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The struggles I'm facing

The chances I'm taking

Sometimes might knock me down

But no, I'm not breaking

I may not know it

But these are the moment that I'm gonna remember most and
Just gotta keep going

And T, T got to be strong

Just keep pushing on, cause

There's always gonna be another mountain
I'm always gonna want to make it move
Always gonna be an uphill battle
Sometimes you're going to have to lose
Ain't about how fast I get there

Ain't about what's waiting on the other side

It's the climb

(The Climb- Miley Cyrus; compositores Jessi Alexander e Jon Mabe)



Resumo

A visédo atual de que as mudancas ambientais que o planeta vem sofrendo se deve, em
grande parte, ao uso de combustiveis fosseis. Esse panorama, lancou as necessidades
para a substituicdo de combustiveis fosseis para combustiveis renovaveis. neste
contexto, as novas tecnologias estdo sendo desenvolvidas para a producdo de novas
fontes de bioenergia. A biomassa lignoceluldsica representa um dos recursos renovaveis
mais abundantes na terra, e certamente um dos mais baratos, motivo pelo qual a mesma
é extensivamente estudada como fonte de energia sustentavel para uso industrial.
Diversos métodos para obtencéo de bioetanol lignocelulésico estdo em experimentacéo
e é imprescindivel que o Brasil mantenha uma lideranga natural neste campo de
pesquisa. Assim, 0 uso de celulases presentes em organismos eucariotos vem tendo
destaque no repertoria comercial de enzimas com finalidade de degradar materiais
lignocelulésicos em aclcares redutores (glicose) como alvo para 0 processo
fermentativo. Os cupins, insetos eusociais, sd0 organismos potenciais para tal
investimento; pois se alimentam de materiais lignocelulésicos e possuem as enzimas
necessarias para a degradacdo da celulose e obtencdo de glicose utilizada no processo
industrial de producéo de etanol de segunda geragdo. Dessa forma, identificar, isolar e
expressar celulases presentes neste tipo de inseto € um objetivo essencial para a busca
de uma enzima compativel com o processo de producdo de etanol implementado no
Brasil atualmente. A espécie Velocitermes heteropterus possivelmente pode expressar
uma celulase de interesse, presumivelmente ativas nos tanques de fermentacdo. Nesse
estudo foi possivel a identificacdo, sequenciamento e clonagem de uma das 3 principais
enzimas do processo de degradacdo da celulose, a enzima R-1,4-endoglucanase de
Velocitermes heteropterus. Experimentos iniciais demonstraram uma forte expresséo
heterdloga desta enzima na levedura Saccharomyces cerevisiae (linhagem FGSC9721).
Testes visando purificacdo, atividade enzimatica e bioldgica desta proteina, encontram-
se em andamento.

Palavra-chaves: Velocitermes heteropterus. Celulase. [3-1,4-endoglucanase. Cupim.
Bioetanol.




Abstract

The current world scenery points out that the environment changes in the Earth planet is
due to the intense use of fossil fuels along decades. This panorama launched the needs
for the replacement of fossil fuels to sustained renewable fuels. In this context new
technologies are being developed for the production of new bioenergy sources. The
lignocellulosic biomass represents an abundant renewable source of cellulose on Earth.
This is certainly one of the cheapest materials and therefore has been extensively
studied as source of sustainable energy for industrial purposes. Several methods for
obtaining bioethanol from lignocellulosic biomass are being seeked worldwide and in
that regard it is essential that the Brazil could keep its natural leadership in this field of
research. In this way, the use of cellulases from eukaryotic organisms has achieved high
importance in the commercially-available enzymes repertoire with purpose to degrade
lignocellulosic materials in reduction sugars (glucose) for the fermentation process. The
termites, eusocial insects, are potential organisms for this research investment, because
they feed lignocellulosic materials and their digestory system presents the enzymes for
cellulose hydrolysis generating glucose for the industrial process for production second
generation ethanol.. Thus, the identification, isolation and expression of termites
cellulases can be considered are a key-step to search for enzymes suitable for the use of
cellulose-derived glucose in current process of ethanol production implemented in
Brazil. Velocitermes heteropterus can possibly express a cellulase of interest
presumably active in the fermentation tanks. In this study, we identified, sequenced and
cloned one of three major enzymes of the cellulose degradation system , the endo-1,4-13-
glucanase from Velocitermes heteropterus. Our results showed a high expression of its
enzyme in the yeast Saccharomyces cerevisiae (FGSC9721 strain). Experiments for
purification and enzymatic activity of this enzyme are in development.

Key-Words: Velocitermes heteropterus. Cellulase. [-1,4-endoglucanase. Termite.
Bioethanol.
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1 Introducéo

A escassez ou auséncia de combustiveis fosseis, além das alteragcdes climaticas
geradas devido a queima destes combustiveis, vém estimulando pesquisas relacionadas a
combustiveis de cunho renovavel e que sejam ambientalmente favoraveis'™. Atualmente, o
alcool se insere como principal substituto do petroleo; de modo que, sua produgdo é
crescente®, principalmente nos Estados Unidos e Brasil. Todavia, a demanda deste
biocombustivel gera expansdo desmedida dos plantios de milho e cana-de-agUcar sobre as
vegetacOes nativas e florestas, causando danos ambientais e conflitos com a producédo de
subsisténcia (alimentar).

Somente no Brasil, cerca de 30 bilhdes de etanol em m? s&o produzidos anualmente
a partir da cana-de-acUcar, perdendo somente para os Estados Unidos; de modo que esta
quantidade tende a aumentar nos proximos anos, (podendo chegar & 65 bilhdes de m® em
2020°’, devido a demanda nacional e internacional do combustivel**®°, E, assim sendo,
para se evitar a expansao desmesurada das areas cultivadas, tem-se desenvolvido processos

2,3,10

biotecnoldgicos a fim de aproveitar a biomassa residual de composi¢ao

lignoceluldsica, como bagago e palha da cana, geradas durante o processo de producédo
alcodlica nas usinas™*2.

Tais residuos, como citado por Leite e Leal (2007)** mostram-se de suma
importancia na utilizacdo para a producdo de bioetanol de segunda geracdo; haja visto
que, devido ao fim das queimadas, reducdo do consumo energético pelas usinas e inicio
do recolhimento da palha, a producdo de etanol a partir da cana processada podera
crescer em até 50% sobre os valores de producdo atuais.

O potencial para o uso do bagaco e da palha de cana para produzir o chamado

etanol de segunda geracdo é enorme, especialmente por causa da grande disponibilidade
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desta matéria-prima, cuja qual vem crescendo ano a ano no Brasil, principalmente

devido a ascendente producédo de agUcar e etanol tanto para consumo interno como para

exportacdo; além de servir como alternativa fundamental na producdo de combustiveis
L, . ., ~ . 11,14,15

renovaveis sem o prejuizo da producéo de alimentos :

E, portanto, neste contexto, que a busca por processos biotecnolégicos que

visem a transformacéo da celulose em glicose faz-se necessério ***’

. Isto porque essa
etapa é fundamental para a geracdo do biocombustivel ao fazer uso desta matéria-
prima*®. A partir dai, segue-se o processo de fermentacdo desses aclcares até a
formacdo do etanol.

O processo de quebra da celulose é realizado de forma enzimaticas, envolvendo
3 tipos diferentes de celulases ( B-1,4-endoglucanase, exoglucanase e B-glucosidase). O
processo de conversdo do agucar extraido da celulose em etanol é realizado por
leveduras, da mesma forma do processo atual de fermentacdo que € inteiramente
dominado pelas usinas®.

O problema néo é produzir o etanol celulésico, levando em conta a enorme gama
de enzimas celuloliticas presentes no mercado internacional; mas refere-se ao custo
competitivo com o do petroleo e o do etanol produzido hoje de maneira tradicional, a
partir da fermentagdo do acticar presente no caldo de cana *"*°. Além disso, as enzimas
existentes atualmente ndo sdo estaveis em condicdes de fermentacdo atuais; fazendo
com que sua sinergia com o processo de fermentacdo, o qual se denomina Sacarificacao
e Fermentacdo Simultdnea (Simultaneous Saccharification and Fermentation — SSF),
seja inviavel®. A hidrélise e Fermentacdo em separado (Separated Hydrolysis and

Fermentation — SHF) é a concepcdo mais antiga, na qual a hidroélise da celulose ocorre

em duas etapas: a primeira ocorre em altas temperaturas, apos o pré-tratamento da
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biomassa, hidrolisando e solubilizando a celulose em glicose, a segunda é o processo
fermentativo em si. Tais etapas ocorrem separadamente?’.

Dessa maneira, identificar celulases que, além de possuirem menor custo™,
sejam eficazes também durante o processo fermentativo, de modo a serem competentes
sob condicdo de pH e temperatura 6tima®? referentes a levedura quando em fermentacéo
nas dornas tem sido primordial entre as pesquisas. 1sso porque, visa-se a adi¢do destas
enzimas as dornas juntamente com as leveduras S. cerevisiae que converteriam a glicose
gerada da quebra da celulose de palha e bagaco em etanol *!%: da mesma forma que
convertem glicose e frutose proveniente da quebra da sacarose presente no melaco ou
caldo de cana; eliminando etapas intermediarias e separacdo de processos®. Isso
resultaria em menor custo e tempo, aumentando a producéo e afetando positivamente

setores agrarios, econdémicos, energéticos e ambientais.

2 Reviséo Bibliografica

Neste capitulo sdo apresentados os diferentes aspectos tedricos que tangem a
tematica abordada: a relacdo das celulases advindas de cupins na producédo de etanol de
segunda geracdo através da quebra da celulose de palha e bagaco de cana-de-agUcar.

Para isso, necessitamos entender 0s seguintes topicos:

2.1 Recursos energéticos e producao de etanol de primeira geracao

Segundo Masiero e Lopes (2008)?, os recursos energéticos vém tendo destaque

global, ja& que é notdério que o suprimento energético continuo propicia um maior

crescimento econdmico e melhoria na qualidade de vida; uma vez que, a energia
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encontra-se claramente relacionada a seguranca nacional e a estabilidade econdmica
global**®. Assim, devido a crescente demanda por energia, pesquisas sdo realizadas no
tocante ao desenvolvimento de tecnologias e sistemas eficazes, além da diversificagdo
de fonte de suprimento, visando especialmente, energias limpas e renovéaveis®*°. Fontes
energéticas de carvao, petroleo e gas sdo, nesse sentido, gradativamente somadas e/ou
substituidas com/por outras, como nuclear, eélica, elétrica e dos biocombustiveis®. O
ualtimo com énfase mundial na &rea econdmica, sobretudo como alternativa ao uso do
petr6leo; nas formas de bioetanol e biodiesel (bioenergia) — este a partir de algodao,
babacu, residuos, palma, canola, girassol, nabo forrageiro, mamona, soja e gordura
animal™®*? e aquele, de milho e cana-de-acUcar, principalmente.

Neste tocante, o etanol produzido a partir da cana-de-agicar, vem se mostrando
como uma das alternativas mais eficientes de substituicdo da matriz energética. Para
sua producdo, a cana-de-aclicar passa por um processamento (moagem) nas usinas®*;
formando o bagaco (fibra) que serd utilizado para a producdo de energia através de
queima nas caldeiras e o caldo contendo os acUcares da cana, que sera, entdo, destinado
a producdo de acucar ou bioetanol. (Figura 1)

O caldo, por sua vez, é inicialmente peneirado e tratado quimicamente, para
coagulacéo, floculacdo e precipitacdo de impurezas, que sdo eliminadas por decantacéo.
Em usinas sucroalcooleiras, o caldo tratado é, posteriormente, concentrado em
vaporizadores de maltiplo efeito e cozedores para cristalizacdo da sacarose. A parte ndo
cristalizada (mel ou melaco) retorna ao processo para recuperacdo de mais agucar ou
entdo, é utilizado como matéria-prima na producdo de etanol mediante fermentacédo
devido ao seu alto teor de aglcares redutores %,

A producdo de etanol de primeira geracdo, em usinas produtoras apenas de

etanol. é realizada através do uso de caldo direto. As primeiras etapas do processo de
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fabricacdo, da recepcdo da cana ao tratamento inicial do caldo, sdo semelhantes ao
processo de fabricacdo do aglcar. Em um tratamento mais completo, o caldo passa pela
calagem, aquecimento e decantagdo, assim como no processo do acglcar. Uma vez
tratado, o caldo é evaporado para ajustar sua concentracdo de acUcares e,
eventualmente, é misturado com o melaco, dando origem ao mosto, uma solucao
acucarada e pronta para ser fermentada. Este (mosto) é fermentado nas dornas por

leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae, formando o vinho que €,

posteriormente, destilado. O etanol €, entdo, recuperado inicialmente na forma hidratada

(96° GL); que pode ser desidratado, formando o etanol anidro (99,7° GL)*%2°.

Cana

Bagaco
Caldeiras

Moagem

Tratamento
quimico

m Torta de Filtro

%
M M
_>

< Etanol
(hidratado)

Aglcar Etanol (anidro)

Adaptado de GURA et al., 2003.

Figura 1: Diagrama de fluxo da producé&o de agucar e bioetanol de cana.

A cana é processada, formando o caldo e bagaco. O caldo, tratado e filtrado segue dois
caminhos: evaporagdo, cozimento, centrifugacdo e secagem para producédo de agUcar; ou
fermentacéo, destilagdo e retificacdo para produgdo de bioetanol hidratado. O melago (parte da
sacarose nao cristalizada) pode ser utilizado junto ao caldo (mosto) para também producéo de
etanol. O etanol hidratado pode sofrer desidratagdo em colunas de desidratacéo para a formagao
do etanol anidro.
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2.2 Biomassa e sua relacao energética

Do ponto de vista ecoldgico, biomassa é denominada como a quantidade total de
matéria viva existente num ecossistema ou numa populacdo animal/ vegetal. Todavia,
do ponto de vista da geracdo de energia, denomina-se biomassa qualquer matéria de
origem vegetal que dispde de bioenergia e que pode ser processada para fornecer formas
bioenergéticas mais elaboradas e adequadas para o uso final; sendo considerada um
recurso natural renovavel 2. 1sso porque a planta de origem consome o CO, advindo da
combustdo desta fonte; permitindo um equilibrio na emissdo de CO,, sendo, portanto,
menos poluente. No contexto bioenergético, os tradicionais combustiveis fosseis sdo
exclusos, haja visto que, apesar destes serem derivados de vida vegetal/ animal (carvao
mineral, petrdleo e gas natural); s@o resultados de varias transformagdes que acontecem

por milhGes de anos; ndo sendo renovados a curto prazo.

2.2 Bioetanol (Etanol de Segunda Geracéo)

Com excec¢do da cana-de-acUcar, as tecnologias comercialmente disponiveis na
atualidade para a producdo de etanol de primeira geracdo a partir de biomassas
sacarineas e amilaceas envolvem ganhos energéticos e ambientais bastante estreitos. Ja
para a producdo de etanol de segunda geracdo a partir de materiais lignoceluldsicos,
parece ser uma alternativa bastante viavel em ambos os aspectos (Tabela 1). Alem
disso, essas matérias-primas apresentam uma limitada vantagem econdmica e
encontram, em geral, mercados alternativos mais remuneradores, como alimentos ou

insumos para outros fins 2.
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Na selegdo de um cultivo como fonte de matéria-prima para a
fabricacao de bioetanol, é imperativo considerar os pressupostos de eficiéncia,
em um sentido amplo. Assim, cabe priorizar os cultivos que minimizem os
requerimentos de terra, dgua e aportes externos de agroquimicos, entre outros
aspectos. [...], a viabilidade econdmica deve ser levada em conta, havendo
pouco sentido em propor o uso de cultivos nobres e de bom valor de mercado
como fonte de bioenergia. A matéria-prima representa entre 60% e 70% do
custo final do bioetanol e a busca de alternativas de baixo custo é fundamental

(MASIERO e LOPES, 2008)*.

Tabela 1: Comparacao das diferentes matérias-primas para a producéo de etanol e bioetanol

Materia-prima Relac3o de energia EmissGes evitadas
Cana 9,3 89%
Milho 0,6 -2,0 -30% a 38%
Trigo 0,97-111 19% a 47%
Beterraba 1,2-18 35% a 56%
Mandioca 16-17 63%
Residuos lignocelulésicos™ 8,3-84 66% a 73%

*Estimativa teorica, processo em desenvolvimento. Nesta tabela este é a Gnica fonte utilizada na producéo

de bioetanol.
Fonte: Elaborado com base em DAI et al. , 2006 %, EBAMM, 2005 %; IEA, 2004 ** ; NGUYEN et al. , 2007 * apud
BNDES, 20087

Mesmo assim, apesar de suas vantagens, a cana-de-aglcar ndo é uma opg¢édo
viavel para todas as regides do planeta; e por esse motivo, a busca incessantemente por
rotas tecnoldgicas se torna necessaria para que haja uma producdo de biocombustivel
eficiente, tanto do ponto de vista ambiental quanto do ponto de vista econdmico®.

Nesse tocante, estudos atuais buscam o desenvolvimento de processos
biotecnologicos que permitam a utilizacdo de biomassas residuais de composicao
lignoceluldsica, como palha de milho e arroz, bagaco de cana-de-agucar e residuos da
industria de celulose, abundantemente geradas nos setores agricolas e florestais, para a
producéo de etanol de segunda geracdo®. Isso porque além de possuirem um custo mais
acessivel, sdo abundantes e podem ser produzidos nas mais variadas condicdes de solo e

clima®®,
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O bioetanol advindo de biomassa lignoceluldsica tem sido produzido desde o
final do século XIX por meio da utilizacdo da hidrdlise e fermentagdo destes materiais
lignocelulésicos; todavia, somente nos Gltimos 20 anos essa tecnologia tem sido
proposta para atender o mercado de combustiveis. Os principais programas de pesquisa
e desenvolvimento séo conduzidos nos Estados Unidos e na Europa, basicamente em
escalas experimentais de producdo. Seu sucesso poderia transformar o bioetanol em um
biocombustivel passivel de ser produzido em quase todas as regides do mundo,
aproveitando a alta disponibilidade de residuos organicos de diversas fontes.
Praticamente todos os residuos de biomassa, produzidos nas atividades agricolas e
industriais, e mesmo o lixo urbano, apresentam elevados teores de materiais
lignoceluldsicos 2%

A populagdo mundial produz, anualmente, milhGes de toneladas de residuos
lignoceluldsicos que poderiam ser utilizados como matéria-prima para a producéo de
bioetanol. Somente no Brasil, atualmente, sdo produzidos cerca de 150 milhdes de
toneladas de material lignocelulosico vindo apenas da palha e bagaco de cana-de-
actcar®. Nesse sentido, se for assumido que cerca de 30% do bagaco produzido esteja
disponivel como excedente, i.e, sem destino adequado, (o restante corresponderia ao
consumo da agroindustria, com alguma geracdo de excedentes de eletricidade,
dependendo da tecnologia adotada) e recuperando-se em torno de 50% da palha da cana,
poderiam ser disponibilizados em torno de 60 milhGes de toneladas de material
lignocelulésico (em base seca), ja coletado e com certo preparo®.A utilizacdo desta
biomassa excedente como matéria base poderia aumentar producdo de etanol em até
50% 3% sendo, portanto, de grande interesse para o mercado alcooleiro.

Mesmo assim, a producdo de bioetanol ainda ndo é eficiente, devido ao alto

custo e a baixa atividade, nas condi¢des fermentativas, das enzimas atualmente
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disponiveis no mercado, além de tecnologias ndo adequadas para a sua produgdo em

larga escala, dificultando o processo de obtengdo™.

2.3 Bagaco de cana-de-acucar

O bagaco de cana-de-aglUcar, é constituido por conjunto de particulas de
diferentes tamanhos, que oscilam entre 1 e 25 mm®, apresentam um tamanho médio de
20 mm; sendo o subproduto (assim como a palha e a sacarose) remanescente da
moagem dos colmos da cana-de-acticar *3°.

De modo geral, a morfologia do bagaco se encontra relacionada com a estrutura
da cana, onde as fibras exteriores do colmo ou da casca, feixes fibrovasculares e outras
formas fibrosas d&o resisténcia ao colmo vegetal. Na estrutura fibrosa do bagaco
encontram-se as fracdes polissacaridicas constituidas basicamente de hemicelulose (30-
35%) e celulose (40-45%), infiltradas por macromoléculas, de alcoois aromaticos,

denominados ligninas (25%)*2%.

Em menores propor¢des podem ser encontradas
resinas, taninos, acidos graxos, fendis, compostos nitrogenados e sais minerais. A
composicdo quimica do bagaco depende das condigdes climaticas a que esteve exposta a
cana como também do tipo de microrganismos que afetam o canavial.

Assim como a palha, o bagaco compde, em media, de 28% do peso da cana de
acucar, ou seja, a cada tonelada de cana processada, 280 kg de bagaco de cana com 50%
de umidade sdo gerados®’. Destes, 50% & destinado a geracdo de energia®, de modo que
parte dessa energia, muitas vezes, € vendida para diferentes cidades, num processo

chamado de Cogeracdo. Assim, numa primeira fase, o bagaco substituiu a lenha para a

geracdo de calor nas usinas.
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Atualmente, o vapor produzido através da queima do bagaco é utilizado para
gerar trés tipos de energia: térmica, transferindo calor para os processos industriais;
mecanica, na movimentacdo de maquinas; e elétrica, através da movimentacdo de

turbinas, suprindo o consumo energético do parque industrial®

e, consequentemente,
permite a reducdo da emissé@o de carbono para a atmosfera.

Além da geracdo de energia, 0 bagago pode ser utilizado ainda para a producao
de papel e papeldo, aglomerados, racdo animal e adubo®. Por um mecanismo de
hidrélise, a fracdo hemiceluldsica é separada e os aclcares, como Xilose, glicose e

arabinose sdo liberados 3%

, podendo ser utilizados em diversos processos
biotecnologicos. Por exemplo, a utilizacdo em processos fermentativos para obtencao de
protefna microbiana*'; butanodiol*?; xilitol**; etanol ** dentre outros.

Apesar dessas aplicacdes, entre 10% e 15% do bagacgo é gerado como excedente
no processo, ndo tendo uma destinacdo apropriada, tornando-se poluente ***®. Esse
excedente poderia ser utilizado para a conversdo em bioetanol*’; todavia, uma analise
das caracteristicas bioldgicas e morfologicas das fontes e da matéria lignoceluldsica
remanescente do processamento da cana faz-se necessaria, ja que o desenvolvimento de

tecnologias de hidrélise deve ser especifico para as caracteristicas ou condi¢bes da

lavoura brasileira e compativeis com as necessidades do setor sucroalcooleiro *.

2.4 Palha da cana-de-acucar

A palha de cana-de-agucar é gerada a partir do desfolhamento da cana durante o

processo de colheita, podendo ser obtido até 140 kg de palha (massa seca) por tonelada

13,23

de cana moida Possui composicdo semelhante ao bagaco no que se refere a

celulose e hemicelulose, contudo a quantidade de lignina é cerca de 30% menor *.
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Na tabela 2, verifica-se a composicdo do bagaco e da palha da cana-de-agucar.
Nota-se que a composicdo de celulose tanto em bagagco quanto em palha s&o
semelhantes, mas que a palha apresenta menores valores de umidade em detrimento do

aumento de cinzas presentes em sua composicdo que € uma caracteristica importante

para sua hidrélise®.

Tabela 2: Composicdo media do bagaco e palha da cana-de-agucar

Composicgao

Bagaco Palha
(Base seca)

Celulose 46,6 % 45,1 %
Hemicelulose 25,2 % 25,6 %
Lignina 20,7 % 14,1 %
Organosollveis 2-3% 3,5%

AquosolUveis 2-3% -

Cinzas 2-3% 8 %

Umidade 48-52 % 9,7%

Fonte: ROSSELL, s.d.”

