Cell” (Bio-Rad) para uma membrana “Amersham Hybond-P 

PVDF” (GE Healthcare), utilizando-se de um tampão de transferência (48 mM de 

Tris/L; 39 mM de glicina/L, 0,037% de SDS (m/v), 20% (v/v) de metanol pH 8.3) 

sendo o processo realizado a 100 V por 1 h e a 4ºC.  

Após ser removida do cassete, a membrana foi umedecida com Metanol 

100% e lavada em água destilada por 5 min. O bloqueio de ligações inespecíficas na 

membrana foi realizado utilizando 10 mL de tampão PBS-T (8 g de NaCl/L; 0,2 g de 

KCl/L; 1,44 g de Na2HPO4/L; 0,24 g de KH2HPO4/L e 0,1% Tween-20) adicionado de 

5% (m/v) de leite em pó desnatado (LPD) e, mantido em agitação suave por 1 h a 

25°C. Após este período a membrana foi enxaguada por 2 vezes em tampão PBS-T. 
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Em seguida, a membrana foi colocada em uma solução contendo o anticorpo 

primário: “Anticorpo Monoclonal Anti-polyHistidine, Clone HIS-1” (Sigma-Aldrich) e 

PBS-T na proporção de 1:5000, e mantida em agitação suave por 1 h a 25°C 

Após lavagens com PBS-T, procedeu-se a reação com anticorpo secundário: 

“Amersham ECL Anti-Mouse IgG, Horseradish Peroxidade-Linkes Species-Specific 

Whole Antibody (from sheep)” (GE Healthcare®) na diluição 1:5000 em PBS-T. Após 

a incubação por 1 h a 25º C, a membrana foi novamente lavada com PBS-T. 

O sistema de detecção da marcação foi por meio da mistura do cromógeno 

mais substrato específico “SIGMAFASTTM DAB With Metal Enhancer Tablet Set” 

(Sigma-Aldric®h) e para a interrupção da reação, a membrana foi lavada com água 

deionizada e, posteriormente, dessecada em temperatura ambiente e, ao final, 

guardada ao abrigo da luz (TOWBIN et al., 1979). 

 

4.10 Detecção da atividade quitinolítica de Chi_I555 
 

A atividade quitinolítica da proteína Chi_I555 foi verificada por meio da 

incubação do extrato enzimático com a substrato “Chitin azure” (Sigma Aldrich®). O 

extrato enzimático contendo a proteína Chi_I555 foi obtido por meio da filtração do 

extrato proteico de células induzidas a produzir a proteína chi_I555 em uma coluna 

do tipo Amicon® (50,000 MWCO) (Millipore®) para evitar que a lisozima (PM = 12 

kDa) presente no tampão de lise interferisse no ensaio. A filtração foi realizada 

seguindo recomendações do fabricante. O volume retido contendo proteínas com 

peso molecular superior a 50 kDa foi utilizado e o volume inicial da amostra foi 

reestabelecido para 500 µL.  

O substrato “Chitin Azure” foi preparado em sua forma coloidal de acordo com 

o método descrito por Ramirez et al. (2004) com algumas alterações. O substrato 

“Chitin Azure” (100mg) foi incubado com 1 mL de HCl (37% p/v) por 40 min a 25° C 

em constante agitação manual. Após este período, 20 mL de água foram 

adicionados à solução de “Chitin Azure” em HCl. O substrato “Chitin Azure” foi 

sedimentado por centrifugação (10.000g x 25° C por 10 min) e o sobrenadante foi 

descartado. Duas lavagens com tampão fosfato de sódio 200 mM pH 7,0 foram 

realizadas e mais duas lavagens com água destilada foram realizadas por meio de 

centrifugação para que o pH da solução se tornasse neutro. O substrato “Chitin 

Azure” em sua forma coloidal foi ressuspendido com água destilada para que a 



19 
 

  
 

concentração final da solução ficasse igual a 10 mg/mL e o substrato em sua 

concentração final foi esterilizado em autoclave (120 atm por 20 min). 

