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RESUMO

O bagaco de cana-de-acucar, residuo lignocelulésico gerado nas industrias
sucroalcooleiras, é constituido por polissacarideos passiveis de conversao em glicose
de interesse industrial por meio da acédo de celulases. O Moniliophthora perniciosa,
agente causador da fitopatologia “vassoura-de-bruxa”, apresenta potencial para a
sintese dessas biomoléculas. O presente trabalho teve como objetivo caracterizar
exoglucanases de Moniliophthora perniciosa por meio de analises in silico e
estruturais, bem como verificar a expressao dos genes codificadores dessas enzimas,
avaliando o seu potencial biotecnol6gico. Desse modo, o estudo foi conduzido com a
identificacdo e caracterizacdo in silico de exoglucanases, cujas estruturas
tridimensionais foram preditas por modelagem comparativa. Na sequéncia, foram
realizadas as analises moleculares. Inicialmente, foram projetados iniciadores
especificos para os genes codificadores das proteinas em estudo. Em seguida, o RNA
de melhor qualidade, extraido do meio contendo material lignocelulésico, foi utilizado
para a sintese do cDNA, posteriormente amplificado, e o produto de PCR obtido foi
purificado. As sequéncias analisadas foram identificadas como pertencentes a familia
GH6, apresentando regides conservadas tipicas do grupo. Os modelos
tridimensionais gerados apresentaram alta qualidade estrutural, com preservacao das
regibes funcionais essenciais, evidenciando o potencial biotecnolégico dessas
enzimas. As condicfes de cultivo do fungo em meio lignocelulésico mostraram-se
favoraveis a inducdo da expresséo de celulases, sendo detectada a expressao do
gene correspondente a exoglucanase. Esses resultados indicam que a sequéncia
obtida do cDNA constitui uma candidata promissora para expressao heteréloga,
purificacdo e caracterizacdo, reforcando o potencial de celulases de Moniliophthora

perniciosa na otimizacado de bioprocessos industriais sustentaveis.

Palavras-chave: Basidiomiceto; Celulase; GH6; Modelagem comparativa; Aplicacao

biotecnoldgica.



ABSTRACT

Sugarcane bagasse, a lignocellulosic residue generated in sugar-ethanol industries, is
composed of polysaccharides that can be converted into glucose of industrial interest
through the action of cellulases. Moniliophthora perniciosa, the causal agent of the
plant disease “witch’s broom,” shows potential for synthesizing these biomolecules.
This study aimed to characterize M. perniciosa exoglucanases through in silico and
structural analyses, as well as to evaluate the expression of the genes encoding these
enzymes, assessing their biotechnological potential. Accordingly, the study involved
the identification and in silico characterization of exoglucanases, whose three-
dimensional structures were predicted by comparative modeling. Subsequently,
molecular analyses were performed. Specific primers were initially designed for the
genes encoding the proteins under investigation. Next, high-quality RNA extracted
from the medium containing lignocellulosic material was used for cDNA synthesis,
which was later amplified, and the resulting PCR product was purified. The analyzed
sequences were identified as belonging to the GH6 family, displaying conserved
regions typical of the group. The generated three-dimensional models showed high
structural quality, with preservation of essential functional regions, highlighting the
biotechnological potential of these enzymes. The fungal cultivation conditions in
lignocellulosic medium proved favorable for the induction of cellulase expression, and
expression of the gene corresponding to the exoglucanase was detected. These
results indicate that the cDNA sequence obtained constitutes a promising candidate
for heterologous expression, purification, and characterization, reinforcing the potential
of Moniliophthora perniciosa cellulases in optimizing sustainable industrial

bioprocesses.

Keywords: Basidiomycete; Cellulase; GH6; Comparative modeling; Biotechnological

application.
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1 INTRODUCAO

Ao longo da histéria da humanidade, a organizacdo e o desenvolvimento das
civilizacbes estiveram dependentes da evolucdo da geracdo de energia. Nas
sociedades modernas, 0 aumento da demanda energética representa, sobretudo, a
crescente utilizacdo dos combustiveis fosseis para a geracéo de energia e, entre eles,
tém-se o0 gas natural, o carvao mineral, o petroleo e os seus subprodutos que compde
o modelo energético mundial vigente — baseado em recursos finitos e que — por essa
razao, Nn4o conseguirdo sustentar o aumento progressivo do consumo de energia.
Além disso, 0 agravamento dos problemas ambientais é intensificado a medida que
h&a aumento na concentracédo de gases poluentes dispersos na atmosfera em funcéo

da queima destes combustiveis (Robak; Balcerek, 2018).

Diante deste cenario, a diversificacdo da matriz energética torna-se uma
estratégia essencial para mitigar os impactos ambientais sem comprometer o
crescimento econdmico. Nesse contexto, os residuos lignoceluldsicos, a exemplo do
bagaco da cana-de-acguUcar, tém se destacado como matérias-primas promissoras
para a producdo de biocombustiveis. Esses residuos s&o constituidos pelos
polissacarideos celulose, hemicelulose e lignina, e apresentam viabilidade no que
concerne a geracdo de energia a partir da conversado da matéria organica em agucares
fermentesciveis, resultando na producé@o de bioetanol de segunda geragédo (Robak;
Balcerek, 2018).

No entanto, é sabido que a etapa de hidrélise enzimética da celulose a partir
de sistemas convencionais apresenta limitacdes operacionais e econdmicas devido a
complexidade estrutural deste polissacarideo e aos altos custos das enzimas
comerciais. Nesse sentido, uma alternativa que garante a otimizagcédo da etapa de
hidrolise da celulose consiste na manipulagdo de microrganismos capazes de

sintetizar moléculas bioativas de interesse industrial (Robak; Balcerek, 2018).

No que concerne aos microrganismos produtores de celulases, tém-se
bactérias anaerdbicas, a exemplo do género Clostridium, bactérias aerobicas do
género Cellulomonas, além de actinomicetos do género Streptomyces (Hirano et al.,

2016; Ventorino et al., 2016; Broda; Yelle; Serwanska, 2022). No caso dos fungos
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filamentosos, as espécies pertencentes ao filo Ascomycota e Basidiomycota,
sobretudo as fitopatogénicas, merecem destaque porque o mecanismo de infeccéo
vegetal estd associado a secrecdo de um amplo arsenal de enzimas hidroliticas
(Florencio; Badino; Farinas, 2017).

Dentre esses microrganismos, destaca-se o0 basidiomiceto Moniliophthora
perniciosa, fungo causador da “vassoura-de-bruxa”, fitopatologia que ainda afeta a
producdo de cacau no Brasil, embora tenha causado maiores prejuizos as lavouras
no sul da Bahia, durante a década de 90, o que resultou em implicacdes econémicas
e sociais significativas, gerando o enfraquecimento da economia local, éxodo rural e

desemprego (Santos et al., 2023).

Ainda que devastador do ponto de vista agricola, esse fungo apresenta
potencialidade quanto a producéo de hidrolases denominadas celulases e que atuam
degradando os constituintes da parede celular do vegetal, disponibilizando moléculas
de glicose destinadas a producao de bioetanol de segunda geracéo (Almeida; Ribeiro;
Assis, 2021).

Em funcdo do potencial biotecnolégico dessas enzimas, destaca-se a
possibilidade de produzi-las a partir de sistemas de expresséo heterélogo, utilizando-
se células de Escherichia coli — que representa um eficiente mecanismo de expressao
de enzimas estaveis — além de conferir vantagens quanto a necessidade de substratos
de baixo custo e genoma bem caracterizado, o que viabiliza a manipulacdo genética
e a obtencdo de grandes quantidades da enzima recombinante de interesse,
facilitando a sua purificacdo e caracterizacdo funcional, bem como amplia as
expectativas futuras no que concerne ao processamento de biocombustiveis

(Vazquez-Ortega et al., 2022).

