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RESUMO

O bagaco da cana-de-acgucar € constituido por celulose, hemicelulose e lignina.
A celulose, quando hidrolisada, € transformada em celobiose que por sua vez
pode ser hidrolisada em duas moléculas de glicose. A enzima [3-glucosidase é
a proteina responsavel pela hidrolise de celobiose em glicose. Entretanto, o
bagaco €, na maioria das vezes, queimado para a producéo de energia elétrica
para ser utilizada no processo industrial ndo sendo utilizado para a producéo
de etanol. Por ter um crescimento mais rapido do que a levedura
Saccharomyces cerevisiae em condi¢cfes industriais de fermentagéo alcodlica
apresentando uma maior resisténcias a altas concentracdes de etanol, altas
temperaturas e baixo pH tém feito da Dekkera bruxellensis alvo de pesquisas e
melhoramentos genéticos. O presente trabalho teve como objetivo identificar e
analisar in silico o gene codificante da 3-glucosidase no genoma da levedura D.
bruxellensis através das ferramentas de bioinformatica. Os resultados
mostraram que a partir do alinhamento BLASTp, uma sequéncia curta da
levedura D. bruxellensis apresentou similaridade com sequiéncias codificantes
para a enzima [3-glucosidase de espécies da divisdo ascomiceto. A seqiéncia
da espécie Kluyveromyces marxianus obteve o maior percentual de
similaridade com a sequéncia de D. bruxellensis. Foram identificados no
alinhamento multiplo, através de conhecimento prévio da literatura, os residuos
do sitio ativo da enzima R-glucosidase presentes na sequéncia de D.

bruxellensis mostrando ser sitios bastante conservados.

Palavras-Chaves: Bagaco, Cana-de-Acucar, Celulose, Celobiose,

microrganismo e Analise in silico.
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ABSTRACT

Bagasse of cane sugar is composed of cellulose, hemicellulose and lignin.
Cellulose, when hydrolyzed, is transformed into cellobiose which can be
hydrolyzed to two glucose molecules. The enzyme R3-glucosidase is the protein
responsible for the hydrolysis of cellobiose to glucose. However, the bagasse is,
in most cases, burned to produce electricity to be used in the industrial process
and it is not used for ethanol production. Due to have a faster growth than
Saccharomyces cerevisiae yeast in industrial fermentation conditions and
presenting a greater resistance to high concentrations of ethanol, low pH and
high temperatures have made the Dekkera bruxellensis subject of research and
genetic manipulations. This study aimed to identify and analyze in silico gene
encoding R-glucosidase in the D. bruxellensis yeast genome through the
computational tools of bioinformatics. The results showed that in the blastp
alignment, a short sequence of D. bruxellensis yeast showed similarity with
sequences coding for the R-glucosidase enzyme in the ascomycete division
species. The Kluyveromyces marxianus sequence had the highest percentage
in similarity with D. bruxellensis sequence. The multiple alignment tool was able
to identify, using prior knowledge of the literature, the active site residues of the
3-glucosidase enzyme in the sequence of D. bruxellensis. Sites showed to be

very conserved.

Key Words: Cane sugar, bagasse, cellulose, cellobiose, microrganism and in

silico analysis.

Vii



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Esquema da hidrolise da celulose. Na primeira reacédo a celulose &
hidrolisada enzimaticamente em celobiose que é hidrolisado em glucose pela
beta-glicosidase. O polimero da celulose, a enzima possui especificidade pelas
ligacdes R3-1,4-glicosidicos podendo ser classificadas como exo-glucanase ou

celobiohidrolase ou endoglucanase dependendo do sitio ativo. 27

Figura 2. Estrutura da beta-glucosidase de Kluyveromyces marxianus.
Esquerda. Estrutura na forma de tetramero. Direita. Estrutura do monémero.
Em azul, dominio GH3 N-terminal. Em verde, dominio a/# — sanduiche. Em
amarelo, dominio PA14. Em laranja, dominio GH3 C-terminal. Yoshida et al,

2010. 27

Figura 3. Estrutura detalhada do sitio ativo da enzima beta-glucosidase da
bacteria Thermotoga neapolitana. Glicose estd mostrada com uma superficie

transparente no meio da figura (01). Pozzo et al, 2010. 28

Figura 4. Dominios N-terminal e C-terminal encontrados na seqiiéncia do contig
145 de Dekkera bruxellensis através do programa on-line Swiss-model

(http://swissmodel.expasy.orq). 41

Figura 5. Representacdo dos dominios de Beta-glucosidase. (a) Beta-
glucosidase de Thermotoga neapolitana, o retangulo representando o dominio

1 (residuos 1-306), o octdgono representando o dominio 2 (residuos 321-536)

viii



e 0 circulo representando o dominio 3 (residuos 600-721). (b) Contig 145
Dekkera bruxellensis, retangulo representa o dominio 1 (residuos 1-177) e o

octdégono representa o dominio 2 (residuos 252-279). 42

Figura 6. Visualizacdo do tetramero da enzima R-glucosidase de espécie Th.
neapolitana através do programa Cn3. A sequéncia da enzima [-glucosidase

da espécie A. marxianus encontra-se destacada em amarelo. 42

Figura 7. Visualizacdo do tetramero da enzima B-glucosidase de espécie Th.
neapolitana através do programa Cn3. Em amarelo, a seqiiéncia do contig 145

da espécie D. bruxellensis. 43

Figura 8. Visualizacdodo mondmero da enzima [-glucosidase de espécie K.
marxianus através do programa Cn3. Em amarelo, os residuos do sitio ativo

presentes na sequéncia da espécie D. bruxellensis. 43

Figura 9. Alinhamento multiplo das sequéncias de beta-glucosidase
evidenciando os residuos do sitio ativo visualizados no programa Bioedit

versao 7.0. 44

Figura 10. Alinhamento mudltiplo das sequéncias de beta-glucosidase
evidenciando os residuos D58 (Esq.) e E458 (Dir.) do sitio ativo encontrados na
bactéria Thermotoga neapolitana visualizados no programa Bioedit versao 7.0.

45



Figura 11. Arvore filogenética construida a partir das seqiiéncias do gene da
beta-glucosidase usando o agrupamento Neighbor-Joining do programa Mega

5. 46

Figura 12. Arvore filogenética construida a partir das seqiiéncias do gene da
beta-glucosidase das espécies da divisdo Ascomycetes e do grupo externo,
bactéria Thermotoga neapolitana, usando o agrupamento Maximo

Verossimilhanca do programa Phyml. a7

Figura 13. Topologias mais freqlientes encontradas a partir de sequéncias
protéicas de genes ortoldgos de Dekkera bruxellensis. (B) Topologia 1
apresentou uma frequéncia de 34%. (C) Topologia 2 apresentou uma
frequéncia de 27%. (D) Topologia apresentou uma freqiéncia de 26%. Woolfit

et al, 2007. 54

Figura 14. Esquema taxonémico do grupo dos ascomicetos. (A) Divisdo. (B)

Sub-divisédo. (C) Classe. (D) Familia. (E) Género. 56



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Identificacdo das sequéncias do gene Beta-glucosidase dos

microrganismos selecionados. 39

Tabela 2. Similaridades das sequéncias codificantes da enzima beta-

glucosidade dos microrganismos selecionados. 40

Tabela 3. Crescimento das linhagens do grupo Brettanomyces/Dekkera em meio

de cultura contendo variadas fontes de carbono. Galafassi et al, 2010. 49

Xi



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

. Clavatus - Aspergillus clavatus

. flavus - Aspergillus flavus

. fumigatus - Aspergillus fumigatus
. niger - Aspergillus niger

. oryzae - Aspergillus oryzae

o » » > > P

. tropicalis - Candida tropicalis

D. bruxellensis - Dekkera bruxellensis

K. marxianus - Kluyveromyces marxianus

N. fischeri - Neosartotya fischeri

P. angusta - Pichia angusta

S. cerevisiae - Saccharomyces cerevisiae

S. angusta - Scheffersomyces angusta

S. etchellsii - Schwanniomyces etchellsii

T. stipitatus - Talaromyces stipitatus

Th. neapolitana - Thermotoga neapolitana

V. albo-atrum — Verticillium albo-atrum

DBDM — Dekkera/Brettanomyces meio diferencial
DDBJ - Banco de dados do Japao

EBI — Instituto europeu de bioinformética

KEGG - Enciclopédia de genes e genoma Kyoto
NCBI — Centro de informagéao de biotecnologia
PDB — Banco de dados de proteina

UNICA — Unido da Industria de Cana-de-agtcar

Xii



SUMARIO

RESUMO.

ABSTRACT.

LISTA DE ILUSTRACOES.

LISTA DE TABELAS.

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS.

1. INTRODUCAO.

2. REVISAO DA LITERATURA.

Producgédo Alcodlica no Brasil.
Dekkera bruxelensis.
Bagaco, Celulose e Beta-glucosidase.

Técnicas de Bioinformatica.