Em muitos Estados, as usinas empregavam e ainda empregam (mesmo que em
menor escala) o método da queima da palha para a remocéao do colmo. A queima facilita
a colheita manual, diminuindo, de forma consideravel, riscos de acidentes por picadas
de animais peconhentos. Todavia, a queimada do canavial leva a inGmeros problemas de
ordem ambiental e de salde publica; como exemplo a liberacdo de gases que
contribuem para o efeito estufa; morte de espécies presentes no local e geracdo de sérios
problemas respiratorios para a populacdo exposta devido a grande producéo de fuligem
e diversos compostos toxicos que comprometem a qualidade do ar nas regibes de

plantio, além de provocar acidentes rodoviarios *****,
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Em adicdo, a sustentabilidade da agricultura também fica comprometida,
levando em consideracdo que o fogo altera as propriedades quimicas, fisicas e
bioldgicas do solo, 0 que prejudica sua reciclagem nutricional e reduz o percentual de
acucares redutores totais (ART) contidos na cana®.

Por estes motivos, em 2002/2003 foi regulamentada a Lei N. 11.241/02 no
estado de Séo Paulo, que proibe a queima da palha nos canaviais e estima uma reducao
progressiva da queima até a eliminacdo total. Isto faz com que a palha da cana torne-se
um dos principais residuos gerados, devido a mecanizacio da colheita®. Essa lei deve
ser empregada nos demais Estados produtores, o que levard a um aumento na
quantidade de palha nos campos’.

Mesmo assim, quando em excesso, a palhada pode prejudicar as plantas em
desenvolvimento, afetando a umidade, luminosidade e temperatura do solo; dificultando
as operacdes de cultivo e adubagdo da cana soca (resultante da rebrota)® e reduzindo a
taxa liquida de mineralizacdo de nitrogénio no periodo de um ano agricola®®. Além
disso, pode favorecer a colonizagdo por parasitas de sementes, que se abrigam sob a
palha e dificultam a selecdo de plantas *"*°. Além disso, ocorre também um aumento
significativo na proliferacdo de insetos e roedores nestas regifes. O grande volume de
palha sobre a cana soca dificulta a sua emergéncia, levando a uma falha na rebrota **.
Por outro lado, a retirada completa da palha de cana poderia comprometer a fertilidade
do solo, desencadear processos erosivos e alterar a retencéo de agua no solo.

Assim sendo a palhada (Figura 2), quando deixada na superficie do solo em uma
quantidade favoravel permite uma melhoria em sua fertilidade, através do retorno
nutricional por meio de processos de mineralizacdo, controle de processos erosivos e
maior retencdo de &gua, além da propensdo ao aumento na microbiota do solo;

reduzindo o uso de fertilizantes quimicos nos canaviais™.
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Figura 2:Palha ou Palhada.

Material que fica no campo ap6s a colheita da cana. E composto por folhas verdes, pontas do
vegetal, palha e restos do caule.

Assim sendo, 0 excesso desses residuos vem impulsionando inimeras pesquisas
que visam desenvolver tecnologias de aproveitamento mais racional. Apesar disso,
devido a grande quantidade de residuo gerada, juntamente com o bagaco de cana, ocorre
um desperdicio de uma importante fonte lignocelulosica para a geracdo de energia
elétrica, biocombustiveis e fabricacdo de produtos como bioplasticos, carvdo para

siderdrgicas e até cimento>*.

2.5 Materiais Lignocelulosicos: entendendo sua estrutura

A utilizacdo de residuos da cana (bagaco e palha) tem sido cogitada como fonte

I8, Para

para a producdo de alcool de modo a aumentar sua quantidade, em volume fina
que isto ocorra sem a necessidade de ampliar as areas cultivadas, € necessaria a
compreensdo da composicdo estrutural das fontes de materiais lignoceluldsicos, i.e.,

compreender a disposicao espacial das fibras celul6sicas do bagaco e palha da cana e,
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dessa maneira, desenvolver metodologias capazes de desconstrui-lo, mediante acesso
enzimatico, para a geracdo de glicoses fermentaveis para a producdo de etanol de
segunda geracdo: um combustivel totalmente renovavel *.

Essa ideia € bastante razodvel para uma demanda crescente de &lcool
combustivel, j& que maior custo no processo fermentativo esta diretamente relacionado
ao substrato. A expansdo do processo requer, dessa maneira, a utilizacdo de substratos
que detenham menor custo como é o caso da lignocelulose que oferece um grande
potencial na reducéo de custeio e um aumento na producéo de etanol®.

Por ser de origem vegetal, a lignocelulose pode ser generalizada como a matéria-
prima de maior disponibilidade na Terra, sendo uma fonte abundante para a produgéo de
biocombustiveis. No entanto, uma grande limitacdo na utilizacdo desta biomassa vegetal
como fonte de energia renovavel é a eficiéncia ineficaz da despolimerizagéo industrial
da lignocelulose >,

Isso porque, os materiais lignoceluldsicos sdo formados por estruturas duras e
fibrosas, compostas majoritariamente pelos polissacarideos celulose e hemicelulose
(cerca de 70% da massa seca), entremeados por outra macromolécula formada por
alcoois aromaticos, a lignina, aos quais se encontram unidos por ligacbes covalentes e
de hidrogénio (Figura 3) ****®°. Em menores proporcdes, e dependendo da origem do
vegetal, também podem ser encontrados resinas, acidos graxos, fenois, taninos,
compostos nitrogenados e sais minerais, principalmente, de calcio, potassio e

61-64

magnesio E essa estrutura que age como barreira protetora natural a degradacéo

enzimatica e/ou microbiana®.
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Adaptado de ALBERTS, et al., 2011.

Lignina

Figura 3: Composicéo da lignocelulose.
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Os materiais lignocelulésicos ou biomassas vegetais, como o bagaco, sdo constituidos por trés
principais componentes macromoleculares: celulose, hemicelulose e lignina e apresentam uma

estrutura lamelar, na qual se distribuem seus componentes. A celulose e a hemicelulose
predominam na regido da parede celular e a lignina se distribui por toda a estrutura®.

A composicdo e a estrutura da biomassa tem forte influéncia na natureza e nos

rendimentos dos processos de hidrdlise e fermentacdo. Sendo que a composicao basica

da biomassa lignoceluldsica depende do vegetal de origem (Tabela 3). Celuloses e

Hemiceluloses podem ser fermentadas em etanol; lignina néo ©'.

Tabela 3: Composi¢do quimica parcial de alguns materiais lignocelulésicos

Celulose Hemicelulose Lignina
Material lignocelulosico

(%) (%) (%)

Farelo de cevada 23,0 32,7 24.4
Sabugo de milho 31,7 34,7 20,3
Folhas de milho 37,6 34,5 12,6
Bagaco de cana 40,2 26,4 25,2
Palha de arroz 43,5 22,0 17,2
Palha de trigo 33,8 31,8 20,1
Palha de sorgo 34,0 440 20,0
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Casca de aveia 30,5 28,6 23,1
Eucalyptus grandis 40,2 15,7 26,9
Eucalyptus globulus 46,3 17,1 22,9

Fonte: CANETTIERI, SILVA e FELIPE, 2001 %,

Desta maneira, faz-se necessario conhecer a estrutura e as principais
caracteristicas dos principais componentes da biomassa lignocelulésica: celulose,

hemicelulose e lignina.

2.5.1 Celulose

A celulose (23% - 50% da matéria seca da biomassa lignoceluldsica) € um
polimero linear que contém entre 2000 a 25000 unidades de B-D-glicoses (B-D-
glucopiranose) organizadas em dimeros de celobiose (Figura 4); sendo unidas por
ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4 carbono-carbono pela eliminacdo de uma molécula
de agua entre seus grupos hidroxilas do carbono 1 e carbono 4 (ligacdo B 1—4), de
formula geral (CeH100s).°; e por ligacdes de hidrogénio intramoleculares (ligacdes
entre unidades de glicose da mesma molécula) e intermoleculares (entre unidades de
glicose de moléculas adjacentes) (Figura 5) °*°. A celobiose ¢ definida como a unidade
conformacional minima da celulose, enquanto que a glucose apresente somente a
unidade funcional das cadeias do homopolimero®.

A ocorréncia de uma ligacdo hemiacetal na molécula de glicose, devido a
liberdade rotacional da cadeia linear, faz com que um grupo aldeido esteja presente no

carbono-1, devido ao ataque da hidroxila do carbono 5 ®. Esta ocorréncia faz com que

uma das extremidades da cadeia celulésica apresente um terminal redutor®.
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Fonte: FENGEL; WEGENER, 1989

CHZOH H OH CHz(H H OH
H HH 0 H
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———— Unidade de Celobiose

Figura 4: Estrutura do Fragmento de Celulose.

Estritamente, a celulose é uma cadeia polimérica onde a unidade repetitiva € a celobiose, que é
formada a partir de duas B-D-glicose unidas por ligagdes do tipo 3-1,4, cuja qual permite a
linearidade da cadeia pela ligacdo dos carbonos 1 e 4 e eliminagdo de agua . Trata-se, pois, da
unidade conformacional minima da celulose.

As ligacbes intermoleculares sdo responsaveis pela rigidez; e as ligacOes
intramoleculares sdo responsaveis pela formacdo de fibrilas, estruturas altamente
ordenadas que se encontram associadas as fibras de celulose (microfibrilas)®***". As
microfibrilas consistem, portanto, em agregados cristalinos altamente organizados e

com micrometros de extensdo; possuindo uma forca de tensdo semelhante ao aco

(Figura 6) .
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Figura 5:Estrutura quimica da celulose.

LigacOes -1,4; de hidrogénio intra e intermoleculares podem ser vistas na figura acima. As
ligagdes intramoleculares formam as fibrilas, ligando as glicoses da mesma molécula enquanto
que as ligagBes intermoleculares conferem rigidez a estrutura, ligando glicoses entre moléculas

adjacentes. LigagOes B-1,4 permite a ligacdo entre glicoses pelos carbonos 1 e 4 para a
formagdo da celobiose, permitindo uma conformacédo de dimero, onde as glicoses encontram-se
invertidas um em relagdo a outra.
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Microfibrila
de celulose

Molécula de celulose

5
6 CH,OH

Fonte: ALBERTS etal,, 2011, p. 1197 7.

Figura 6:Microfibrila de Celulose.

As moléculas de celulose sdo longas, ndo ramificadas e constituidas por unidades de glicose
com ligagOes do tipo R-1,4. Casa residuo de glicose €é invertido com relacéo ao seu adjacente
(como mostrado na parte inferior da imagem), e as repeticdes de celobioses resultantes ocorrem
centenas de vezes em uma Unica molécula. Cerca de 40 moléculas de celulose reunidas formam
as microfibrilas, onde estdo ligadas por liga¢6es de hidrogénio.

O indice de cristalinidade e o grau de polimerizacdo sdo propriedades
importantes para a classificacdo dos polimeros celuldsicos; de modo que o grau de
polimerizacdo confirma a frequéncia relativa de ligacdes glicosidicas internas e
terminais, disponiveis para atuacdo de celulases; sendo definido com base no nimero
médio de mondmeros e no peso médio do polimero, ou ainda a partir de sua
viscosidade. J4 o indice de cristalinidade esta associado a reatividade do substrato e
pode ser quantificado pelo método de difracdo de raios X °°°%%.

Estas caracteristicas, juntamente com o envoltério de lignina, conferem a
macromolécula celulose grande resisténcia a hidrolise, o que representa um grande

desafio para a utilizacdo dos materiais lignocelulésicos em aplica¢bes biotecnoldgicas,

como a producéo de etanol de segunda geragéo .
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2.5.2 Hemicelulose

Hemicelulose (Figura 7) € um polimero heterogéneo de baixa massa molecular —
100 a 200 unidades glicosidicas —, (formado por pentoses, hexoses e agucares &cidos),
possuidores de cadeias de acUcares ramificadas (glicanos), cujas unidades incluem
principalmente aldopentoses, como xilose e arabinose, e aldohexoses, como glicose,
manose e galactose’, cujas quais as classificam. Esta macromolécula contém ainda,
acidos hexurénicos, como os acidos p-D-glucurénico, D-4-O-metilglucurdnico e B-D-
galacturénico, e deoxiexoses (Figura 8). A variedade de ligacOes e de ramificacdes,
assim como a presenca de diferentes unidades monoméricas, contribui para a

complexidade da estrutura hemiceluldsica e suas diferentes conformacdes " .
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Fonte: KUMAR, SINGH e SINGH, 2008 >

Figura 7: Estrutura quimica polimérica de hemicelulose e locais de hidrolise enzimética
envolvidos na degradacéo do polimero de hemicelulose.
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Figura 8: Componentes da fragao hemicelulose.

Aldopentoses, como Xilose e arabinose, e aldohexoses, como glicose, manose e galactose; ou
ainda, acidos hexuronicos, como os acidos B-D-glucurénico, D-4-O-metilglucurénico e p-D-
galacturanico, e deoxiexoses sdo alguns dos componentes que podem estar presentes nas
estruturas das hemiceluloses.

Isso porque, as cadeias podem ser constituidas por apenas uma unidade
monossacaridica, como exemplo as xilanas, ou por duas ou mais, como 0 caso das
xiloglucanas ou arabinoxilanas ®®°. Essa natureza quimica é variavel entre os vegetais
tanto em relacdo ao tecido vegetal quando a espécie. Em geral, compde cerca de 20 a
30% da biomassa seca, podendo chegar até 40 % %7707,

Trata-se, pois, de uma estrutura semelhante a celulose e sdo depositadas na
parede celular antes da lignina. As ramificacdes e cadeias laterais interagem facilmente
com a celulose, conferindo estabilidade e flexibilidade ao agregado’®, formando uma
rede complexa de fungdo semelhante ao colageno ™.

A hemicelulose é essencialmente ndo cristalina (carater relativamente amorfo) e
geralmente mais reativa do que a celulose, i.e, mais suscetivel a hidrélise quimica sob

condicbes mais brandas’’, uma vez que oferecem maior acessibilidade aos &cidos

minerais comumente usados como catalisadores ®. Todavia, a fermentagéo dos acticares
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de cinco carbonos (pentoses) ainda ndo é tdo desenvolvida quanto 0S processos

envolvendo a glicose *°.

2.5.3 Lignina

A lignina, depois da celulose, é um dos polimeros mais abundantes e
importantes da natureza. Sua estrutura bioquimica (composta por 7 a 30% de massa
seca) ndo se baseia em uma molécula simples de acticar’, e, portanto, ndo é utilizada
para a producéo de bioetanol por rotas fermentativas (Figura 9).

Por deter estrutura amorfa e de alta massa molecular” e fortemente aromatica,
essa fracdo tridimensional formada por unidades de p-propilfenol, desempenha um
papel fundamental para o sucesso da tecnologia de hidrolise, uma vez que dificulta o
acesso a celulose. 1sso porque, a lignina é formada pela polimerizacdo de trés diferentes
mondmeros: alcool cumarico, alcool coniferilico e alcool sinapilico (Figura 10)"® — uma
das etapas finais da diferenciagdo celular do xilema® -; geralmente associada a celulose
e as hemiceluloses atraves de ligacGes éter e carbono-carbono (ligaces covalentes com
as unidades monossacarideos). Assim, tal polimero ocorre como uma “rede” que
circunda as microfibrilas ricas em carboidratos das paredes celulares de plantas, além de
estarem presentes, também, nos espacgos intersticiais entre as células de plantas
maduras®’.

Mesmo assim, existe uma grande diversidade na estrutura da lignina e
quantidade quando se passa de uma espécie vegetal para outra, ou até mesmo dentro da

I”°. Como resultado

mesma espécie, quando sdo analisadas partes diferentes do vegeta
dessa diferenca, sua estrutura quimica acaba sendo bastante complexa e ndo € bem

conhecida ainda 3.
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De mais a mais, sendo um dos principais componentes dos tecidos de

gimnospermas e angiospermas, possui importancia no transporte de &gua, nutrientes,

metabdlitos, além de conferir resisténcia mecanica e proteger contra o ataque de

microorganismos®.
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Figura 9: Estrutura geral da Lignina.

A lignina € um polimero amorfo presente nas paredes celulares de plantas, conferindo

resisténcia e protecdo, além de transporte de nutrientes, metabdlitos e agua.
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Figura 10: Precursores primarios da lignina.

A lignina é formada via polimerizagdo dos alcodis trans-coniferilico, trans-sinapilico e trans-
para-cumarilico; visando a formagao de uma cadeia amorfa que se associara com as celuloses e

hemiceluloses, formando uma complexa rede entre as microfibrilas e espacos intersticiais.
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A lignina representa um dos maiores estoques de carbono/energia da natureza e
é 0 maior depdsito de estruturas quimicas aromaticas, constituindo-se em uma fonte

67787982 como vanilina, 4cido

potencial de valiosos insumos para a industria quimica
galico, 6leos, fenol, acido acético, entre outros®®®; devido a sua natureza aromética e
muito complexa. Também é possivel remover metais pesados de efluentes usando

ligninas oxidadas ®®®, bem como us4-la na fabricacdo de filmes, poliuretanos, macro

mondmeros de poliésteres, fibras de carbono, fertilizantes entre outros®.

Dessa maneira, a parede celular das células vegetais € formada por uma matriz
rigida constituida principalmente por celulose, hemiceluloses e lignina, além de outros
componentes que dificultam, como previamente dito, 0 acesso enzimatico para uma
possivel hidrolise. Isso porque, sua composicdo forma uma “rede” de fibrilas
emaranhadas (Figura 11), cuja qual pode ser mais ou menos flexivel 2626373 A lignina,
neste caso forma uma camada que confere maior resisténcia a tracdo, ao alongamento e
a solvatacao (absorcdo de solventes, como a agua), formando, assim, regiGes amorfas e
regides mais cristalinas’® (Figura 12); de acordo com o grau de ordenacdo dessa rede.
Regides amorfas tendem a serem mais flexiveis, macias e podem absorver agua. Essa

rede confere a forma final da célula e da planta como um todo"*.
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Fonte: ALBERTS et.al., 2010. p. 1198.

Figura 11: Estrutura da parede celular vegetal.

A parede vegetal primaria é principalmente constituida por longas e resistentes microfibrilas de
celulose que estdo em associacdo com as hemiceluloses (polissacarideos ramificados) através de
ligacdes de hidrogénio; e lignina através de ligacGes éter e carbono-carbono; que juntos
conferem uma “rede” rigida e protetora.

Fonte: SANCHEZ e
CARDONA, 2008%5.
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Figura 12: Fibrilas.

As fibrilas sdo compostas por regides cristalinas, que s&o ordenadas e garantem a rigidez; e por
regides amorfas, que permitem a flexibilidade do feixe.
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2.6 Producdo de Etanol a partir de Materiais Lignoceluldsicos

A producédo de etanol a partir da cana-de-agUcar ocorre, atualmente, através da
fermentacdo alcodlica da sacarose, permitindo uma fonte de energia renovavel na matriz
de combustivel liquido principalmente para o transporte; contudo, a quantidade de
etanol necessaria para atingir as metas planejadas exigira outras fontes de matéria-prima
em detrimento da cana e milho, uma vez que existe uma competicdo direta entre a
producdo de combustivel e a producdo de alimentos, causando um impacto na sua
disponibilidade para usos tradicionais e consequentemente nos precos dos alimentos
derivados®®.

Nesse tocante, o etanol produzido a partir biomassa celulosica tem recebido

atencdo como um potencial combustivel 2’

. Isso porque, nos ultimos cinco anos ou
mais, tem-se aumentando o interesse comercial em relagdo ao etanol, causando uma
intensa competitividade de custos em tecnologias que convertam a lignocelulose em
bioetanol®’.

Os residuos da agroindustria como o bagaco e palha da cana, palha de trigo,
entre outros materiais lignoceluldsicos estdo sendo visados para a obtencéo de etanol a
partir da celulose e, assim, complementar a producdo do etanol combustivel. Todavia,
desafios como (i) a implantacdo de um sistema logistico para transportar a palha de
cana, por exemplo, até a usina e (ii) processos de conversdo eficientes e viaveis

economicamente %7

ainda necessitam ser superados.
Justifica-se, pois, que no processo de obtencdo do etanol celuldsico, o objetivo
principal ¢ “quebrar” e “desmontar” a parede celular, liberando os polissacarideos, que

nada mais sdo do que fonte de agucares fermentaveis. Contudo, ja se salientou aqui o

qudo complexa é a estrutura da parede celular vegetal e 0 qudo esta é varidvel tanto



41

entre espécies, na propria espécie, ou até mesmo, entre tecidos. Atualmente, esse
processo é feito por meio de uma hidrolise &cida que, embora seja funcional, ndo é

eficiente para uma producio comercial do bioetanol

, uma vez que é necessaria a
utilizacdo de temperaturas elevadas e de acidos mineiras fortes para satisfazer a
hidrolise *.

Dessa forma, para superar esses obstaculos, diversos pesquisadores estdo
desenvolvendo meios para, em curto prazo, 0os materiais lignocelulésicos possam ser
utilizados na producdo de combustivel. Com isso, em longo prazo, a tecnologia do
etanol celulésico servira de base para a producgdo sustentavel de commaodities, fazendo
uso de diversos produtos quimicos e materiais obtidos a partir do fracionamento da
biomassa, surgindo assim as biorrefinarias ***®”. Estas, por sua vez, poderdo utilizar a
biomassa e seus residuos, i.e., matérias-primas de fontes renovaveis; de forma integrada
e diversificada para a producdo de combustiveis, produtos quimicos, energia e outros
materiais de interesse no mercado industrial, com a geracdo minima de residuos e
emissdes de gases nocivos 1.

Acredita-se que essa combinacdo de processos seja altamente eficiente.
Entretanto, a utilizacdo desses materiais lignoceluldsicos nos chamados bioprocessos
visando a producdo de etanol e outros produtos de interesse, necessitam da hidrolise de
polissacarideos, a fim de disponibilizar seus mondémeros para os processos posteriores®®.

Embora as enzimas do complexo celulolitico ndo penetrem de forma habil e
rapida na barreira de lignina, e que seu processo de degradacdo seja lento comparado
com a hidrolise acida, podem converter a celulose em glicose de maneira mais seletiva,
formando poucos subprodutos residuais. Nesse tocante, faz-se necessario um pré-
tratamento a fim de se romper esse selo de lignina e garantir a destruicdo da

cristalinidade da celulose 8%,
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Atualmente muitos pesquisadores estdo concentrando esforcos
no desenvolvimento de pré-tratamentos eficientes, capazes de
disponibilizar a maior quantidade de aclUcar possivel (pentoses e
hexoses), no desenvolvimento de microrganismos geneticamente
modificados que possam fermentar tanto pentoses quanto hexoses, na
producédo de plantas geneticamente modificadas com maior quantidade
carboidratos ou plantas modificadas estruturalmente para facilitar a
etapa de pré-tratamento em condicbes amenas e na utilizagdo de
processos integrados para reduzir o nimero de etapas do processo e
consequentemente reduzir a demanda energética. (da SILVA, 2009 ¥
apud DIEN; COTTA; JEFFRIES, 2003%'; JEFFRIES, 2006°%; HAHN-
HAGERDAL et al., 2006%).

2.7 Pré-tratamento de Materiais Lignoceluldsicos

A eficiente reducdo da estrutura resistente dos materiais lignoceluldsicos e
consequente liberacdo dos polissacarideos estdo dentre uma das mais urgentes e
importantes prioridades nas areas de pesquisa e desenvolvimento (P&D) em etanol
celulésico e obtengdo de substancias quimica nas biorrefinarias® .