Apesar dos avanc¢os da biologia molecular contribuirem com o desenvolvimento
de trabalhos que abordam aspectos gendmicos relevantes de Moniliophthora
perniciosa, ainda ha uma escassez de estudos que explorem seu potencial
biotecnoldgico para além do contexto fitopatoldgico, principalmente no que concerne
as exoglucanases com possivel aplicabilidade biotecnolégica. Nesse sentido, este

trabalho prop6e uma abordagem integrativa ao associar as ferramentas de biologia
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molecular e bioinformatica, visando a pré-selecdo de uma exoglucanase de

Moniliophthora perniciosa com maior eficiéncia biotecnoldgica (Santana et al., 2023).

A facilidade ao acesso aos bancos de dados online tem possibilitado a
obtencéo de sequéncias gendmicas e protedmicas de uma ampla variedade de fungos
filamentosos, incluindo espécies filogeneticamente relacionadas ao Moniliophthora
perniciosa. Os estudos in silico permitem a identificacdo de dominios cataliticos
conservados, analises de propriedades fisico-quimicas, bem como a obtencdo de
estrutura tridimensional de proteinas e analise funcional preditiva (Santana et al.,
2020).

Dentre as ferramentas computacionais, a modelagem estrutural por homologia,
também conhecida como modelagem comparativa, se destaca como uma abordagem
robusta para a predicdo de modelos tridimensionais de proteinas a partir de estruturas
primarias que apresentam estrutura tridimensional resolvida experimentalmente. No
contexto deste estudo, a geracdo de modelos estruturais de exoglucanases de
Moniliophthora perniciosa pode viabilizar o entendimento acerca dos aspectos
funcionais da enzima e possiveis mecanismos envolvidos na interacdo com substratos
lignocelulésicos, obtendo-se, de forma mais precisa, sequéncias mais promissoras a

serem produzidas em sistemas de expressao heterdloga (Santana et al., 2020).

Portanto, considerando-se 0s aspectos apresentados, este trabalho teve como
objetivo realizar a caracterizacédo in silico de exoglucanases de Moniliophthora
perniciosa, incluindo a predicdo de suas estruturas tridimensionais por modelagem
comparativa, bem como identificar molecularmente essas enzimas por meio da
extracdo de RNA e da confirmacdo de sua expressdo via analise de DNA

complementar (cDNA).

Desse modo, ao integrar a predicdo estrutural as analises moleculares, este
trabalho pretende evidenciar o potencial biotecnolégico de exoglucanases de
Moniliophthora perniciosa, contribuindo para sua futura aplicacdo em contextos
industriais e sustentaveis, como a bioconversdo de residuos agroindustriais e a

geracéo de produtos de alto valor agregado.
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2 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo identificar e caracterizar exoglucanases

de Moniliophthora perniciosa em nivel estrutural e molecular, por meio de analises in

silico e verificacdo da expressao génica.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

f)

9)
h)

Identificar e caracterizar in silico exoglucanases de Moniliophthora
perniciosa;
Determinar e analisar as estruturas tridimensionais teoricas das

exoglucanases de interesse;
Reativar o fungo Moniliophthora perniciosa em meio BDA;

Cultivar o Moniliophthora perniciosa nos diferentes meios indutores WY e
CMC;

Extrair o RNA do micélio em meios de cultura constituido de material

lignocelulésico e em meio sintético;

Desenhar os iniciadores especificos correspondentes as sequéncias

codificantes da proteina em estudo;
Sintetizar o cDNA a partir do RNA extraido em meio WY;

Amplificar a sequéncia codificante do cDNA de exoglucanases de
Moniliophthora perniciosa por técnica de PCR;

Purificar o produto de PCR obtido a partir do cDNA.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 COMPOSICAO DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

A biomassa lignocelulésica constitui a matéria seca de origem vegetal presente
em grande parte da superficie terrestre, sendo, portanto, uma fonte renovavel
abundante e rica em polissacarideos fermentaveis, como a celulose e a hemicelulose,
configurando-se uma alternativa promissora para a producao de bioetanol de segunda
geracéo (Devi et al., 2022).

Quanto a classificacdo dos recursos lignocelulésicos disponiveis, pode-se
destacar trés principais categorias, sendo elas: a biomassa virgem, representada
pelas plantas herbaceas, arbustos, arvores e espécies aquéticas; as culturas
energéticas, caracterizadas por plantas com capacidade de gerar grande volume de
biomassa, a exemplo de Cenchrus purpureus, espécie popularmente conhecida como
capim-elefante; e a biomassa residual que engloba os residuos provenientes da
industria agricola e da atividade florestal, o que compreende as palhas, as cascas e
as fibras (Broda; Yelle; Serwanska, 2022; Devi et al., 2022).

Devido a sua complexa composicao quimica, a biomassa residual tem ganhado
destaque como precursora de produtos de alto valor agregado, especialmente no
contexto da bioeconomia circular. Desse modo, a crescente preocupacao ambiental e
a busca por fontes renovaveis impulsionam o interesse na valorizacdo desses
residuos que, anteriormente, eram direcionados para o descarte ou até mesmo
subutilizados (Broda; Yelle; Serwanska, 2022; Devi et al., 2022).

Os principais constituintes estruturais da biomassa lignocelulésica sédo a
celulose, a hemicelulose e a lignina, polissacarideos complexos quem compdem a

parede celular vegetal, conforme indica a Figura 1 (Catelan; Pinotti, 2019).
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Figura 1: Representacéo da Constituicdo da parede celular vegetal.
Fonte: IMLIMTHAN et al., 2017.

A proporcao desses polissacarideos varia de acordo com a espécie vegetal, as
condic¢des do clima e do solo e o estagio de desenvolvimento da planta no momento
da colheita, o que acaba influenciando diretamente nos mecanismos de

processamento e aproveitamento biotecnolégico da biomassa (Catelan; Pinotti, 2019).

A celulose € o polissacarideo mais abundante encontrado na parede celular
dos vegetais e sua proporcdo na biomassa lignocelulésica seca varia entre 30% e
50%. Além disso, por constituir a maior fonte de biomassa renovavel disponivel no
planeta, € um recurso que exibe potencialidade quanto a geracdo de energia (Broda;
Yelle; Serwanska, 2022).

Independentemente da fonte vegetal, a celulose € um polimero linear de alta
cristalinidade e elevado peso molecular, sendo responsavel pela rigidez e resisténcia
da parede celular da planta. E formada por mondmeros do dissacarideo celobiose
que, por sua vez, resulta da unido de duas moléculas de B-D-glicose por meio de
ligacBes B-1,4-glicosidicas. Devido a presenga de grupamentos hidroxila (OH-), h4 a
formacdo de uma densa rede de ligacdes de hidrogénio dentro da propria cadeia e
entre diferentes cadeias, o0 que resulta na formacao de regides cristalinas organizadas,
alternadas por areas amorfas menos estruturadas, conforme indica a Figura 2 (Broda;
Yelle; Serwanska, 2022; Devi et al., 2022 ).
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Figura 2: Representagdo de uma cadeia de celulose com destaque para duas moléculas de glicose
unidas por ligagao -1,4-glicosidica.
Fonte: HEMRAZ; SANASEE, 2018.