3. OBJETIVOS.

3.1 Objetivo Geral.
3.2 Objetivos Especificos.

4. MATERIAL E METODO.

4.1 Selecao e Analise de Sequéncias.
4.2 Alinhamento Mdltiplo.
4.3 Residuos do Sitio Ativo.

4.4 Analise Filogenética

5. RESULTADOS

Vi

VI

VIl

Xl

Xl

15

17

17

20

23

28

33

33
33

34

34

34

35

35

37

Xiii



5.1 Selec¢éo das Sequéncias.
5.2 Alinhamento Multiplo.

5.3 Predicdo dos Sitios Ativos.

5.4 Andlise Filogenética.

6. DISCUSSAO.

7. CONCLUSOES.

8. REFERENCIAS.

9. ANEXO.

10. MEMORIAL.

37

38

41

45

48

57

58

69

71

Xiv



1. INTRODUCAO

O estado de Pernambuco € o segundo maior produtor de alcool da
regido Norte/Nordeste do pais. Entretanto, a tendéncia de crescimento do
preco mundial do petroleo, aliada a necessidade de reducdo de emissao de
poluentes na atmosfera e ao grande volume de vendas de automoveis
bicombustiveis, tende a impulsionar as demandas internas e externas por
alcool, sendo necessario, por isso, grande volume de investimento. A
producdo de etanol ocorre em larga escala através da fermentacdo da
sacarose extraido da graminea Saccharum officinarum, também conhecida
como cana-de-acUcar. Atualmente, o bagaco da cana-de-acucar € na maioria
das vezes queimado para a producéo de energia elétrica para ser utilizada no
processo industrial. O bagaco € constituido por celulose, hemicelulose e pela
lignina. A celulose, quando hidrolisada, é transformada em celobiose que, por
sua vez, pode ser hidrolisada em duas moléculas de glicose. A enzima beta-
glucosidase é a proteina responsavel pela hidrolise de celobiose em glicose.

A espécie Dekkera bruxellensis tem sido associada a episodios de
contaminagcdo nas industrias de vinho, cerveja e sucroalcooleira
comprometendo o rendimento de producdo. Diante desses acontecimentos,
varios trabalhos tém sido realizados a fim de identificar, entender e minimizar
os efeitos causados por essa levedura. Analises fisioldgicas de isolados
dessa espécie apontaram uma reduzida capacidade fermentativa em
comparacdo a levedura Saccharomyces cerevisiae, entretanto a dinamica
populacional de D. bruxellensis tem mostrado que essa levedura possui um

crescimento mais rapido do que S. cerevisiae em condi¢cfes industriais de
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fermentacdo alcodlica e uma vez iniciado tende a dominar todo o processo.
Resisténcias a teor alcodlico, altas temperaturas e pH baixo sao
caracteristicas que tém feito da D. bruxellensis alvo em pesquisas em
melhoramentos genéticos do grupo do Nucleo de Engelharia Metabdlica.

O presente trabalho teve como objetivo identificar e analisar in silico o
gene codificante da 3-glucosidase no genoma da levedura D. bruxellensis

através das ferramentas computacionais de bioinforméatica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Producao Alcodlica no Brasil

O setor sucroalcooleiro do Brasil € o mais competitivo do mundo
possuindo os maiores niveis de produtividade, rendimento e menores custos de
producdo (Vidal et al, 2006). O estado de Pernambuco é o segundo maior
produtor de alcool da regido Norte-Nordeste com uma producdo de mais de
372.000m3 na safra 2010/2011. Esse resultado equivale a 19% da producédo da
regido de um total de 1.990.178m3 de etanol. Entretanto, a producéo da regiao
Norte/Nordeste representou apenas 7% da producéo total do Brasil no mesmo
periodo (Sindacucar, 2011). Dados fornecidos pela Unido da Industria de Cana-
de-acUcar (Unica) da safra 2008/2009 mostraram um faturamento de 45 bilhdes
de reais com a producao de 560 milhdes de toneladas de cana-de-acucar em
450 usinas em todo pais. Nesse periodo foram produzidos cerca de 27,5
bilhdes de litros de alcool, distribuidos em mais de 18,2 bilhdes de litros de
alcool hidratado e 9,3 bilhdes de litros de alcool anidro (Unica, 2011).

A tendéncia de crescimento do preco mundial do petréleo, aliada a
necessidade de reducdo de emissao de poluentes na atmosfera e ao grande
volume de vendas de automOveis bicombustiveis tende a impulsionar as
demandas internas e externas por alcool, sendo necessario, por isso, grande
volume de investimento (Vidal et al, 2006). De acordo com dados da UNICA,
em 2012, 50% da frota circulante de automoOveis no Brasil serdo bi-
combustiveis, e esse percentual subira para 65% em 2015. Ainda segundo esta
fonte, em 2009 eram mais de 7 milhdes dos automoéveis bicombustiveis em

circulagdo no Brasil e o etanol ja4 havia substituido 50% do consumo da
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gasolina (Dal Poggetto, 2009). Atualmente a capacidade de producéo de etanol
s6 tem condi¢des de garantir o abastecimento de 45% da frota de veiculos flex,
a previsao de crescimento para a safra 2011/2012 sera de apenas 0,52% e
sem novos investimentos a capacidade de abastecimento podera atingir 37%
em 2020 (Alvarenga, 2011).

O interesse por essa fonte de energia se deve, dentre outros aspectos, ao
fato de que o alcool combustivel € um produto obtido de fonte renovavel. Desta
forma, contribui para reducdo do efeito estufa e ndo agride a camada de
ozobnio, sendo o seu diferencial na preservacdo ambiental (Unica, 2005).
Mesmo sendo considerado um biocombustivel por ter origem biolégica nao
féssil utilizando carbono da atmosfera para produzir energia, o balanca de CO,
nao € neutro pois € preciso levar em conta a energia necessaria para a
producdo dos adubos, transporte e irrigacdo. A utilizacdo do etanol aliado a uso
de combustivel biodiesel oferece grandes vantagens para o meio ambiente,
tendo em vista que a poluicdo € menor que a do Oleo diesel comum (Costa-
Neto et al, 2000; Araujo et al, 2002).

A producéo de etanol ocorre em larga escala através da fermentacéo da
sacarose extraido da graminea Saccharum officinarum, também conhecida
como cana-de-agucar. A fermentacdo ocorre nos meses de agosto a janeiro
apos o periodo de maturagdo, tempo necessario para a planta acumular agucar
(Cheavegatti-Gianotto et al, 2011). A quantidade acumulada de acucar
geralmente esta entre 12 e 17% do peso seco da planta sendo utilizado na
forma de caldo e/ou melaco (Wheals et al, 1999) por células de levedura
Saccharomyces cerevisiae. As leveduras utilizadas no processo podem ser de

panificacdo prensada, bem como linhagens isoladas do proprio processo
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industrial ao longo de toda a safra (Stroppa et al, 2000). Apds cada batelada de
fermentacdo, bem como durante o processo de fermentacdo continua, as
células de levedura sado separadas do meio fermentado por centrifugacdo e
reutilizadas no processo, apds serem tratadas com acido sulfurico para
reducdo da contaminacdo bacteriana. A alta concentracdo de acucar no meio
de fermentacdo, temperaturas de 33°C a 35°C e o ambiente anaerdbico
contribuem para a maior eficiéncia na producéo de etanol (Wheals et al, 1999).

No Brasil a fermentacdo alcodlica ocorre em condicdes sépticas, embora
em algumas induastrias, o caldo de cana pode passar por um tipo de
pasteurizacdo, tornando assim, inevitdvel a presenca de microrganismos
indesejaveis (Guerra & Angelis, 1998). O indculo de fermentacdo fica
vulneravel a contaminacdo microbiana, principalmente por bactérias e
leveduras selvagens, que acompanham a matéria-prima utilizada no processo
(Parazzi et al, 2002) ou que sdo provenientes de pontos na linha de producéo
(Ceccato-Antonini & Silva, 2000). A contaminacéo pode se instalar como foco
continuo resultando em reducbes significativas na eficiéncia industrial
(Ceccato-Antonini & Silva, 2000).

Leveduras S. cerevisiae dominam o processo de fermentacdo alcodlica e ja
existem até linhagens comerciais especificas para esta fermentacao
(Lallemand Inc., Canada; AEB Group, Brasil). Entretanto, episédios de
contaminacgdo ao longo da safra podem fazer com que espécies que nao sejam
a levedura selecionada para a conducgéo da producdo de alcool, substituam o
indculo inicial (Cabrini & Gallo, 1999; Granchi et al, 1999; Silva-Filho et al,
2005"). O primeiro trabalho o qual identificou espécies associadas & cana-de-

acucar e ao caldo pertenciam aos géneros Candida, Endomyces, Hansenula,
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Kloeckera, Pichia, Saccharomycoides, Schizosaccharomyces and Torulopsis e
somente mais tarde os géneros de Debaromyces, Rhodotorula e Cryptococcus
foram identificados (Azeredo et al, 1998). A levedura Dekkera bruxellensis,
normalmente documentada como a principal contaminante na producdo de
vinho (Cocolin et al, 2004), parece despontar como um importante
contaminante na fermentacdo de alcool combustivel (Guerra & Angelis, 1998;

Araujo et al, 2005; Basilio et al, 2005; Liberal et al, 2007).