Para determinar a atividade enzimática da quitinase, foram utilizados 5 tubos 

de ensaios, para cada tempo (0, 60, 120, 180, 240 min). 200 µL do extrato 

enzimático, foram incubados com 100 µL de quitina coloidal (10 mg/mL) e 100 µL de 

tampão fosfato de sódio 200mM pH 7,0, em uma temperatura de 30° C em agitação 

de 150 rpm, por 4 h. Em intervalos de 1 h, foram adicionados em cada tubo de 

ensaio, 200 µL de HCl 1N para interromper a reação. Após a incubação, as 

amostras foram centrifugadas a 10.000g por 10 min a 25° C e a leitura do 

sobrenadante foi feita em espectrofotômetro a 550 nm. Foram realizadas três 

repetições para determinação da atividade quitinolítica. Foi definido que uma 

unidade de atividade enzimática (U) é a quantidade de enzima capaz de produzir o 

incremento de 0,001 unidades de absorbância a 550 nm por minuto. 

Para determinação do pH ótimo de Chi_I555, a atividade de quitinase do 

extrato enzimático foi realizada do mesmo modo que descrito anteriormente, porém 

mudando o tampão da reação para diferentes pHs (Tabela 4). Reações controle 

para verificar se a enzima (branco de enzima) ou se o substrato (branco de 

substrato) produziria coloração não relacionada com a atividade sobre o substrato 

nas condições dos ensaios foram realizadas. 
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Tabela 4. Tampões com diferentes pHs utilizados para determinação do pH ótimo 

(citrato-fosfato de sódio 200mM - pH 2,6 a 7,0; fosfato de sódio 200mM - pH 7,0 a 

8,0; Tris-HCl 200mM - pH 8,0 a 8,6 e Glicina-NaOH 200mM - pH 8,6 a 10,5) 

Tampão da Reação pH 
Citrato-fosfato de sódio 200 mM 2,6 
Citrato-fosfato de sódio 200 mM 3 
Citrato-fosfato de sódio 200 mM 3,6 
Citrato-fosfato de sódio 200 mM 4 
Citrato-fosfato de sódio 200 mM 4,4 
Citrato-fosfato de sódio 200 mM 5 
Citrato-fosfato de sódio 200 mM 5,4 
Citrato-fosfato de sódio 200 mM 6 
Citrato-fosfato de sódio 200 mM 6,4 
Citrato-fosfato de sódio 200 mM 7 
Fosfato de sódio 200 mM 7 
Fosfato de sódio 200 mM 7,5 
Fosfato de sódio 200 mM 8 
Tris-HCl 200 mM 8 
Tris-HCl 200 mM 8,6 
Glicina-NaOH 200 Mm 8,6 
Glicina-NaOH 200 Mm 9 
Glicina-NaOH 200 Mm 9,5 
Glicina-NaOH 200 Mm 10 
Glicina-NaOH 200 Mm 10,5 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 Amplificação do gene chi_I555 
 
A amplificação de chi_I555 resultou em um produto de aproximadamente 

2100 pb (Figura 3), valor próximo do observado pela análise do sequenciamento 

(2025pb). A sequência de chi_I555 foi depositada no GeneBank sob número de 

acesso a ser disponibilizado futuramente. 

 

 
Figura 3. Gel de agarose 0,8% indicando a amplificação do gene chi_I555 (1). M: 
Marcador molecular 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific®).  

 
5.2 Clonagem do gene chi no vetor pET SUMO e confirmação dos clones 

contendo o gene de interesse por meio da amplificação por PCR 
 
O produto amplificado referente a chi_I555, foi clonado no vetor pET SUMO 

(Invitrogen®), o DNA plasmidial foi extraído, quantificados em aparelho NanoDrop 

2000 (Thermo Scientific®) e utilizado em reações de PCR com os oligonucleotídeos 

específicos permitindo visualizar presença ou ausência do inserto através do produto 

amplificado. As reações de amplificação e as condições de termociclagem estão 

descritas no item 3.2. 

Além dos oligonucleotídeos já descritos para o gene de interesse (Tabela 1), 

foi utilizado também, os oligonucleotídeo SUMO F e ChiR, cuja sequência de SUMO 
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F está presente no vetor pET SUMO o que permitiu verificar se o gene clonado 

estava na orientação de leitura correta com o promotor. 

A partir do DNA plasmidial de 10 clones obtidos na transformação (item 4.7), 

9 geraram bandas em reação de PCR, utilizando os oligonucleotídeos ChiF e ChiR 

para verificação da presença de chi_I555 (Figura 4A). No entanto, só foram 

selecionados os clones que apresentaram produtos de amplificação tanto para os 

oligonucleotídeos específicos para o gene (ChiF e ChiR) quanto para o 

oligonucleotídeo SUMO F. 