A hemicelulose, que corresponde a aproximadamente 15% a 30% da massa
seca da biomassa lignocelulésica, apresenta peso molecular intermediario e €
formada por heteropolissacarideos de cadeias curtas e ramificadas. Devido ao arranjo
das cadeias, apresenta estrutura predominantemente amorfa. Na parede celular do
vegetal, as hemiceluloses formam uma rede entrelacada com as microfibrilas de
celulose, conectando-se a elas por meio de ligagcbes de hidrogénio e forcas de Van
der Walls, conferindo maior resisténcia e estabilidade a parede celular (Broda; Yelle;
Serwanska, 2022; Devi et al., 2022).

A lignina € um polimero amorfo de estrutura tridimensional, altamente
ramificada e reticulada, que representa aproximadamente 15% a 30% da massa seca
de biomassa lignocelulésica. Sua complexidade estrutural confere rigidez a parede
celular vegetal, desempenhando um papel essencial na protecdo contra a acdo de
microrganismos e na resisténcia a degradacado enzimatica (Broda; Yelle; Serwanska,
2022).

No Brasil, a produgcdo de cana-de-acUcar € um exemplo emblematico do
potencial de valorizacdo da biomassa lignocelulésica. A utilizacéo integrada desse
residuo ndo apenas agrega valor ao setor sucroenergético, mas também contribui
para a diversificagdo da matriz energética e a mitigagdo de impactos ambientais

associados ao uso de combustiveis fésseis (Rodrigues et al., 2017).

No entanto, em funcdo da estrutura altamente recalcitrante da biomassa
lignoceluldsica, resultante do alto grau de empacotamento e cristalizacdo da celulose,

bem como a associagdo fisico-quimica entre a lignina e a hemicelulose, esse
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complexo estrutural constitui uma barreira significativa a acdo enzimatica. A fim de
superar essa limitacdo, sdo necessarios pré-tratamentos fisicos, quimicos ou
biolégicos que promovam a desorganizacdo das cadeias poliméricas, facilitando a
liberacdo de acUcares fermentesciveis essenciais a producdo de bioetanol de

segunda geracdo (Awogbemi; Kallon, 2022).

3.1.1 Pré-tratamento fisico

Os pré-tratamentos fisicos aplicados a biomassa lignocelulésica tém como
objetivo modificar a sua estrutura altamente recalcitrante através de métodos
mecanicos, térmicos ou eletromagnéticos a fim de aumentar a area de superficie e a
acessibilidade das enzimas aos polissacarideos estruturais. Técnicas como moagem,
extrusao e sonicacao, por exemplo, tém se mostrado eficazes na desestruturacao
parcial da biomassa, embora estejam associados a um elevado consumo energético
(Awogbemi; Kallon, 2022; Broda; Yelle; Serwanska, 2022).

3.1.2 Pré-tratamento quimico

Métodos quimicos utilizando &cidos ou compostos alcalinos séo
frequentemente utilizados para romper a estrutura da biomassa lignocelulésica.
Apesar da eficiéncia quanto a remocéao parcial da lignina e exposicao das fibras de
celulose, esses processos demandam alta energia, utilizam reagentes agressivos e
podem gerar subprodutos téxicos que dificultam a fermentacéo. Isso eleva os custos
e podem ocasionar riscos ambientais. Por tais razdes, métodos mais sustentaveis,
como o tratamento biologico com enzimas, tém ganhado destaque (Awogbemi; Kallon,
2022; Broda; Yelle; Serwanska, 2022).

3.1.3 Preé-tratamento bioldgico

Esse tipo de pré-tratamento baseia-se na acgdo de microrganismos
especializados, a exemplo de algumas espécies de fungos e bactérias, ou ainda, nas

enzimas que eles produzem, capazes de degradar os componentes estruturais da
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biomassa. A eficiéncia desse tipo de pré-tratamento depende de fatores como a
escolha do microrganismo, o tamanho das particulas da biomassa e as condi¢des do
ambiente. Dentre as vantagens observaveis, pode-se destacar o baixo consumo
energeético, a ndo utilizacdo de reagentes quimicos agressivos, menor geracao de
compostos inibitérios e a sustentabilidade do processo. Por outro lado, a lentiddo da
degradacdo e a necessidade de monitoramento constante sdo fatores limitantes.
Ainda assim, o interesse nesse método cresce, especialmente devido a acdo de
enzimas microbianas especificas, como as celulases (Awogbemi; Kallon, 2022; Broda;
Yelle; Serwanska, 2022).

3.2 AS ENZIMAS CELULOLITICAS

Apos o pré-tratamento, a biomassa lignocelulésica € submetida a etapa de
hidrélise com o objetivo de liberar aclUcares fermentesciveis, como pentoses, a
exemplo da xilose e arabinose, além de hexoses, como a glicose e a manose. Dentre
esses monossacarideos, a glicose se destaca como o mais relevante do ponto de
vista industrial por ser o principal produto da degradacao da celulose. Além disso, a
sua conversdo em etanol ocorre de forma mais direta e com maior rendimento,
tornando-a o alvo preferencial nos processos biotecnoldgicos de producdo de

biocombustiveis (Broda; Yelle; Serwanska, 2022).

Embora a hidrélise possa ser promovida por agentes quimicos, como acidos e
bases, 0 uso de enzimas produzidas por microrganismos tem se destacado por ser
uma alternativa mais eficiente e ambientalmente sustentdvel nos processos de
conversédo da biomassa lignocelulésica (Awogbemi; Kallon, 2022). Nesse contexto, as
celulases desempenham um papel fundamental, atuando como catalisadores
bioldgicos responsaveis pela degradacao da celulose em acucares fermentesciveis,
representando uma etapa critica no processo de conversdo da biomassa
lignocelulésica em etanol de segunda geracao (Solis, 2016; Broda; Yelle; Serwanska,
2022).

bY

As celulases constituem um grupo de enzimas hidroliticas pertencentes a

classe das glicosil hidrolases (GHs - EC 3.2.1.x), cuja principal funcéo € catalisar a
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qguebra das ligacdes [-1,4-glicosidicas presentes na estrutura da celulose, originando
produtos como glicose, celobiose e celooligossacarideos. Essas enzimas sao
classificadas como CAZimas (enzimas que atuam sobre carboidratos), apresentando
dominios especificos capazes de reconhecer, modificar e romper ligacdes glicosidicas

em substratos polissacaridicos (Soni; Sharma; Soni, 2018).

A converséo total da celulose em mondmeros de glicose depende da atuacéo
conjunta e coordenada de diferentes classes de celulases, cuja sinergia é fundamental
para a eficiéncia do processo de hidrélise. Produzidas por microrganismos, essas
enzimas sao classificadas conforme a sua atuacao no substrato (Figura 3), a exemplo
das endoglucanases (endo 1,4-B-glucanase EC 3.2.1.4) que atuam na clivagem das
ligacdes internas da celulose; as exoglucanases ou celobiohidrolases (exo-1,4-B-D-
glucanase, CBH, EC 3.2.1.91), responsaveis por clivar as regides externas e as [3-
glicosidases (1,4-p-D-glucosidase, BG, EC 3.2.1.21), que atuam promovendo a

hidrélise de celobiose em moléculas de glicose (Soni; Sharma; Soni, 2018).