Dekkera bruxellensis

Leveduras do género Brettanomyces, ou seu teleomorfo (estagio sexual)
Dekkera, foram descritos pela primeira vez por Claussen em 1904, na
producdo de cerveja (apud Rodrigues et al, 2001). Desde entdo, varias
publicacdes tém evidenciado o isolamento desse género nas producdes de
vinhos, cervejas e outras bebidas em paises como Italia, Franca, Australia,
Nova Zelandia e Estados Unidos (Rodrigues et al, 2001; Abbott et al, 2005)

Esses microorganismos sdo classificados como pertencendo ao reino
Fungi, divisdo Ascomycota (Saccaromycota), sub-divisdo Ascomycotina
(Saccharomycotina), classe Saccharomycetes, ordem Saccharomycetales,
familia Saccharomycetacea, género Dekkera (Barnett et al, 1990).

Muitas variedades de espécies de leveduras tém sido associadas a
estragos na industria de vinho. Destas, as espécies pertencente ao género
Dekkera representam ser o maior dos problemas (Comitini et al, 2004; Cocolin
et al, 2003). As leveduras de D. bruxellensis podem produzir compostos

volateis fendlicos, acidos acéticos e tetrahidropiridinas. Outros aspectos, como
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a fisiologia e a ecologia desse género, ainda permanecem incertos (Cocolin et
al, 2003; Rodrigues et al, 2001).

Dias et al (2002) tinham como objetivo isolar linhagens capazes de crescer
em meio de cultura DBDM (Dekkera/Brettanomyces differencial medium) e pela
habilidade de produzir 4-etilfenol em meio sintético contendo acido. Entretanto
espécies P. guilliermondii, C. cantarelli, C. wickerhamii, D. hansenii e K. lactis
apresentaram as mesmas caracteristicas que D. bruxellensis e D. anomola em
meio DBDM, apresentado apenas diferencas na taxa de producdo de 4-
etilfenol.

Varios métodos moleculares de deteccdo de leveduras contaminantes
tém sido desenvolvidos, valendo-se principalmente da facilidade de execucéo e
da rapidez e confiabilidade dos resultados. Reacfes de PCR utilizando os
primers especificos DB90OF/DB394R foram desenvolvidas para a identificacédo
de Brettanomyces/Dekkera bruxellensis e Brettanomyces/Dekkera anomalus
em diversas amostras (Cocolin et al, 2003). O trabalho de Basilio et al. (2008)

mostrou que a técnica de PCR fingerprinting com o primer (GTG)5 foi capaz de

diferenciar 29 padrées de bandas distintos para leveduras contaminantes.
Estes isolados n&o-Saccharomyces cerevisiae foram identificados pelo
sequénciamento dos dominios D1/D2 da regido 26S do rDNA. A levedura
contaminante identificada como sendo da espécie D. bruxellensis foi o padréo
de amplificacdo néo-S. cerevisiae mais frequentemente encontrado no
monitoramento, estando presente em 52% de todas as amostras com
contaminacdo. A levedura D. bruxellensis foi responsavel também pela maior
parte dos episédios de contaminacdo severa nas diferentes destilarias

estudadas (Basilio et al, 2008), bem como em destilarias da América do Norte
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(Abbott et al, 2005). Esta espécie apresenta posicdo de destaque nos
problemas de qualidade do vinho e de contaminacdes dos processos
fermentativos em geral (Mitrakul et al, 1999). Analises fisiologicas de isolados
desta espécie mostraram uma reduzida capacidade fermentativa em relacéo a
levedura do processo S. cerevisiae. Estas caracteristicas fazem com que
destilarias com o mosto fermentativo contaminados com esta levedura
apresentem tanto queda no rendimento em etanol quanto aumento no tempo
de fermentacéo (Araujo et al, 2005).

Liberal et al (2007) analisaram col6nias isoladas do processo fermentativo
alcoolico através das técnicas de PCR fingerprinting utilizando o primer de
microssatélite GTG5, sequénciamento da regido D1/D2 26S rDNA e analise de
PCR espécie especifico com os primers DB90F e DB394R, mostrando que a
espécie ndo S. cerevisiae mais freqlente correspondia a espécie D.
bruxellensis. A dindmica populacional dessa levedura foi acompanhada durante
todo o periodo de safra, mostrando o potencial da D. bruxellensis de crescer
mais rapido do que a S. cerevisiae em condi¢Bes industriais causando
freqientemente severos episodios de contaminacao.

Um levantamento preliminar do sequénciamento do genoma de uma
linhagem de D. bruxellensis foi realizado por pesquisadores da Suécia obtendo
uma cobertura inicial de 40% do genoma total. Os pesquisadores identificaram
aproximadamente 3,000 genes. Uma analise comparativa de sitio a sitio
mostrou que 49% dos aminoacidos possuiam similaridade a ortélogos de
Saccharomyces. Analises filogenéticas sugerem que D. bruxellensis, S.
cerevisiae e Candida albicans possuem relacdes bem proximas formando um

agrupamento filogenético com trés ramos equivalentes. (Woolfit et al, 2007).
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2.3 Bagaco, Celulose e Beta- glucosidase

O bagaco da cana-de-acucar é constituido de 32 a 44% de celulose, um
polimero da glicose formado por seis carbonos (hexoses), de 27 a 32% de
hemicelulose, polimero de agucar composto por cinco carbonos (pentose) e de
19 a 24% de lignina (Marques, 2009; Soccol et al, 2010). O composto formado
pela lignocelulose pode conter em seu peso seco de 5-20% dos acgUcares
xilose e arabinose, entretanto a xilose € a mais abundante, a qual ndo pode ser
fermentada naturalmente pela levedura Saccharomyces cerevisiae (Hahn-
Hagerdal et al, 2006). Essas fontes de carbono, celulose e hemicelulose,
correspondem por dois terco da energia da planta que ndo séo convertidos a
bioetanol (Marques, 2009).

Com a tecnologia de hidrélise poderia ser gerado um adicional de 150
mil litros de etanol por dia e com o aperfeicoamento da técnica poderia chegar
a 400 mil litros em 2025 (Marques, 2009). A producao de etanol combustivel a
partir da biomassa de lignocelulose inclui as etapas de pré-tratamento,
hidrolise, fermentacéo e separacdo. Para que a biomassa possa ser utilizada
por microorganismos é necessario ser submetidos a um pré-tratamento capaz
de desorganizar o complexo. Essa etapa € um ponto chave da operagéo para
uma conversao eficiente de lignocelulose em etanol devido a lignina ser um
grande obstaculo capaz de inibir que a fermentagdo ocorra por dificultar a
acessibilidade dos carboidratos da planta ao processo biolégico como a
hidrolise enzimatica . O papel principal do método de pré-tratamento é para
diminuir as internagbes dos compostos da parede celular fazendo com que a

celulose e a hemicelulose fiqguem mais disponivel para a hidrolise enzimatica e
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assim tornar a fermentacdo susceptivel. Um dos meétodos para o pré-
tratamento € a explosdo de vapor, na qual os carboidratos sdo expostos
através da alta pressao do vapor sob condi¢cdes especificas (Soccol et al,
2010).

Alem da acessibilidade dos carboidratos, existem outros gargalos na
producdo de etanol a partir bagaco, como a hidrolise da celulose,
aproveitamento dos acucares de cinco carbonos e os residuos da destilacéo.
Desenvolvimentos de tecnologias para o pré-tratamento do bagaco, enzimas
para aumentar a sacarificacdo de celulose/hemicelulose e acessibilidade para a
fermentacdo de acucares C6 e C5 estdo sendo realizadas (Marques, 2009,
Soccol et al, 2010, Hahn-Hagerdal et al, 2006).

ApoOs a fermentacdo, a parte da lignina, a principal parte solida da
biomassa, pode ser queimada para a producdo de energia elétrica para ser
utilizada no processo industrial (Hahn-Hagerdal et al, 2006).

A celulose € o composto polimérico principal da parede celular das
plantas, o polissacarideo mais abundante na terra, e uma importante fonte
renovavel. A composicdo quimica desse composto € bastante simples, séo
formados por um polimero linear de mais de 1000 residuos de D-glucose
interligados por ligagdes 3-1,4 glicosidicos (Baldrian et al, 2008).

Em um ambiente rico em celulose, os fungos filamentosos do grupo dos
Basidiomicetos s&o os mais eficientes em degradar madeiras mortas e detritos.
O sistema de degradacdo dos fungos difere do sistema das bactérias,
entretanto essas diferengcas sao menos evidentes dentro do mesmo grupo

taxondémico (Lynd et al, 2002).
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A celulose é hidrolisada a celobiose pelas enzimas celobiohidrolase/
exo-glucanase e endoglucanase, dependendo do local do sitio de acdo da
enzima no polimero. Na segunda reacédo, a celobiose é hidrolisada em duas
moléculas de glicose pela enzima beta-glucosidase (EC 3.2.1.21) também
conhecida como celobiase, como mostra a figura 1 (Soccol et al, 2010). Como
celobiose € um substrato bastante disponivel, as enzimas 3-glucosidases séo
produzidas pela maioria dos microrganismos. Foram isoladas ou detectadas
atividades dessas enzimas nas leveduras Rhodotorula minuta e
Sporobolomyces singulares (Lynd et al, 2002; Onishi & Tanaka, 1996; Ishikawa
et al, 2005).