Como por exemplo, na Figura 4B observa-se que, utilizando-se os 

oligonucleotídeos ChiF e ChiR houve a amplificação do produto correspondente a 

2100 pb, referente ao gene chi, em 9 clones obtidos, no entanto, quando se utiliza os 

oligonucleotídeos SUMO F-ChiR apenas os clones 1, 2, 4, 6, 7 e 9 amplificaram o 

produto de 2200 pb, ou seja, continham 100 pb, referente ao gene para a proteína 

SUMO. Desta forma, somente estes clones foram selecionados para os testes de 

expressão.  

 

 

Figura 4. Géis de agarose 0,8% evidenciando a amplificação e a orientação correta 
de clonagem do gene chi_I555 nos clones transformados utilizando marcador de 
peso molecular (1kb DNA Ladder - Thermo Scientific®) como referência. A: 
Amplificação do gene chi_I555 a partir do DNA plasmidial obtido a partir de 10 
clones de E. coli BL21 transformadas utilizando os oligonucleotídeos ChiF e ChiR; B: 
Amplificação do gene chi_I555 a partir do DNA plasmidial obtido a partir dos 
mesmos clones utilizando os oligonucleotídeos SUMOF e ChiR. 
 

5.3 Sequenciamento e análise Bioinformática 
 
Os iniciadores utilizados nas reações de sequenciamento desenhados de 

acordo com as necessidades para o fechamento do gene chi_I555, foram ChiF, 
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ChiR, Chi1_R (ATG CGA GAT TTG GAG TAA), Chi2_F (TCC TAA TGG TAC TCT 

CGT), Chi3_F (GAA CTG TAA AGA ATC TGG TGT), Chi4_R (AGC AGC ATC TTT 

GGC A), Chi5_R (CAG CAG CAT CTT TGG C), Chi6_F (CCT GAT GGA AAT GGT 

ACT GC), Chi7_R (TGC TTT GGT GAA TCT GC), Chi8_R (CGA AAG CAT AGT 

TAA GGT GAG), Chi9_F (GAA CTA AGC GGA GAT TGC), Chi10_F (ATA CTG AGC 

CAC CAA CGA), para obtenção da sequência do gene completo (Figura 5). Cada 

reação de sequenciamento foi realizada por 8 vezes e os resultados utilizados 

tiveram qualidade phred ≥40. 
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ATGAGGTCTCAAAAATTCACACTGCTATTACTATCCCTACTACTTTTCTTA 