O.OOO OO_.‘DO

00 ¢ %
o — Qoo —0c0000—T oo
oo
Y
—00000000" ~_ - -

b Crystalline region

p . Amorphous region
Crystalline region P g
( exoglucanase

@0 cellobiose
endoglucanase

' [B-glucosidase

Figura 3: Representacdo do mecanismo de a¢éo das celulases na fibra celulésica.
Fonte: AKHTAR, 2016.
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3.2.1 Endoglucanases

As endoglucanases iniciam a clivagem das ligacbes [-1,4-glicosidicas

presentes nas regides internas e desorganizadas da cadeia polimérica. Esse
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mecanismo reduz o grau de polimerizacdo do substrato, gerando oligossacarideos

como produtos intermediarios (Nargotra et al., 2023).

Essas enzimas sdo produzidas por uma variedade de organismos, incluindo
bactérias aerdbicas e anaerobicas, arqueas, protozoarios e fungos. Para fins
industriais, no entanto, as linhagens fungicas, especialmente dos géneros
Trichoderma e Aspergillus constituem as principais fontes para a producado em larga
escala (Nargotra et al., 2023).

3.2.2 Exoglucanases

As exoglucanases, também chamadas de celobiohidrolases (CBHs), sao
amplamente produzidas por fungos e bactérias e desempenham papel fundamental
na degradacdo da celulose, catalisando principalmente a liberagcdo de celobiose a
partir das extremidades da cadeia celuldsica. Os dois principais tipos, CBHI e CBHII,
compdem as familias GH7 (EC 3.2.1.176) e GH6 (EC 3.2.1.91), nessa ordem, e atuam
respectivamente nas extremidades redutoras e ndo redutoras do polimero (Machado,
2019).

Em termos de organizagcdo estrutural, algumas exoglucanases podem ser
classificadas como proteinas bimodulares, pois sdo constituidas por dois dominios
funcionais e estruturais distintos: o dominio de ligacdo ao carboidrato (CBM) e o
dominio catalitico (CD), que encontram-se conectados por uma regido interligadora,
denominada linker (Figura 4), cuja fungdo principal é preservar a independéncia

estrutural e funcional de cada dominio (Colussi, 2012).
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Linker O-glicosilado

Dominio catalitico

Figura 4: - Representacéo de celobiohidrolase CBH1, demonstrando o dominio catalitico conectado
ao dominio de ligagéo a carboidratos, através do linker.
Fonte: BECKHAM et al., 2010.

O dominio catalitico das exoglucanases possui uma estrutura em forma de
tunel, embora existam diferencas especificas entre as regides cataliticas das enzimas
CBI e CBIl. Uma caracteristica fundamental dessas enzimas é sua capacidade de agir
processivamente (Figura 5), ou seja, de se prender a uma Unica cadeia de celulose e
promover a liberagdo continua de moléculas de celobiose. A catélise ocorre dentro
desse tunel fechado, que mantém a cadeia de celulose destacada da superficie
cristalina, permitindo que a enzima realize multiplas rea¢des consecutivas sem que a

cadeia retorne a sua forma original cristalina (Colussi, 2012).
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Figura 5: - Representacdo do mecanismo de acdo de celobiohidrolases.
Fonte: TAYLOR et al., 2012.

3.2.3 B-glicosidases
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As B-glicosidases desempenham um papel crucial na etapa final da degradacéo
da celulose, catalisando a conversao da celobiose em unidades de D-glicose. Sua
presenca em niveis adequados € essencial para a manutencdo da eficiéncia do
processo de hidrélise, pois impede o acumulo de celobiose — um intermediario que,
em altas concentracfes, pode causar inibicdo enzimatica e desencadear a repressao
catabdlica, comprometendo a atividade de outras enzimas do complexo celulolitico
(Basera; Chakrabort; Charma, 2024).

3.3 APLICACOES BIOTECNOLOGICAS DAS CELULASES

A versatilidade funcional das celulases, aliada a busca por solucées mais
sustentaveis e eficientes, impulsionam pesquisas voltadas ao aprimoramento da sua
atividade enzimatica, estabilidade e custo-beneficio em condicfes industriais. Devido
a sua ampla aplicacdo em segmentos como o téxtil, de detergentes, de racbes, de
alimentos, de papel e celulose e biorrefinarias, essas enzimas ocupam atualmente

uma posicao de destaque no mercado global (Ejaz; Sohail; Ghanemi, 2021).

A industria téxtil € uma das maiores beneficiadas pelas aplicacdes comerciais
de celulases, que sdo amplamente utilizadas no tratamento do jeans, no biopolimento
e na melhoria do acabamento dos tecidos. Ja no setor de detergentes domésticos, as
celulases atuam em conjunto com outras enzimas, sendo que esse mercado
representa cerca de 20% a 30% do consumo de enzimas industriais. Para que sejam
eficazes nesse contexto, as celulases precisam apresentar estabilidade térmica,
resisténcia a pH alcalino e compatibilidade com os demais componentes quimicos do
detergente (lkbal et al., 2024).

Na area da nutricdo animal, as celulases sdo empregadas no pré-tratamento
de racdes a base de gréos e na silagem. Desta maneira, estas enzimas atuam na
quebra de componentes de dificil digestdo ou com agéo antinutricional, contribuindo
com uma maior eficiéncia na absorcdo de nutrientes e, portanto, promovendo

melhorias na saude intestinal dos animais (Asmare, 2014).
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Diante dos desafios impostos pelas mudancas climaticas, pela urbanizacéao
crescente e pelo aumento da populacdo mundial, a producéo e o processamento de
alimentos tornaram-se questdes centrais para garantir a seguranca alimentar. H4 uma
demanda crescente por alimentos com caracteristicas aprimoradas de textura, sabor,
cor e praticidade em termos de embalagem e consumo. Por essa razdo, as enzimas
surgem como ferramentas promissoras para atender a essas exigéncias no setor

alimenticio (Raveendran et al., 2018).

Embora o uso de celulases ainda ndo seja amplamente explorado na industria
alimenticia, essas enzimas apresentam potencial significativo. Espécies bacterianas
como Paenibacillus e Bacillus, bem como fungos, a exemplo de Trichoderma e
Aspergillus, tém sido identificadas como fontes eficazes de celulase para aplicacéo
em alimentos. Entre as possiveis utilizacfes destacam-se o amaciamento de frutas, a
clarificacdo de sucos, a extracdo de compostos aromaticos e Oleos essenciais
(Raveendran et al., 2018).

Além das aplica¢des no setor alimenticio, as celulases também vém ganhando
destaque em processos industriais voltados a sustentabilidade, especialmente no
contexto das biorrefinarias. Nas Ultimas décadas, diversos estudos tém explorado o
uso dos residuos da agroinddstria como matéria-prima alternativa para a producao de

compostos de valor agregado (Ravindran et al., 2016).

Essa abordagem tem sido particularmente relevante em paises com economias
fortemente baseadas na agricultura, como € caso do Brasil, 0 maior produtor mundial
de cana-de-aclcar e o segundo maior produtor de bioetanol (Solomon; Barnes;
Halvorsen, 2007). Atualmente, o bioetanol representa a principal aplicagdo comercial
de residuos agroindustriais, sendo obtido por meio de rotas fermentativas que

envolvem a hidrolise dos residuos lignoceluldsicos (Ravindran; Jaiswal, 2016).

Nesse cenario, a atencéo de pesquisadores e pesquisadoras tem se voltado a
conversdo desses residuos agricolas em substratos viaveis para a producao de
enzimas, como as celulases, por exemplo. Esse movimento esta alinhado com o
crescente interesse por tecnologias que associam a eficiéncia econdmica a
sustentabilidade ambiental (Ravindran; Jaiswal, 2016). As celulases, além de seu

papel na transformacdo alimentar, vém se consolidando como importantes
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biocatalisadores em processos de biorrefinaria, contribuindo significativamente para o
desenvolvimento de biocombustiveis e outros produtos bioeconémicos (Ravindran;
Jaiswal, 2016; Ejaz; Sohail; Ghanemi, 2021).