A hidrolise enzimatica dos materiais lignocelulésicos é limitada por varios
fatores tais como: area superficial acessivel (porosidade do material), grau de
polimerizagéo e cristalinidade da celulose e umidade do lignocelulésico, por exemplo®
100 Dessa maneira, podemos dizer que as duas principais causas de resisténcia dos
materiais lignocelul6sicos a hidrdlise enzimatica sdo: a baixa acessibilidade as fibras
celulésicas (micro)-cristalinas, as quais restringem a atividade das celulases; e a
presenca de hemicelulose e principalmente de lignina na superficie da celulose,

impedindo a agho das celulases ao substrato® %1%,

Portanto, a remoc¢do desses
compostos aumenta a porosidade do material, tornando mais eficiente o processo de

hidrolise®.
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A quantidade variavel de hemicelulose e lignina em um material lignoceluldsico
depende de fatores como o tipo da planta a partir da qual a biomassa é obtida, idade da
colheita, dentre outros; demonstrando que ndo ha nenhum método de pré-tratamento
especifico para diversos tipos de materiais lignocelulsicos®.

Nesse sentido, faz-se necessario a utilizacdo de um processamento prévio e
adequado destes materiais para que a parede celular (barreira fisica) seja rompida, e
permitir a diminuicdo da cristalinidade da celulose e a associa¢do com a lignina a fim de
que as enzimas hidroliticas possam acessar a macroestrutura da biomassa®, visando o
aumento do rendimento de conversdo da celulose em glicose “*">'%? (Figura 13).

Além disso, a etapa de pre-tratamento pode influenciar fortemente o custo do
processo por determinar a toxicidade da fermentacdo, a taxa de hidrdlise enzimatica,
carga de enzima utilizada no processo, o poder de mistura dos reagentes, a concentragdo
e a purificacdo dos produtos obtidos, a demanda no tratamento de residuos, entre outras
variaveis. “Portanto, esta etapa de processamento da biomassa vegetal necessita ser de
baixo custo, evitando-se o0 elevado consumo de reagentes quimicos, a alta demanda

energética e a intensa degrada¢ao dos materiais lignocelulésicos”75‘90.
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Fonte: MOSIER etal., 2005 .

Figura 13: Esquema do efeito do pré-tratamento em materiais lignocelul6sicos.



44

O pré-tratamento para a quebra da barreira fisica, portanto, pode ser fisico
(moagem da biomassa, aplicacdo de radia¢do), quimico (pré-tratamento hidrotérmico,
oxidacdo umida (Wet Oxidation), pré-tratamento em meio acido ou basico), biolégico

(microrganismos decompositores da madeira) ou a combinacdo desses™®4%74103:

dependendo do grau de separagéo requerido e fim proposto™***%.

A escolha das condiges de pré-tratamento dependera de uma avaliacdo global
do processo, rendimento e manutencdo da integridade dos insumos de interesse'®. Isso
porque as condicGes de pré-tratamento podem ter dois efeitos opostos: se o pré-
tratamento for muito dréstico, ocorre a degradacdo da fracdo celuldsica, além da
formac&o de inibidores da fermentagéo; se for muito brando, a acessibilidade da enzima
continuara sendo baixa '*®. No primeiro caso, pode-se realizar um tratamento do
hidrolisado para remover alguns inibidores como o furfural e hidroximetilfurfural
(HMF), além do o acido sulfirico e acido acético, aplicando-se, por exemplo, o0s
métodos eletrodidlise e carvédo ativo. A formacdo de furfural e HMF é decorrente da
reacao de desidratacdo da xilose e da glicose, respectivamente. Esses compostos quando
presentes no licor a ser fermentado podem danificar a parede celular dos
microorganismos bem como prolongar a fase “lag” ou laténcia/ de adaptacdo de
crescimento %%,

Dentre estes métodos citados, 0 mais comumente utilizado é o termoquimico,
que desorganiza o complexo lignoceluldsico; permitindo a dissolvéncia da hemicelulose
e sua despolimerizacdo quase que por completa. A lignina, por sua vez, pode ser
separada utilizando-se solventes organicos. Assim, a celulose (material restante do
tratamento) tem sua degradacdo aumentada, permitindo a acdo das celulases para
hidrolise enzimatica. Por conseguinte, a quebra da celulose gerara glicose, utilizada no

processo fermentativo 17:%83944.50.818284
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2.8 Hidrolise Enziméatica da Celulose

Apbs a etapa de pré-tratamento e a remocdo da lignina remanescente deste
processo via solubilizagdo dentro do préprio pré-tratamento é necessaria uma etapa de
hidrélise da celulose (Figura 14) para obtengdo de acUcares fermentaveis. No processo
enzimatico a hidrolise da celulose é catalisada por enzimas especificas (denominadas de
enzimas celuloliticas ou celulases); cujas quais podem ser divididas em pelo menos trés

tipos principais:

1. Endoglucanase (endo -1,4-B- glucanase ou B-1,4-endoglucanase ou EC 3.2.1.4 ou
EGs): cliva randomicamente as regides de baixa cristalinidade na fibra celulésica, i.e.,
os sitios amorfos (sitios 3-1,4- glicosidicos nas porcoes internas das celuloses para
reduzir o grau de polimerizacdo da cadeia celulésica em pequenas subunidades);

liberando oligossacarideos com terminacdes redutoras e ndo redutoras livres’®%’;

2. Exoglucanase ou celobiohidrolase (1,4-D-glucano celobiohidrolase ou EC 3.2.1.91
ou CBHs): liga-se nas extremidades das cadeias (terminais redutores — CBHs tipo I; e
ndo-redutores — CBHs tipo I1), despolimerizando-as gradativamente pela remoc¢éo das

65,69.

celobioses terminais; gerando assim, principalmente glicose e celobiose ™*7; e

3. - glucosidase (EC 3.2.1.2 ou BGs): hidrolisam celobiose e oligossacarideos soluveis
de baixo grau de polimerizacdo (menor que 7) a glicose a partir dos terminais ndo-

redutores.
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Figura 14: Visao esquematica da biodegradacao da celulose.

Celobiohidrolases agem sobre os terminais ndo-redutores e redutores das fibras de celulose para,
progressivamente, liberar celobiose. Endo-3-1,4-glucanase cliva randomicamente a cadeia da
celulose. B-glicosidase hidrolisa celobiose ou oligossacarideos em glicose a partir das terminais
ndo-redutoras.

Diante da heterogeneidade da estrutura da cadeia celul6sica, a qual apresenta
regides altamente ordenadas, estabilizadas por numerosas ligacGes de hidrogénio intra e
intermoleculares, e areas menos ordenadas ou amorfas, a sacarificacdo enzimatica da
biomassa necessita do sinergismo e complementaridade por parte destas celulases,
visando a hidrolise de todo carboidrato disponivel na celulose ®>®%3 Além disso, o
complexo enzimatico precisa ser estavel para altas atividades celuloliticas.

O sinergismo (Figura 15) pode ser classificado em ao menos trés categorias™®’:
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1. Sinergia endo-exo: as endoglucanases atuam nas regides amorfas, liberando
terminais redutores e ndo redutores, nos quais atuardo as CBHs do tipo | e do tipo II,
respectivamente.

2. Sinergia exo-exo: as CBHs | e CBHs Il atuam simultaneamente nos terminais
redutores e ndo redutores liberados pelas endoglucanases.

3. Sinergia exo-BG e endo-BG: as exoglucanases e endoglucanases liberam celobiose

e oligossacarideos, respectivamente, que sdo substratos da B-glucosidase.
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Fonte: PITARELO, 2007 .

Figura 15: Sinergismo entre celulases.

Modo de acdo das celulases resulta em um sinergismo entre as enzimas de modo a promover um
sistema enzimatico cooperativo na degradacao da celulose. Pra isso, inicialmente as
endoglucanase quebram as macromoléculas de celulose em particulas menores e, em seguida, ha
a acao das exoglucanases nos terminais redutores e ndo redutores e as R-glucosidases agindo
sobre os fragmentos de celobioses. Essas trés enzimas juntas resultam na degradacéo da
celulose; de modo que uma é dependente da outra para a degradacdo completa.

As trés classes enzimaticas, portanto, contribuem para a degradacéo da celulose;

todavia, apenas a endo e exoglucanases sdo capazes de adsorver sobre o substrato e,

portanto, sdo consideradas celulases verdadeiras®™®.
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Assim, devido a essa interacdo entre as enzimas, quando individualizadas, as
enzimas do complexo celul6sico ndo hidrolisam a celulose de modo eficiente; tal que,
pode haver acimulo de subprodutos, levando a inibicdo de uma ou outra enzima do
complexo. Como exemplo, podemos citar 0 aumento da celobiose que leva a inibi¢do
das endoglucanases e exoglucanases e, portanto, a atuacdo das 3-glicosidases para a
hidrolise da celobiose a glicose se torna importante no processo para completar a
degradacdo da celulose'®®; sendo, portanto, passo limitante™®. Em adicéo, sabe-se que a
atuacdo das enzimas depende diretamente, ndo somente da sua eficacia (atividade
enzimatica), como também do substrato que é atacado, i.e., embora a composicao
enzimatica seja encontrada para influenciar no grau de solubilizagéo, tipo de agucar
liberado e o local de ataque enzimatico dentro do polimero, a acessibilidade dos
substratos é outro fator limitante principal para a hidrélise™®.Pode-se citar aqui, também,
como fatores limites as condicbes das reacdes (temperatura, pH, fonte de carbono,
nitrogénio, fosfato, componentes fenélicos, por exemplo®®) e atividade da celulase.

Varios autores sugerem que a regido amorfa da celulose, devido a sua maior area
superficial, é mais acessivel, i.e., mais suscetivel a hidrolise enziméatica do que a regido
ordenada ou cristalina, como ja enfatizado ao final da secdo 2.4. Todavia, complexos

enzimaticos produzidos por varios tipos de organismos *

sugerem a capacidade de
catalisar a hidrélise de celulose, tanto cristalina como amorfa, em aculcares solUveis de

baixa massa molar, como glicose e celobiose'®.

a. Diz-se organismos, pois atualmente sabe-se que ndo somente microrganismos sdo capazes de realizar a quebra de
celulose como também animais superiores, que detém celulases enddgenas capazes de realizar a quebra da celulose
no trato digestivo. Esse tema, parte principal desta dissertagdo, sera abordado em um tdpico especifico mais adiante.
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Dessa maneira, 0s agucares redutores produzidos a partir da hidrolise enzimética
da palha e do bagaco, por sua vez, podem ser fermentados por leveduras para a
producéo de etanol. Contudo, 0 processo de bioconversao de fitobiomassas, atualmente,
passa por dificuldades na implantacdo, tendo em vista o alto custo e a baixa atividade

especifica das enzimas necessérias a sacarificacdo da celulose *?%,

2.9 Celulases Animais

Sabe-se, agora, que O interesse nessas enzimas aumentou nas ultimas décadas
devido a sua utilizacdo da producdo de combustiveis alternativos e participacao no ciclo
global de carbono'®. As celulases sdo encontradas em 14 das 90 Familias Glicosil
Hidrolases conhecidas (GHFs), sendo sd@o classificadas com base nas sequéncias
similares de aminoacidos (GHF 5, 6, 7, 8, 9,10, 12, 26, 44, 45, 48, 51, 61 e 741112
veja também CAZY - http://afmb.cnrs-mrs.fr/~cazy/). Todavia, a maioria das celulases
ndo esta agrupada com base em sua estrutura e sequéncia, indicando que sua capacidade
de hidrolise tem evoluido de forma independente em varias ocasides™*. Cinco dessas
familias estdo representadas no Metazoa.

Muitos microrganismos como exemplo bactérias, fungos e protozoarios, podem
sobreviver a partir de materiais celulosicos; mesmo assim, acredita-se que a maioria dos
animais ndo pode utiliza-los. Evidéncias recentes e crescentes indicam que enzimas
celulésicas sdo distribuidas em uma grande gama de animais invertebrados, como
ascidias e nematoides, e alguns vertebrados utilizam a biomassa celulésica com ajuda de
simbiontes intestinais™*,

Essas evidéncias sdo corroboradas com a classificacdo dessas celulases entre as

familias, de modo que sdo estruturalmente e presumivelmente de familias filogenéticas


http://afmb.cnrs-mrs.fr/~cazy/
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distintas, onde temos a GHF5, GHF9 e GHF45 sendo encontradas, principalmente, em
nematoides e besouros, cupins e baratas, besouros e molusco, respectivamente>*%2, A
GHF10 também é encontrada em Moluscos™**.

Sistemas celuldsicos de insetos, por exemplo, vem sendo estudados
principalmente em cupins basais e baratas comedoras de madeira, uma vez que se
encontram intimamente ligados filogeneticamente'?. Sabe-se que tais insetos possuem
numerosos protozodarios dentro de uma parte ampliada de seu intestino posterior,
denominada “paunch ou panca” "%,

A teoria da dependéncia de simbiontes foi proposta inicialmente por Cleveland

(1923, 1924, 1925, 1934)**?" em seu trabalho com os cupins, que demonstrou o

desaparecimento da viabilidade de Reticulitermes flavipes apos a retirada da fauna de

protozoarios do intestino posterior; concluindo, assim, sua responsabilidade pela
digestdo da celulose. Desde sua demonstracdo, a producdo de celulases simbioticas
tornou-se a explicacdo mais favorecida para a digestdo da celulose nos animais
superiores*?,

Na sequéncia de experiéncias de Cleveland, muitas pesquisas foram dedicadas a
demonstracdo da producdo de celulases simbioticas por bactérias e fungos, além de
protozoarios, que sdo abrigados em sistemas digestivos de invertebrados. Contudo,
poucos relatérios foram apresentados demonstrando as relagdes simbidticas entre 0s
invertebrados e 0s microrganismos'®.

Dois artigos, em 1978, no entanto, reportaram que cupins Macrotermes spp
adquiriram exoglucanases através da ectosimbiose com o fungo Termitomyces spp
Seguindo este raciocinio, uma hipétese similar de aquisicdo de enzimas digestivas,
incluindo celulases, a partir de fungos decompositores de madeira, foi reportado em

vespas de madeira’®®. Posteriormente, esse conceito de aquisicio enzimética foi
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expandido para espécies xiloéfagas e detritivoras, incluindo besouros, isopodos, e
formigas™’.

Foi proposto que a aquisicdo enzimatica foi um fato geral no curso da

131

coevolugdo microrganismo-inseto™", através de transferéncia horizontal de gene de

procariontes™***¥1% Essa afirmativa é corroborada através da analise filogenética da
sequéncia de aminoacidos de nematoides parasitas de plantas, que conduziram a
hipétese de transferéncia horizontal de gene a partir de bactérias’®*®. Todavia tais
especulagdes acerca desse processo evolutivo sdo, mesmo hoje, incertas.

Além dos artropodes, varios estudos com celulases foram empreendidos em

moluscos™" ™, incluindo caramujos, lesma marinha**? caracois, gastrépodes

143-149.

comestiveis e alguns bivalves - além de ouricos-do-mar e ascidias*®***°.

S&@o reportados que a possivel fonte de enzimas endogenas pode ser de
hepatopancreas *>*?, dentes géstricos'®* e estilos cristalinos #3482,

A alternativa para a presenca de celulases nestes diversos animais € que eles
teriam derivado a partir de genes de um eucarioto ancestral antigo e persistiriam apenas
em algumas linhagens de metazoérios (transferéncia vertical) **%30:153-15>,

A explicacdo evolutiva para a presenca de genes para celulases nestes diversos
animais permanece obscura principalmente devido a precariedade de dados para
realizacdo de uma andlise filogenética™™*". Além disso, a maioria dos estudos tem
focado nas caracteristicas bioldégicas moleculares e na bioquimica dos seus produtos.

Outro fator que remete a dificuldade para a formacao evolutiva destes genes € a raridade

com que aparecem entre 0s animais™>.

b. A andlise filogenética para testar um origem antiga, com estes genes esta comprometida pela falta de dados. Mesmo no caso de
GHF5 e genes GHF6, a resolucéo filogenética é bastante pobre, presumivelmente porque os genes sdo curtos e saturada de
substituicdo (LO, WATANABE, e SUGIMURA, 2003; MATTHYSSE et al., 2004; NAKASHIMA et al. , 2004). No entanto, a
familia GHF 9 ( que inclui beta- 1,4-endoglucanases) é excepcional, porque a sequéncia genética do ndcleo é ao mesmo tempo
relativamente longo (mais de 430 aminoacidos) e conservadas. Nesse sentido, torna-se primordialmente necessario um estudo mais
detalhado da origem da aquisicdo destes genes no processo evolutivo; bem como um estudo mais amplo a cerca da biologia
molecular e, porque ndo, estrutural destas celulases a fim de podermos descrever uma arvore filogenética.
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Assim, antes de concluir por qual modelo tais genes foram adquiridos, faz-se
necessario investigar com rigor as provas, de preferéncia usando uma abordagem gene-

a-gene™™.

2.10 Cupins e celulases enddgenas

Pertencentes a Infraordem Isoptera (Ordem Blattaria), cuja qual detém cerca de
2370 espécies descritas no mundo, sendo aproximadamente 290 espécies (em 67
géneros) registradas no Brasil, os cupins ou termita, insetos hemimetabolos, vivem em
colénias altamente organizadas, onde o principio basico é a sobrevivéncia desta e ndo
do individuo. Se separarmos os individuos da colonia, eles morrem **%*". Trata-se,
pois, de insetos sociais onde os individuos, morfologicamente distintos, encontram-se
agrupados em castas (Figura 16), sendo as principais definidas por Imagos ou
Reprodutores (Unicos responsaveis pela producéo da prole); Soldados (realizam o papel
de defesa da coldnia, possuindo, dessa forma, adaptacfes morfoldgicas especiais, como
fortes mandibulas e cabecas esclerotizadas); e operarios (sdo responsaveis pelas

atividades de forrageamento, construcéo, reparo do ninho, alimentacdo das castas

156-158y .
)

dependentes — jovens, soldados e reprodutores —, e cuidado com 0s ovos e cria
existindo também ninfas (que ddo origem aos reprodutores aladas), e larvas (que

originam os operarios e soldados, com asas totalmente ausentes), além dos ovos **'.
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kd A dO NASUTITERMITINAE 5T
"

Figura 16: Diferenciagdo morfoldgica das castas em cupins — Referéncia :
Nasutitermitinae.

As imagens esquematizam, de maneira geral, a diferenca morfologia entre rei/rainha, soldados,
operarios, ninfas e larvas; além de mostrar 0s ovos.

Apesar de definidas as castas, a diferenciacdo destas € um processo bastante
complexo e ndo € bem conhecida entre 0s cupins. As castas sdo determinadas durante o
desenvolvimento p6s-embrionario e apesar dos ovos dos cupins terem capacidade de se
diferenciar em qualquer casta (ovos totipotentes), cada individuo expressa apenas um
unico fendtipo que é afetado tanto por fatores extrinsecos, ou seja, pelas condi¢bes
ambientais, quanto pelas interacSes sociais (intrinsecos)®.

Aceita-se que a formacdo de castas nos cupins resulta da atividade de genes
particulares, comuns a todos os individuos e que sdo expressos sob condicdes

161

hormonais apropriadas, como citando em Tsuchiya, Watanabe e Maekawa (2008)™"".

Entretanto, recentes descobertas envolvendo a espécie Reticulitermes speratus, mostram

que castas podem ser controladas tanto pelo ambiente, como por um complexo padrdo

de heranca genética ligada ao sexo'®®. Assim, na referida espécie, depois do ovo, a
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direcdo do desenvolvimento para ninfa ou operario é influenciada pelo gendtipo da
casta. Esta determinacdo genética de castas ligada ao sexo ndo é universal entre 0s
cupins, ja que este modelo ndo explica a origem de todas as castas, em outras
espécies®.

Estudos que visam hipdteses para evolugdo destes insetos também vém sendo

cogitadas em meio cientifico, como citado por Roux e Korb (2004)*%*

e por Thorne,
Breisch e Muscedere (2003)'®*, além de Noirot e Pasteels (1987)*°: Noirot (1990)’;
Korb e Kantrantzis (2004)*®: Abe (1987)®° dentre outros.

Em adicdo, os cupins, como insetos sociais, representam particularmente
problemas interessantes para estudos de evolugdo de controle de doencas:
frequentemente vivem em ambientes altamente povoados e em locais confinados
(ninhos homeostaticos) que, em principio, promoveria 0 crescimento de
microrganismos, facilitando a transmissdo de infeccdes para o ninho'®*"8. Apesar
disso, os cupins, como clado, sdo extraordinariamente abundantes e diversos e causam
grandes impactos ecolégicos'’®.

Nesse sentido, por desempenhar papeis ecoldgicos fundamentais nos
ecossistemas naturais, alimentando-se basicamente de materiais de origem vegetal pobre
(madeira, grama, serapilheira, algas, liquens e vegetais em decomposicéo, por exemplo),
podendo ser estes herbivoros ou decompositores; sdo importantissimos na reciclagem
dos nutrientes acumulados nos tecidos vegetais. Atuam na aeragédo e drenagem do solo,
bem como transporte de nutrientes entre os seus perfis e participam ativamente no
processo de génese de alguns tipos de solo 818,

Assim, 0s cupins sao conhecidos por serem insetos comedores de madeira e por

possuirem a alta habilidade de degradar materiais celuldsicos. A madeira € inicialmente

mastigada pelas mandibulas e moela e entdo degradada por celulases no trato digestorio
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182 Além disso, mantém complexas relagdes ecolégicas (competicdo, simbiose,

predacdo, parasitismo, comensalismo, etc) com diversas espécies de organismos, como
citando por Warnecke (2007)*® e por Sharf e Tartar (2008)*®*. A celulose é decomposta
através de dois sistemas celuldsicos independentes: celulases advindas do proprio cupim

e celulases de Protozodrios/Bactérias simbiontes presentes no intestino grosso em

cupins basais e na minoria dos cupins superiores®®132181 185189,

Apesar de muitas tentativas em isolar bactérias celuloliticas
de cupins em meados dos anos 80, nenhuma evidéncia convincente da digestéo
de celulose por bactérias em cupins foi provada. Posteriormente, a producéo
de celulase bacteriana nos cupins livres de flagelados intestinais Nasitutermes
exitiosus e Nasitutermes walkeri foi excluida pela demonstracdo que a celulase
foi liberada a partir do intestino posterior e ndo por sonicagdo nem por

tratamento litico bacteriano (HOGAN et al, 1988, tradugéo do autor)*®°.

Com excecdo dos Termitidae (familia derivada), os membros das demais
familias (basais) de cupins necessitam dos protozoarios simbiontes presentes em seu
intestino posterior para que a celulose seja degrada "®'?71321901% " Assim nos cupins
superiores, pertencentes a familia Termitidae, as particulas de madeiras ingeridas devem
passar somente pelo sistema celuldsico enddgeno do intestino, ndo havendo necessidade
de simbiose protozoério/cupim.

Em adicdo a bioguimica das enzimas celuldsicas citada, as funcdes fisicas e
fisiologicas do canal alimentar também afetam, significativamente, o processo
celulésico em insetos. 1sso porque, segundo Watanabe e Tokuda (2010)”, no curso da
adaptacdo para a digestdo simbiotica de celulose no intestino, um aumento no volume
do limen ocorreu de modo frequente. Nesse contexto, a reducao corporal e do tamanho
da cavidade onde a digestdo de celulose por celulases enddgenas ocorrem, levaram a um
aumento na concentracdo das enzimas endogenas. Como resultado, o fornecimento de

acUcares redutores foi maior e mais rapido’>*%°.
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Dessa maneira, levando em consideracdo que 75 % das espécies de cupins ndo
abrigam flagelados celulésicos em seu canal alimentar; temos que tal sistema
(enddgeno) seja a Unica fonte de glicose dos préprios cupins; tornando-o e a seus
componentes de interesse geral para futuras pesquisas.

A eficiéncia do aparelho digestorio dos cupins € de 74 a 99 % para a digestao de
celulose e 65-87 % para hemicelulose™. Essa alta eficiéncia, sobretudo tocante a
digestdo celulosica, tem fascinado muitos pesquisadores durante quase um século. A
ideia de imitar o sistema digestério destes insetos parece ser bastante antiga; todavia,

aplicacdes industriais empregando seus sistemas celulésicos ainda ndo sio realizadas *.