CCTCTTTTTCTCACAAATTTTATTACTCCAAATCTCGCATTAGCAGATTC 

ACCAAAGCAAAGTCAAAAAATTGTTGGGTACTTTCCTTCGTGGGGCGTTT 

ACGGACGTAATTATCAAGTTGCTGACATTGATGCATCAAAACTTACTCAC 

CTTAACTATGCTTTCGCGGATATTTGTTGGAATGGAAAACATGGAAACCC 

TTCTACTCATCCTGATAATCCAAATAAACAAACGTGGAACTGTAAAGAAT 

CTGGTGTACCATTGCAAAATAAAGAGGTTCCTAATGGTACTCTCGTACTC 

GGGGAACCATGGGCTGATGTTACCAAATCGTATCCTGGCTCAGGGACAAC 

TTGGGAAGATTGCGATAAATATGCCCGTTGCGGAAATTTCGGGGAACTAA 

AACGATTAAAAGCTAAATATCCTCACTTAAAAACAATTATTTCCGTTGGT 

GGCCGGACTTGGTCTAACCGCTTTTCTGATATGGCCGCTGATGAAAAAAC 

AAGAAAAGTATTTGCTGAATCTACAGTAGCTTTTCTTCGCGCATATGGGT 

TTGATGGCGTAGATTTAGACTGGGAATATCCGGGCGTTGAAACGATTCCT 

GGTGGTAGTTATCGTCCTGAAGATAAACAAAATTTCACTCTCCTTCTTCA 

AGACGTCCGAAATGCTTTGAATAAAGCAGGTGCTGAAGATGGCAAACAAT 

ATTTACTAACAATCGCTTCAGGTGCAAGCCAACGCTACGCTGATCATACA 

GAACTAAAGAAAATTTCTCAAATACTCGATTGGATTAATATTATGACATA 

TGATTTCCACGGCGGATGGGAAGCTACTTCTAATCATAATGCAGCTCTAT 

ATAAGGATCCAAATGATCCAGCAGCAAATACGAATTTTTACGTAGATGGT 

GCTATAAATGTTTATACAAATGAAGGTGTTCCAGTCGATAAACTAGTATT 

AGGCGTACCCTTTTACGGACGTGGCTGGAAAAGTTGTGGCAAAGAAAATA 

ACGGACAATATCAACCTTGCAAACCAGGTAGTGATGGGAAACTTGCTTCT 

AAAGGTACTTGGGATGATTACTCTACCGGTGACACAGGTGTCTATGATTA 

CGGTGATTTAGCAGCCAATTACGTTAATAAAAATGGTTTTGTACGCTACT 

GGAATGACACAGCTAAAGTACCTTACTTATATAATGCAACTACAGGCACA 

TTTATTAGCTACGATGACAATGAATCTATGAAATACAAAACAGACTATAT 

AAAGACGAAAGGTTTAAGTGGAGCAATGTTTTGGGAACTAAGCGGAGATT 

GCCGTACAAGTCCAAAATATAGTTGCAGTGGTCCAAAATTACTTGATACG 

CTAGTAAAAGAATTACTTGGTGGACCTATTAATCAAAAAGATACTGAGCC 

ACCAACGAATGTTAAAAACATTGTAGTTACGAATAAAAATTCAAACTCAG 

TTCAATTAAACTGGACTGCATCTACTGATAACGTAGGAGTTACGGAATAT 

GAAATTACTGCTGGAGAAGAGAAATGGAGTACAACAACAAATAGCATTAC 

AATTAAAAACTTAAAACCTAATACGGAATACAAATTTTCAATAATTGCCA 

AAGATGCTGCTGGAAATAAATCACAACCTACCGCTCTTACTGTCAAAACG 

GATGAAGCTAATACGACACCTCCTGATGGAAATGGTACTGCTACATTTTC 

AGTCACTTCGAATTGGGGCAGCGGTTATAACTTCTCGATTATAATCAAAA 

ATAATGGAACGAACCCTATTAAAAATTGGAAATTAGAATTTGATTATAGC 

GGCAATTTAACACAAGTTTGGGATTCTAAAATTAGTAGTAAAACAAATAA 

TCATTATGTAATTACGAACGCAGGATGGAATGGTGAAATTCCTCCTGGTG 

GATCTATTACAATTGGCGGTGCAGGAACAGGTAATCCTGCCGAACTTTTA 

AATGCCGTCATTAGCGAAAACTAG 

Figura 5. Sequência completa do gene chi_I555, com destaque, para os “primers” 
utilizados durante o sequenciamento. 

 
A análise bioinformática do gene chi_I555 indicou que esse gene codifica uma 

proteína com 674 aminoácidos com massa molecular de 74,24 kDa e ponto 

isoelétrico de 6,01.  

O programa SignalP indica a presença e localização do peptídeo sinal, que 

geralmente, é encontrado na extremidade N-terminal da proteína, e sua presença na 

sequência demonstra que a proteína segue uma rota de síntese via retículo 

endoplasmático e sugere que este inibidor possa seguir para outro compartimento 
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celular (VIEIRA, 2004). O programa indicou que o peptídeo sinal de Chi_I555 esta 

entre os aminoácidos 32 e 33 (Figura 6).  

Por meio da ferramenta InterPro o sítio ativo da quitinase foi localizado entre 

os aminoácidos 201 e 209 (FDGVDLDWE), e que possui os aminoácidos 

DXXDXDXE conservados nas posições necessárias para a conferir a atividade 

quitinolítica da enzima (DURAND et al., 2005, IKE, et al., 2006; ROSAS-GARCÍA, 

2013) caracterizando-a como pertencente ao grupo de enzimas glicosil hidrolases. 

Observou-se também a presença de um domínio ligante de quitina situado 

entre os aminoácidos das posições 574 e 670 com aminoácidos conservados nas 

posições W-588, Y-592 e W- 623, como observado na sequência de chi255 (DRISS, 

2005) cuja função é se ligar ao substrato e auxiliar a hidrólise da quitina (SVITI & 

KIRCHMAN, 1998) e que é observado também em outras quitinases (HASHIMOTO 

et al., 2000; ROSAS-GARCÍA et al., 2013).  