Apesar da expressiva consolidacdo do setor sucroenergético no cenario
nacional, observa-se que o0 aproveitamento biotecnolégico dos residuos
lignoceluldsicos ainda é incipiente, especialmente no que diz respeito a utilizacédo de
enzimas produzidas por microrganismos. Isso evidencia uma oportunidade
estratégica de inovacao, capaz de ampliar a eficiéncia dos processos e agregar valor

a cadeia produtiva do bioetanol (Ejaz; Sohail; Ghanemi, 2021).

3.4 ORGANISMOS PRODUTORES DE CELULASES

Aspectos relacionados a termotolerancia, a facilidade de crescimento em
diferentes meios, principalmente em substratos lignocelulésicos, bem como a
capacidade de fermentar carboidratos simples, como a xilose e a glicose, constituem
caracteristicas que devem ser consideradas para selecionar microrganismos de

interesse biotecnoldgico (Robak; Balcerek, 2018).

Diversos microrganismos, incluindo bactérias Thermobifida fusca, Clostridium
spp., Cellulomonas spp., e Bacillus spp., ttm demonstrado significativa atividade
celulolitica em ambientes extremos, evidenciado seu potencial para a producédo de
celulases. As bactérias apresentam taxas de crescimento elevados e metabolismos
acelerados, caracteristicas que podem contribuir para a redugéo do tempo necessario
nas etapas iniciais do processo de conversdo da biomassa lignocelulosica (Broda;
Yelle; Serwanska, 2022; Igwebuike; Awad; Andrés, 2024).

Embora as bactérias apresentem vantagens operacionais relevantes, os fungos
filamentosos tém se destacado como os principais alvos da biotecnologia industrial,
principalmente por sua elevada capacidade de hidrolise da biomassa. Essa
superioridade esta associada a sua notavel producdo de celulases, resultado direto
de suas caracteristicas fisiolégicas, bioquimicas e enzimaticas (Morais et al., 2016;

Chauhan, 2020). Espécies potenciais consistem em Trichoderma reesei e Aspergillus
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niger, ascomicetos que apresentam sistemas eficientes de inducdo e secrecdo de
celulases (Zhang et al., 2017; Yan; Xu; Yu, 2021).

Especializac¢des relacionadas ao mecanismo de infecgdo desenvolvidas pelos
fungos filamentosos fitopatogénicos sdo condicbes que promovem o0 aumento da
producado de hidrolases que atuam na degradacdo da parede celular vegetal e, com
isso, provocam alteragbes no metabolismo celular do vegetal através do
estabelecimento da fitopatologia e subsequente morte dos tecidos vegetais (Morais et
al., 2016).

Nesse sentido, o basidiomiceto Moniliophthora perniciosa provoca a infecgcao e
a necrose dos tecidos vegetativos nas plantagdes de cacau, consistindo em uma
espécie capaz de expressar celulases com potencial de hidrélise. Inclusive, estudos
tém verificado a expressdo de endoglucanases e atividade enzimatica de uma B-
glicosidase de Moniliophthora perniciosa, o que corrobora o potencial biotecnolégico
dessa espécie (Almeida; Ribeiro; Assis, 2021).

3.4.1 O Moniliophthora perniciosa

Do ponto de vista taxondmico, a espécie Moniliophthora perniciosa passou por
algumas modificacdes quanto a sua classificacdo. Em 1915, este fungo foi definido
como Marasmius perniciosa, conforme a classificacdo proposta por Stahel. Em
seguida, por volta de 1942, foi introduzido ao género Crinipelis, conforme Singer. Em
2005, com base em andlises filogenéticas mais consistentes, além de estudos
envolvendo técnicas de sequenciamento de DNA, o fungo causador da fitopatologia
“vassoura-de-bruxa” foi categorizado como Moniliophthora perniciosa (STAHEL)
AIME & PHILLIPS-MORA, sobretudo em funcdo da similaridade evolutiva com

Moniliophthora roreri, permitindo categorizd-los como pertencentes a familia

Marasmiaceae (Meinhardt et al., 2008; Teixeira et al., 2012).

E sabido que os fungos que parasitam plantas, denominados fitopatogénicos,
apresentam a capacidade de produzir uma ampla concentracdo de proteinas que

atuam na degradacdo da parede celular vegetal e isso esta intimamente relacionado
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com as especializacdes e adaptacbes no que concerne ao modo de infeccédo e
patogenicidade que permitem que as enzimas hidroliticas provoquem a clivagem e a
mobilizacdo de nutrientes, repercutindo em alteragbes no metabolismo da célula
vegetal e subsequente estabelecimento da fitopatologia, podendo desencadear a

morte dos tecidos da planta (Morais et al., 2016).

Trabalhos baseados na producdo e caracterizacdo de celulases produzidas
pelo Moniliophthora perniciosa constituem importantes ferramentas capazes de
dinamizar os processos biotecnoldgicos. Nesse sentido, em um estudo testando
diferentes cepas, foi identificado que a cepa 948F resultou na expressdo de
endoglucanase, embora em niveis considerados baixos, demonstrou algum nivel de
potencial de hidrélise da celulose. No entanto, os resultados apresentados neste
trabalho corroboram o potencial biotecnolégico do fungo, necessitando de alguns
ajustes que podem otimizar a producdo destas enzimas em pesquisas subsequentes
(Guedes et al., 2014).

Em um estudo mais recente, foi verificado a atividade enzimatica de p-
glicosidase de Moniliophthora perniciosa — com base na fermentacdo submersa e em
diferentes faixas de pH — o que representa uma estratégia capaz de ampliar e
diversificar a aplicabilidade industrial desta biomolécula (Almeida; Ribeiro; Assis,
2021).

Por essa razdo, o desenvolvimento de trabalhos que visam a selecéo de
celulases bioativas, com eficiente atividade enzimatica quando submetidas as
alteracdes do pH, da temperatura e influéncia de sais, por exemplo, associados a
producdo recombinante destas enzimas podem contribuir com o aumento da
produtividade e reducédo de custos em escala comercial (Rodriguez-Zuiiga et al.,
2011).

3.4.2 Interagcdo Patégeno X Hospedeiro

O processo de entendimento do mecanismo de patogénese entre fungos e

plantas esta intimamente dependente da atuacdo do complexo de enzimas
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extracelulares celuloliticas sintetizadas por esses microrganismos e iSSo ocorre a
medida que ha a invasao e subsequente infeccédo dos tecidos vegetais (Morais et al.,
2016).

Nesse contexto, tanto a planta quanto o patdgeno empregam estratégias
opostas de defesa e infeccdo, envolvendo diversas alteracdes fisioldgicas e a inducao
de enzimas hidroliticas. Assim, & medida que o patégeno secreta seus metabdlitos, a
célula vegetal responde com aumento da permeabilidade plasmatica, refletindo um
mecanismo de defesa desencadeado pela interacdo dos compostos excretados com
receptores localizados na membrana da planta (Odjakova; Hadjiivanova, 2001; Ceita
et al., 2007).

E observavel que ha uma variedade de niveis de especializacdes nas
interacbes entre os hospedeiros e uma determinada espécie vegetal. Assim, 0s
processos de adaptacdo natural, bem como evolutivo, permitem aos fitopatégenos
infectar uma determinada espécie vegetal ou, ainda, atingir uma extensa variedade

de espécies de plantas (Santana, 2010).