Beta-glucosidases isoladas do grupo dos Basidiomicetos exibem alta
variabilidade estrutural refletido da localizacdo da enzima, se intracelular ou
extracelular, com variagbes em massa que vao de 35 a 640kDa, sendo as
enzimas menores em torno de 100kDa geralmente mondémeros e
extracelulares. A enzima R-glucosidase do fungo Trametes versicolor € uma
glicoproteina grande de 300kDa, monomérica que apresenta cerca de 90% de
glicosilacdo. A atividade enzimatica da [3-glucosidase € altamente inibida pela
glucose, gluconolactone e celobionolactone. Seu pH ideal varia entre 3,5 e 5,5,
com excecao da enzima intracelular da espécie Phanerochaete chrysosporium
que possui um pH neutro. A temperatura ideal € entre 45 e 75°C (Baldrian et al,
2008). As enzimas produzidas pelas leveduras Rhodotorula minuta e
Sporobolomyces singulares sdo capazes também de clivar o0s
monossacarideos fucose e galactose e o dissacarideo lactose (Onishi &

Tanaka, 1996; Ishikawa et al, 2005).
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Figura 1. Esquema da hidrolise da celulose. Na primeira reacdo a
celulose é hidrolisada enzimaticamente em celobiose que é hidrolisado em
glucose pela beta-glicosidase. O polimero da celulose, a enzima possui
especificidade pelas ligacdes [3-1,4-glicosidicos podendo ser classificadas
como exo-glucanase ou celobiohidrolase ou endoglucanase dependendo do

sitio ativo.
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O cristal da enzima de 3-glucosidase da levedura K. marxianus tem a
estrutura de um tetramero (Figura 2) e € composto por 721 aminoacidos
distribuidos em trés dominios conectados por duas estruturas de ligacéo
(linkers). O sitio ativo é localizado na interface dos dominios 1 e 2 numa
abertura de aproximadamente 7A de largura e 18A de profundidade e tem o
sitio -1 bem definido que é o local onde a molécula de glicose se liga. Os
residuos do sitio ativo da enzima estdo posicionados nos sitios D58, R130,
K163, H164, R174, Y210 e E458 (Figura 3). O sitio D58 é o residuo chave
envolvendo a acomodacdo do substrato no sitio -1 formando pontas de
hidrogénio com a hidroxila do acucar e € uma regido bastante conservada. O
residuo E458 no dominio 2, na extremidade oposta do substrato, € considerado

o catalitico acido/base (Pozzo et al, 2010).

chain A

Figura 2. Estrutura da beta-glucosidase de K. marxianus. Esquerda. Estrutura
na forma de tetramero. Direita. Estrutura do mondémero. Em azul, dominio GH3
N-terminal. Em verde, dominio o/ — sanduiche. Em amarelo, dominio PA14.

Em laranja, dominio GH3 C-terminal. Yoshida et al, 2010.
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Figura 3. Estrutura detalhada do sitio ativo da enzima beta-glucosidase da
bacteria Thermotoga neapolitana. Glicose estd mostrada com uma superficie

transparente no meio da figura (01). Pozzo et al, 2010.

2.4 Técnicas de Bioinformatica

De acordo com a teoria da evolugcdo, todos o0s organismos
desenvolveram de um unico ancestral comum e através de mecanismos de
variacbes adquiriram a diversidade atual. Para se investigar a evolugéo e o
parentesco entre genes e organismos, diferentes tipos de dados podem ser
usados, o modo classico, por comparacdo entre espécies por caracteres
morfoldgicos, ou pelo modo molecular utilizando informacdes genéticas com 0s
nucleotideos e as sequéncias de aminodcidos. Comparagfes taxondmicas
mostram que genes de espécies com parentescos préoximos geralmente

diferem apenas por numeros limitados de mutacdes, enquanto que genes
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menos relacionados diferem por numeros maiores de substituicdes. Ainda
existem alguns genes que sado mais conservados que outros, especialmente
agueles que codificam sitios cataliticos (Lemey et al, 2009).

Com o surgimento dos sequenciadores automaticos de DNA, houve uma
explosdo na quantidade de seqUéncias a serem armazenadas, exigindo
recursos computacionais cada vez mais eficientes. Além do armazenamento
ocorria, paralelamente, a necessidade de analise desses dados, o que tornava
indispensavel a utilizacdo de plataformas eficientes para a interpretacdo dos
resultados obtidos. As ferramentas computacionais permitiram converter dados
gendmicos em conhecimentos para ser usado pelos pesquisadores unindo a
ciéncia da computacao e a biologia molecular (Rouzé et al, 1999; Prosdocimi et
al, 2002).

Em consequéncia da grande quantidade de sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos produzidos em projetos gendmicos, protedbmicos e
transcriptébmicos foram criados depositorios internacionais de dados publicos e
privados. Os bancos de dados mais utilizados sdo: o GenBank o qual possui
sequéncias de DNA e proteinas, o European Bioinformatics Institute (EBI) com
sequéncias de DNA; o DNA Data Bank of Japan (DDBJ), o Protein Data Bank
(PDB) o qual armazena estruturas tridimensionais de proteinas, o Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) com dados de sequUéncias de
genomas de Vvarios organismos diferentes e informacgdes relacionadas as suas
vias metabdlicas (Prosdocimi et al, 2002). Os bancos de dados GenBank,
DDBJ e EMBL compbem o International Nucleotide Sequence Databases
(INSD — Banco de dados de sequéncias de nucleotideos internacional), os

guais permitem a permuta dados entre eles diariamente para servir a
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comunidade cientifica com a mesma qualidade e quantidade de dados (Tateno
et al, 2002).

O GenBank é um banco de dados publico de seqiéncias de nucleotideos e
proteinas com suportes bibliograficos e anotacdes biolégicas construidas e
distribuidas pela National Center for Biotechnology Information (NCBI). Além
das sequéncias, o NCBI disponibiliza informacdes sobre taxonomia,
mapeamento, estrutura, dominio de proteinas e ainda fornece a ferramenta
BLAST (Basic local Alignment Search Tool) que proporciona buscas de
sequéncias similares no GenBank ou em outros bancos de dados (Benson et
al, 2002).

O Projeto Dekkera bruxellensis (PDB) foi elaborado pelo Laboratério
Genbdmica e Expressdo (LGE) da Universidade de Campinas (UNICAMP) a
partir de sequéncias disponibilizadas pelo Professor Jure Piskur da
Universidade de Lund na Suécia. O banco de dados PDB possui depositadas
40% do genoma de D. bruxellensis e tem como objetivo permitir anotacdes e
analises das sequéncias depositadas (Carazzolle et al, 2007). A biblioteca
gendmica foi realizada e sequenciada por Agowa (Berlin, Alemanha). As
sequéncias foram conseguidas através de digestdo enzimatica e clonagem em
vetor pMCL210. A leitura das seqiéncias foi realizada através do programa
Phred e montadas em contigs utilizando o programa Phrap. A identificacdo dos
genes foi realizada comparando as seqiiéncias com Saccharomyces Genome
Database e contigs maiores que 100 nucleotideos foram anotados como
ortélogos de Saccharomyces cerevisiae (Woolfit et al, 2007).

Na area da bioinformética, o alinhamento de seqUéncias possui uma

diversidade de aplicacbes sendo considerada uma das operagbes mais
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importante desta area. Esse método de comparacao procura determinar o grau
de similaridade entre duas ou mais sequéncias (Prosdocimi et al, 2002),
sequéncias homologas sob investigacdo se alinham a fim de que sitios
homologos formem colunas (Lemey et al, 2009). O alinhamento global é
frequentemente utilizado para determinar regiées mais conservadas de
sequéncias ortélogas. O programa mais utilizado para esse tipo de tarefa é o
Clustal X (Thompson et al, 1997) e a verséao web (Clustal W -

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html) (Prosdocimi et al, 2002). O principio

geral do Clustal W é o alinhamento multiplo de sequéncias de DNA ou
proteinas produzindo significados biologicos para sequéncias divergentes. O
programa determina a melhor pontuacdo obtida por cada unidade pareada
(match) nas sequéncias selecionadas e as alinham de forma que as
identidades, similaridades e diferencas sejam visualizadas (Clustal W, 2007). O
programa Bioedit € um editor de sequéncias bioldgicas que foi planejado para
procedimentos basicos na edicdo, alinhamento, manipulacdo e analise de
sequéncias de nucleotideos e aminoacidos, ndo sendo, entretanto, um
programa poderoso de analises, mas oferece muitas funcdes rapidas e de facil
manuseio para anotacdes e manipulacdo das sequéncias (Bioedit, 2007).