 Entre os aminoácidos 481 e 572, foi encontrado um domínio de fribronectina 

tipo III, também é conservado em outras quitinases (THAMTHIANKUL et al., 2001; 

BARBOZA-CORONA et al., 2003; DRISS et al., 2005; LIU et al., 2010) e é descrito 

como um domínio auxiliar da degradação de diferentes tipos de polímeros 

insolúveis, como quitina, celulose e amido (DRIS, 2005) (Figura 6). 
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atgaggtctcaaaaattcacactgctattactatccctactacttttcttacctcttttt 

 M  R  S  Q  K  F  T  L  L  L  L  S  L  L  L  F  L  P  L  F 20  

ctcacaaattttattactccaaatctcgcattagcagattcaccaaagcaaagtcaaaaa 

 L  T  N  F  I  T  P  N  L  A  L  A  D  S  P  K  Q  S  Q  K 40  

attgttgggtactttccttcgtggggcgtttacggacgtaattatcaagttgctgacatt 

 I  V  G  Y  F  P  S  W  G  V  Y  G  R  N  Y  Q  V  A  D  I 60  

gatgcatcaaaacttactcaccttaactatgctttcgcggatatttgttggaatggaaaa 

 D  A  S  K  L  T  H  L  N  Y  A  F  A  D  I  C  W  N  G  K 80  

catggaaacccttctactcatcctgataatccaaataaacaaacgtggaactgtaaagaa 

 H  G  N  P  S  T  H  P  D  N  P  N  K  Q  T  W  N  C  K  E 100  

tctggtgtaccattgcaaaataaagaggttcctaatggtactctcgtactcggggaacca 

 S  G  V  P  L  Q  N  K  E  V  P  N  G  T  L  V  L  G  E  P 120  

tgggctgatgttaccaaatcgtatcctggctcagggacaacttgggaagattgcgataaa 

 W  A  D  V  T  K  S  Y  P  G  S  G  T  T  W  E  D  C  D  K 140  

tatgcccgttgcggaaatttcggggaactaaaacgattaaaagctaaatatcctcactta 

 Y  A  R  C  G  N  F  G  E  L  K  R  L  K  A  K  Y  P  H  L 160  

aaaacaattatttccgttggtggccggacttggtctaaccgcttttctgatatggccgct 

 K  T  I  I  S  V  G  G  R  T  W  S  N  R  F  S  D  M  A  A 180  

gatgaaaaaacaagaaaagtatttgctgaatctacagtagcttttcttcgcgcatatggg 

 D  E  K  T  R  K  V  F  A  E  S  T  V  A  F  L  R  A  Y  G 200  

tttgatggcgtagatttagactgggaatatccgggcgttgaaacgattcctggtggtagt 

 F  D  G  V  D  L  D  W  E  Y  P  G  V  E  T  I  P  G  G  S 220  

tatcgtcctgaagataaacaaaatttcactctccttcttcaagacgtccgaaatgctttg 

 Y  R  P  E  D  K  Q  N  F  T  L  L  L  Q  D  V  R  N  A  L 240  

aataaagcaggtgctgaagatggcaaacaatatttactaacaatcgcttcaggtgcaagc 

 N  K  A  G  A  E  D  G  K  Q  Y  L  L  T  I  A  S  G  A  S 260  

caacgctacgctgatcatacagaactaaagaaaatttctcaaatactcgattggattaat 

 Q  R  Y  A  D  H  T  E  L  K  K  I  S  Q  I  L  D  W  I  N 280  

attatgacatatgatttccacggcggatgggaagctacttctaatcataatgcagctcta 

 I  M  T  Y  D  F  H  G  G  W  E  A  T  S  N  H  N  A  A  L 300  

tataaggatccaaatgatccagcagcaaatacgaatttttacgtagatggtgctataaat 

 Y  K  D  P  N  D  P  A  A  N  T  N  F  Y  V  D  G  A  I  N 320  

gtttatacaaatgaaggtgttccagtcgataaactagtattaggcgtacccttttacgga 

 V  Y  T  N  E  G  V  P  V  D  K  L  V  L  G  V  P  F  Y  G 340  

cgtggctggaaaagttgtggcaaagaaaataacggacaatatcaaccttgcaaaccaggt 