No Brasil, duas enzimas presentes na espécie Coptotermes gestroi (espécie
subterranea originaria da Asia): a endo-R-glicosidase e a B-glucanase, foram clonadas e
expressas, de modo a imitar o que o cupim faz, mostrando potencial, num futuro
proximo, de degradar rejeitos como a palha da cana de aglcar e como 0 bagaco para
serem transformados em energia. Este estudo, realizado entre 2006 e 2010 nos
Laboratorios de Hemoglobina e Genoma do Hemocentro e de Gendmica e Expressdo do
IB (UNICAMP — Campinas, SP), foi coordenado por Gongalo Amarante Guimarées
Pereira'®.

Dentro deste contexto, identificar celulases estaveis e viaveis para o processo de
fermentacdo presente hoje no Brasil € uma importancia impar para desenvolver
tecnologia industrial adequada a producéo de etanol de terceira geracdo. I1sso porque se
faz necessario a busca por enzimas que trabalhem nas condicdes de pH (cerca de 4 a 5)
e temperatura (entre 30 a 35 °C) presentes nas dornas de fermentacdo; até entdo néo
descobertas>®.

Ao propor o uso de celulases de cupins, espera-se encontrar tal(is) enzima(s);

dado a semelhanca entre a biologia do cupim no tocante a digestdo da celulose e o
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processo industrial na conversdo de biomassa, como citado acima. Além disso,
pesquisas demonstram que as celulases de cupins superiores tendem a ser mais estaveis®
e mais eficientes, além de possuir maior adaptabilidade na quebra de celulose — Gnica no
reino animal. A alta eficiéncia pode ser explicada porque 0s cupins superiores
desempenham um papel mais significativo do que os cupins basais na manutencdo do
balanco de carbono na natureza °"*%,

Um organismo interessante para a busca dessas enzimas € o cupim da espécie

Velocitermes heteropterus Silvestri (Termitidae: Nasutitermitinae) (Figura 17). De

ocorréncia comum no Cerrado brasileiro — em especial no Brasil central e Sudeste, e

196,197

também em algumas savanas amazonicas —, constroi ninhos em monticulo de

1
|58

forma piramidal™" e subterrdnea; mas as vezes parecem construir pequenas cartonadas

de consisténcia mole®®’.

Estes individuos possuem pernas longas (sobretudo os
soldados) e se movimentam com rapidez e a casta neutra desta espécie apresenta
polimorfismo, com a ocorréncia de soldados trimérficos (pequenos, médios e grandes) e
operarios dimorficos (pequenos e grandes). Geralmente, o polimorfismo na casta neutra
estd associado a uma divisdo de trabalho entre os diferentes individuos, principalmente
nas atividades de forrageamento*®2°*.

A maioria das especies vive em areas de vegetacdo aberta, e se alimentam das
folhas da serapilheira, forrageando a céu aberto, no periodo noturno’®*?%. Como a
alimentacdo desses cupins assemelha-se em composicdo com a palha encontrada na
cana-de-acgUcar e pelo fato de serem insetos que forrageiam no periodo noturno existe
uma boa probabilidade que as celulases encontradas neste género tenham uma alta
atividade a temperaturas mais baixas que as atualmente isoladas; uma vez que estes

insetos ndo possuem controle de temperatura corporal, obedecendo a temperatura

externa.
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Figura 17: Velocitermes heteropterus - Termitidae: Nasutitermitinae.

A espécie é comum na regido Central e Sudeste brasileira, particularmente em dominios de
Cerrado. Na imagem veem-se soldados (os cupins menores com mandibulas) e operarios
(cabeca mais protuberante).

3 Objetivo

O presente estudo teve como objetivos:

3.1 Objetivo Geral

Isolamento, Identificacdo e Expressao da celulase B-1,4-endoglucanase do cupim

Velocitermes heteropterus em cepa de S. cerevisiae laboratorial.

3.2. Objetivos Especificos
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1. Analise in silico visando a busca pela -1,4-endoglucanase de V. heteropterus por
meio de transcriptoma.

2. Isolamento do cDNA que codifica a celulase 3-1,4-endoglucanase de cupim V.
heteropterus por meio da extracdo de RNA total e PCR utilizando primers
especificos desenhados com base no transcriptoma deste cupim.

3. ldentificacdo desta celulase utilizando ferramentas de bioinformatica para validacédo
de sequéncia de nucleotideos, aminodcidos, predicdo de estrutura tercidria e
Filogenética.

4. Construgdo de Plasmideo de Expressdo contendo a sequéncia para a celulase.

5. Expresséo recombinante da enzima em S. cerevisiae FGSC 9721.

6. Ensaio da atividade proteica por meio de testes CMC, SDS-PAGE.

4 Material e Métodos

Para nossos experimentos, utilizamos 0s seguintes materiais e as seguintes

técnicas a serem descritas nas se¢des seguintes:

4.1 Material biologico

Utilizamos os seguintes materiais biologicos a serem descritos:

4.1.1 Cupins

Os cupins da espécie V. heteropterus utilizados neste estudo, foram gentilmente

cedidos pela Prof® Dr2 Ana Maria Costa Leonardo da Universidade Estadual Paulista
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“Jalio Mesquita” (UNESP) Campus de Rio Claro. Coletamos dois diferentes tipos de

castas (soldados e operérios).

4.1.2 Linhagens para clonagem e expresséo

A linhagem de E. coli utilizadas nesse estudo foi a DH5a ( F— ®80lacZAM15
A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 A- thi-1
gyrA96 relA1)".

A linhagem de levedura utilizada foi a FGSC 9721 (MATa his3A200 ura3-52

leu2A1 lys2A202 trpl A63)*2%,

4.2 Meios de cultura

1. LB (Luria-Bertani): 10 % Triptona, 5 % Extrato de levedura e 5 % Cloreto de
sodio, pH 7,0; complementados com antibidticos para selecdo dos clones
transformantes (ampicilina — 100 ug/mL) ou com IPTG (200 U/ uL) para
inducdo da expressdo da proteina. Para meio solido ¢é adicionado 10 % de agar

bacteriolégico.

c.“lacZAM15” permite uma selegdo azul/branco para células recombinantes; “recAl” reduz recombinagdo
homologa; “endA1” reduz a digestdo endonuclease de plasmideo para maior rendimento; hsdE17 gera mutagdo no
sistema de metilagdo e restricdo que permitem que a E. Coli reconhega 0 DNA como estrangeiro; “supE44” tRNA
supressor de glutamina; “thi-1” requer tiamina para crescimento em meio minimo; “gyrA96” DNA girase mutante
produz resisténcia ao acido nalidixico; “relA1” regula o acoplamento entre transcri¢io e tradugéo;

d. “his3”, “leu2”, “lys2” e “trpl” sdo marcas autotroficas. E derivada da linhagem S288C, cuja qual ndo contem
mutacdes nessas regides . O “MAT” reprime ou ativa transcrigdo de gene especiﬁcozos.
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2. YPD (Levedura Peptonada Dextroxe): com 10 % Extrato de Levedura, 20%
Glicose, 20 % Peptona, pH 6,5. Para meio solido, adicionou-se 20 % &gar
bacterioldgico.

3. scTrip : 7 % YNB — Nitrogénio Levedura Base; 2% Glicose; 550 uM Lisina;
760 uM Leucina; 322 puM Histidina; 5,3 mM Uracila; 2,46 mM Uridina. Para
meio solido, acrescentou 20 % &gar bacteriologico.

4. scLeu : 7 % YNB — Nitrogénio Levedura Base ; 2% Glicose; 550 uM Lisina;
2,46 mM Uridina; 322 pM Histidina; 486 uM Triptofano; 2,46 mM Uracila.
Para meio solido, acrescentou 20 % &gar bacteriologico.

5. CMC agar: 1% CMC (Carboximetilcelulose), 2 % agar.

4.3 Solugdes

Ampicilina (10 mg/mL — estoque): 3 mM ampicilina;
Bis-acrilamida 30 %: 422 mM acrilamida; 5,2 mM N’N-metilenobisacrilamida

Coomassie coloidal: 600 mM Acido Acético; 0,5 M Metanol; 242 uM Comassie blue
R-250
Loading dye (6x): 700 mM glicerol; 373 uM Azul de bromofenol; 464 uM xileno-
cianol
MOPS (10X - Solucéo estoque): 0,2 M MOPS; 20 mM Acetato de sodio, 10 mM
EDTA
Solucéo | para minipreparacao plasmidial : 10 mM EDTA pH 8,0; 25 mM Tris-HCI
pH 8,0

Solucéo Il para minipreparacao plasmidial: 0,2 M NaOH; 3,47 mM SDS
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Solucé@o Il para minipreparacdo plasmidial: 3M Acetato de Potéssio; 115 mM
Acido acético glacial

Solucdo de Descorante de Coomassie: 100 mM de Acido Acético; 0,3 M Etanol
absoluto

TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA 1X): 40 mM Tris acetato; 1 mM EDTA pH 8,0

TE 10X (solucéo estoque): 10 mM EDTA; 100 mM Tris

Tampéo de Extracdo de DNA: 25 mM EDTA pH 8,0; 200 mM Tris-HCL pH 8,0; 5
mM SDS; 250 mM NaCl pH 8,0

Tampéo de Extragdo Proteica: 50 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl; 100 mM Glicerol;
0,1 % SDS; 15 mM EGTA pH 7,5; 10 mM triton x-100

Tampéo de Laemilli: 89,5 mM Azul de bromofenol; 490 mM glicerol; 4,2 mM SDS;
600 mM Tris-HCI pH 6,8; 6 mM Ditriotreitol (DTT)

Tampéo Tris-Glicina 1X: 25 mM tris-base; 192 mM Glicina; 1 mM SDS

4.4 Plasmideos

pGemT-Easy (Promega®): Plasmideo comercial utilizado para clonagem de produtos
de PCR. Promotores T7 e SP6 e M13 flaqueiam regido de Clonagem Multipla. Possui
regido codificante lacZ, permitindo selecdo por coloracdo diferencial; e resisténcia a
ampicilina pela presenca da marca de selecdo Amp".

pYADE4: Plasmideo contendo o promotor alcool desidrogenase 2 (ADH2), marca de

selecdo Amp' (resisténcia a ampicilina) para bactérias e auxotrofia Trp1- (Triptofano).
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Para a amplificacdo do fragmento da Celulase desejado; verificacdo de ligacao

em plasmideo de clonagem e de expressao foram utilizados os seguintes primers:

Tabela 4: Sequéncias de primers utilizados e sua finalidade

Primers Sequéncia Fungéo
R-actF 5> GTTGTCAAATGTAATCCATCC 3’ Amplifica regido de conservada de R-
actina (gene end6geno)
R-act R 5’ CTGACGTACTGTCGCCTGT 3’ Amplifica regido de conservada de B-
actina (gene end6geno)
VEgF 5° ATC TCT GGA TCC CAG GAG GAT ACT ATG ACG 3’ Amplificar -1,4-endoglucanase
VEgR 5” ACT TCT CTC GAG TGT TCT GTG AGT TTA ATA GCC 3’ Amplificar -1,4-endoglucanase
M13F 5" GTA AAA CGA CGG CCA GT 3° Flanqueia regides adjacentes MCS do
pGemT-Easy
M13R 5° GCG GAT AAC AAT TTC ACACAG G 3’ Flanqueia regides adjacentes MCS do
pGemT-Easy
ADH2F 5" AAA GGG GCA AAA CGT AGG GGC 3° Flanqueia regides externa ao MCS do
pY ADE4
pYADE4R 5° ACT CCT TCC TTT TCG GTT AG 3’ Flanqueia regides externa ao MCS do

pYADE4

4.6 Extracdo de RNA total

Para a extragdo do RNA total, os cupins foram, inicialmente, pulverizados na

presenca de nitrogénio liquido e em seguida, adicionado 2 mL Trizol® (Invitrogen) para

cada 50 cupins pulverizado. A extracdo ocorre segundo normas do fabricante.

A amostra homogeneizada foi posta em tubos de 1,5 mL e centrifugada por 12

minutos a 13.300 rpm a 4 ° C. Apos, a fase aquosa obtida foram transferida para novos

tubos e a estes acrescentam-se 200 uL de cloroférmio; passando por posterior agitagao.

Os tubos foram centrifugados por 17 minutos a 13.300 rpm, 4 ° C.

O sobrenadante, contendo o RNA total, foi recuperado e transferido para novos

tubos; acrescentando 200uL de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1 v/v) ou
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fenol-cloroférmio (1:1), sendo agitados e centrifugando por mais 17 minutos a 13.300
rpm, 4°C. Ao sobrenadante foram acrescido 500 pL. de isopropanol para a precipitacdo
do RNA. O tubo foi agitado e centrifugado por 12 minutos a 13.300 rpm, 4°C. O
sobrenadante foi descartado e, ao precipitado foram acrescentados 1 mL de etanol 75%,
sendo agitado e centrifugado por 6 minutos a 4°C em rotagdo de 8.000 rpm. O
precipitado foi ressuspendido em 20 pL dgua com dietilpirocarbonato (dgua com
DEPC) e estocadas em freezer a- 80° C.

O critério de integridade do RNA foi a visualizacdo intacta das bandas de RNA

ribossomal em gel desnaturante 1,2 %.

4.7 Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para a sintese do cDNA utilizamos o kit Super Script Il Reverse transcriptase
(Sigma®), seguindo instrucdes do fabricante. Resumidamente, a reacdo ocorre
utilizando 1ng a 5ng de RNA total e pela adi¢ao de 1uL de oligo (dt)12-18 Primer, 1 uL
de ANTP Mix 10 mM e agua para completar 12 pL. Esta reacgdo ¢, entdo aquecida a 65
°C por cinco minutos e em seguida resfriada em gelo rapidamente.

Em seguida, foram adicionados 4 pL de tampao 5X First-Strand, 2 pL de dtt 0,1
M e 1 puL de RNAse Out (40U/ pL). Incubou-se por dois minutos a 42 °C e adicionou 1
uL de Super Script II RT (200U). A reacdo foi incubada por 50 minutos a 42 °C e
inativada a 70 °C por cinco minutos.

Para a preparacdo da segunda fita, adicionou 1 pL de RNAse H (2U) e incubou a
37 °C por 20 minutos. As amostras foram armazenadas em freezer — 80 °C ou -20 °C

quando utilizadas em um curto espaco de tempo.
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4.8 Verificagéo da sintese de DNA complementar

A verificagdo da sintese de cDNA foi feita atraves da reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) para o gene da beta-actina (B-actina). Para esses experimentos

utilizamos a sequéncia descrita para 0 gene beta actina de Coptotermes gestroi. As
reacoes de PCR foram realizadas com: 1,5 pl. de tampao para PCR 10X; 0,5 uL de
dNTPs 10mM; 0,75 uL. de MgCl, 50 mM; 1 pL para cada um dos primers -actF e [3-
actF R a 10 pmol; 0,2 uL de Taq DNA polimerase SU/uL - Fermentas®; 0,5 uL de
cDNA; 9,85 uL de agua estéril. O programa é iniciado por 2 minutos a 94°C, seguido de
40 ciclos ( 94 °C por 15 segundos, 55 °C por 20 segundos e 72 °C por 2 minuto). Os
produtos da PCR s&o submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% para verificar a
amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 100 pares de base (pb) (tamanho

esperado do amplificado).

4.9 Construcdo dos primers para amplificacdo do fragmento que codifica a B-

1,4-endoglucanase

Para a amplificacdo do fragmento que codifica a celulase ([3-1,4-endoglucanase) foram
desenhados primers (VEgF e VEgR) com base na sequéncia para 3-1,4-endoglucanase
encontrada no transcriptoma® (Apéndice) de V. heteropterus e comparadas contra banco

de dados para confirmacao (veja secdo 4.5).

e. O transcriptoma visa o reconhecimento de diversos genes importantes para o entendimento da biologia deste cupim, todavia, para

fins iniciais, foram reconhecidos apenas celulases. Anélise deste transcriptoma encontra-se em andamento.
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Aos primers foram acrescidos regides para sitios enziméticos (sublinhados) onde
as enzimas BamHI e Xhol poderiam ser utilizadas nas regides forward e reverse,
respectivamente. Essa estratégia foi feita visando a posterior inser¢do do fragmento em
plasmideo de expressdo pYADE4.

O fragmento de amplificagcéo esperado para esta combinacdo de primers deveria
ser de aproximadamente 1200 pbs. Neste caso, a construgdo de um transcriptoma foi
necessario haja visto que este cupim ndo possui qualquer descricdo molecular em

literatura.

4.10 Amplificagdo do cDNA que codifica a R-1,4-endoglucanase de V.

heteropterus

O fragmento que codifica a R-1,4-endoglucanase de V. heteropterus foi
amplificado utilizando a taqg Phusion DNA polymerase hot start, uma enzima que se
caracteriza por ter alta fidelidade, tal que sua taxa de erro € 50 vezes menor que a da
Taq DNA polymerase. Além de possuir atividade polimerase 5°—3’, também possui
atividade exonuclease 3’—5’; garantindo que o amplicon ndo tenha bases mutadas ou
ausentes. Isso garante que a proteina a ser codificada a partir do amplicon seja 0 mais
proximo possivel da proteina expressa pelo organismo de origem.

Assim, para a reac¢do ¢ utilizado 2 pL. de cDNA (transcrito a partir de 1 pug de
RNA); 4,0 uL de 5X Phusion® HF buffer (Finnzymes Phusion®) ; 0,4 pL de dNTPs mix
10 mM; 1 pL do primer VEgF; 1 puL do primer VEgR; 0,2 pL de Phusion DNA
polymerase hot start (2u/uL) (Thermo Scientific — Finnzymes PCR®). Os fragmentos
sdo amplificados em Termocliclador automatico C1000 Touch™ Thermal Cycler -

BioRad®) e seguem o seguinte ciclo: 95°C por 4 minutos; 40 x (95 °C por 1 minuto; 55
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°C por 1 minuto; 72 °C por 1,5 minuto); 72 °C por 10 minutos. A verificagdo da
amplificagdo é feita por eletroforese em gel de agarose 0,7 % com de corrida tampéo

TAE 1X; 100 v por 30 minutos.

4.11 Clonagem do fragmento que codifica R-1,4-endoglucanase de V.

heteropterus em vetor pGemt-Easy

O fragmento amplificado foi clonado em vetor pGemT-Easy (Promega®),
seguindo as instrucdes do fabricante. Para tanto, inicialmente, o fragmento amplificado
foi tratado com adenina para clonagem em pGemT-Easy. Apds a ligacdo, a construcéo
foi inserida em células de E. coli DH5a eletrocompetente utilizando a técnica de
eletroporagdo (1,8 KVA). Os clones positivos foram selecionados em meio LB solido
contendo ampicilina (100 ug/uL), x-gal (20 uL/mL) e IPTG (200 mM). Isso porque 0
pGemT-Easy contem regido lacZ, que proporciona a selecdo pela coloragéo das colénias
(branco/azul). Apds o crescimento foram selecionadas 20 coldnias para PCR de colbnia.

A PCR foi feita da seguinte maneira: 2 uL. de tampao para PCR 10X, 0,4 pL de
dNTP 10 mM, 0,6 uL de MgCl, 50 mM; 0,4 uL de cada primer M13F e R; 0,1 uL taq
DNA polimerase (5U/ pL); 2 uL do inoculo aquecido. O ciclo foi: 95 °C por trés
minutos, 25x(94 °C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos e 72 °C por um minuto). A

amplificacdo foi visualizada em gel de agarose 1 % usando tampao de corrida TAE 1X.

Das colbnias positivas, foi extraido DNA plasmidial.

4.12 Minipreparacao de plasmideo pGemT-Easy+EG e pYADE4+EG
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As colbnias positivas foram inoculadas em meio LB liquido e crescidas durante
16 horas sob agitacdo constante a 37 °C e em seguida o0 DNA plasmidial foi extraido

204 3 cultura foi

utilizando o protocolo como realizado por Sambrook (2000)
centrifugada a 13.000 rpm por 2 minutos e ao precipitado foram adicionados 100 pL da
Solucéo | e agitado. Acrescentou-se, posteriormente 200 uL da Solugao II preparada no
momento do uso. A mistura agitada novamente, permanecendo em gelo por 10 minutos
e, posteriormente, acrescentou-se 150 puL da Solugdo III. Uma nova centrifugacdo a
13.000 rpm ocorre por 5 minutos.

Ao sobrenadante foi acrescido fenol-cloroférmio (1:1 v/v); centrifugando por 5
minutos & 12.000 rpm. O precipitado foi descartado e ao sobrenadante adicionou 1 mL
de etanol absoluto gelado para precipitacdo do DNA,; centrifugando a 12.000 rpm por

10 minutos, 4 °C. O precipitado foi lavado com etanol 70 % e centrifugado novamente.

O precipitado foi eluido em 30 uL de agua MilliQ.

4.13 Sequenciamento dos clone recombinantes

O sequenciamento  foi realizado pela empresa Macrogen Inc.

(http://www.macrogen.com/eng/)*®

pelo método de Sanger, através da utilizacdo do
servico Standard Sequencing; e pela empresa QGene (Sdo Carlos, SP) através do
equipamento MEGABace'™ 1000. As construcdes pEG e yEG foram enviadas para
ambas as empresas bem como os primers ADH2F, pYADE4R, VEgF, VEgR; M13F e

M13R.

4.14 Bioinformatica e analise dos dados


http://www.macrogen.com/eng/
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As sequéncias geradas foi comparada utilizando a ferramenta BLAST

(http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) contra banco de dados do GenBank

para a
verificacdo e alinhadas com a sequéncia encontrada no transcriptoma de Velocitermes
sp. Testes filogenéticos com base nesta sequéncia também foram realizados fazendo

uso do programa MEGA 5.05%

. Com base nas sequéncias (do transcriptoma e
plasmideos sequenciados), foram realizadas predicdo da estrutura terciaria desta
proteina utilizando programa Phyre2 (http://www.shg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.

cgi?id= index)?®.

4.15 Expressdo heterdloga da R-1,4-endoglucanase em levedura S. cerevisiae
FGSC 9721

Para a construcdo do vetor de expressdo, os plasmideo pGemT-Easy+EG, bem
como o vetor pYADE4 foram digeridos com as enzimas Xhol e BamHI fast digest
(Fermentas®) por 30 minutos. Os fragmentos correspondentes ao inserto (denominado
EG) e ao plasmideo pYADE4 digeridos foram purificados do gel de agarose 0,7 %
utilizando kit GeneJet Gel Extration Kit (Fermentas®) , seguindo as normas do
fabricante.

Posteriormente, a ligacdo entre 0 pYADE4 e o inserto EG foi realizada
utilizando T4 DNA ligase (200 U) e 10 X T4 DNA ligase buffer (Fermentas®). Essa
reacao foi deixada a 4 °C por cerca de 16 horas. A transformacao de ligacdo foi inserida
em bactérias DHS5o através de eletroporacdo; e a solucdo, plaqueada em meio LB
contendo ampicilina (100pL/mL). As placas foram incubas a 37 °C por cerca de 24

horas.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id
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Das colbnias, selecionou-se cerca de 15 colonias para a realizagdo de PCR de
colonia, seguindo protocolo: 2 pl de tampao para PCR 10X, 0,4 uL de ANTP 10 mM,
0,6 uL de MgCl; 50 mM; 0,4 uL. do primer ADH2F ¢ 0,4 uL do primer pYADE4R; 0,1
uL tag DNA polimerase (5U/ puL); 2 puL do inoculo aquecido. O ciclo foi: 95 °C por trés
minutos, 25x(94 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por 1,5 minutos).
A amplificacdo foi visualizada em gel de agarose 1 % usando tampao de corrida TAE
1X. Das colbnias positivas, foi extraido DNA plasmidial utilizando uma
Midipreparacgao (ver item 4.15.1).