O programa Molecular Evolutionary Genome Analysis (MEGA) tem sido
utiizado no alinhamento de sequUéncias, estimacdo de divergéncia, e
visualizacdo de arvores filogenéticas. A versdo MEGA 4 faz inferéncias
filogenéticas com métodos de distancia evolutivas e parcimbnia testando
hipoteses evolucionarias (Prosdocimi et al, 2002, Tamura et al, 2007). O
programa disponibiliza os algoritmos mais utilizados que sdo o UPGMA

(Unweighted Pair Group Method with Arithmatic Means) e o Neighbor-Joining
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(Agrupamento de Vizinhanca) que tem o propoésito de construir arvores
filogenéticas através de dados de distancia. O principio desse meétodo é
encontrar pares das unidades taxonémicas funcionais que minimize a extenséo
das ramificacOes totais para cada estagio de agrupamento comecando a partir
de uma arvore no formato de estrela (Tamura et al, 2007; Saitou et al, 1987;
Lemey et al, 2009). O programa Phyml utiliza o método maxima
verossimilhanca (ML), o qual examina diferentes topologias de arvores e avalia
os diferentes parametros somando todas as possibilidades nucleotidica ou de
aminoacidos nas posicdes das sequéncias. A arvore que tiver a maior
semelhanca, ou maxima probabilidade, sera a escolhida. Esse algoritmo requer
bastante tempo para estimar todos o0s parametros, entretanto, o programa
Phyml reduz o tempo de processamento por utilizar o algoritmo BioNJ para
estimar a arvore inicial, otimiza a arvore através do FastNNI e por fim escolhe a
arvore através da maxima probabilidade com os valores ML (Lemey et al,2009)

A cada vez que um programa de filogenia molecular € utilizado para gerar
uma arvore sobre um conjunto de dados escolhidos, o resultado pode ser
diferente. Por isso, para validar uma arvore filogenética se faz inumeras
repeticbes com o programa escolhido e se testa cada ramo, estatisticamente,
para escolher um a um aquela com a maior probabilidade de ocorréncia para a
composicdo final da &rvore. Assim funciona o Bootstrap gerando conjuntos
modificados de dados, obtidos aleatoriamente a partir dos dados do
alinhamento. Probabilidades altas (> 50%) indicam que, mesmo com algumas
alteracdes, os dados suportam o ramo ao qual essa probabilidade se refere, ja
probabilidades baixas (< 50%) significam que n&do se pode ter certeza de que

determinado ramo seja correto (Prosdocimi et al, 2002).
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo identificar e analisar o gene beta-
glucosidase da levedura contaminante Dekkera bruxellensis na fermentacgéo

alcodlica.

Objetivos Especificos

a) Identificar os residuos do sitio ativo da sequiéncia de Dekkera bruxellensis.;
b) Identificar a presenca de dominios especificos da proteina beta-glucosidase
na sequéncia de Dekkera bruxellensis.

c) Identificar as relagBes filogenéticas do gene beta-glucosidase de Dekkera
bruxellensis.

d) Predicdo da estrutura da proteina beta-glucosidase de Dekkera bruxellensis.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Selecéo e Analise de Sequéncias.

Sequéncias de Dekkera bruxellensis foram retiradas do banco de dados

do Laboratério de Gendmica e Expresséao - Projeto Dekkera Bruxellensis (PDb)

(http://www.lge.ibi.unicamp.br/dekkera/). As buscas foram realizadas através

das palavras-chave hydrolase, amylase, glucosidase e amyloglucosidase. Os
contigs encontrados foram comparados contra o banco de dados NCBI usando
a ferramenta tBLASTn. Apenas as sequéncias codificantes completas que
apresentaram alinhamentos com e-value -20 ou menor foram resgatadas. A
seqUéncia do contig 145 de D. bruxellensis foi selecionada e analisada usando

a ferramenta do ORF Finder do NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) e a

sequéncia de aminoacido no frame -2 foi selecionada. A sequéncia de
aminoacido foi comparada no banco de dado NCBI usando a ferramenta
BLASTp e sequéncias identificadas sendo codificante para a enzima beta-
glucosidase com um e-value -20 ou menor foram selecionadas. O banco

também permitiu identificar os dominios presentes na sequéncia.

4.2 Alinhamento Mdltiplo.

As sequiéncias encontradas foram agrupadas originado um arquivo multi-

fasta. O alinhamento multiplo foi feito utilizando o programa CLUSTALw e

editado manualmente no programa BIOEDIT 7.0 e MEGA 5. Os programas

Mega 5 e PHYLM foram utilizados para a construcéo das arvores filogenéticas
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aplicando os algoritmos neighbor-joining e maximo verossimilhangca com testes

estatisticos bootstrap com 1000 replicagdes.

4.3 Residuos de Sitio Ativo.

A identificacdo dos residuos do sitio ativo do contig 145 de D.
bruxellensis foi realizada a partir de comparacao através do trabalho de Pozza
et al (2010) utilizando alinhamento multiplo entre as sequéncias da bactéria
Thermotoga neapolitana e da levedura Kluyveromyces marxianus. O programa

de visualizacdo de estrutura protéica Cn3 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) foi

utilizado para a visualizacdo dos residuos do sitio ativo da proteina beta-
glucosidade da bactéria Thermotoga neapolitana e da levedura Kluyveromyces
marxianus presentes na sequéncia do contig 145 da levedura D. bruxellensis.
O programa on-line Swiss-model foi utilizado para modelamento protéico a

partir da sequéncia do contig 145 de D. bruxellensis.

4.4 Andlise Filogenética.

As analises filogenéticas foram realizadas utilizando os programas Mega
4 e Phyml. No programa Mega 5 foram utilizados os recursos alinhamento,
construgdo e visualizagdo das arvores filogenéticas aplicando o algoritmo
Neighbor-joining com testes estaticos bootstrap com 1000 replicagbes. O
programa Phyml foi utilizado para a construcdo de arvores filogenética usando
o algoritmo Maximo Verossimilhanga com testes estaticos boostrap com 1000

replicacbes. Para identificar o melhor modelo evolutivo a ser utilizado nas
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nossas sequéncias de aminoacido, foi rodado o programa Prot Test, o qual

sugeriu o modelo LG+G.
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5. RESULTADOS

5.1 Selecéo das Sequéncias.

A partir da ferramenta de busca do banco PDb foram identificados nove
contigs (1001, 816, 145, 1662, 1684, 3105, 3173, 470 e 936) através das
palavras-chave hydrolise, amylase, glucosidase e amyloglucosidase. Um contig
em particular, contig 145, foi selecionado devido analise preliminar realizada
utilizando a ferramenta de tBlastx do banco de dados Genolevures inferia como
sendo similar a sequéncia codificante para o gene da R-glucosidase. A
sequéncia nucleotidica do contig 145 foi submetida a ferramenta de analise
grafica ORF Finder do banco de dados NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/qorf/) a fim de identificar a regido de

quadro de leitura. A ferramenta inferiu a regido codificante da sequéncia no
frame -2 (Anexo).

A sequéncia codificante da levedura D. bruxellensis foi, entéo,
comparada nos bancos de dados Genolevures e NCBI. As sequéncias
ortolégas completas que indicavam sendo codificantes da enzima R-
glucosidase e que apresentaram e-value -20 ou menor foram selecionadas no
formato fasta gerando um arquivo multi-fasta (Tabela 1). Foram selecionadas
uma espécie de bactéria da familia Thermatogacea e 13 espécies do grupo
ascomiceto pertencentes as sub-divisbes Saccharomycotina e Pezizomycotina.
Dentro da sub-divisdo Saccharomycotina foram identificados as familias
Debaryomycetaceae e  Saccharomycetaceae através dos géneros

Scheffersomyces, Schwanniomyces e Kluyveromyces, Pichia e Candida,
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respectivamente. Dentro da sub-divisdo Pezizomycotina foi identificada a
familia Trichocomaceae representada pelos géneros Aspergillus, Talaromyces

e Neosartorya.

5.2 Alinhamento Mdltiplo

O alinhamento multiplo possibilitou determinar as regides similaridades,
divergéncias e inclusdes de gaps nas sequéncias codificantes da enzima R3-
glucosidase das espécies selecionadas. O programa Bioedit, possibilitou ainda,
a construcdo de uma matriz de identidade a qual fornece o percentual de
similaridade entre as sequéncias através da ferramenta sequence identity
matrix. A matriz de identidade evidenciou uma similaridade de
aproximadamente 61% entre o contig 145 de D. bruxellensis com o gene da
enzima R3-glucosidase de K. marxianus, e de aproximadamente 36%, com o

gene da bactéria Th. neapolitana (Tabela 2).
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Tabela 1. Identificacdo das sequéncias do gene Beta-glucosidase dos microrganismos selecionados.