 R  G  W  K  S  C  G  K  E  N  N  G  Q  Y  Q  P  C  K  P  G 360  

agtgatgggaaacttgcttctaaaggtacttgggatgattactctaccggtgacacaggt 

 S  D  G  K  L  A  S  K  G  T  W  D  D  Y  S  T  G  D  T  G 380  

gtctatgattacggtgatttagcagccaattacgttaataaaaatggttttgtacgctac 

 V  Y  D  Y  G  D  L  A  A  N  Y  V  N  K  N  G  F  V  R  Y 400  

tggaatgacacagctaaagtaccttacttatataatgcaactacaggcacatttattagc 

 W  N  D  T  A  K  V  P  Y  L  Y  N  A  T  T  G  T  F  I  S 420  

tacgatgacaatgaatctatgaaatacaaaacagactatataaagacgaaaggtttaagt 

 Y  D  D  N  E  S  M  K  Y  K  T  D  Y  I  K  T  K  G  L  S 440  

ggagcaatgttttgggaactaagcggagattgccgtacaagtccaaaatatagttgcagt 

 G  A  M  F  W  E  L  S  G  D  C  R  T  S  P  K  Y  S  C  S 460  

ggtccaaaattacttgatacgctagtaaaagaattacttggtggacctattaatcaaaaa 

 G  P  K  L  L  D  T  L  V  K  E  L  L  G  G  P  I  N  Q  K 480  

gatactgagccaccaacgaatgttaaaaacattgtagttacgaataaaaattcaaactca 

 D  T  E  P  P  T  N  V  K  N  I  V  V  T  N  K  N  S  N  S 500  

gttcaattaaactggactgcatctactgataacgtaggagttacggaatatgaaattact 

 V  Q  L  N  W  T  A  S  T  D  N  V  G  V  T  E  Y  E  I  T 520  

gctggagaagagaaatggagtacaacaacaaatagcattacaattaaaaacttaaaacct 

 A  G  E  E  K  W  S  T  T  T  N  S  I  T  I  K  N  L  K  P 540  

aatacggaatacaaattttcaataattgccaaagatgctgctggaaataaatcacaacct 

 N  T  E  Y  K  F  S  I  I  A  K  D  A  A  G  N  K  S  Q  P 560  

accgctcttactgtcaaaacggatgaagctaatacgacacctcctgatggaaatggtact 

 T  A  L  T  V  K  T  D  E  A  N  T  T  P  P  D  G  N  G  T 580  

gctacattttcagtcacttcgaattggggcagcggttataacttctcgattataatcaaa 

 A  T  F  S  V  T  S  N  W  G  S  G  Y  N  F  S  I  I  I  K 600  

aataatggaacgaaccctattaaaaattggaaattagaatttgattatagcggcaattta 

 N  N  G  T  N  P  I  K  N  W  K  L  E  F  D  Y  S  G  N  L 620  

acacaagtttgggattctaaaattagtagtaaaacaaataatcattatgtaattacgaac 

 T  Q  V  W  D  S  K  I  S  S  K  T  N  N  H  Y  V  I  T  N 640  

gcaggatggaatggtgaaattcctcctggtggatctattacaattggcggtgcaggaaca 

 A  G  W  N  G  E  I  P  P  G  G  S  I  T  I  G  G  A  G  T 660  

ggtaatcctgccgaacttttaaatgccgtcattagcgaaaactag 

 G  N  P  A  E  L  L  N  A  V  I  S  E  N  -   674 

Figura 6. Sequência de nucleotídeos (minúscula) e de aminoácidos (maiúsculas) da 
quitinase (Chi_I555) de B. thuringiensis isolado I555. Sequência nucleotídica: códon 
de inicialização de leitura (ATG) – sublinhado simples; códon de finalização de 
leitura (TAG) – sublinhado duplo. Sequência peptídica: peptídeo sinal – em negrito; 
sítio ativo da quitinase – sombreado em cinza e letras brancas; domínio de 
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fribronectina – sombreado em preto; domínio ligante de quitina – sombreado em 
cinza e letras pretas. 
 