No caso do Moniliophthora perniciosa, a variacao de biétipos existentes, sendo
eles: C, H, L e S, atuam ocasionando fitopatologias em diferentes géneros vegetais.
Nesse sentido, a literatura apresenta o biotopo C responsavel por invadir os tecidos
de plantas do género Herrania e Theobroma, como é 0 que acontece com 0S

cacaueiros — Theobroma cacao (Rincones, 2006).

Nesse sentido, o mecanismo de infeccdo desenvolvido pelo Moniliophthora
perniciosa nessa espécie vegetal envolve o ciclo de vida hemibiotroéfico (Figura 6) que
é dividido em duas fases, sendo a fase inicial ou biotréfica, caracterizada pelo
surgimento da germinacdo dos basidiosporos nos tecidos meristematicos e, em
seguida, as hifas penetram o espaco intracelular. A medida que os tubos germinativos
penetram os tecidos meristematicos, ocorre a formacdo de um micélio haploide,

atingindo todos os espacos intercelulares através das hifas (Teixeira et al., 2012).

O estagio biotrofico s6 é finalizado quando € iniciado o processo de necrose, 0
que caracteriza a fase saprofitica. Nesse estagio, ocorre a formagdo de um micélio
dicariotico constituido de grampos de conexdo que se desenvolve em tecidos mortos,

através da producdo de basidiomas (Teixeira et al., 2012).
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Figura 6: Representacéo do ciclo de vida do fungo Moniliophthora perniciosa.
Fonte: TEIXEIRA; THOMAZELLA; PEREIRA, 2025.

O estudo da interacdo entre fungos e plantas fornece subsidios importantes
nao apenas para a compreensao das doencgas gue atingem os vegetais, mas também
para o avanco de aplicacdes biotecnolégicas. A caracterizacdo das celulases
envolvidas nesse processo permite identificar potenciais alvos para uso industrial em
funcdo da sua capacidade em degradar componentes estruturais da biomassa (Vitor
et al., 2024).

Nesse contexto, a transicdo do conhecimento basico sobre patogenicidade
para estratégias aplicadas tem favorecido o desenvolvimento de abordagens que
utilizam a engenharia genética, bem como a producdo heteréloga de celulases em
sistemas mais eficientes, o que representa uma perspectiva promissora para obtencéo
de moléculas bioativas com maior estabilidade, especificidade e rendimento (Vitor et
al., 2024).

3.5 PRODUCAO HETEROLOGA DE PROTEINAS
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A producao recombinante constitui uma estratégia biotecnologica amplamente
aplicada e que envolve a insercdo de um gene de interesse em um sistema heterdlogo
capaz de expressar a proteina codificada. Essa abordagem tem se consolidado como
uma ferramenta essencial no avanco da produgcao de enzimas, como as celulases,
especialmente no contexto da conversao de biomassa lignocelulosica (Zeeshan et al.,
2018).

No cenario dos biocombustiveis de segunda geracdo, o uso de sistemas
recombinantes eficientes é crucial para viabilizar a producdo em larga escala dessas
enzimas com alta atividade catalitica e estabilidade sob condi¢des industriais. A
selecao de sistemas de expresséo adequados e o aprimoramento das condi¢cdes de
cultivo e inducao sao, portanto, etapas determinantes para o sucesso de bioprocessos
voltados a geracao sustentavel de energia (Lambertz et al., 2014; Dadwal; Sharma;
Satyanara, 2020).

Atualmente, uma variedade de organismos hospedeiros tém sido empregada
na expressao de celulases recombinantes, incluindo bactérias, como espécies dos
géneros Escherichia e Clostridium, leveduras do género Saccharomyces e até mesmo
plantas, como o milho e o tabaco. Esses sistemas diferem amplamente quanto a
composicdo e estrutura da parede celular, a organizacdo dos compartimentos
subcelulares responsaveis pelo trafego e processamento de proteinas, além da
capacidade de secrecdo, fatores que influenciam diretamente a eficiéncia e a

funcionalidade da enzima produzida (Lambertz et al., 2014).

Nesse cenario, a bactéria Escherichia coli € amplamente empregada como
sistema de expressao heterdloga, sendo favorecida por sua genética bem elucidada,
facilidade de manipulacdo molecular, ampla disponibilidade de cepas e vetores
comerciais, além do cultivo em substratos de baixo valor econdmico (Zeeshan et al.,
2018).

Estudos ja demonstraram a viabilidade da expresséo heterdloga de celulases
em Escherichia coli, através da deteccdo da atividade funcional de uma
celobiohidrolase de Phanerochaete crysosporium na hidrolise de substratos
celuloliticos, como carboximetilcelulose e Avicel (Howard; Masoko; Abotsi, 2003).

Além disso, uma B-glicosidase recombinante, obtida por meio da constru¢do de um
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gene sintético baseado na sequéncia codificante de Moniliophthora perniciosa,
apresentou desempenho satisfatorio na hidrélise de residuos lignoceluldsicos,
evidenciando seu potencial para aplicacbes biotecnolégicas na conversdo de
biomassa (Vitor et al., 2024).

Diante dos avancos na obtencdo de celulases recombinantes derivadas de
fungos filamentosos, torna-se essencial integrar abordagens computacionais aos
estudos experimentais. O uso de ferramentas de bioinforméatica permite ndo apenas
prever propriedades estruturais e funcionais das proteinas, mas também direcionar
otimizacoes especificas que podem aumentar sua estabilidade e eficiéncia catalitica
(Gu et al., 2019; Sobri et al., 2020).

Assim, a associacdo entre analises in silico e técnicas moleculares surge como
uma estratégia fundamental para otimizar a selecdo e o desenvolvimento de
biocatalisadores voltados a conversdo de residuos lignocelulésicos, reduzindo o
tempo e os custos envolvidos nos ensaios experimentais (Bahaman et al., 2020; Sobri
et al., 2020).

3.6 UTILIZACAO DA BIOINFORMATICA PARA O ESTUDO DE PROTEINAS

Os avancos das ferramentas de bioinformatica tém transformado
significativamente a forma como as proteinas sdo estudadas, permitindo analises em
larga escala que abrangem desde a predicao estrutural até a simulacéo de interacdes
moleculares. Mesmo na auséncia de dados experimentais completos, essas
abordagens possibilitam uma compreenséao aprofundada das propriedades funcionais
das proteinas, sendo fundamentais para a pré-selecdo e o aprimoramento de

biocatalisadores aplicados em processos biotecnolégicos (Ogunjobi et al., 2025).

Na bioinformatica estrutural, a compreensao da relacéo entre a organizagcao da
sequéncia linear de aminoacidos, caracterizada pela estrutura primaria, como
determinante para a conformacéo tridimensional de proteinas — representada pela
estrutura terciaria — € essencial para a elucidagédo de sua fungéo biolégica (Ogunjobi
et al., 2025).
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Nesse sentido, a predicdo da estrutura tridimensional de uma proteina de
interesse pode envolver a utilizacdo de moldes resolvidos por métodos experimentais,
como a cristalografia por difracdo de raios-X, que consiste na analise do padréo de
difracdo gerado quando cristais da proteina sdo expostos a raios X, permitindo a
construcdo de um mapa da densidade eletronica, ou ainda, através da técnica de
ressonancia magnética nuclear (RMN), que fornece informacgdes estruturais com base
no comportamento dos nucleos atdbmicos em um campo magnético. Apesar de
apresentarem algumas vantagens, essas técnicas possuem algumas limitacées por
demandarem altos investimentos financeiros e tempo prolongado para a obtencédo da
estrutura da proteina de interesse (Davis; St-Gallay; Kleywegt; 2008; Srivastava et al.,
2018).