N° de acesso do

Espécie Lenght (aa) score e-value Identities Positivities Gaps
GenBank
Aspergillus clavatus XP_001274045.1 838 310 3E-97 53% 71% 2%
Aspergillus flavus XP_002378447.1 856 313 4E-98 51% 71% 2%
Aspergillus fumigatus XP_753915.1 838 313 2,00E-98 53% 71% 2%
Aspergillus niger XP_001398281.2 839 315 6E-99 53% 73% 2%
Aspergillus oryzae XP_001823113.1 839 315 2E-98 51% 71% 2%
Candida tropicalis XP_002547835.1 837 340 2E-108 57% 76% 2%
Kluyveromyces marxianus ACY95404.1 845 374 1E-101 61% 79% 1%
Neosartorya fischeri XP_001259962.1 838 314 1E-98 53% 71% 2%
Pichia angusta EFW97210.1 1702 330 1E-100 55% 2% 2%
Scheffersomyces angusta XP_001385159.1 839 350 2E-112 57% 7% 2%
Schwanniomyces etchellsii ACF93471.1 847 363 1E-98 59% 79% 1%
Talaromyces stipitatus XP_002481927.1 842 307 5E-96 52% 70% 4%
Thermotoga neapolitana ABI29899.1 721 208 3E-58 40% 60% 4%
Verticillium albo-atrum XP_003009697.1 1226 329 1E-101 54% 72% 2%
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Tabela 2. Similaridades das sequiéncias codificantes da enzima beta-glucosidase dos microrganismos selecionados. Bioedit 7.

Percentual de similaridade entre as Seqiiéncias de Beta-glucosidade

Db Km Se Sa Ct Va Pa An Nf Af Ao Ts Afl Ac Tn
Db_Contig145 100 60.9 58.5 56.2 55.3 53.5 54.5 51.8 51.8 52.1 51.5 515 515 52.1 35.9
K. marxianus 100 84.0 65.0 58.7 55.5 57.2 53.8 54.9 55.2 54.9 51.1 54.9 54.5 355
S. etchellsii 100 64.7 58.7 52.8 58.6 50.1 51.1 515 52.8 50.1 52.8 51.8 355
S. stipitis 100 70.8 56.7 66.5 56.2 55.8 56.5 57.9 51.7 57.9 56.5 37.3
C. tropicalis 100 54.2 61.6 52.3 52.7 52.7 53.4 53.0 53.4 53.7 35.0
V. albo-atrum 100 53.2 61.2 63.3 62.6 590.1 61.9 59.1 62.2 39.2
P. angusta 100 54.8 55.5 55.8 56.5 55.8 56.5 56.2 38.6
A. niger 100 88.8 87.8 86.4 71.8 86.4 85.7 36.6
N. fischeri 100 97.5 87.1 72.5 87.1 92.0 37.6
A. fumigatus 100 87.1 71.8 87.1 91.6 37.3
A. oryzae 100 72.2 100 86.8 38.3
T. stipitatus 100 72.2 70.8 39.0
A. flavus 100 86.8 38.3
A. clavatus 100 37.3
Th. neapolitana 100
Db- Dekkera bruxellensis; Km- Kluyveromyces marxianus; Se- Schwanniomyces etchellsii; Sa- Scheffersomyces angusta; Ct- Candida tropicalis; Va- Verticillium albo-atrum ; Pa- Pichia angusta; An-

Aspergillus niger; Nf- Neosarttya fischeri; Af- Aspergillus fumigatus; Ao- Aspergillus oryzae; Ts- Talaromyces stipitatus; Afl- Aspergillus flavus; Ac- Aspergillus clavatus; Tn- Thermotoga neapolitana.
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5.3 Residuos de S tios Ativos.

O contig 145 da levedura Dekkera bruxellensis possui 279 residuos de
aminoacidos arranjados em dois dominios (Figuras 4,5). O primeiro foi o
dominio N 3 terminal da familia glicosil-hidrolase (residuos 1-177) com um e-
value 8.10e-60. O segundo dominio foi o C 3 terminal da familia glicosil-
hidrolase (residuos 252-279), o qual apresentou um e-value de 3.90e-05. A
representacdo da estrutura terciaria da enzima (3-blucosidase do contig 145 de
D. bruxellensis também foi elaborada a partir do programa on-line Swiss-model,
o qual selecionou a sequéncia ortéloga do cristal de K. marxianus como sendo
a sequéncia mais similar. As sequéncias das espécies K. marxianus e D.

bruxellensis foram visualizados pelo programa Cn3 (figuras 6,7).

1 50 100 150 200 251 279
Query seq. e el s s s
Flyra_hgden 5

Superfanilies ( Glyco_hydro_3 superfamily ]

Figura 4. Dominios N-terminal e C-terminal encontrados na sequéncia do contig
145 de Dekkera bruxellensis através do programa on-line Swiss-model

(http://swissmodel.expasy.org).

A partir de dados da literatura foram identificados sete residuos do sitio
ativo que sdo D58 (acido aspartico), R130 (arginina), K163 (lisina), H164
(histidina), R174 (arginina), Y210 (tirosina) e E458 (acido glutdmico). Desses
residuos, foram identificados cinco presentes na sequéncia da levedura D.
bruxellensis,(Figura 8) os aminoacidos arginina, lisina, histidina e tirosina,
apenas 0s aminoacidos polares carregados negativamente acido aspartico e
acido glutdmico ndao poderam ser identificados devido a seqiéncias ser

incompleta (Figura 9,10).
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Figura 5. Representacdo dos dominios de Beta-glucosidase. (a) Beta-
glucosidase de Thermotoga neapolitana, o retangulo representando o dominio
1 (residuos 1-306), o octogono representando o dominio 2 (residuos 321-536)
e o circulo representando o dominio 3 (residuos 600-721). (b) Contig 145 D.
bruxellensis, retangulo representa o dominio 1 (residuos 1-177) e o octdégono

representa o dominio 2 (residuos 252-279).

Figura 6. Visualizacdo do tetramero da enzima B-glucosidase de espécie Th.
neapolitana através do programa Cn3. A sequéncia da enzima [-glucosidase

da espécie A. marxianus encontra-se destacada em amarelo.
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Figura 7. Visualizacdo do tetramero da enzima B-glucosidase de espécie Th.
neapolitana através do programa Cn3. Em amarelo, a seqtiéncia do contig 145

da espécie D. bruxellensis.

Figura 8. Visualizacdodo monémero da enzima R3-glucosidase de espécie K.
marxianus através do programa Cn3. Em amarelo, os residuos do sitio ativo

presentes na sequéncia da espécie D. bruxellensis.
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Figura 9. Alinhamento multiplo das sequéncias de beta-glucosidade evidenciando os residuos do sitio ativo visualizados no

programa Bioedit verséo 7.0.
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Figura 10. Alinhamento multiplo das sequéncias de beta-glucosidase

evidenciando os residuos D58 (Esq.) e E458 (Dir.) do sitio ativo encontrados na

bactéria Thermotoga neapolitana visualizados no programa Bioedit verséo 7.0.

5.4 Analise Filogenética.

Para verificar a evolu¢cado do gene da 3-glucosidase dentro do grupo dos
fungos, foram construidas arvores filogenéticas baseadas na sequéncia de
aminoacidos. Verificamos ambas as arvores construidas utilizando tanto o
meétodo neighbor-joining no programa mega 5 (Figura 11) e o0 método Maximo
verossimilhanga (Figura 12) no programa Phylm apresentaram clados
bastantes semelhantes. A sequéncia da espécie D. bruxellensis formou um
clado com o clado feito pelas as espécies K. marxianus e S. etchellsiis em
74% e 89% das repeticOes testadas, respectivamente. A seqiéncia do gene da
enzima R-glucosidase da bactéria Th. neapolitana se posicionou na porcéo
basal do dendrograma, ficando como um grupo externo para esse

agrupamento.
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Figura 11. Arvore filogenética construida a partir das seqiiéncias do gene da

beta-glucosidase usando o agrupamento Neighbor-Joining do programa Mega

5.
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Figura 12. Arvore filogenética construida a partir das seqiiéncias do gene da

beta-glucosidase usando o agrupamento Maximo Verossimilhanca do

programa Phyml.
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6. DISCUSSAO

Fermentacdo industrial de lignocelulose em etanol requer
microrganismos capazes de hidrolisar compostos organicos alternativos como
fontes de carbono, alem de glicose, mantendo uma alta produtividade e
rendimento (Galafassi et al, 2010). A levedura Saccharomyces cerevisiae
industrialmente utilizada em processos fermentativos na producdo de alcool a
partir de cana-de-acucar é naturalmente incapaz de hidrolisar agicares como
pentoses ou polissacarideos como amido (Moraes et al, 1995), entretanto,
outras poucas leveduras tém sido caracterizadas pela capacidade fermentativa
em acgucares pentoses como Pichia stipitis (Slininger et al, 2011; Agbogbo et al,
2008) . A levedura Dekkera bruxellensis tem sido freqientemente apontada
como sendo um microrganismo contaminante nas industrias de vinho, cerveja e
recentemente na producdo continua de alcool combustivel (Woolfit et al, 2007;
Liberal et al, 2005; Liberal et al, 2007). Devido a capacidade dessa levedura de
tolerar altas concentracdes de pH e etanol, o foco em torno dessa espécie tem
sido maior, ndo mais como uma praga a ser erradicada mais como uma
espécie de grande potencial econdmico e industrial. Estudos com um complexo
de cinco espécies Brettanomyces/Dekkera tém sido reportados mostrando
capacidade de hidrolisar xilose, um acglUcar composto por cinco carbonos
(Galafassi et al, 2010 apud Parekh et al, 1988). Uma parceria entre
pesquisadores da Italia e Suécia (Galafassi et al, 2010) estudou o potencial do
grupo Brettanomyces/Dekkera na producdo de etanol em fontes renovaveis
visando 0s processos industriais, como condi¢coes de baixo pH e oxigénio

limitante. Eles avaliaram o crescimento de mais de 50 linhagens nas mais
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variadas fontes de carbonos, incluindo sacarose, maltose, celobiose, lactose,
amido, xilose, galactose e arabinose, alem de testar a producédo de etanol em
hidrolisados de lignocelulose sintéticos. A maioria das linhagens de D.
bruxellensis cresceu nos meios contendo galactose, maltose, manose,
celobiose, amido e sucrose (Tabela 3). Os pesquisadores concluiram que em
condi¢bes de baixo pH e oxigénio limitante, D. bruxellensis produziu etanol com
rendimento comparavel ao de S. cerevisiae (0.44 g g-1 glicose), entretanto a
produtividade de D. bruxellensis s6 é compativel com S. cerevisiae no sistema
continuo de fermentacdo e em condicdes sintéticas de hidrolisados
lignocelulose, a espécie testada B. naardenensis foi capaz de produzir etanol
nas condicdes limitantes de oxigénio.