A estratégia utilizada para a clonagem consistiu na tentativa de se clonar o
fragmento no vetor utilizando extremidades stick-end, uma vez que 0 pGEMT-Easy nédo
possui regides para tais enzimas; em detrimento do pYADE4. Portanto, tais regides

foram previamente desenhadas nos respectivos primers.

4.15.1 Midipreparacdo de plasmideos pGemT-Easy+EG e pYADE4+EG

As colbnias positivas foram inoculadas em meio LB liquido e crescidas durante
16 horas sob agitacdo constante a 37 °C e em seguida 0 DNA plasmidial foi extraido

204 3 cultura foi

utilizando o seguinte protocolo realizado pelo Sambrook (2000)
centrifugada & 4.000 rpm por 10 minutos e ao precipitado foram adicionados 200 pL da
Solugdo | e agitado. Acrescentou-se, posteriormente 400 puL. da Solugao II preparada no
momento do uso. A mistura, entdo, agitada novamente, permaneceu em temperatura
ambiente por 5 minutos e, posteriormente, acrescentou-se 300 uL da Solugdo III. Uma

nova centrifugacdo a 13.000 rpm ocorreu por 10 minutos, 4 °C. Ao sobrenadante,

foram adicionados fenol:cloroformio (1:1 v/v) e uma agitacdo vigorosa foi realizada.
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Essa solucgdo, entdo, foi centrifugada novamente. O precipitado foi descartado e ao
sobrenadante, adicionado 500 puL de isopropanol, sendo também centrifugado.

Apos isso, adicionou etanol 70% passando por nova centrifugacdo. Essa etapa
foi realizada até que todo o fenol fosse retirado. Uma ultima etapa foi feita utilizando

etanol 100%. Ao precipitado seco foram adicionados 100 puL de agua estéril.

4.15.2 Transformacdo em linhagem de levedura S. cerevisiae PGSC 9721

A linhagem PGSC 9721 de S. cerevisiae foi previamente inoculada em YPD e
incubada a 30 °C por 24 horas. Deste pré-inoculo, cerca de 500 puL foram inoculados em
50 mL de YPD e deixados sob agitacdo constante a 30 °C até a ODgy de
aproximadamente 0,6.

Essa cultura, entdo, foi centrifugada por 2 minutos a 1000 xg e ao precipitado foi
adicionado 20 mL de TE 1X, pH 7,5. As células foram decantadas por centrifugacéo e
ao precipitado, acrescentou 800 uL de solucdo TE1X/Acetato de Litio 1X. Incubou-se
por 1 hora a 30°C sob agitacdo moderada.

Posteriormente, aliquotas de 200 puL foram postas em tubos de 1,5 mL; de modo
que, em dois tubos foram acrescentados 10 pL da constru¢do pYADE-EG; em um tubo
somente o plasmideo pYADE4 e no outro somente havia a linhagem sc9721. Em cada
tubo foram adicionados, também, 20 puL de Esperma de Salmdo (10 mg/mL). Esses
tubos foram deixados sob agitacdo moderada por 30 minutos a 30 °C.

Apos decorrido tempo, foram adicionados 1,5 mL de solucdo Acetato de Litio
1X/ PEG 3350 40% em cada tubo, sendo misturados por inverséo e incubados a 42 °C

por 30 minutos em banho umido. Os tubos foram centrifugados por 1 minuto a 2500 xg
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e ao precipitado adicionado 1 mL de TE 1X. Outra centrifugacdo foi realizada e o
precipitado ressuspendido em 100 pL de TE 1X.

O eluido foi plaqueado em meio scTrip,, uma vez que o vetor pYADE4 possui
marca auxotréfica para triptofano; sendo portanto, um modo de selegcdo para aquisicdo
de coldnias positivas. As placas foram incubadas a 30 °C por 72 horas.

Como a linhagem utilizada possui marcas de auxotrofia para os aminoécidos
Leucina e Triptofano (além de Uracila e Histidina), colénias aleatérias foram
transferidas para placas contendo meio scLeu’, YPD e scTrip’, a fim de se fazer uma
melhor triagem de possiveis colbnias positivas. Dessa forma, colbnias positivas
deveriam crescer apenas se tivessem incorporado o plasmideo nas placas Trip~ (marca
constante no plasmideo construido) enquanto ndo deveriam crescer na auséncia de
Leucina (placas scLeu’). A partir desta pre-selecao, foram selecionadas linhagens para

0s testes a seguir.

4.16 Producéo de proteina recombinante

A extracdo da proteina das linhagens selecionadas se procedeu da seguinte
forma: um pré-inoculo em scTrp- foi deixado durante 18 horas a 30 °C sob agitacédo
constante. Em seguida, este foi centrifugado e ao precipitado de células foram
adicionados tampdo de extracdo proteica juntamente com Complete Mini e pmSF
(inibidores de proteases). A solucdo foi adicionada pérolas de vidro e postas em
agitacdo por cerca de 15 minutos. Apds, a solucdo aquosa foi transferida para novo tubo
e centrifugada por 30 minutos. O extrato proteico (sobrenadante) foi armazenado em

freezer -80 °C.
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O extrato proteico da linhagem selecionada foi corrido em gel de poliacrilamida 12%,

pelo método de SDS-PAGE, a 150 V por cerca de 1,5 horas; e corados com Coomassie blue.

4,17 Teste de atividade em meio CMC

Para os testes de CMC, o mesmo protocolo de extragcdo proteica (veja secao
4.16) foi usado para as linhagens selecionadas, de modo que cerca de 20 pL foram
utilizados para o teste e as placas foram deixar por cerca de 24 a 26 horas a 30 °C. Apds
este periodo, o meio foi corado com vermelho de Congo 28,7 mM por 30 minutos e
lavado com NaCl 1M. A aparic¢do de um halo indica a presenca de celulase. Isso porque
0 corante se agrega as moléculas do meio de cultura. Caso a proteina metabolize o
CMC, a agregacao fica dificultada e assim, hd a formacdo do halo. O extrato proteico

que possibilitou um halo maior, entéo foi escolhido para os experimentos seguintes.

4.18 Teste comparativo e nivel proteico

O teste comparativo consistiu em tracar curvas de crescimento e viabilidade,
bem como consumo de glicose entre a linhagem que apresentou melhor expressao em
meio CMC e SDS-PAGE com a linhagem selvagem PE-2 e linhagem controle.

Nesse tocante, foram feitos pré-inoculos de ambas as cepas, deixado por 18
horas a 30 °C sobre agitacdo. Em seguida, este pré-inoculo foi colocado em meio YPD
contendo 4 % de glicose, com uma ODggo de aproximadamente 1,0. Aliquotas foram
retiradas a cada 2 horas. Destas, foram feitos testes de viabilidade e crescimento, bem
como consumo de glicose utilizando o kit Glicose (Glicose Teste Enzimatico

LarborLab®).
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4.19 Extracéo de DNA plasmidial de levedura para verificacdo da positividade
da transformacéo

A cepa selecionada foi inoculada em scTrp™ e incubada a 30 °C por 16 horas em
agitacdo constante. Posteriormente, foi centrifugada por 5 minutos a 4.000 rpm e o
precipitado ressuspendido em 500 pL de tampao de extragdo de DNA. Acrescentou-se
perolas de vidro a fim de que a parede celular fosse quebrada durante a agitagéo por 10
minutos. A solucdo aquosa foi posta em tubo de 1,5 mL e acrescentou-se 400 pL de
solucgéo de fenol:cloroformio (1:1 v/v), sendo novamente agitado por 10 minutos.
Posteriormente, retirou-se a fase aquosa acima da linha de proteinas, e a esta foi
adicionada 300 uL de isopropanol. Essa etapa foi deixada em freezer -80 °C por 30
minutos e posteriormente centrifugada. Ao precipitado, foram acrescidos 300 pL de
etanol 70 % e novamente centrifugado. A elucdo foi feita em 80 puL de agua estéril. A
armazenagem foi feita em freezer — 20 °C.

Essa técnica normalmente é utilizada para a extracdo de DNA genémico; no
entanto, se existir também a presenca de DNA plasmidial, este também sera extraido
conjuntamente. Para verificar se o plasmideo ainda se encontrava presente na levedura
selecionada, o eluato da extracdo foi utilizado para transformacdo de bactérias
eletrocompetentes DH5a fazendo uso da mesma metodologia citada na secdo 4.11. A
presenca de transformantes; bem como sua verificacdo por meio da PCR do gene
heterdloga, evidencia a presenca da construcdo plasmidial. Para a verificacdo de que a
sequéncia ndo sofreu mutacBes, o plasmideo extraido dessas bactérias também foi

sequenciado, utilizando a metodologia da secdo 4.12 e 4.14.
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5 Resultados e Discussoes

A partir dos protocolos utilizados, obtivemos os seguintes resultado que seréo

discutidos a seguir:

5.1 Extracédo de RNA

Os cupins, sendo insetos eusociais se dividem em castas, onde os individuos se
apresentam morfologicamente distintos'®*. No presente estudo, trabalhamos com a casta
de operérios; onde foi isolado o RNA total cuja integridade foi verificada por meio de
gel Desnaturante. A visualizagdo das bandas de RNA ribossomais 28S e 18S
evidenciam uma extracdo de excelente qualidade (Figura 18). A concentragdo (ng/uL)
deste RNA foi feita por leitura em espectrofotdmetro Nanovue (GE Healthcare),
atingindo 2469,2 ng/uL e as contaminagdes foram comparadas através da razao entre a
leitura a 260 com a leitura a 280; cuja qual teve relacdo de 1,81 indicando uma boa

qualidade deste RNA (Razdo ideal -2).

Velocitermes
operar.

28S
18S

Figura 18: Integridade do RNA total extraido de Operarios de V. heteropterus sp.

Nota-se a presenca das bandas de RNA ribossomal (28S e 18S) integras evidenciando a boa
qualidade da extrac&o. Por se tratar de gel desnaturante e pela adigdo de brometo ser diretamente
na amostra e ndo durante a producédo do gel, 0 marcador de peso molecular ndo é visivel.
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5.2 Sintese de cDNA e Verificacdo da eficiéncia da transcri¢éo

Para a comprovacao da eficiéncia da transcricdo, foi realizada uma reacéo de
polimerase em cadeia (PCR) para a amplificacdo do gene enddgeno da RB-actina;
Conforme evidenciado na figura 19, obtivemos a simplificacdo de um fragmento de
aproximadamente 100 pb, como esperado; comprovando o sucesso da sintese do cDNA.
A utilizacéo deste gene enddgeno como controle da eficiéncia se deve ao fato deste ser
constitutivo e expresso em todas as células do organismo, sendo essencial; sendo

necessariamente detectavel apds a transcricdo reversa.

Padrio Vel.
1Kb op. Branco

300ph = ow &

Figura 19: Verificacdo da sintese do DNA complementar com o uso de primer [3-actina.

A amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 100 pb na amostra de cDNA de operarios
de V. heteropterus mostra a eficiéncia da sintese de cDNA. Como controle negativo de
amplificacdo foi utilizado um branco, no qual todos os reagentes, exceto cDNA, foram

adicionados a reagdo. Conforme esperado, ndo houve a amplificagdo de nenhum fragmento. O
padrdo de peso molecular utilizado foi de 1Kb.

5.3 Amplificacdo do fragmento que amplifica a celulase 3-1,4-endoglucanase

Como objetivo de amplificar o gene da 3-1,4-endoglucanase, o0 cODNA obtido foi

utilizado como molde em uma reacdo de PCR, conforme descrito na secdo 4.10. A
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amplificagdo gerou um fragmento de aproximadamente 1200 pb. (Figura 20);
condizente com o esperado segundo sequéncia encontrada no transcriptoma dessa

espécie (Apéndice).

Padrio EG

I Kb plus Veloc
-
— 1200 pb
2000 pb [
1000 pb -

Figura 20: Amplificacdo do cDNA de 3-1,4-endoglucanse de operarios de V. heteropterus.

A amplificagdo utilizando primers especificos VEgF e VEgR resultou em um fragmento de
aproximadamente 1200 pb; condizente com o esperado segundo o transcriptoma desta espécie.

5.4 Clonagem de R-1,4-endoglucanase de V. heteropterus no plasmideo
pGemT-Easy

O fragmento amplificado foi clonado em vetor pGemT-Easy segundo as normas
do fabricante. A construcdo, aqui denominada de pGemT-Easy+EG, (Figura 21) foi
inserida em E. Coli DH5a eletrocompetentes seguindo protocolo padrio, e plaqueadas
em meio LB com ampicilina. Coldnias supostamente positivas passaram por PCR de

colénia para confirmacdo e, posteriormente, foi realizada extracdo de DNA plasmidial.
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5.5 PCR de coldnia para verificacdo de clones positivos e Minipreparagao de
plasmideos
A PCR das colonias positivas, descrita na se¢do 4.11 permitiu uma confirmacéo
inicial de que realmente estas col6nias possuiam o pGemT-Easy+EG. Dentre as quatro
colonias, obtivemos uma colénia com amplificacdo de 1200 pb (Figura 22). A utilizagéo
dos primers M13 forward e reverse permitiu a confirmagéo da ligagdo do inserto (iEG)
ao vetor de clonagem (pGemT-Easy), ja que estes primers flanqueiam a regido do MCS.
Desta col6nia foi feito extrato plasmidial e seu posterior tratamento com RNAse
(Figura 23) visando a digestdo enzimética. O tratamento garante que apenas 0 DNA
plasmidial esteja integro; ndo havendo, portanto, RNA que pode vir atrapalhar a
posterior digestdo. O mesmo procedimento foi realizado para o vetor pYADE4 (Figura

24).

Padrio
1Kp Plus

1500 ph

1000 ph

ma—
——

Figura 22: PCR da col6nia positiva para inser¢do do plasmideo pEG.

Em apenas uma coldnia pudemos observar a amplificagcdo de um fragmento de 1200 pb
aproximados, condizente com o esperado para uma construgao correta. Esta colonia foi
utilizada para a propagacdo deste plasmideo par as etapas posteriores de clonagem. Gel de
agarose 1%.
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Padrido Miniprep
A Hind 1T pGemT+EG

4361 pb

2322 pb

2027 pb Al

Figura 23: Anélise da qualidade de extracdo plasmidial da col6nia positiva.

Para a analise da qualidade da extragdo, 3 uL do extraido foram verificados por eletroforese em
gel de agarose 1%. O resultado evidencia tanto a qualidade de extracdo quanto eficiéncia do
tratamento.

Padriio PYADE4
1 kb Plus ¢/ RNAse

a2t

. —
2000 bp -

1000 bp

Figura 24: Extracéo plasmidial do pYADE4.

A extragdo plasmidial foi realizada de modo que 3 puL da amostra tratada com RNAse passaram
por eletroforese em gel de agarose 1%.

5.6 Sequenciamento dos clones

O DNA plasmidial foi sequenciando tal que, destes, obtivemos trechos do

fragmento total. Para sequenciamento foram utilizados os primers M13 e primers
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especificos utilizados na clonagem (VEgF e VEQR). Esses trechos comparados;
mostram uma sequéncia consenso de 1170 pb; condizente com o esperado a partir do

transcriptoma desse cupim (Figura 25).

n t] W B 18 n L] L]
COALTICACTAG TGATTACTTCTCTCGAG TG TTCTG T6.AG TTTAATAGCCCAAAG TCATAAGGGCGOCOACAGC TG ATIOG AAGCC

B-1,4-endoglucanase (transcriptoma)

N 1170 bp

CAGGAGGATACTIIACCCTCGTGATTTICTGAAATTCGGCTTTCCAATGGCETAC Vet _‘-EgR
ACAGCCACCGTCCTGGCTTGGGCGCTCATCCACTT TCAAGCGGCCTACACTGCAGC 1 661 955 1170
AGGAGCTCTGGATGAAGGTCGCAAAGCTATTAAATGGGCCACAGACTACTTCCTCA S
AGGCGCACACGGCCACAAATGAACTG TACGGACAAGTGGGCCAGGGAGAAACGGAC
CACGOCTACTGGGGACGTCCAGAAGACATGACGGAGGCAAGACCTGCCTACAAGAT — ——
OGACACGTCGGCACCAGGGTCGGATCTGGCCEGCGAGACAGCCECCGCCCTCGCTG

CAGCTTCCATCGTCTTCCAGAGTGTCCACGCCACTTATTCCAACAACCTGCTCACAC 1
ACGCCAAGCAGCTTTTCAACTTCGCCAACAGTTATCAAGGCAAATACAGTGACTCAA
TCGCOSACGCCAAGAATTTCTACGCGTCCTCTGACTACAGGGATGAGCTAGTATGG
GCAGCTGCATGGATG TACAATGCAACCAAGGATAACACATACCTCAACACCGCTGA
ATCGCTATATAACCAATTCGGTCTCCAGAACATGAATGGTGGCTTTAACTGGGATA
ACAAATTGTCCGGTGTACAGGTTCTACTGGCCAGACTCACAAACAAGCAAGGATAC Regido Sequenciada
AAGGACGCGGTACAAGGATACGTGGATTACCTAATTAACAATCAGCAGAAGACACC : .
CAAGGGTCTTCTTTACATCGACACGTGGGGTACCCTGCGACATGCIGCAAACGCGG . Regiio Sequenciada
CCTTTATTATGCTTGAGGCTGCGAACCTGGGTTTGAATCCTGCTAGTTATCGOCAG L g
TTTGCCAAGAAGCAGATCGATTACGCATTGGGTCACGGTGGACGCAGCTACG TGTG [ Regito Sequenciada
TGGATTTGGCAATAACCCACCTACCCACTCACAGCATAGATCTAGTTCG TGCCCOGA " :
OGCGCCCGCCACATC TGACTGGAACACATACAACAGCCCGAATCOCAAACTACCACET . Regido Sequenciada
ACTCACCGGAGCTTTGGTGCGCCGTCCAGATCAGAACGACAACTACTCGGACATTC
GCAGCGATTATGTCCACAACGAAGTGGCCACAGATTACAACGCAGGCTTCCAATCA
GCTGTCGOCGCCCTCATCACTTTGGGCTATTAAACTCACAGAACA

Figura 25: Sequéncia Consenso da 3-1,4- endoglucanase de V. heteropterus encontrada a
partir do alinhamento de trechos sequenciados a partir da construcdo pEG.

A partir dos trechos sequenciados e baseado na sequéncia do transcriptoma deste cupim,
pudemos encontrar uma sequéncia consenso de aproximadamente 1170 pb. Ao alinhar os
trechos encontrados a partir dos sequenciamentos, verificamos que esta alinhamento forma um
contig de 1170 pb, condizente com o esperado; indicando que esta sequéncia foi integrada
completamente ao plasmideo pGemT Easy com sucesso. Os trechos mostrados em vermelho e
azul indicam as regiBes obtidas com base no sequenciamento.

A sequéncia consenso, obtida a partir do sequenciamento dos clones, foi
comparada com o banco de dados utilizando a ferramenta BLAST-N do NCBI e mostra
semelhancas com outros cupins (Figura 26); sendo que a comparacdo indica maior
similaridade com o mRNA para R-1,4-endoglucanase do cupim Nasutitermes
takasagoensis de GI:6253262 (Termitidae: Nasutitermes) com 85 % de alinhamento

idéntico (Figura 27 e 28).



82

ISelect: All None Selected:0
1t Alignments Download GenBank Graphics Distance tree of results

Max | Total | Query E

Description pronrey oo Lo | e Ident Accession
[~ Nasutitermes takasagoensis mRNA for endo-b-1,4-glucanase, complete cds 1290 1290 100% 0.0 85% AB0132722
[~ Nasutitermes walkeri mRNA for NWEG, complete cds 1265 1265 99% 0.0 84% AB013273.1
[~  Odontotermes formosanus OfEG3 mRNA for putative endo-beta-1,4-glucanase OfEG3, partial 1020 1020 100% 0.0 80% AB118802.1
[~ Macrotermes bamnevi endoglucanase mRNA_complete cds 1007 1007 98% 0.0 80% JQ292846.1
[~ Coptotermes acinaciformis cellulase mRNA_complete cds 1000 1000 99% 0.0 79% AF336120.1
[~ Odontotermes formosanus endo-beta-1,4-glucanase mRNA, complete cds 998 998 100% 00 79% GU3263301
[~ Coptotermes gestroi endo-beta-1.4-glucanase mRNA, complete cds 966 966 98% 0.0 79% KGC8910031
[~ Coptotermes formosanus endo-beta-1,4-glucanase (EG3b) mRNA, complete cds 964 964 99% 0.0 79% GUO174831
[~ Reticulitermes speratus RsEG mRNA for salivary cellulase, complete cds 902 902 96% 0.0 78% ABQO0a778.2
[~ Reticulitermes flavipes endogenous cellulase mRNA, complete cds 884 884 96% 00 78% AY5728622
[~ Reticulitermes speratus mRNA for Endoglucanase 2, complete cds 875 875 96% 0.0 77% ABD190951
[~ Coptotermes formosanus GfEG3 mRNA for endo-b-1,4-glucanase, complete cds 857 857 97% 0.0 77% AB0D58670.1
[~ Coptotermes formosanus CfEG4 mRNA for endo-b-1,4-glucanase, complete cds 848 848 97% 00 77% AB0D58671.1

Figura 26: Sequéncia consenso comparada contra bando de dados utilizando a ferramenta
BlastN.

A sequéncia consenso obtida através do sequenciamento juntamente com os dados do
transcriptoma mostrou uma maior similaridade com a espécie Nasutitermes takasagoensis;
seguido de Nasutitermes walkeri com similaridade de 85 e 84 %, respectivamente. A sequéncia
condiz com 0 mRNA de 3-1,4-endoglucanase (EC: 3.4.1.2).

Nasutitermes takasagoensis mRNA for endo-b-1.4-glucanase, complete cds
Sequence ID: dbjlAB013272 2] Length: 1685 Number of Matches: 1

Range 1: 312 to 1480 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1290 bits(1430) 0.0 954/1 173(85"/‘9) 5/1173(0%) Plus/Plus
Query 1 CAGGAGGATACTATGACACTGGIGATITIGIGARRATCGGCTITCCAATGGCGTACACAG €0
LR LU LLrlL 1 [REENENREN 11 1111
Sbjct 312 C GAGGATACTTTGACGCTIGGTGATITTGTIGAR CGTACACAG 371

CGTCCTGGC GCTGATCGACTTITCAARGCGGCC z - - AGCTC 120
11 Litiild LELLrd §REN
Sbjct 372 CCACCGTCCTG! CITTGAAGCGG

GGGCCARCAGACT

LLrrrend

CGCCTACTGTGGGC 240
I 155 B 2

|
ACCACGCCTTICTIGGGGAC 551

| 8 PR |
Sbijct 492 CCCARAATGAATTCTACGGACRAGTGG

11 1111 [BEN BEEBNNE
ARAGACATGACRATGGCRAAGACCTGCCTA

Sbict 552 611
Query 301 CTGACCGGCGA 360
Sbjct €12 ‘..GG."»I‘;:J':é([}S":f‘:G‘S([ZGF]AJ&A 670
Query 361 GTAGACGCCACTITATTCCRACTACCTGCGCGCCAACCCCARGCAT 1) 420
sbict 671 GICGACGGLACITATIC AALAAL AlGLLAGSEAGETT 730
Query 421 AATACTTACCCACCCARAS 480
Sbjct 731 .g.ZLCT-I-‘AT%ET":GC SGC.AP‘J— ‘,’;\_‘" 780
Query 481 TCTGACTACCAGGATGRACT

1 11 Il | T1EITetl
Sbjct 791 GCGGACTACAGGGATGRAATT.
1

=]

TCTACTGARACRACCRACGGT 540
111 |

TCTACAGGGCRACCRACGAC 35

Figura 27: Sequéncia consenso alinhada com a 3-1,4-endoglucanase de Nasutitermes
takasagoensis.