No entanto, também é possivel obter moldes de alta confiabilidade e preciséo,
por meio de ferramentas que otimizam a modelagem comparativa sem a necessidade

de ensaios laboratoriais prévios, a exemplo do AlphaFold (Jumper et al., 2021).

Nesse contexto, a modelagem comparativa desponta como uma alternativa
consolidada para a predicdo de estrutura tridimensional de proteinas ainda nao
definidas experimentalmente com base na utilizacdo de moldes preditos por métodos
de alta performance, o que amplia significativamente a disponibilidade de estruturas
iniciais para a modelagem, resultando em uma base sélida de andlises estruturais e

funcionais das biomoléculas (Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2023; Chen, 2024).

3.6.1 Modelagem Comparativa Por Homologia

Essa ferramenta computacional baseia-se na utilizacdo de estruturas
tridimensionais ja determinadas experimentalmente e que séo utilizadas como moldes
para a predicdo da estrutura da proteina de interesse, também chamada de proteina-
alvo, exibindo, portanto, alta similaridade entre as sequéncias. Essa técnica tem como
principio o fato de que proteinas homologas apresentam sequéncias semelhantes e
tendem a compartilhar dobras estruturais semelhantes, uma vez que a conservacao

estrutural € geralmente maior do que a conservagdo da sequéncia ao longo da



32

evolucdo, especialmente em regides centrais com importancia funcional (Pearce;
Zhang, 2021; Chen, 2024).

Nesse sentido, as regides estruturais conservadas tendem a ser mantidas ao
longo do tempo evolutivo, enquanto regides de alcas ou com maior flexibilidade
apresentam maior variacdo. Substituicbes de aminoacidos com caracteristicas fisico-
quimicas semelhantes, como tamanho ou hidrofobicidade, sdo comuns nesses
processos, permitindo que a estrutura geral da proteina se mantenha estavel mesmo

com modificagdes na sequéncia (Pearce; Zhang, 2021; Chen, 2024).

A eficicia dessa técnica depende diretamente do nivel de semelhanca entre a
proteina de interesse e a proteina de referéncia. Dessa maneira, de um modo geral,
considera-se que o método € aplicavel quando a identidade entre as estruturas
primarias das proteinas comparadas atinge, no minimo, entre 25% e 30%, conforme

determinado por alinhamento de sequéncia (Pearce; Zhang, 2021; Chen, 2024).

E sabido que estudos ja utilizaram a modelagem por homologia como etapa
inicial para investigar propriedades estruturais de celulases provenientes de diferentes
microrganismos. Um exemplo é a caracterizacdo in silico de uma B-glicosidase de
Trichoderma asperellum, cuja analise estrutural fundamentou sua viabilidade para
expressdo heter6loga em Escherichia coli. De forma semelhante, uma
celobiohidrolase da familia GH7, proveniente de Heterobasidion irregulare, foi
modelada estruturalmente, contribuindo para a compreensdo de sua atuagcdo no
processamento da celulose. Esses trabalhos demonstram como a modelagem
comparativa representa uma importante ferramenta para prever a estrutura
tridimensional de enzimas, fornecendo subsidios relevantes para aplicacbes

biotecnolégicas (Momeni et al., 2013; Sobri et al., 2020).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 BIOINFORMATICA

4.1.1 Identificacdo e Caracterizacédo de Exoglucanases no Genoma de
Moniliophthora perniciosa

O sequenciamento completo do genoma de Moniliophthora perniciosa foi
gentilmente disponibilizado pelo Professor Dr. Gongalo Amarante Guimarées Pereira,
do Laboratério de Genémica e Expresséo Génica da UNICAMP. Esse recurso permitiu
a realizacdo de analises in silico, fundamentais para a identificacdo de alvos
moleculares e planejamento das etapas subsequentes, proporcionando uma

abordagem integrada.

As sequéncias de nucleotideos foram analisadas utilizando-se o programa
BLASTX (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) (Wheeller; Bhagwat, 2007).

Em seguida, foi realizada a traducgéo, utilizando-se a ferramenta ExPasy
(https://web.expasy.org/translate/), viabilizando a geracdo das sequéncias de

aminodacidos de interesse para as avaliacdes posteriores.

Para a etapa de identificacdo dos dominios funcionais presentes nas
sequéncias das proteinas em estudo e classificacdo conforme as familias descritas
na base de dados CAZy (Carbohydrate-Active enZYmes), utilizou-se a ferramenta
dbCAN2 meta server (https://bcb.unl.edu/dbCAN2/blast.php), baseado na
combinacao de trés métodos de predi¢do, sendo eles HMMER, DIAMOND e Hotpet.
Para garantir a confiabilidade dos resultados, os critérios E-value inferior a 1x107"° e
cobertura superior a 35% foram adotados, conforme as recomendacfes previamente

estabelecidas na literatura (Zhang et al., 2018).

Foi utilizado o banco de dados CAZy - Carbohydrate-Active enZYmes
(https://www.cazy.org/) para a notacdo das sequéncias de proteinas identificadas,
conforme as diretrizes da Enzyme Commission (EC). Essa ferramenta também foi

utilizada para a obtencédo de informacdes complementares sobre residuos cataliticos,
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mecanismo de acdo das enzimas e formato estrutural do dominio catalitico

caracteristico da familia.

Para a validacdo das andlises acerca de dominios estruturais, funcionais e
regides conservadas, como o sitio ativo, foi utilizada a ferramenta Expasy - PROSITE

(https://prosite.expasy.org/) (Sigrist, 2012).

O SignalP 6.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/) foi
utilizado para identificar a presenca de peptideo sinal nas sequéncias analisadas.
Essa ferramenta permite prever sequéncias sinal localizadas na extremidade N-
terminal das proteinas, as quais indicam direcionamento para a via secretora e,

consequentemente, potencial atuacdo no meio extracelular (Teufel et al., 2022).

Os parametros fisico-quimicos, como o numero de aminoacidos, 0 peso
molecular e o ponto isoelétrico das exoglucanases de interesse, foram obtidos através

da ferramenta ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) (Gasteiger et al., 2005).

4.1.2 Alinhamentos Entre as Sequéncias Alvo e Outras Sequéncias

Homoélogas

A ferramenta BLASTp (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) foi utilizada para
a andlise de similaridade e relacao filogenética entre as sequéncias de Moniliophthora
perniciosa e de fungos relacionados filogeneticamente. Para a avaliacdo da
confiabilidade, os critérios de percentual de identidade, valor de E-value, score e

percentual de cobertura foram considerados (Antunes; Cruz; Telles, 2014).

Os alinhamentos entre as sequéncias foram realizados utilizando-se a
ferramenta CLUSTAL (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) a fim de identificar
regides conservadas e localizar eventuais (gaps) entre as sequéncias (Sievers;
Higgins, 2018).

As andlises iniciais de identificacdo e caracterizacdo das sequéncias foram
conduzidas com o propadsito de estabelecer a fundamentacao necessaria para a etapa

seguinte de modelagem comparativa.
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Modelagem Comparativa

4.1.2.1 Selecao Da Proteina Molde Para Modelagem Comparativa

Utilizou-se a plataforma SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) para
a busca de estruturas proteicas disponiveis no Protein Data Bank (PDB), com o
objetivo de identificar os moldes estruturais mais adequados para a modelagem das
qguatro sequéncias analisadas (Bordoli; Schwede, 2017). Foram priorizados moldes
obtidos por AlphaFold por ser uma predicdo de alta confiabilidade. A selecdo dos
moldes levou em consideracao o percentual de identidade entre a sequéncia alvo e a

sequéncia do molde (Verli, 2014).