Analises estruturais e funcionais do cristal da enzima [3-glucosidase da
bactéria Th. neapolitana foram determinados numa resolucdo de 2.3 A. De
acordo com o estudo, a enzima € composta por 721 aminoacidos arranjados
em trés dominios. O primeiro dominio abrange do residuo 1 ao 306 e € similar
ao dominio da isomerase triose fosfato composta por oito estruturas a/3. O
segundo dominio comeca do residuo 321 e termina no residuo 536, o qual é
formado por uma estrutura de cinco filamentos sanduiches a/f3. O terceiro
dominio estende do residuo 600 ao 721 e possui um dobramento fibronectina
tipo Ill, entretanto sua funcdo é desconhecida. Os dois primeiros dominios tém
funcdes diretas na arquitetura do sitio ativo da proteina (Pozzo et al, 2010).
Apesar do contig 145 de D. bruxellensis apresentar apenas 279 residuos de
aminoacidos, esses residuos se apresentaram a assinatura dos dois primeiros
dominios da proteina, os quais estdo relacionados com arquitetura do sitio

ativo da enzima (Figura 5).

49



Tabela 3. Crescimento das linhagens do grupo Brettanomyces/Dekkera em

meio de cultura contendo variadas fontes de carbono. (Galafassi et al, 2010)

CBS strains Xylose  Xylitol  Ama Gln Gal  Man  Suwer Mal  Cellob Starch Agar
B. custersianus
4805 — - — A 4 + 4 + + — +
4806 - - - + + + + - + + -
5207, 8347 — - — + + + + + + — —
208 = = - + + + + = a = =
B. naardenensis
A4 + + + + + + + + + + —
6108 — - — + — + + + + + —
6115 + + - + + + + + + + -
7340 + + - + + — + - + + -
B. nanus
1945 - - - + + + + + + -
1947 — — — + + + + + + +
D. anomala
Th, 26 - - - + + + + + + + -
77, 46, T250 ~ ~ = =5 i Iz o =+ = = =
1938, 4211, 4212, Ta54, 8138 — = — + 5= 3 5= = + + +
4210, 8134 - - - + + + + + + - +
4608 — - — + + + + — + — —
A711 - — — + + — + + + - -
4712 - - - + + + + - + + +
D, bruxellensiy
T2, 73, 75,96, 98, 1940, 1941, 1942, 1943, — — = & i ol +- ol + 4 + =
2499, 2547, 2796, 3025, 482,
5200, 5512, 5513
T4, T8 = = - + g + -+ + == = =
2336, 2797, 4459, 6055, 4481, 8027 — — = + + - + + o = =
46402 - - - + - + + - - + -
4601 - - - + + + + - - - -
4914 — — — + + + + - + + —

ara arabinose, gl glucose, gal palactose, man mannose, suer sucrese, mal malose, cellob cellobiose. Approximately 200 cells were spotted onto

the plate: “—" means growth, and *—" means no growth after 6 weeks of incubation

Pozzo et al (2010) identificaram sete pontes de hidrogénio envolvendo a
glicose e os residuos do sitio ativos, D58, R130, K163 H164, R174, Y210 e
E458. Interacbes de Van der Waals também ocorriam entre os atomos de
carbono C4, C5 e C6 da molécula de glicose e os residuos W243 e M207.
Cinco dos sete residuos do sitio ativo da sequéncia codificante de R-

glucosidase da bactéria Th. neapolitana foram encontrados no contig 145 de
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Dekkera bruxellensis (Figura 9). Os dois residuos restantes D58 e E 458 nao
foram identificados devido a sequéncia de D. bruxellensis ndo esta completa
(Figura 10). Apesar de ndo conter dois os residuos do sitio ativo podemos
observar que os sitios ativo e a regido ao seu entorno sdo bastante
conservados tanto em residuos quanto na distancia entre os residuos para
todas as espécies analisadas, com excecao da bactéria Th. Neapolitana, o que
nos faz inferir que os aminoacidos acidos aspaticos e glutamico devem ser
também encontados na sequéncia completa da levedura D. bruxellensis. As
interacbes de Van der Waals, W243 e M207, também foram identificados
presentes no contig 145 nas posicoes W176 e M140, respectivamente.

O alinhamento multiplo com espécies do grupo de ascomicetos e a
bactéria Th. neapolitana mostrou sendo bastante conservado o sitio ativo das
enzimas [-glucosidase (Figura 3), com a excecdo da espécie S. etchellsii que
apresentou uma leucina ao invés de uma tirosina na posicdo 210. Apesar do
residuo E458 encontrado na bactéria Th. neapolitana, n&o ter sido encontrado
no contig 145 de D. bruxellensis, devido a sequéncia ndo estar completa,
Pozzo et al (2010) identificaram como sendo um residuo ndo conservado
dentro da familia hidrolase glicosidase 3 (GH3). Baseando-se na estrutura
tridimensional, os autores construiram mutantes para quatro residuos, D242A,
E458G, D58A e W243F. O mutante W243F apresentou um valor de Km
proximo ao selvagem indicando que a afinidade ao substrato ndo foi afetada
pela mutacéo, entretanto a acomodacdo diminuiu 34%. O mutante D242A
perdeu cerca de 96% da atividade em relacdo ao selvagem em pH 5.6 o que
indicou grande importancia na atividade enziméatica, efeitos similares ocorreram

com oS mutantes E458G e D58A.
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A restauracao da atividade dos sitios ativos dos mutantes ao adicionar
nucleofilos externos tem sido usado em 3-glucosidase das diferentes familias
ajudando a explicar o mecanismo enzimatico e a identificar os residuos
cataliticos, desse modo, a atividade catalitica de D242 foi restaurada na
presenca de 0.5M NaN3 confirmando o papel de nucledfilo catalitico, mesmo
foi feito com o mutante D58, indicando ter um papel direto na catalise. Os
residuos D242 e W243 foi encontrados no contig 145 de D. bruxellensis
correspondendo as posi¢cdes D175 e W176.

A enzima R3-glucosidase da levedura K. marxianus (Figura 2) apresenta
845 residuos de aminoacidos distribuidos em trés dominios: dominio GH3 N-
terminal (residuos 30-245), dominio GH3 C-terminal (residuos 321-408, 560-
700) e o dominio PA14 (residuos 409-559). O dominio PA14 tem sido
encontrado na estrutura de varias proteinas inserido no dominio GH3 C-
terminal, entretanto, na levedura K. marxianus esse dominio se encontra
inserido no ndcleo catalitico sugerindo esta envolvido na ligagdo do carboidrato
no sitio ativo ou na estrutura da proteina (Yoshida et al, 2009).

O dominio PA14 é encontrado numa variedade de proteinas com
glicosidases, glicosiltransferases, proteases e moléculas de sinalizacdo, as
quais indicam que esse dominio tem papel importante na ligacdo do
carboidrato e em alguns casos, € fundamental nos eventos biolégicos (Yoshida
et al, 2010). O dominio PA14 da K. marxianus se inicia no residuo 392 e se
estende até o residuo 559 (Yoshida et al, 2010) comparando essa regiao no
alinhamento multiplo das sequéncias de R-glucosidase do grupo dos
ascomicetos e da bactéria Th. neapolitana percebemos que a levedura D.

bruxellensis ndo possui essa regiao devido sua sequéncia esta incompleta,
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entretanto, sua sequéncia tem uma similaridade de aproximadamente 61% com
a sequéncia de k. marxianus. Outro fato que notamos foi a auséncia dessa
regido pela insercdo de gaps na sequéncia da bactéria Th. neapolitana. Apesar
desse dominio ndo ser uma regido fortemente conservada e ainda nao ter uma
funcdo consenso, para a familia GH3 esse dominio pode formar um sud-sitio e
afetar a especificidade do substrato devido a enzima KmBg1ll apresentar maior
atividade por substratos menores através da insercdo do PA14 no sanduiche
a/l3 (Yoshida et al, 2010).