Apo6s o alinhamento, notamos que a maior similaridade com a espécie Nasutitermes
takasagoensis com 85 % de identidade com a B-1,4-endoglucanase deste cupim. Na imagem
apenas uma parte deste alinhamento é mostrado para fins de registro. O Query indica a
sequéncia de N. takasagoensis e 0 Subject, a sequéncia consenso.
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B-1,4-endoglucanase (transcriptoma)

I 1170 bp

Regiio Sequenciada
Regido Sequenciada

339 1448
312|354 773 805 942 972 1267 ?1480
Regido Sequenciada

l
\

Seq em N mes & |

GI:6253262 1685w . Regido Sequenciada
]

Regido Sequenciada
= I Regido Sequenciada
e . Regido da sequéncia de N. takasag
=

Figura 28: Esquema do alinhamento entre a sequéncia consenso de 3-1,4-endoglucanase
de V. heteropterus sp com sequéncia de Nasutitermes takasagoensis.

O esquema acima mostra o alinhamento entre as sequéncias de 3-1,4-endoglucanase
para os cupins V. heteropterus e Nasutitermes takasagoensis. No caso, o tamanho da
sequéncia de N. takasagoensis é de 1650 pb contra os 1170 pb encontrados para a
sequéncia de V. heteropterus. Na figura, as cores rosa, vermelha e azul indicam os
uniques resultantes independentes do sequenciamento. A regido em roxo indica trechos
encontrados apenas em N. takasagoensis e indicam regides divergentes do proprio
cupim.

A figura 29 mostra esta mesma sequéncia quando comparada com a sequéncia
encontrada no transcriptoma; de modo que seu alinhamento demostra 92% de
identidade. Isso pode ser devido ao baixo numero de sequéncias obtidas no
sequenciamento e que provavelmente as regides de disparidade sejam regides de baixa
qualidade e ndo a possiveis mutacdes, levando em consideracdo a utilizacdo da taq
Phusion (veja sec¢do 4.10). Um novo sequenciamento desta regido esta sendo feito com

0 objetivo de se identificar a rela identidade desta sequéncia.
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Score Expect Identities Gaps Strand

1674 bits(1856) 0.0 1079/1173(92%) 5/1173(0%) Plus/Plus

Query 1 CAGGAGGPTACTPTGACCCTGCTGRTTTTGTGAAATTCGGCTTTCCAATGGCGTACACAG 60
Shict 1 CAGCAGCATACTATCACACTOGTGATTTTGIGAAAATCGGCTTTCCAATGOCGTACACAE 60
Query 61 CCACCGTCCTGGCTTGGGGGCTGATvGPLTTTCAAGCCGCLTA;AVTCCAGCAGCAG’TC 120
Sbict €1  COACCLTOUTOGCTTOGGOGCTCATCCACTITCAAGCGOCCTACACAGCAGCAAGRGETE 120
Query 121 TGGATGAAGGTCGCARAGCTATTARATGGGCCACAGACTACTTCCTCRRAGGCGCACACGG 180
Sbict 121  TGGATGAACGICCCARAGCTATTARATGAGCCACAGACTACTICCICAAGGCGCACACGE 180
Query 181 CCACARATGAACTGTACGGACAAGTGGGCCAGGGAGAAACGGACCACGCCTACTGGGGAC 40
Sbict 191  TOACAGATGAACTOTAAGGACAAGTGGGCCACGGAGARACGGACCACGLCTACTOTGEGE 240

Query 241  GTCCAGAAGACATGACGGAGGCAAGACCTGCCTACAAGATCGACACGTCGGCACCAGGGT 300
L L0 6 o 0 ) B oo 0 o o 0 0 i
Sbjct 241  GTCCAGRAGACATGACGGAGGCARGACCTGCCTACTAGATCGACCCGTCGGCACCACTGT 300

Query 301 CGGATCTGGCCGGCGAGACAGC-CGCCGCCCTCGCTGCAGCTTCCATCGTGTTCCAGAGT 359
Sbict 301  CTGATCTCACCHGCEAGACAGAGCGCCGCCCTCACTECAGCTTCCATCETCTTCTAGAST 360
Query 360 GTCGACGCCPCTTATTCCA;CAACCTGCTCA"ACECGCC_AGCAG"TTTTvAAuTT"GVL 419
Sbjct 361 é%AéPéééé&é%%AT*&&AA&T;&C%&&GCGéCA}écél léé‘TlééGTé£&éﬂéégAC 420

Query 420 AACAGTTATCAAGGCAAATACAGTGACTCAATCGCCGACGCCAAGAATTTCTACGCGTCC 479
L0 T D el L 10 ) B T o L0 O G 0 O o
Sbjct 421 AATACTTACCCACCCAAAGACAATGACTCAGTGTCCGACGCCCAGAATTTCAACGCGTCA 480

CTGCATGGATGTACRATGCARACCAAGGAT 538
L L LT (IR
CTAAATAGCTCTACTGAACARACCAACGGT 540

Query 480 TCTGACTACAGGGATGAGCTAGTATGGGC.
0 o ) A0 J 0
Sbjct 481 TCTGACTACCAGGATGAACTCGTATGGGCC!

A

G
|

e

ole]

Figura 29: Sequéncia consenso obtida pelo sequenciamento do plasmideo pEG comparada
contra Sequéncia do transcriptoma de V. heteropterus.

Uma identidade de 92 % foi encontrada quando comparamos a sequéncia consenso obtida com
base no sequenciamento com a encontrada na analise do transcriptoma do cupim V.
heteropterus. A sequéncia condiz com 0 mRNA de 3-1,4-endoglucanase (EC: 3.4.1.2); como ja
previamente analisado. Na imagem apenas parte deste alinhamento € mostrado para fins de
registro. O Query indica a sequéncia retirada do transcriptoma e o Subject, a sequéncia
consenso. As regides de disparidade provavelmente representam regides de baixa qualidade
do sequenciamento.

Na comparacdo entre as sequéncias do V. heteropterus e N. takasagoensis
notamos que o alinhamento se inicia no par de base de nimero 312 na sequéncia do N.
takasagoensis e de nimero 1 na sequéncia do V. heteropterus; terminando no par de
base 1480 e 1172, respectivamente. Além disso, verifica-se um escore de 1260 (escore
méaximo 1430), comprovando que o nimero de pontos similares é superior ao namero
de gaps, gaps extension e diferencas. Nesse sentido, podemos afirmar que, em relacédo
ao fragmento do mRNA da enzima RB-1,4-endoglucanase, tanto o Nasutitermes

takasagoensis como do V. heteropterus séo possivelmente similares. Assim, acredita-se
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que tal fragmento codifica, provavelmente, aminoécidos semelhantes na maioria da
proteina, haja visto as poucas divergéncias no alinhamento.

Essa ligeira divergéncia no nimero de pares de base e, consequentemente, de
aminoacidos, pode, no entanto, afetar as caracteristicas enzimaticas, como temperatura e
pH ideais. Todavia, testes devem ser realizados para tal comprovacdo. Mesmo assim,
dado que a andlise comparativa mostra que a sequéncia consenso abrange quase toda a
extensdo da sequéncia do mMRNA de N. takasagoensis, pode-se dizer que,
possivelmente, ambas possuem 0 mesmo sitio catalitico; desempenhando o mesmo
papel.

Em literatura, a endoglucanase de N. takasagoensis é descrita como sendo uma
enzima estavel; com pH 6timo ser em torno de 6,0 e temperatura 6tima ser em torno de
65 °C° e de massa molecular aproximada de 37 KDa'®. Talvez, por a sequéncia de R-1,4-
endoglucanase de V. heteropterus ser possivelmente menor e com algumas
modificagdes na estrutura de aminoacidos, podemos esperar que as suas condicoes
ambientais sejam diferenciadas em comparacdo a [3-1,4-endoglucanase encontrada em
cupins N. takasagoensis.

Em adicdo, quando analisado o Valor de E notamos que este € de 0 em relacéo

ao Nasutitermes takasagoensis e, portanto, tal alinhamento ndo possui chances de ter

ocorrido ao acaso. A semelhanca de 85 % entre os dois fragmentos indica que sédo
conservados evolutivamente em relacdo a ambos os cupins. Isso também pode ser
comprovado quando analisamos a sequéncia de B-1,4-endoglucanse de V. heteropterus
com de 7 espécies de cupins ja descritos em literatura e que possuem identidade acima

de 75 %, como mostrado na figura 26 (Nasutitermes walkeri, Coptotermes formosanus,

Coptotermes acinaciformis, Sinocapritermes mushae, Reticulitermes speratus,

Odontotermes formosanus, e Reticulitermes flavipes) Na figura 30 verificamos, através




86

do alinhamento entres as sequéncias destas espécies de cupim juntamente com a
sequéncia encontrada no transcriptoma de V. heteropterus, que ha uma grande
ocorréncia de similaridade entre os nucleotideos. Essa alta similaridade prediz se tratar
de regides altamente conservadas para esta celulase, como mostrado na figura 31 pelas

regides destacadas em amarelo.

pecies/Abbry

. Coptotermes acinaciformis
- Coptotermes formosanus

. Nasutitermes walkeri

. Odontotermes formosanus

. Sinocapritermes mushae

. Nasutitermes takasagoensis
. Reticulitermes flavipes

- Periplaneta americana
. Reticulitermes speratus
0. Velocitermes sp

= [@ [@ [3 [a [ [+ [ [P [ o

Figura 30: Comparacao da sequéncia consenso identificada no sequenciamento e
transcriptoma com sequéncias das espécies de cupins Nasutitermes walkeri, Coptotermes
formosanus, Coptotermes acinaciformis, Sinocapritermes mushae, Reticulitermes
speratus, Odontotermes formosanus, e Reticulitermes flavipes)

O cluster mostra alinhamento entre os pares de bases; demostrando alta similaridade para a
maioria das bases, indicando uma grande conservacdo desta proteina. Acima apenas um trecho
deste alinhamento é mostrado. O programa utilizado, neste caso foi 0o MEGA 5.05.158
(http://www.megasoftware.net/) %

ACGCTG6GG6TGATTTT -6TGAAATTCGGCTTTCCATTIGGCGT

00 P 5 T P Y Y O IO O B B O Gf. .. [.|.[.|.] Cl.[.|T{Af.|.[.].].].

VI3, Nasutitermes walkeri 0 00 P 5 P S ORI I P Y Y IR P [ B B B P Al
(V14 Odontotermes formosanus | . | . . . C . ... LY 5 750 5 P A 5 P B B ¢ Y P P G
(15, Sinocapritermes mushae [ . | . | | (C L L L Al ]
VI8, Nasutitermes takasagoensi . | . | . | . C . (T ..o e AL
(V]7. Reticuitermes flavipes 0 (- R 55 5 S ) IO O P B O Gl |.[.[.|.[.].] Cl.l.|T{Af.|.[.].].].
V]38, Periplaneta americana L 2 P P R R O O I O O I I Al Gl [ (Tl -] |.]. Cl. . T A [
V]9, Reticultermes speratus 00 [ 50 [P 5 S P S O Y Y A P [ S clol (Al f . ].].
(V] 10. Velocitermes sp 0 (3 5 5 5 5 5 P Y I IO P P O O P O Y 5 P S I Y O LY

Figura 31: Alinhamento dos sitios conservados encontradas nas diferentes espécies de
cupins (Nasutitermes walkeri, Coptotermes formosanus, Coptotermes acinaciformis,
Sinocapritermes mushae, Reticulitermes speratus, Odontotermes formosanus, e
Reticulitermes flavipes e V. heteropterus sp).

A partir do alinhamento das sequéncias e, utilizando-se do recurso Conserved sites do programa
MEGA 5.05 obtivemos as regibes possuidoras de sitios conservados. Acima, parte destas
regides é mostrada em amarelo. Observa-se uma alta conservacédo dos sitios entre todas as

enzimas analisadas nas diferentes espécies; incluindo também a sequéncia do transcriptoma de

V. heteropterus sp.
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A andlise in silico indica, portanto, que entre as espécies ocorre grande
similaridade entre os nucleotideos; possuindo diversos sitios conservados entre si.
Assim, a B-1,4-endoglucanase € uma enzima presente nestes cupins, de modo a
configurar proteinas semelhantes; possivelmente com os mesmos dominios e estruturas

secundéria e terciaria e dominio de ligagao (veja se¢do 5.13).

5.7 Filogenética da 3-1,4-endoglucanase

Uma analise filogenética, através do método Neighbor-Joining (Max. Seqg.
Difference = 0,75) (Figura 32), cujo qual se baseia na distancia filogenética (Numero
relativo de similaridades e diferencas entre 0s grupos de sequéncias), comprova a
similaridade citada na secdo 5.6. No caso desta analise nota-se que o género V.
heteropterus possui, de fato, mais similaridade com o grupo Nasutitermes sp em
detrimento dos demais clados comparados; indicando que a identidade com a sequéncia

deste no Blast-N esta correta.

Nasutitermes walkeri
—|: Nasutitermes takasagoensis
Velocitermes sp
Odontotermes formosanus
{ Sinocapritermes mushae

Coptotermes acinaciformis

Coptotermes formosanus
—|: Reticulitermes flavipes
Reticulitermes speratus

Periplaneta americana

Figura 32: Analise filogenética utilizando o Método Neighbor-Joining.

A utilizacdo do método permite, com base no nimero relativo de similaridades e diferencas,
determinar a distancia filogenética entre os clados alinhados para a celulase 3-1,4-
endoglucanase. Neste verificamos a proximidade do género V. heteropterus com a espécie
Nasutitermes takasagoensis. A anélise foi realizada utilizando-se o programa MEGA 5.05%®,
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Nota-se também que, apesar de se assemelhar, evolutivamente, mais com grupos
superiores de cupins; a espécie V. heteropterus também possui certa relagdo com um

grupo basal representados pelas espécies Reticulitermes speratus e Reticulitermes

flavipes; que também possuem suas celulases como alvos de estudos de interesse® 3114,

Isso é devido, provavelmente, as regiGes altamente conservadas presentes em todos 0s
cupins analisados. Além disso, o0 Método Neighbor-Joining utiliza distancias genéticas
como uma métrica de comparagdo, produzindo arvores nao enraizadas e ndo assumindo

taxa constante de evolucdo em linhagens (Relégio Molecular)®®®

e, portanto, nao
proporciona indicativo de quando a divergéncia ocorreu a partir do alinhamento das
sequéncias.

Uma Analise através do Método de Maxima Verossimilhanca (Figura 33),

contudo, demonstra que, apesar dessa relacdo existir, a analise probabilistica de cada

sitio indica que de fato as espécies R. flavipes e R. speratus sdo mais basais; sendo mais

proximas do Coptotermes formosanus do que do proprio V. heteropterus e mais

proxima da Periplaneta americana (Blattidae: Periplaneta); portanto, comprova o

processo evolutivo em relacdo a celulase; como ja citado por Davison e Blaxter
(2005)**.

Esse tipo de andlise € eficiente uma vez que utiliza todos os sitios, permitindo
uma grande acuracia dos tamanhos dos ramos, perfazendo um modelo evolutivo
especifico que garante o relégio molecular e, portanto, permite dizer o tempo de
divergéncia; ou seja, qual clado surgiu antes (basal) e qual é o mais recente

(superior)®®.

e. O Reldgio Molecular consiste basicamente em uma técnica que relaciona a evolugdo molecular com o tempo de divergéncia
entre 2 ou mais espécies com o nimero de diferencas moleculares medidas através da proteina ou DNA. Assim, 0 parentesco esta
diretamente relacionado ao tempo e, portanto, quanto mais préximo geneticamente, menor o tempo de separacdo entre as espécies.
Essa teoria afirma qugogs moléculas evoluem de forma constante e permite contar as desconexdes em sequencias moleculares entre

individuos existentes



89

Nasutitermes walkeri
E Nasutitermes takasagoensis
Velocitermes sp
Odontotermes formosanus
—i:smocapn‘tennes mushae

Coptotermes acinaciformis

Coptotermes formosanus
I: Reticulitermes flavipes
Reticulitermes speratus

Periplaneta americana

0.05

Figura 33: Andlise filogenética utilizando o Método de Méaxima Verossimilhanca.

A utilizacdo do método, baseado na taxa de transi¢do e transversdes encontradas nos sitios
(bases), é feito de modo probabilistico; tal que permite a verificacdo do processo evolutivo.
Notamos acima, portanto, que V. heteropterus é um grupo superior. A relacdo filogenética com
0 grupo basal representado pelas espécies Reticulitermes flavipes e Reticulitermes speratus
comprova-se através das distancias notadas na figura; mostrando ser estes Ultimos mais préoximo
da barata (Periplaneta americana) e da espécie de cupim Coptotermes formosanus do que dos
demais cupins derivados. A anélise foi realizada utilizando-se o programa MEGA 5.05%.

5.8 Construcdo do plasmideo recombinante  B-1,4-endoglucanase e
Expressao heteréloga da em levedura S. cerevisiae FGSC 9721

A expressdo heteréloga constituiu-se, inicialmente, da digestdo tanto do pGemT-
Easy+EG quanto do pYADE4 (Vetor de expressdo) fazendo uso das enzimas BamHI e
Xhol, que clivam regides presentes nos primers utilizados para amplificacdo do
fragmento e MCS do vetor de expressdo (nas posicdes 64 e 13; respectivamente), como
esquematizado na Figura 34. Essa clivagem permite que o iEG (inserto EG) seja
retirando do plasmideo de clonagem (Figura 35); bem como a linearizacdo do pYADE4
de modo que seja possivel a posterior ligacdo entre o IEG e 0 pYADE4 (Figura 36). O
IEG apresentou 1200 pb aproximadamente, condizendo com o esperado (tamanho da 13-
1,4-endoglucanase). J4 o0 pYADE4 linear apresentou um tamanho de aproximadamente
6000 pb, confirmando sua linearizacdo. A ligacdo é possivel devido a clivagem do tipo

stick-end; como mostrado na figura 35.
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Padrio pGemT+EG
1 Kb Plus digerido

3000ph e
1500pb =
1000 pb woa'

Figura 35: Digestdo do pGemT-Easy+EG usando BamHI e Xhol.

A partir do gel de agarose 0,7 % é possivel verificar a digestdo completa do pEG de modo a
mostrar que o iEG foi totalmente digerido e que este apresenta aproximados 1200 pb;
condizente com a liberacdo do fragmento contendo o gene da 3-1,-4endoglucanase conforme o
esperado.

pYADE4 iEG Padriio
dig.purif. dig.purif. A Hind III

|
|

A

m—— 4361 pb
1200 pb u o oo
N 2322 pb

Figura 36: Purificacdo do pYADE4 e do inserto (iEG) apés a digestao.

O fragmento ( iEG) digerido e o plasmideo pYADE4 digeridos foram purificados. A figura
mostra a qualidade da purificagdo e tamanho respectivos de cada um. No caso do iEG um
tamanho de 1200 pb e do pYADE4, um tamanho de um pouco mais de 6000 pb; condizente
com o esperado.
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A ligacdo entre o pYADE4 e o IEG, denominada aqui de pYADE4+EG, foi
inserida em bactérias E. coli eletrocompetentes. Das colénias, foram selecionadas cerca
de 10 para a realizagdo da PCR de colbnia seguindo protocolo padrdo. A partir dessa
PCR, obtivemos apenas uma colénia positiva (Figura 38). Desta foi extraido DNA
plasmidial (Figura 39) e realizado novamente PCR utilizando os primers especificos
(VEQF e VEQR) e primers ADH2F e pYADE4R (descritos na se¢do 4.5). Estes dltimos
flagueam regides externas ao MCS do pYADE4; i.e., presentes em regides internas do
plasmideo. No caso, 0 ADH2F flaqueia regido junto ao promotor ADH2 e o pYADE4R
engloba uma parte do plasmideo. Assim, a amplificacdo usando ADH2F e pYADE4R
foi positiva, proporcionando um fragmento de cerca de 2000 pb. Caso esta amplificacao
fosse negativa, ocorreria uma amplificacdo de aproximadamente 800 pb. Para os

primers especificos, o fragmento apresentou 1200 pb (Figura 40).

Padrdo
1 Kp Plus Cl C2 3 C4 CS Cé6 C7 C8 9 Cl0 Cll

1200 pb 1

2000 pp! /

1000 pb _ -——

. N
L RS

Figura 38: PCR de Colbnia para as col6nias selecionadas de bactérias para a verificacdo
da construcdo do plasmideo YEG (pYADE4+EG).

A PCR de col6nia foi realizada com diversas colénias. Como evidenciado, houve amplificagdo
do fragmento esperado de aproximadamente 1200 pb em apenas uma coldnia. Para tanto foram
usando primers especificos VEgF eVEQR. Gel agarose 1%.
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Padrio pYADE4+EG
A Hind III ¢/ RNAse s/RNAse

4000 bp
3000 bp

2000 bp
— g

Figura 39: Midiprepracéo plasmidial do yEG.

Apo6s a preparacdo do plasmideo, obtivemos uma alta concentracdo e qualidade de DNA
plasmidial. Acima é mostrado a Midiprep (aplicagdo de 4 pL) tratada com RNAse. Gel de
agarose 0,7 %.

PYADEA+EG

Padriio ADH2E/
1 Kb Plus VEgF/R pYADE4R

2000 pb
3000 bp s 120090 1

2000 b
P K e
1000 bp -

Figura 40: PCR para a verificagdo da construgédo do plasmideo yEG.

A PCR utilizando os primers especificos VEgF e VegR mostra um fragmento de 1200 pb. Ja a
PCR usando primers ADH2F e pYADE4R mostra um fragmento de 2000 bp; como esperando.
A ndo insercdo do fragmento respectivo ao gene resultaria na amplificagdo de um fragmento de
800 pb; quando utilizado primers que hibridizem no vetor. Gel de agarose 0,7 %.

Linhagens de S. cerevisiae FGSC 9721 foram transformadas com a

midipreparacdo do pYADE4+EG de acordo com a sec¢do 4.15.2.
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Tal linhagem foi escolhida por possuir marca autotroéfica trpl, garantindo que as
somente colbnias que possuissem o pYADE4+EG cresceriam em meio minimo trip’, i.e,
meio minimo sem a presenca do triptofano. Isso porque o plasmideo de expressao
PYADE4 possui marcagdo trp” e, portanto, é capaz de sintetizar este aminoéacido;
garantindo a sobrevivéncia da levedura.

Dessa forma, levando em consideracéo tal fato, todas as col6nias que cresceram
em meio trip’; mas que ndo cresceram em meio leu” (por ndo haver nenhuma marcacao

para tal aminoacido), teoricamente, seriam positivas.

5.9 Expressao da proteina recombinante 3-1,4-endoglucanase

Através da técnica de SDS-PAGE verificou-se que a [3-1,4-endoglucanase possui
uma massa molecular de 43/44 kDa (Figura 41). Esse dado é corroborado com dados
em literatura, cujos quais predizem um tamanho entre 37 a 50 kDa para esta celulase em

alguns CUpinS Jé- descritole?,116,117132,136,143,144,153,155,181,182,184,191,192.

Padrio

~50kDa W -
NN

~40 kDa

Figura 41: Analise de expressao de p-1,4-endoglucanase em S. cerevisiae.

Através do gel verificamos a presenca de uma banda proxima a 40 kDa diferencialmente
expressa entre (1) a extragdo de leveduras transformadas com o plasmideo pYADE4+EG e (2)
controle negativo — levedura ndo transformada; segundo marcador Spectra Multicolor Broad
Range Protein Ladder (Thermo Scientific™). A presenca desta proteina na linhagem
transformante indica a expressdo desta proteina na linhagem de S. cerevisiae laboratorial
conforme o esperado. Este dado corrobora com B-1,4-endoglucanases descritas de outras
espécies de cupins. A extracdo proteica foi realizada ap6s 18h de incubagdo das linhagens em
meio sc trp- & 30 °C sob agitagdo constante.
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Em adicdo, com o objetivo de caracterizar e identificar a enzima B-1,4-
endoglucanase (EG) recombinante produzida na S. cerevisiae, foi realizado uma
eletroforese do extrato proteico intra e extracelular; sendo utilizado como controle a
propria linhagem ndo transformada. Neste teste comprovou-se que a proteina
encontrava-se internamente nas células de levedura como esperado; ndo sendo, portanto,

exportada para o meio (Figura 42).