5.4 Análise Filogenética 
 
As sequências foram selecionadas de acordo com a sua classificação em 

diferentes serovar de B. thuringiensis. Estas, mais a sequência de Chi_I555 e os 

dois grupos externos, foram alinhadas utilizando o software Clustal W (THOMPSON, 

et al., 1994). A partir deste alinhamento, uma árvore filogenética foi construída pelo 

método de “Neighbor-Joining”, usando “bootstrap” com 500 repetições, pelo 

programa Mega 5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, version 5; KUMAR et 

al., 2001) para analisar a distância genética entre as sequências (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Árvore filogenética construída pelo software Mega 5 a partir de sequências 
de quitinase de B. thuringiensis, utilizando o método “Neighbor-Joining”. Uma análise 
de “bootstrap” foi feita com 500 repetições. 
 

Pela árvore filogenética construída (Figura 7), pode-se observar que a 

distância genética entre as quitinases de diferentes variedades de B. thuringiensis, é 

pequena, ou seja, que as mudanças nas bases das sequências destas quitinases 

são poucas, como pode-se observar também pela pouca variação na identidade 

quando utilizado o “blastp”, que foi apenas de 99 % - 97 %. Em um estudo de Okay 

& Özcengiz  2011, observa-se resultados parecidos, com uma endoquitinase de B. 

thuringiensis serovar morrisoni. Pela proximidade da distância genética de Chi_I555 

com B. thuringiensis serovar tenebrionis, podemos sugerir que a proteína Chi_I555 

teria um potencial maior contra coleópteros, já que B. thuringiensis serovar 
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tenebrionis é uma variedade específica contra esta ordem de insetos (KRIEG et al., 

1983). 

 

5.5 Expressão heteróloga e detecção por “Western Blotting” de Chi_I555  
 

O gene chi_I555, por ter sido clonado no vetor pET SUMO, o qual tem na 

porção N-terminal um peptídeo de 6X His e a proteína de fusão SUMO, teve um 

aumento no peso molecular da proteína recombinante de, aproximadamente 13 kDa, 

apresentando, portanto, uma massa molecular de 87 kDa (Figura 8A). Devido a 

presença do peptídeo sinal, a proteína pode estar sendo secretada durante a sua 

extração, o que pode justificar a pouca expressão da proteína. Estudos futuros 

podem ser realizados, retirando o peptídeo sinal da sequência, como feito por 

Barboza-Corona, 2003. 

A técnica de Western blotting foi realizada para se detectar a presença da 

proteína recombinante por meio da ligação do anticorpo anti-His à cauda de poli-

histidina fusionada à proteína e pode-se observar a banda correspondente à reação 

do anticorpo contra a proteína recombinante (Figura 8B). 

 

 

Figura 8. (A) Detecção da proteína recombinante Chi_I555 em gel de SDS-PAGE 
10% utilizando Coomassie Blue R. (B) Detecção por “Western blotting” da proteína 
Chi_I555 utilizando o anticorpo antiHis (GE Healthcare®). 1- Cultura a 22ºC por 5 h 
de células de E. coli BL21 contendo o vetor pET SUMO::chi_I555 sem a indução da 
expressão de Chi_I555 por IPTG; 2- Cultura a 22ºC por 5 h de células de E. coli 
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BL21 contendo o vetor pET SUMO::chi_I555 após a indução da expressão de 
Chi_I555 por 0,5 mM de IPTG. M- marcador de peso molecular (kDa) “SpectraTM 
Multicolor Broad Range Protein Ladder” (Thermo Scientific). 
 

5.6 Determinação da atividade quitinolítica e do pH ótimo de Chi_I555
  

Com os valores de absorbância obtidos em cada intervalo de uma hora foi 

montada uma tabela, e a partir desta, gerado um gráfico com linha de tendência, 

para verificar se o valor de R2 seria próximo a 0,99, ou seja, se os dados estarão 

confiáveis para serem adicionados à fórmula, como realizado no exemplo abaixo 

(Figura 9). A atividade quitinolítica de Chi_I555 foi mensurada em pH 7 e indicou um 

valor de 2,92 ± 0,22 U/mL de extrato enzimático.  

 

 
Figura 9. Exemplo da determinação da atividade quitinolítica. 