Woolfit et al (2007) sequenciaram aproximadamente 40% do genoma da
levedura Dekkera bruxellensis, e em ordem de determinar a sua posicéo
filogenética no grupo dos hemiascomicetos, foram construidas 396 arvores
filogenéticas baseado nas sequéncias protéicas ortélogas de D. bruxellensis e
nove outras espécies de fungos, S. cerevisiae, Candida glabrata,
Kluyveromyces lactis, Ashbya gossypii, Candida albicans, Debaryomyces
hansenii, Yarrowia lipolytica, Schizosaccharomyces pompe e Aspergillus
nudulans. Os autores inferiram trés topologias 1, 2 e 3 (Figura 13) que
ocorreram em 34%, 27% e 26% dos casos, respectivamente. Para o0s
resultados gerados, o teste Shimodaira-Hasegawa apontou a topologia 2 sendo
a mais adequada, apesar de ndo ser significativamente melhor de que a
topologia 1. A incerteza da posicao filogenética de D. bruxellensis se mantém,
analises separadas baseadas nas sequéncias 18S suportam as topologias 1 e
3, e outras analises utilizando 400 sequéncias codificantes de proteinas
rejeitam significativamente a topologia 3 permanecendo incapaz de determinar
se a espécie D. bruxellensis diverge de uma linhagem proxima a C. albicans e

D. hansenii ou se essas trés espécies divergiram de um unico ancestral.
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Uma investigacdo sistematica molecular dos membros do grupo dos

ascomicetos dos géneros Brettanomyces,

Debaryomyces,

Dekkera e

Kluyveromyces foi realizada utilizando sequéncias génicas de 18S rRNA onde

revelaram que Brettanomyces e Dekkera tém relagcbes filogenéticas muito

proximas formando um grupo filogenético distinto e estavel. Foi evidenciado

também que o género Kluyveromyces ndo forma um grupo monofilético, por

apresentar varias espécies inseridas entre 0s outros géneros, entretanto a

espécie Kluyveromyces marxianus formou um clado com outros quatro

Kluyveromyces apresentando uma similaridade de 99%. (Cai et al, 1996).
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Figura 13. Topologias mais freqlientes encontradas a partir de sequéncias

protéicas de genes ortologos de D. bruxellensis. (B) Topologia 1 apresentou

uma frequéncia de 34%. (C) Topologia 2 apresentou uma frequéncia de 27%.

(D) Topologia apresentou uma frequiéncia de 26%. Woolfit et al, 2007.
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Nossos resultados mostraram que para esse gene D. bruxellensis
divergiu de uma linhagem préxima de K. marxianus e S. etchellsii, sendo
pertencentes as familias Saccharomycetaceae e Debaryomycetaceae,
respectivamente. Esses resultados corroboram com os resultados encontrados
por Woolfit et al (2007) considerando ao nivel de familia (Figura 14). Em
relacdo as outras espécies, como se era de se esperar, A. niger, A. flavus, A.
oryzae, A. fumigatus, A. clavatus, Neosartorya fischeri e Talaromyces stipitatus
formaram um grande clado sugerindo que para o gene da R-glucosidase essas
espécies evoluiram de um ancestral comum seguindo sua classificacédo
baseada nas caracteristicas fenotipicas que o0s agrupam na familia
Trichocomaceae por serem fungos filamentosos de corpos frutiferos visiveis
(Alexopoulos et al, 1996). Todos as leveduras P. angusta, K. marxianus, S.
etchellsii, S. stipitis, candida tropicalis também foram agrupadas em um grande
clado, entretanto era de se esperar que as espécies K. marxianus e P. angusta
formasse um grupo monofilético distinto por serem classificadas
morfologicamente como pertencendo a familia Saccharomycetaceae. O
mesmo era de se esperar com as espécies S, etchellsii e S. stipitis que
pertencem a familia Debaryomycetaceae. A espécie V. albo-atrum, que é um
fungo filamentose, patdgeno de plantas como o algodao e formador de conidio
(DeSavigny, 2011), foi inserida no clado formado por leveduras. Ja a bactéria
Th. neapolitana se apresentou como um grupo externo, o que era de se

esperar por ser geneticamente distantes das demais espécies.
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7. CONCLUSOES

e O alinhamento multiplo permitiu visualizar as regides conservadas e
identificar os residuos do sitio ativo R130 (Arginina), K163 (Lisina), H164
(Histidina), R174 (Arginina), Y210 (Tirosina) e E458 (Acido glutamico) a partir

de dados encontrados na literatura.

* O gene incompleto de Dekkera bruxellensis apresentou os mesmos
residuos do sitio ativo da proteina beta-glucosidase encontrado na espécie

Thermotoga neapolitana, com excec¢ao dos residuos R130 e E458.

¢ O gene incompleto de Dekkera bruxellensis apresentou dois dos trés
dominios encontrados na enzima da beta-glucosidase, o dominio N- terminal e

o dominio C-terminal da familia Glicolase Hidrogenase.

« O gene incompleto da levedura Dekkera bruxellensis apresentou
uma similaridade de aproximadamente 61% com a sequéncia codificante da

enzima beta-glucosidase da levedura Kluyveromyces marxianus.

e Podemos inferir que o gene incompleto do contig 145 da levedura

Dekkera bruxellensis € o gene codificante da enzima beta-glucosidase.
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9. ANEXOS

>Sequéncia de Nucleotideos do contig 145 da levedura Dekkera bruxellensis.

AAGGATATGGCATTTGGTCCAATGACGAGAACCGGGGTTTCCTTTAAAAGT
GGTAGAACTTTCCTCTCATTTTTAAGTAGTACAATACCTTCAGCAGCAGCTC
TCCGTAATTTTTCACTTGTTTCGGGCTTATCGTTTAGCGAATCCTCTACCTT
GCTAAAGAGTGTTGTTCCATTGGATTCAATCAATGACTTAATAACTTTTAAA
ATGTGTCGACAATGATTGTCAATATCTGTTTGTTTCAAGTTATCCGCTTTAG
ATTGTAAAAGATGCTTGATTGTATCCCACCTCCTAAATTGTGAAGGTCCTG
GAAATTCAATATCAATTCCATGCTTCAAGGAGTTCAACGTAGAATATGTTCC
AAACCAATCGCTCATAAGTAAACCATCCAAATTCCATTCTTTTCTTAAAATG
TTTTCAATTAATTGATAGTTTTCTGAACAGTGTATTCCATTTACTTTATTGTA
AGCGGTCATAATACAATTTGGATTAGCAAGTTGCACAGCGATTCTGAACGG
TTCTAAGTATATTTCCCTTAATGCCCTTTCACTTACAACACTGTTCGAGCTC
AGTCGTTCATGTTCTAAATCATTACAAACAAAATGCTTAACTGTAGCACAAA
TCCGACCATCATTTTGTATTCCTTTCACGATTGCCGCCGTGCATAATCCACT
TAATACTGGATCCTCGCTAAAGCTCTCAAATCCCCGTCCACCCAAGGGTCC
CCTCAGAATGTTTGTTGTTGGACCAAGAATTATTTGGGCGCCCTTATGTTTT
GCCTCAACTGCCATCAACTCTCCAATTTCTTCTAACAAGTCGCAGTCAAAT
GTCGATGCCAACCCTGTCCCATTTGGAAAGCACGCTGATGGTACACCGTT

AAAAAATTTTGTTCCC
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>Sequéncia de Aminoacido do contig 145 da levedura Dekkera bruxellensis.

GTKFENGVPSACFPNGTGLASTFDCDLLEEIGELMAVEAKHKGAQIILGPTTNI
LRGPLGGRGFESFSEDPVLSGLCTAAIVKGIQNDGRICATVKHFVCNDLEHER
LSSNSVVSERALREIYLEPFRIAVQLANPNCIMTAYNKVNGIHCSENYQLIENIL
RKEWNLDGLLMSDWFGTYSTLNSLKHGIDIEFPGPSQFRRWDTIKHLLQSKAD
NLKQTDIDNHCRHILKVIKSLIESNGTTLFSKVEDSLNDKPETSEKLRRAAAEGI

VLLKNERKVLPLLKETPVLVIGPNA
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segunda autora os seguintes trabalhos: Andlisemtassao génica através de PCR em
tempo real da enzima piruvato descarboxilase dedlenaDekkera bruxellensis (56°
Congresso Brasileiro de Genética, 2010), Idengfcae analise estrutural do gene
codificante da enzima alcool desidrogenase&ateharomyces cerevisiae em Dekkera
bruxellensis (54° Congresso Brasileiro de Genética, 2008). Comouyseadora, realizou
estagio no Laboratério de Biologia Molecular da JdB 05 de margo a 12 de abril de
2006 com o seguinte objetivo: Clonagem molecularcdssete de expressdo alfa-
amilase e glicoamilase em célulaskseherichia coli (DH50) para a constru¢cdo de um
vetor de expressao para ser integrado ao genoteaeatiuraSaccharomyces cerevisiae.
Como parte da formacao técnica, participei AppBeasystem: Muito além do genoma,

dentre outros cursos de curta duracao.
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