Padrio lisado meio lisado meio

~50 kDa

~40 kDa

Figura 42: SDS-PAGE da linhagem recombinante e controle do lisado e do meio.

Este SDS-PAGE permitiu comprovar que a proteina esta de fato presente no ambiente
intracelular e, portanto, ndo é exportado para o meio. (1) transformantes; (2) ndo transformantes.

5.10 Teste de atividade em meio CMC

Cerca de oito colbnias transformantes foram pré-selecionadas e passaram por
teste em CMC a fim de confirmar a presenca da proteina. A expressdo desta proteina
neste meio resultaria em um halo de degradacdo conforme descrito na se¢éo 4.17. Para
tanto extratos proteicos foram extraidos seguindo protocolo da segdo 4.16. A partir

destes extratos foram postos no meio CMC pelo periodo de aproximadamente 26 horas.
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A presenga de um halo garantiu a eficiéncia do teste, mostrando que a proteina esta de
fato presente (Figura 43). No controle negativo, ou seja, 0 extrato proteico da levedura

ndo-transformada ndo apresentou halo (dado ndo mostrado).

Controle (endoGlu3)

Figura 43: Teste CMC com linhagens transformantes selecionadas.

O teste em CMC permitiu a verificacdo da expressao proteica da 3-1,4-endoglucanase nas
linhagens selecionadas. A presenca do halo (branco) indica a presenca da celulase. Um controle
positivo (endoGlu3) foi utilizado. Este controle refere-se a endoglucanase 111 de Trichoderma
harzianum e foi cedido pelo grupo do Laboratério de Genética Molecular (UFSCar-S&o Carlos,
SP) supervisionado pelo Prof. Dr. Flavio Henrique Silva #°". O controle negativo (ndo
mostrado) ndo apresentou a presenca do halo.

f. Para mais informagdes sobre esta celulase utilizada como controle, consultar GENEROSO, W.C. et al. Recombinant expression

and characterization of an endoglucanase Ill (cell2a) from Trichoderma harzziftr}um (Hypocreaceae) in the yeast Pichia

pastoris. Brasil: Genetics and Molecular Research, 2012. Vol. 11, n. 2, p. 1544-1557
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5.11 Testes de crescimento e viabilidade celular e nivel proteico

Uma andlise comparada a linhagem selecionada com uma linhagem selvagem
utilizada na fermentacdo em Usinas (PE-2) foi realizada para averiguacdo de possiveis
diferencas entre si durante um teste fermentativo laboratorial. No caso, este teste
consistiu na verificagdo do crescimento, viabilidade e consumo de glicose entre as
linhagens. Esses fatores permitiram uma comparacéo de eficiéncia entre uma linhagem
ja comercialmente utilizada com a linhagem recombinante em teste.

A figura 44 mostram essas perspectivas em analise. Nestes verificamos que o
consumo de glicose, com um inicial de 4%, foi relativamente semelhante, de modo que
ambas as linhagens consumiram em aproximadamente oito horas toda a glicose presente
no meio. Ja em relacdo ao crescimento destas linhagens, nota-se que a PE-2 teve um
crescimento menor quando comparada com a linhagem recombinante; i.e, 0 numero de
células totais foi maior nesta do que naquela. Este dado é comprovado pela ODgo
medida em ambas as linhagens a cada 2 horas. Através desse fator, notamos que a PE-2
e a FGSC 9721 tiveram uma ODgy de aproximadamente 1 ap6s 10 horas,
permanecendo constante até as 24 horas; enquanto que no mesmo periodo citado, a

linhagem transformada atingiu patamares proximos a 2 nesta categoria.
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Figura 44: Comparacdo da analise Fermentativa da Linhagem Selvagem PE-2 com a
linhagem recombinante.

O grafico de viabilidade mostra que a linhagem PE-2 (azul) apresenta uma viabilidade 6tima,
com um inicial de aproximadamente 98% as 0 horas e, apds 24 horas, essa taxa decai para 93%;
de modo que o crescimento celular permanece crescente até as 10 horas e constante até as 24
horas ap6s a inoculacdo. O consumo de glicose se faz em 8 horas, sendo que nas primeiras 2
horas este ja tem reducdo de 50%; dado um inicial de 4% de glicose. J& no tocante a linhagem
transformada (verde), ha uma boa viabilidade, com um inicial de aproximadamente 97% as 0
horas e, ap0s 24 horas, essa taxa decai para 91%; de modo que o crescimento celular permanece
crescente até as 10 horas e constante até as 24 horas apds a inoculacdo. O consumo de glicose se
faz em 8 horas, sendo que nas primeiras 2 horas este ja tem reducéo de aproximadamente 50%;
dado um inicial de 4% de glicose. A linhagem controle (FGSC 9721- vermelho) mostrou
similaridades com a PE-2 nas trés categorias.

Em termos de viabilidade, verifica-se que ndo houve alteracdes significativas
entre as linhagem, permanecendo alta mesmo ap6s as 24 horas. Ao analisar os indices
de crescimento, verifica-se que, em comparacdo com a FGSC 9721 e PE-2, a linhagem
trnasformada obtive uma taxa mais alta ja a partir das cinco horas. O consumo de
glicose, todavia permanece igual para todas as linhagens.

Esses dados demonstram ndo ha diferencas significativas entre as linhagens, i.e,

a linhagem transformada contendo a celulase 3-1,4-endoglucanase ndo possui qualquer
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alteracdo que acarreta na reducdo de crescimento, viabilidade ou consumo de glicose.
Por isso podemos afirmar que os parametros permanecem muito semelhantes e que
provavelmente a adigdo desta proteina heter6loga ndo afeta o potencial fermentativo da
linhagem. Essas analises demostram que nossa linhagem é altamente promissora perante
0s dados.

Além disso, a linhagem (transformada) garante que a producdo proteica sO seja
ativada ap0s o total consumo de glicose. Isto s6 é possibilitado devido a utilizacdo de
um plasmideo de expressao que contem o promotor ADH2, cujo qual se trata de um
promotor constitutivo que € regulado pela presenca de glicose; i.e, ele sé é ativado
quando toda a glicose for convertida em etanol. Esse fator garante que a fermentacao
em momento algum seja interrompida até que toda a glicose presente seja consumida e
convertida em alcool e, portanto, a produgédo proteica sO passa a ser expressa apos 0
processo fermentativo. De mais a mais, a sobrevivéncia celular mostra que a quantidade
de etanol presente ndo afeta seu crescimento e indices de sobrevivéncia; acrescendo

mais um fator positivo para a linhagem em teste.

5.12 Sequenciamento do pYADE4+EG

O DNA plasmidial foi sequenciando tal que, destes, obtivemos trechos do
fragmento total. Para sequenciamento foram utilizados os primers ADH2F e pY ADE4R
e primers especificos. Esses trechos comparados (Figura 45); mostram uma sequéncia
consenso de 1763 pb; de modo que as 591 pb iniciais condizem com o promotor ADH2

a partir do primer ADH2F.
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fi-1.4-endoglucanase (transcriptoma)
o I 1170 b

el
ADH2F pYADE4R

Regido Sequenciada
Regido Sequenciada
l Regiiio Sequenciada
. Regido Sequenciada
. Regio faltante
. Regido do Plasmideo pYADE4 Sequenciada
. Regido Sequenciada

CTCT
GTCTAACTCTC

Regiio Sequenciada

AACAAGLAAGG ‘\TA(AAGGA(GEG-:T»\(MGGATA(GTGG ’\TTA((TAATTMU\AT(AG(AGMGA(
ACCCAAGGGTCTTCTTTACATCGACACGTGGGGTACCCTGLGACATGCTGCAAACGLGGCCTTTATTATG
CTTGAGGCTGCGAACCTGGGTTTGAATCCTGCTAGTTAT(GCCAGT TTGCCAAGAAGCAGATCGATTAC
GCATTGGGTG;\(GGIGGA(GGNC GTGTGTGuAT ATM((EAE(TAC(EAHU\(AG(AT

Sequéncia consenso da f-1,4-endoglucanase com promotor ADH2 sequeciado

Figura 45: Sequéncia Consenso da 3-1,4- endoglucanase de V. heteropterus encontrada a
partir do alinhamento de trechos sequenciados a partir da construcao yEG.

A partir dos trechos pudemos encontrar certa de 1763 pb; de modo que as 591 pb iniciais sdo
referentes ao promotor ADH2. Ao alinhar os trechos encontrados a partir dos sequenciamentos,
verificamos que este alinhamento confirma a ligacdo do fragmento de aproximadamente 1170

bp condizente com a 3-1,4-endoglucanase de V. heteropterus com o plasmideo de expressao
pYADE4. Os trechos mostrados em vermelho, rosa e azul indicam as regides obtidas com base

no sequenciamento. Regido preta ndo foi mostrada no sequenciamento. Regido verde indica
localizagdo do ADH2 no plasmideo pYADE4.

5.14 Predicao da estrutura terciaria

A predicdo do enovelamento ou topologia®* de uma proteina é atualmente um

dos maiores problemas da Bioinformatica Estrutural. O principal desafio é compreender
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como a informacdo codificada na sequéncia linear de aminoacidos ou estrutura priméria
se traduz na estrutura 3D ou estrutura terciaria de uma proteina; i.e, compreender sua
configuracdo final. Muitas vezes essa predicdo pode ser realizada através da utilizacdo
de técnicas como cristalografia (por difracdo de raio X ou ressondncia magnética
nuclear); todavia, tal técnica requer um alto custo e tempo®?. Nesse sentido, uma
analise in silico previa se torna interessante, apesar de limitada. Isto porque através
dessas metodologias pode-se obter uma predicdo de maneira mais rapida e correta das
formas de enovelamento.

Existem diversos tipos de metodologias que podem ser empregadas nessa
predicdo 3D in silico, de modo que sdo classificadas em dois grandes grupos:
Comparativa e baseado em conhecimento. Na modelagem comparativa, uma sequéncia
alvo é alinhada com uma sequéncia cuja estrutura terciaria ja é conhecida e armazenada
no PDB. Trata-se, pois, da predicdo de maior acuracia nos resultados finais; uma vez
que, faz uso da homologia para predizer estruturas similares ou idénticas**?". J4 a
modelagem baseada em conhecimento faz uso de “potencias estatisticos derivados da
analise de padrdes de enovelamento de proteinas com estruturas 3D conhecidas e
armazenadas” (BUJNICKI, 2006 apud DORN, 2008)%*%#'". E, assim, a sua estrutura
pode ser predita mesmo ndo havendo homologia na base de dados®®, i.e, torna-se
possivel a obtencdo de estruturas cujas formas de enovelamento ndo sdo ainda
conhecidas®*’.

Essa predicdo computacional, apesar de rapida, demanda grande complexidade e
compreensdo de estruturas, sejam elas primarias, secundarias ou terciarias.

Assim, a fim de se compreender melhor a funcdo da 3-1,4-endoglucanase, uma
predicdo baseada na sequéncia do transcriptoma obtida a partir do cupim V.

heteropterus foi realizada em comparacdo com outro cupim, o Nasutitermes
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takasagoensis; cujo qual apresentou maior similaridade entre os nucleotideos no
alinhamento entre estes.

Inicialmente, portanto, foi realizado um alinhamento entre as sequéncias de
aminoécidos para N. takasagoensis e V. heteropterus. (Figura 46). Neste alinhamento

notamos uma identidade de 84% e score de 731 (maximo 1887) com 448 amino&cidos.

Sequence ID: Icl|10003 Length: 448 Number of Matches: 2

Range 1: 1 to 448 Graphics WV Next Match
Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame

731 bits(1887) 0.0 Compositional matrix adjust. 377/448(84%) 417/448(93%) 0/448(0%) +2

Query 122 MRVFlcllsalalcqaaYDYKQVLRDSLLEFYEAQRSGRLPADQKV KDSALNdggdgg 301
M+VFLCLLSA ALCQAAYDYKQVL +SLLFYEAQRSG LP+DQKVIWRK+SALND+G QG
Sbjct 1 MRVFLCLLSAFALCQAAYDYRQVLSNSLLFYEARQRSGILPSDOKVIWRKNSALNDKGAQG €0

Query 302 qd1tggYFDAGDFVKFGFPMAYTATVLAWGLIDFEAGYSSAGALDDGRKAVKWATDYFIK 481
QDLIGuY+DEGDF\(FGEPMA!*ATV:A%GLIDF+L Y++AGALD+GRKA+KWATDYF+K
Sbjct 61 QDLTIGGYYDAGDFVKFGFPMAYTATVLAWGLIDFQARYTARGALDEGRKAIKWATDYFLK 120

AHT+ NE VGQ’SQG+ ‘HA+ACRPEDHT ARPAY( DTS thD_r EIAAALAAASIV
Sbjct 121 RHTATNELYGQVGQGETDHAYWGRPEDMTEARPAYKIDTSAPGSDLAGETARALABASIV 180

Query 662 FRNVDGTYSNNLLTHARQLFDFANNYRGKYSDSITDARNFYASADYRDELVWARAWLYRA 841
F++VD TYSNNLLTHA+QLF+FAN+Y+GKYSDSI DA+NFYAS+DYRDELVWARAW+Y A
Sbjct 181 FOSVDATYSNNLLTHRKQLFNFANSYQGKYSDSIADAKNFYASSDYRDELVWARAWMYNA 240

Query 842 TNDNTIYLNTAESLYDEFGLONWGGGLNWDSKVSGVQVLLAKLTNKQAYXKDTVQSYVNYLI 1021
T DNTIYLNTAESLY++FGLON GG NWD+K+SGVQVLLA+LINKQ YKD VQ YV+YLI
Sbjct 241 TKDNTYLNTRAESLYNQFGLONMNGGFNWDNKLSGVQVLLARLTNKQGYKDAVQGYVDYLI 300

Query 1022 NNQOKTPKGLLYIDMWGTLRHAZNAARFIMLEAAELGLSASSYRQFAQTQIDYALGDGGRS 1201
NNQOKTPKGLLYID WGTLRHAANAAF A2 LGL+ +5SYRQFA+ QIDYALGDGGRS
Sbjct 301 NNQOKTPKGLLYIDIWGTLRHAARNAAFIMLEAANLGLNPASYRQFAKKQIDYALGDGGRS 360

Query 1202 FVCGFGSNPPTRPHHRSSSCPPAPATCDWNIFNSPDPNYHVLSGALVGGPDONDNYVDDR 1381
+VCGFG+NPPT HRSSSCP APATCDWNT+NSP+PNYHVL+GALVGGPDONDNY D R
Sbjct 361 YVCGEGNNPPTHSQHRSSSCPDAPATCDWNTYNSPNPNYHVLTGALVGGPDONDNYSDIR 420

Query 1382 SDYVHNEVATDYNAGFQSALAALVALGY 1465
SDYVHNEVATDYNAGFQSA+. + LGY
Sbjct 421 SDYVHNEVATDYNAGFQSAVAALITLGY 448

Figura 46: Sequéncia consenso de aminoacidos alinhada com a R-1,4-endoglucanase de
Nasutitermes takasagoensis.

Na imagem notamos identidade de 84 % com a B-1,4- endoglucanase da espécie Nasutitermes
takasagoensis. O Query indica a sequéncia de N. takasagoensis e o Subject, a sequéncia
consenso. O alinhamento se faz pelo frame +2.

Em seguida, uma predicdo 3D utilizando o programa Phyre2?*®

, cujo qual faz
uso de uma modelagem comparada, foi realizada, de modo que as estruturas terciarias

de R-1,4-endoglucanse para ambos o0s cupins puderam ser comparadas (Figura 47).
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Através desse programa, também, pudemos obter a estrutura secundaria de cada uma

(Anexo I e ll).

Fonte: http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index*®

Figura 47: Predicdo da estrutura terciaria para 3-1,4-endoglucanase.

A predicéo foi baseada na sequéncia para B-1,4-endoglucanase do transcriptoma de V.
heteropterus (A) e sequéncia obtida em bando de dados para Nasutitermes takasagoensis (B).
Predicdo feita pelo programa Phyre2; coloragdo arco-iris N—C terminal. N = vermelho; C =

azul escuro.

Formada por a-hélices, cadeias 3 e regides desordenadas; a configuracdo 3D
tanto para N. takasagoensis quanto para a sequéncia de V. heteropterus refere-se a uma
enzima com dominio catalitico de celulase; sendo formada por regides polares e
hidrofobicas em uma proporcdo semelhante. O template d1Ks8a, com maior
similaridade entre ambas (mostrado pelo Phyre2), indica a presenca de oito atomos de
sulfeto; uma ponte dissulfeto e trés cisteinas (nas posi¢cdes 363, 380 e 387) (Figura 48) e
com residuos cataliticos em mesma regido (Anexo | e Il); além de apresentar uma

ligacdo sulfato.
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Adaptado de http://bioinformatics.org/firstglance/fgij/fg.htm?mol=http://www.shg.bio.ic.ac.uk/phyre2/
phyre2 _output/46694633b85d761a/d1ks8a_.1.pdb*® e
http://www.rcsb.org/pdb/explore/jmol.do?structureld=1KS8&opt=3%**

Figura 48: Macromolécula de 3-1,4-endoglucanse (template d1Ks8a).

(A) Conformacéo terciaria da B-1,4-endoglucanse confere a macromolécula a presenca
de trés cisteinas (sendo duas ligadas a ponte dissulfeto- em amarelo) e oito atomos de
sulfeto. Além disso, (B), sua configuracdo permite a presenca de regides polares e
hidrofobicas em proporgdes proximas, mostradas em rosa e cinza respectivamente.
Somente um lado da proteina é mostrado em B.(C) Ha também a presenca de uma
ligacdo sulfato representada pela seta vermelha. A seta amarela indica a ponte
dissulfeto.

Apesar da semelhanca, as celulases se diferem em relacdo a sua estrutura
secundaria e terciaria (Figura 49), de modo que, comparada com o template d1Ks8a, a
R-1,4-endoglucanase de V. heteropterus possui uma cobertura de 84 % contra os 97 %

para N. takasagoensis. Essa diferenca encontra-se relacionada principalmente ao
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numero de a-hélices presentes na estrutura, onde esta € maior em V. heteropterus
estando mais proxima de d1Ks8a; e regides desordenadas no final da molécula,
presentes em formacgédo diferenciada entre N. takasagoensis e V. heteropterus. Estes
fatores conferem uma estrutura terciaria com algumas divergéncias, vistas na figura 47
nas regides representadas por azul marinho e laranja, principalmente (fim e meio da

molécula, respetivamente).

Adaptado de http://www.rcsb.org/pdb/explore/jmol.do?structureld=1K S8&opt=3?2°

Figura 49: Diferengas entre estrutura secundaria e terciaria para -1,4-endoglucanase
para V. heteropterus, N. takasagoensis e estrutura 1Ks8.

(A)Template 1Ks8. (B) B-1,4-endoglucanase de V. heteropterus. (C) B-1,4-
endoglucanase de N. takasagoensis. As diferencas entre as trés estruturas se faz,
basicamente na composicdo de regides desordenadas (representadas pelas linhas

brancas) e a-hélices (aspirais rosas). Cadeias [ estdo representadas em amarelo. Essa
estrutura estd baseada na Estrutura de 3-1,4-endoglucanase de Nasutitermes
takasagoensis (1Ks8), pH 2,5 depositada no PDB. B e C ndo levam em consideram o
pH.
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Essas divergéncias, como ja citado, podem vir a influenciar o pH e temperatura
proteica, mas possivelmente, ndo afetam sua funcéo dado sua similaridade e confianca

de 100 %.

Consideracoes Finais

O etanol celuldsico, ao lado do biodiesel, € uma promissora fonte de
combustivel sustentdvel e eficiente capaz de atender a demanda universal por
combustiveis liquidos, tanto para veiculos automotores quanto para alimentar as
iminentes células de combustivel. Diversos métodos para obtencdo de etanol estdo em
experimentacdo e é imprescindivel que o Brasil mantenha sua lideranca natural neste
campo para que o valor tecnoldgico agregado dos biocombustiveis possa ser revertido
em nosso favor enquanto o produto avanca para se tornar uma commodities. Neste
caminho, a cana de agucar desponta com larga vantagem como a planta sobre a qual
devemos depositar nossos maiores esfor¢cos em curto prazo.

A bioenergia ¢ uma medida de extrema importancia para enfrentarmos os sérios
desafios ambientais relacionados com os efeitos das mudancas climaticas globais. Ainda
que esta ndo seja a Unica solucdo para este problema, certamente contribuird para
mitigar as emissfes de combustiveis fosseis.

A producdo de etanol celulésico com alta eficiéncia e sustentabilidade ndo sera
tarefa de poucos, mas resultard da integracdo entre diversos grupos de pesquisa
especializados em diferentes areas da fisiologia, ecologia, bioquimica, genética,

enzimologia, fisica e engenharia, entre outras.
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Esse desenvolvimento pode ser solucionado através do uso de celulases advindas
de cupins. Isso porque, analogicamente, a producédo de etanol pode ser comparada com
0 processo digestdrio de celulose em insetos.

O uso de transcriptomas, metabolomas e proteomas tem permitido um vasto
aumento no conhecimento dos componentes dos sistemas celulésicos de insetos, bem
como sua regulacdo. A expressao de celulases derivadas de insetos, como 0s cupins, em
células de cultura tem promovido sucessos na caracteristica especifica e atividades
dessas enzimas, bem como a identificagdo dos residuos-chave para a sua atividade?*.

Devido ao baixo nimero de celulases de insetos serem caracterizadas quando
comparadas com celulases de fungos e bactérias, algumas enzimas reportadas com
novas caracteristicas podem ser interessantes na producao de bioetanol.

Através da manipulacdo génica podemos aumentar os niveis de expressdo,

atividade e termoestabilidade dessas enzimas??*2%

,sendo, portanto, de enorme interesse
na producéo de etanol de segunda geracgéo através da biomassa de plantas, como a cana-
de-acucar.

Em adicdo, considerando a importancia dessas celulases para sobrevivéncia
desses insetos, estas podem vir a ser marcadores para o desenvolvimento de novas
tecnoldgicas que visem combater estes insetos quando pragas®?’ %,

E nesse sentido que o presente trabalho buscou a identificacdo, isolamento,
clonagem e expressdo de uma celulase (13-1,4-endoglucanase) do cupim da espécie V.
heteropterus.

Testes utilizando CMC e gel de SDS mostraram que esta enzima inserida em
levedura S. cerevisiae apresenta expressdo consideravel estando, portanto, ativa. 1sso

mostra indicativos iniciais para sua possivel eficiéncia. Outros experimentos, contudo,

se fazem ainda necessarios. Os préximos passos (j& em andamento) tem em vista a
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purificacdo desta enzima, bem como verificacdo de sua expressdo através de Western
blotting e atividade bioldgica e enzimética (pH e temperatura 6timos, por exemplo).
Experimentos visando a utilizacdo desta enzima em linhagens industriais também vém
sendo cogitados.

A semelhanca de 84 % entre a R-1,4-endoglucanase de Nasutitermes
takasagoensis tanto em sua composicdo de nucleotideos como aminoéacidos e predigdo
terciaria, indicam grandes chances de sua atividade enzimética ser préxima ou igual,
todavia temos que levar em consideracdo as alteracdes conformacionais na molécula
final que podem vir a alterar esta atividade.

Outras enzimas, como a 3-glucanase e a Exoglucanase também serdo alvos de
estudos futuros. Espera-se que, de posse das trés enzimas, haja a formagdo de um
complexo proteico inserido em S. cerevisiae, bem como anélises de sua expresséo
mediante testes fermentativos em condi¢bes totalmente industriais e possivel
comercializacdo desta nova linhagem.