 

A avaliação da atividade de Chi_I555 em diferentes pHs, (2,6 a 10,5) (Figura 

10), resultou em uma maior atividade quitinolítica entre os valores de pHs neutro 5,4 

e 7,0. Em condições alcalinas (pH > 8) e em valores de pH inferiores a 4, a atividade 

de Chi_I555 teve uma redução considerável, com valores de atividade abaixo de 

40%, condições semelhantes à da quitinase de B. thuringiensis ChiA-HD73 

(BARBOZA-CORONA, 2008). 

Não foi detectada atividade de quitinase no extrato enzimático obtido à partir 

do cultivo de células cuja expressão de Chi_I555 não foi induzida. 
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Figura 10. Atividade relativa (%) da quitinase de B. thuringiensis I_555 (chi_I555) 
produzida em sistema heterólogo. Tampões utilizados: 200 mM Citrato-fosfato sódio 
(●), Fosfato de sódio (○), TRIS-HCl (▲), Glicina-NaOH (). Média ± Erro padrão 
(n=3). 
 

A produção de quitinases tem atraído a atenção mundial de pesquisadores do 

mundo acadêmico e da indústria, devido seu amplo espectro de aplicações (VAIDYA 

et al., 2001; NAWANI et al., 2003; CHAIHARN, 2013). As quitinases de B. 

thuringiensis têm sido utilizadas para explorar o seu efeito de toxicidade contra 

diferentes pragas agrícolas, podendo ser utilizadas isoladas (THAMTHIANKUL et al., 

2001; VEGA et al., 2006), ou em conjunto com outras proteínas inseticidas de B. 

thuringiensis (PARDO-LÓPEZ et al., 2009). Por exemplo, a toxicidade da quitinase 

isolada e em combinação com a toxina Cry1Ac foi testada por Hu et al. (2009) contra 

duas espécies de insetos Spodoptera exígua (Lepidoptera: Noctuidae) e Helicoverpa 

armigera (Lepidoptera: Noctuidae), embora quitinase tendo apresentado elevada 

taxa de mortalidade mesmo isolada, houve a potencialização da toxicidade em 

combinação com Cry para as larvas testadas. Também segundo Regev et al. (1996), 

a quitinase isolada ou em combinação com a Cry1C apresentou efeito sinérgico 

contra larvas neonatas de Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae) e Downing 

et al. (2000) também mostrou que o efeito tóxico encontrado foi significamente 

aumentado pelo uso da quitinase em combinação com Cry1Ac7. Já o sinergismo 

com a proteína vegetativa Vip (ARORA et al., 2003), apresentou diminuição de 30% 

na concentração letal média (CL50) indicando novamente a potencialização da 

quitinase no controle de larvas Spodoptera litura (Lepidoptera: Noctuidae). Exemplos 
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de piramidação, inclusão de um gene de quitinase associado ao de outra toxina em 

um único evento transgênico, também são encontrados, como no caso de Ding et al. 

(2008), que propôs a construção de plasmídeos recombinantes contendo os genes 

da toxina Cry1Ac e da quitinase de B. thuringiensis, cujo resultados mostraram que a 

quitinase aumentou a eficácia da toxina Cry no controle de H. armigera. Sabe-se que 

a utilização generalizada de B. thuringiensis aumenta a pressão de seleção, o que 

pode acelerar o desenvolvimento de resistência dos insetos e limitar a utilização em 

longo prazo desta tecnologia (TABASHINIK et al., 1994), portanto é de grande 

importância a prospecção de novas proteínas com diferentes modo de ação, que 

possam atuar no controle de insetos pragas, evitando o surgimento de possível 

resistência pelos mesmos. 
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6. CONCLUSÕES 
 

 Os estudos conduzidos neste trabalho permitiram o isolamento e obtenção da 

sequência do gene chi_I555, isolado de B. thuringiensis. 

 Através de análises de bioinformática foi possível identificar domínios e sítios 

ativos importantes para sua caracterização. 

 A proteína codificada por este gene foi expressa na forma ativa, e sua atividade 

quitinolítica foi determinada, bem como seu pH ótimo sobre o substrato quitina 

coloidal.  

 A proteína Chi_I555 tem potencial para ser utilizado em futuros estudos como 

agente de controle biológico contra fungos fitopatogênicos, para expressão em 

plantas transgênicas, e como agente sinérgico com proteínas inseticidas de B. 

thuringiensis para o controle de insetos-praga. 
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