O Brasil esta diante de mudanca no modo de producéo rara ou talvez inédita na
historia. Podemos desenvolver uma tecnologia de alto valor agregado e ao mesmo
tempo usa-la também para recuperar a biodiversidade, integrando sustentabilidade e
desenvolvimento tecnoldgico. Isso porque, com a implementacdo deste tipo de
processo, algumas estimativas estabelecem que a producéo de etanol no Brasil poderia
ser duplicada, sem a necessidade de aumentar as areas de cultivo da cana-de-agUcar.
Sob esta panoramica, faz-se evidente a importancia do desenvolvimento de processos de
producdo de etanol a partir do bagaco e palha de cana, que envolvam baixos custos e

altas produtividades.
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APENDICE

TRANSCRIPTOMA

Definicdo: O transcriptoma consiste no conjunto (completo ou parcial) de transcritos
de uma célula e suas quantidades, em uma condicdo fisioldgica ou estado especifico de
desenvolvimento. Dessa forma, incluem os RNAs codificantes (MRNAS) e os RNA

ndo-codificantes (tRNA, rRNA, RNA regulatério, RNA estrutural, dentre outros)®*.

As novas tecnologias de sequenciamento, denominadas de tecnologias de
sequenciamento de nova geracdo (Next Generation) veem sendo uma poderosa
alternativa para estudos ligados a genémica estrutural e funcional; com capacidade de
permitir um seqguenciamento representativo, com dados altamente informativos e
reprodutiveis tanto do genoma como do transcriptoma (onde ha uma grande precisdo na
quantificagdo dos transcritos) em um Gnico passo, reduzindo custos e tempo®*° .

Portanto, este &€ de grande interesse para compreender melhor todos os
mecanismos envolvidos nos processos de transcricao (alteracdo nos niveis de expressao)
ocorrentes nas células. Para tanto, 0 sequenciamento em alta escala, fazendo uso da
tecnologia de RNASeq, é imprescindivel; ja que, atraves desta pode-se obter um
transcriptoma de alta resolucdo; sendo mais eficaz que as tecnologias utilizadas em
Microarrays ou sequenciamentos de cDNAs convencionais, que demandam altos
custos, tempo e que normalmente sdo complexos; dificultando as analises
comparativas®*°.

A busca por potenciais genes biotecnoldgicos, a verificacdo dos niveis de

expressao diferencial entre castas e entre espécies, busca por mutacbes em regides
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conservadas, sdo de grande interesse para aumentar o conhecimento cientifico e ampliar
0 estuda da biologia de qualquer organismo. Assim sendo, a utilizacdo de espécies
semelhantes, pertencentes a um mesmo taxon, mas com habitos e ecologia diferenciados

é uma proposta valida para estudos afins.

Material e Métodos

O servico de sequenciamento dos RNAs foi realizado junto a ESALQ — USP, em
Piracicaba; através do Departamento de Zootecnia, sob responsabilidade do Prof. Dr.
Luiz Lehmann Coutinho (Professor Titular e Chefe do Departamento). Cerca de 4 pg de

cada amostra de cupins (Velocitermes sp, Heterotermes tenuis e Cornitermes cumulans

de castas soldado e operario) foram utilizados para sequenciamento dos RNAs totais e
construcdo das bibliotecas RNASeqs. No presente trabalho, somente analises de
Velocitermes sp foram realizadas, com enfoque em celulases.

No caso, a énfase se perfaz na RR-1,4-endoglucanase por ser a principal celulase
na degradacdo de materiais lignocelulose, cuja funcdo se relaciona a quebra inicial da
celulose em fragmentos de celobiose e polissacarideos menores. Trata-se, pois, da
celulase mais bem caracterizada e ja bem descrita em literatura, e alvo deste estudo.

Para tanto, segue abaixo uma explanacdo simplificada de como foi realizado a
construcdo da biblioteca de RNA Seqs, bem como a do transcriptoma em si e a busca

por esta celulase.

1. Construcao de Bibliotecas de RNASeq
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O RNA total é preparado através do uso do kit “TruSeq RNA Sample Prep kit
(Ilumina®), cujo qual permite uma preparacio rapida do RNA, reduzindo etapas de
purificacdo, pipetagens e transferéncia de amostra; além de facilitar a conversdo de
RNA a cDNA*!,

Para isso, comecando com o RNA total, o0 RNA mensageiro &, inicialmente,
purificado através da selecdo poli-A (que reduz passos de transferéncia, precipitagéo,
elucdo e fragmentacdo em uma Unica etapa) e, em seguida, é quimicamente fracionado
em fragmentos e convertido em fitas-simples de cDNA através do uso de random
hexamer priming. Esta estratégia permite uma cobertura mais uniforme em toda a
transcricdo, proporcionando ajustes definidos pelo usuario para comprimentos de
insercdo mais curtos ou mais longos (Figura 50A)%".

Posteriormente, faz-se necessario a obtencdo de fitas-duplas de cDNA que &,
entdo, utilizada para a construcdo das bibliotecas. Nessa etapa, cDNA fita-dupla com
final blunt (cego) sdo gerados usando uma combinacédo de reacdo de preenchimento e
atividade exonuclease; passando por reparacdo e fosforilacdo (Figura 50B). Ao final
deste cDNA fita-dupla blunt uma base A é acrescida em cada fita, preparando-0s para a
ligacdo dos adaptadores de sequenciamento (Figura 50C). Tais adaptadores sdo
especificos (P5, P7) possuidores de uma base T saliente no 3’-final que se liga a base
A adicionada ao fragmento de dupla fita de cDNA (Figura 50D e 50E). Essa
metodologia permite a fixacdo dos fragmentos ao suporte de sequenciamento por
hibridizacdo a um dos adaptadores fixados®*?. Essa etapa é denominada Preparagdo da
Biblioteca.

Dessa forma, ao passo seguinte, sdo realizados ciclos de desnaturacdo e
amplificacdo utilizando-se uma plataforma solida de vidro (PCR de fase sélida); onde

0s adaptadores sao fixados pela sua extremidade 5°, deixando a extremidade 3’ livre
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onde a reacdo se iniciara para a formagdo dos clusters, que nada mais sdo do que um
conjunto de muitas copias de cada fragmento amplificados?**#*%*, Estes clusters sdo
possiveis devido a alta densidade de adaptadores no suporte, cuja qual facilita a
hibridizagdo dos adaptadores livres dos fragmentos imobilizados a sua sequéncia
complementar fixa proximo ao clone inicial durante este processo de anelamento. Apds
este processo, 0 fragmento forma uma estrutura em “ponte”, onde ocorre a extensao,
formando a fita complementar, também em “ponte” e , posteriormente sua separagcao e
linearizagdo. Esses ciclos repetidos 35 vezes permite a formacdo de cerca de 1000

copias de cada fragmento. Essa etapa é denominada Geracdo de Clusters (Figura 51).
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Fonte: http://www.illumina.com/documents//products/datasheets/datasheet_truseq_sample_prep_kits.pdf?*

Figura 50: Ligac&o de adaptadores na Construcéo de sequéncia sem PCR.

A construcéo da biblioteca comega com 0 DNA gendmico ou com o cDNA dupla-fita
produzido a partir do RNA total (A). Fragmentos blunt-ends sdo criados (B) e uma base A é
adicionado ao final (C) para a ligagdo dos adaptadores (D). O produto final é gerado (E) e
esta pronto para a amplificagdo na Cluster Station.

A formacdo dos clusters de sequenciamento possibilita que o sinal de
fluorescéncia gerado com a incorporacdo dos nucleotideos aos fragmentos que estdo

sendo sequenciados tenha uma intensidade suficiente para garantir sua deteccdo pelo



sistema de lasers do equipamento.

produzidos por linha.
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Fonte: http://mwww.illumina.com/documents//products/datasheets/datasheet_truseq_sample_prep_Kkits.pd

Figura 51: Geragdo de Clusters.

Basicamente o processo de formag&o de clusters consiste na hibridizagdo da regido 5’ terminal

f231

do fragmento a plataforma solida onde estdo presente adaptadores complementares. 1sso permite

que a regido 3’ terminal fique livre para anelamento e extensao da fita, gracas a imobilizacao da
fita na plataforma pela formagdo da estrutura em “ponte”. Apds este processo, ocorre uma

desnaturacdo onde as fitas sdo separadas e linearizadas. Essa etapa de anelamento, extensao e
desnaturacdo ocorre por 35 ciclos, permitindo a formagéo dos clusters, que contem cerca de

1000 copias de cada fragmento.
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Uma vez comparadas, a flowcell é colocada no equipamento HiScanSQ, no qual,
através do TruSeq SBS kit V3, 200 cycles (HS), os nucleotideos marcados s&o
incorporados em cada uma das fitas dos clusters. A incorporagdo desses nucleotideos se
da de modo que, em seguida, ocorre uma etapa de lavagem para a remocao de reagentes
excedentes ¢ do 3’ terminal bloqueado, bem como o fluoréforo do nucleotideo
incorporado no ciclo anterior. Ap6s a incorporacdo, o equipamento faz a leitura da
superficie da flowcell através de imagens e reconhece o nucleotideo incorporado pelo
comprimento de onda que o mesmo emite quando excitado pelos lasers do sequenciador

230,232

(Figura 52). Essa etapa é denominada Sequenciamento No presente caso, esse

sequenciamento foi do tipo Paired End, de modo que os READS foram de 100 pb.



Fonte:
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http://www.illumina.com/documents//products/datasheets/datasheet_truseq_sample_prep_Kkits.pd

Figura 52: Sequenciamento.
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O processo de sequenciamento consiste, basicamente na leitura dos nucleotideos marcadas
incorporados. Esses nucleotideos marcados sdo inseridos a partir da regido 3 terminal dos
fragmentos dos clusters, de modo que a cada inser¢cdo uma etapa de lavagem ¢é realizada para a
retirada dos fluor6foros, reagentes excedentes € 3’ terminal bloqueado. A leitura ¢ feita em
todos os clusters ao mesmo tempo através da imagem e reconhecimento por comprimento de

onda gerado.
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2. Andlise do Sequenciamento e construcdo do transcriptoma

A Bioinformética e analise de dados foi realizada em colaboracdo com o
Laborat6rio de Gendmica e Expressdo (LGE) da UNICAMP, sob coordenacgédo do Prof.
Dr. Gongalo Amarante Guimarées Pereira, através da utilizacdo do programa Trinity?®

A

(http://trinityrnaseq.sourceforge.net). Este programa consiste em trés etapas

principais?*;

a. Tratamento de dados e montagem - INCHWORM: Nessa etapa, 0s READs
foram analisados pela quantidade e qualidade. READs com erros, de baixa
complexidade ou que aparecem apenas uma vez sdo excluidos.

b. Montagem - CHRYSALIS: Corre a construgédo dos contigs (alinhamento dos
READs). Nessa etapa sdo determinados os tamanhos e verificados a
possibilidade de splicing ocorrentes nos contigs. Os contigs sdo agrupados se
houver sobreposicédo perfeita.

c. Alinhamento — BUTTERFLY: Contigs semelhantes e agrupados sao
analisados e alinhados para a verificacdo de splicing alternativos, de modo a
fazer reconstrucbes plausiveis dos transcritos distintos para isoformas;

resolvendo ambiguidades e possiveis erros.

Posteriormente a essas analises, sdo realizadas buscas para a identificacdo de
proteinas através de programas como CAZY, rpsblast e blastx. A busca por possiveis
celulases foi efetuada usando o CAZYZ' (http://afmb.cnrs-mrs.fr/~cazy/). A partir
destes, os contigs foram selecionados mediante as familias GHFs e alinhadas contra
banco de dados utilizando o BlastX. O contig possuidor da ORF da proteina foi

selecionado com base na comparagdo com outras proteinas do banco de dados.


http://trinityrnaseq.sourceforge.net/
http://afmb.cnrs-mrs.fr/~cazy/
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A partir desta sequéncia (contig) os primers especificos foram desenhados, como

citado na se¢éo 4.9. (Figura 53)

TCCACGTGACTTTCT GATCAGAGTACATCGACTT GAGTGTCT CTCTCCAGTT GT GCAGCT GATCAGGT AA
CAGCAGCTTCTGTGTAATTACTT ATAAGTCGGCAGGACCGTCCTACCAAAACAACTT CACGGACAGCAA
CCAATACCAGCCAGCATGAAGGTCTTCCTTTGCCTTCTTTCT GCGTTCGCGCTTT GCCAAGCT GCTTACS
ACTACAAGCAAGTACT CAGCAATTCCCTACTGTTCTACGAGGCT CAGCGATCGGGAATTITGCCCTCTG
ATCAGAAAGTCACGTGGAGGAAGAATTCCGCCTTAAACGACA AAGGAGCCCAGGGCCAGGACCTAAC
AGGAGGATACTIRIACGCTGGTGATTTTGTGAA ATT CGGCTT TCCAAT GGOGTACACAGCCACCGTCCT
GGCTTGGGGGCTGAT CGACTTT CAAGCGGCCTACACT GCAGCAGGAGCTCTGGAT GAAGGTCGCAAA
GCTATTAAAT GGGCCACAGACTACT TCCT CAAGGCGCACACGGCCACAAATGAACTGTACGGACAAGT
GGGCCAGGGAGAAACGGACCACGOLT ACTGGGGACGTCCAGAAGACAT GACGGAGGCAAGACCTGE
CTACAAGAT CGACACGTCGGCACCAGGGTCGGATCT GGCCGGCGAGACAGCCGCCGCCCTCGCTGCAG
CTTCCATCGTGTTCCAGAGTGTCGACGCCACTTATT CCAACAA CCT GCT CACACACGCCAAGCAGCTTIT
CAACTTCGCCAACAGTTATCAAGGCAAATACAGTGACTCAATCGCCGACGCCAAGAATTT CTACGCGTC
CTCTGACTACAGGGATGAGCTAGT ATGGGCAGCTGCAT GGATGT ACAAT GCAACCAAGGATAACACAT
ACCTCAACACCGCTGAATCGCT AT ATAACCAATTCGGTCTCCAGAACATGAATGGTGGCTTTAACTGGG
ATAACAAATTGTCCGGTGTACAGGTTCTACTGGCCAGACTCACAAACAA GCAAGGAT ACAAGGACGOG
GTACAAGGATACGTGGATTACCTAATT AACAATCAGCAGAAGACACCCAAGGGTCTTCTTTACATCGAC
ACGTGGGGTACCCT GOGACATGCTGCAAACGCGGCCTTTATTATGCTTGAGGCT GOGAACCTGGGTTT
GAATCCTGCTAGTTATCGCCAGTTT GCCAAGAAGCAGATCGATT ACGCATT GGGT GACGGTGGACGCA
GCTACGTGTGTGGATTTGGCAATAACCCACCTACCCACTCACAGCAT AGAT CTAGTT CGT GCOCCGACG
CGCCGGCCACATGTGACT GGAACACATACAACAGCCCGAATCCAAACTACCACGT ACTCACCGGAGCTT
TGGTGGGCGGTCCAGATCAGAACGACAACT ACTCGGACATT CGCAGCGATT ATGTCCACAACGAAGTG
GCCACAGATTACAACGCAGGCTTCCAATCAGCTGTCGCCGCOCT CATCACTTTGGGCTATTAAACTCAC
AGAACATTCACTTTGTCCTT CTGCTGTGAGT GTTTACAGAATGTAACATTGTT CTGAGCAGTGAAATTAA
ATTCTTTGTTTGCTGTTAGGTCTGATTCATTTGTAAAATAATATTCATTACT TCAT ACAGGGCTGAAATAA
CAATGCATAATCTTAGAACGOGAAAT GGATGTT GAAATAAACTACAAT ATTACAACAAAGT ACACAGTA
AAACTAAGGGCATTATT CAGAAACGT GTTTCTTTCAAATTAAATATT CTATGAGAAAAAAATAAGAAT G
TTCOCCTGT AATATT GTAACAAAAAGGACT CT AAAATTTAT AGTGAGTCTCAGTGTTTAAGGAAAGTGA
TAACAGAGAGTGAAAAAACTGAAATGAACTGTCCAGT AAACATATTGGGAGT AAGA AATTATCAATTG
AAAAATTATCACTTAAAAT GAAGACT ACAAATAA GATT GGACAGAT CAAGTAAGCTACACACAATGAA
GGTGGATACCGTAGACAGTGGAAT GCAAGACACTGGCGAAATACAGAAAAGATGTAGAGACCACTAA
CCACACACAGAAACACTGGCACTGATTAACTTTTTCTCCAT GGGOGGAAACCAGGAAAAATTCTTAAAA
CACACTTAACTTTTTAAAAATGATTTTTAAAT CTTCTT GTACCACTATTT AACACACTTAACTAACACTTGG
AT

Figura 53: Sequéncia da 3-1,4-endoglucanase de V. heteropterus a partir de seu
transcriptoma.

A sequéncia utilizada a partir do transcriptoma de Velocitermes sp foi selecionada de modo que
a ORF estivesse completa para posterior desenho dos primers especificos. Dessa maneira,
selecionou-se a regido abrangente entre o ATG e stop cédon, de modo que a sequéncia estivesse
em frame.
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ANEXO |

Predicao da Estrutura secundaria de 3-1,4-endoglucanase de
Nasutitermes takasagoensis.

A predicdo da estrutura secundaria para a sequéncia de Aminoacidos de Nasutitermes
takasagoensis para a celulase -1,4-endoglucanase (Figura 54) mostrou similaridade com a
sequéncia denominada dlks8a do programa Phyre2; caracterizada pela presenca de um
dominio catalitico de celulase. Essa comparacdo mostra uma similaridade e confianca de 100%
e cobertura de 97 % (Figura 55). Basicamente essa celulase é formada por 49 % de a-hélices;

11 % de cadeias 3 e 3 % de regides desordenadas.
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Figura 54: Estrutura Secundaria de 3-1,4-endoglucanase de N. takasagoensis.

A estrutura secundaria de 3-1,4-endoglucanase de N. takasagoensis é formada bésica por 49 %
de a-hélice; 11 % de cadeias 3 e 3 % de regides desordenadas, representadas pelas aspirais
verde, setas azuis e ponto de interrogacdes, respectivamente. Regides em vermelho possuir

maior confiabilidade segundo o programa.
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Figura 55: Alinhamento da 3-1,4-endoglucanase de Nasutitermes takasagoensis com

template d1Ks8a.
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A maior similaridade foi resultante da comparacdo da 3-1,4-endoglucanase de N. takasagoensis
com o template d1Ks8a obtido através do programa Phyre2. Essa comparagdo mostra uma
confiancga e similaridade de 100 % e cobertura de 97% ; sendo 0 que mais se aproxima da

configuracdo secundaria da celulase em questdo. Na imagem as aspirais verdes indicam regides

em a-hélice e as setas azuis indicam as regides de cadeias 3. Os quadrados em vermelhos nos
residuos de aminoécidos D e E indicam residuos cataliticos. T = Ligacdo por Hidrogénio; S=
curva ; B = residuos em pontes 3 isolados ; G = 3 voltas de hélices; ? = regides desordenadas.

Query indica a sequéncia de N. takasagoensis e o template, a estrutura d1Ks8a.
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ANEXO 11

Predicao da Estrutura secundaria de 3-1,4-endoglucanase de
V. heteropterus.

A predicdo da estrutura secundaria para a sequéncia de Aminoacidos de V. heteropterus
para a celulase R-1,4-endoglucanase (Figura 56) mostrou similaridade com a sequéncia
denominada dlks8a do programa Phyre2; caracterizada pela presenca de um dominio catalitico
de celulase. Essa comparacdo mostra uma similaridade e confianca de 100 % e cobertura de
84% (Figura 57). Basicamente essa celulase é formada por 50 % de a-hélices; 4 % de cadeias 3

e 8 % de regibes desordenadas.
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Figura 56: Estrutura Secundaria de 3-1,4-endoglucanase de V. heteropterus.

A estrutura secundaria de 3-1,4-endoglucanase de V. heteropterus é formada bésica por 50 %
de a-hélice; 4 % de cadeias 3 e 8 % de regides desordenadas, representadas pelas aspirais
verde, setas azuis e ponto de interrogacdes, respectivamente. Regides em vermelho possuir

maior confiabilidade segundo o programa.
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Query Sequence AKQLF NFANSYQGKYSDS| ADAKNFYASSDYRDELVWAAAWMYNATKDNTYL NT AES LYN

Template Sequence ARQLF DFANNYRGKY SDS| T DARNFYASADYRDELVWAAAWLYRATNDNTYL NT AES LYD
AARAAARAAAS —AAARS GGGGGT S——T ARARARARAAAAAAA—AAAA AR ARA ARA
Template Predicted Secondary structure  RARARALAAN \\\\ AUAR lm\\ RARAAR \\.\ \\‘\

1. . 10 4 w0 ; a0 2 2

| Predicted Secondary structure | s — ARARAAAAA \*\\\\\\\\\“ \\\uu ———- ——

Query Sequence QF GLQNMNGGFNWDNKLSGVQVLLARLTNKQGYKDAVQGYVDYLI NNQQKTP KG LLY I DT

Template Sequence EFGLQNWGGGLNWDS KVSGYV QVLLAKLTNKQAYKDTVQSYVNYLI NNQQKTP KG LLY | DM

B e el AT T GG GS —S S —AAAARARRAARA—AARRAARARAARAARATS BT TS —B——S
Template Predicted Secondary structure &——————— SAULLRRRRRAR u\u\u\\u\uu ————-p

e - 20 i w z an 28 = . EY

a0 m ;0 , m . m

" AARARMMARARAAAAAAR —— ARAARAAAARAAAAR
Query Sequence WGTLRHAANAAFI MLEAANLGLNPASYRQFAKKQI DYALGDGGRSYVCGFGNNP PTH SQH

Template Sequence WGTLRHAANAAFI MLEAAELGLSASSYRQFAQTQI DYALGDGGRS FVCGF GS NP PTR PHH
Template Known Secondary structure TT\\\\\\\\\\\.\\\\\\T TSSAARRARARRARARRART TTSS—BTTSSS S—S—— S

Template Predicted Secondary structure - “\\\\\\\\\M\\\\* Wf‘L\i\.\\.\\\\\\\\\\*fw ———— —————————
.“,ﬂ..“m ..... e e R Sh i R ;“ i 2

—AA—AR
Query Sequence RSSSCPDAPATCDWNTYNSPNPNYHVLTGALVGGP DQNDNYSDI RSDYVH NE VA TDY NAG
Template Sequence RSSSCPPAPATCDWNTFNSPDPNYHVLSGALVGGP DQNDNYVDDRSDYVH NEVA TDY NAG

ARAA—TTS —SARARAT-S5—SS—TT—8B TTS TT7T-AMA—ARA AR
Template Predicted Secondary structure iy AMWA—AR—AR

ARVAAAUAR—
Query Sequence FQSAVAALI TLGY

Template Sequence F QS AL AALVALGY
ARRAARRRAATT—
Template Predicted Secondary structure \\\\\.\\\.\\ A—

a2

Figura 57: Alinhamento da 3-1,4-endoglucanase de V. heteropterus com template d1Ks8a.

A maior similaridade foi resultante da comparacédo da BR-1,4-endoglucanase de V. heteropterus
com o template d1Ks8a obtido atraveés do programa Phyre2. Essa comparagao mostra uma
confiancga e similaridade de 100 % e cobertura de 84%; sendo 0 que mais se aproxima da
configuracdo secundéria da celulase em questdo. Na imagem as aspirais verdes indicam regifes
em a-hélice e as setas azuis indicam as regides de cadeias 8. Os quadrados em vermelhos nos
residuos de amino&cidos D e E indicam residuos cataliticos. T = Ligacdo por Hidrogénio; S=
curva ; B = residuos em pontes 18 isolados ; G = 3 voltas de hélices; ? = regides desordenadas.
Query indica a sequéncia de V. heteropterus e o template, a estrutura d1Ks8a.