Foram realizados alinhamentos entre as sequéncias alvo e os moldes
selecionados, utilizando-se o CLUSTAL, a fim de analisar as regides conservadas e
0s segmentos nao alinhados (Verli, 2014).

4.1.2.2 Construcdo do modelo 3D

Para a modelagem estrutural das proteinas, utilizou-se os moldes preditos pelo
AlphaFold, disponibilizados na plataforma SWISS-MODEL. A sele¢gdo dos moldes
considerou ndo apenas os parametros de identidade e cobertura de sequéncia, mas
também o indice GMQE (Global Model Quality Estimate), que varia de 0 a 1. Valores
mais proximos de 1 indicam maior confiabilidade do modelo (Waterhouse et al., 2018).
A integracdo desses parametros assegurou a escolha de moldes de alta qualidade,

contribuindo para a construcdo de modelos tridimensionais robustos e confiaveis.

4.1.2.3 Validacéo

Os modelos considerados mais confiaveis foram submetidos a avaliacdo

esterioquimica, utilizando-se a plataforma MolProbity
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(http://molprobity.biochem.duke.edu/), integrada a ferramenta SWISSMODEL, sendo
analisados com base no diagrama de Ramachandran. A obtencédo e a analise dos
modelos estruturais foram realizadas por meio do software PyMOL (v 1.3)
(Schrodinger, 2009), que também foi empregado para realizar a sobreposicéo entre

0s modelos e suas proteinas-molde correspondentes.

4.2 REATIVACAO DO FUNGO

O fungo Moniliophtora perniciosa CCMB561 foi obtido na Colecdo de Cultura
de Microrganismos da Bahia (CCMB), sendo reativado em meio Batata Dextrose Agar
(BDA) e incubado em B.O.D a 27 °C por 8 dias.

4.3 CULTIVO DO FUNGO

Para inducédo da expressédo do complexo celulolitico, foram testados dois meios
de cultura diferentes, sendo estes, o0 meio de cultura semissolido WY, (40 g de farelo
de trigo; 6 g de extrato de levedura; 1,0 g Fosfato de Potéassio; 0,2 g de sulfato de
magnésio; 0,2 g de cloreto de Potassio; 1L de 4gua destilada) e o meio liquido CMC,
(NH4H2PO4 — 7g; K2HPO4 — 1,5¢g; MgSO4 — 0,5¢g; CaClz — 0,3g; FeS04.7H20 — 0,184g;
ZnS04.7H20 - 0,178g; MnCl2.4H20 — 0,158(g; carboximetilcelulose (como fonte de
carbono) — 5g; H20 —1L). O fungo foi incubado em B.O.D com tempo de crescimento
de 8 dias a 27 °C.

4.4 EXTRACAO DE RNA TOTAL EM DIFERENTES CONDICOES DE CULTIVO

Os acidos ribonucleicos foram extraidos do fungo Moniliophthora perniciosa —
isolados no meio WY e CMC no periodo de 8 dias — utilizando-se o Kit TRIZOL
Reagent (Invitrogen®). Para o processo de extracéo, a remoc¢ao do micélio do fungo

da placa de petri foi realizada usando-se uma espatula, transferindo-o para o cadinho
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e macerando em nitrogénio liquido. Apds a maceracao total, o material foi transferido
para um microtubo de 2 mL. Em seguida, adicionou-se 1 mL do reagente Trizol,
seguindo-se de homogeneizacao em vortex por, aproximadamente, 5 segundos. Apos

a homogeneizagéo, o material foi incubado em gelo por 5 minutos.

Para a etapa de separacédo das fases, adicionou-se 200 pL de cloroférmio e,
em seguida, agitou-se manualmente por 15 segundos. O material foi incubado por 3
minutos em gelo e centrifugado a 12.000 x g, por 15 minutos a 4°C.

ApoOs a centrifugacdo, houve a formacado de 3 fases, sendo elas: cloroférmio-
fenol, interfase e a fase aquosa, sendo que esta Ultima encontra-se o0 RNA e, por essa
razdo, foi transferida para um novo microtubo estéril. Para o isolamento do RNA,
adicionou-se 500 uL de isopropanol 100% a fase aquosa e, em seguida, o material foi
incubado em gelo por 10 minutos. Apds isso, centrifugou-se a 12.000 x g por 10

minutos a 4°C.

O sobrenadante foi retirado e o pellet foi lavado com 1 mL de etanol 70%,
agitou-se em vortex e, em seguida, centrifugou-se novamente a 7500 x g por 5 minutos
a 4°C.

Por fim, o sobrenadante foi descartado e o pellet secou em capela por
aproximadamente 30 minutos. Apds a secagem total, 0 RNA foi ressuspendido em 25
ML — 35 pL de agua RNAse-free.

As amostras de RNA extraidas foram avaliadas quanto a concentracao, pureza
e integridade, utilizando-se espectrofotometria nos comprimentos de onda de 260 e
280 nm, atraves do espectrofotbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®),

considerando o fator de corregao 40.

Em seguida, o material extraido foi analisado por visualizagdo em fotografia
digital (KODAK EDAS 290®), ap6s 30 minutos de corrida eletroforética a 100 V e 90
mA. Para a eletroforese, utilizou-se gel de agarose a 1% em 40 mL de tampéao TAE
(Tris-Acetato-ETDA).
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4.5 DESENHO DE INICIADORES (PRIMERS) PARA O GENE DA PROTEINA
EM ESTUDO

Os primers forward e reverse correspondentes as sequéncias codificantes das
proteinas em estudo foram desenhados a partir das sequéncias nucleotidicas: 2927,
2928, 2929 e 4282 de exoglucanases (Apéndice A - D), selecionadas a partir do
sequenciamento completo do Genoma de Moniliophthora perniciosa, fornecidas pelo
Professor Dr. Gongalo Amarante Guimarédes Pereira e analisadas utilizando-se a
ferramenta on-line OligoAnalyzer 3.1 - Integrated DNA Tecnologies
(https:/lwww.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index), observando-se o0s seguintes
parametros: temperatura de anelamento (Tm) e formacao de estruturas secundarias
(Hairpin, Self-dimer e Hetero-dimer). Além disso, foram adicionados sitios de restricdo
visando uma futura clonagem em vetor de expressdo pET28a, utilizando-se o
programa NEB cutter 2.0 (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/), a fim de identificar os
sitios especificos presentes na sequéncia, bem como as enzimas de restricdo que nédo

clivam a sequéncia.

4.6 SINTESE DE CDNA E AMPLIFICACAO POR REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE (PCR)

Para a sintese de cDNA, foi a realizada a técnica de transcriptase reversa,
utilizando-se inicialmente, a enzima ImProm-lITM Reverse Transcriptase (Promega
®). O procedimento foi efetuado em duas etapas. Na primeira etapa, adicionou-se em
um microtubo eppendorf estéril de 200uL, 2,5 yL do RNA total extraido a partir do
meio indutor WY, 1,25 pL de Oligo-dT, completando-se com Agua Nuclease free,
resultando em um volume final de 5 pL. Posteriormente, a reagdo foi incubada em
termociclador a 70°C por 5 minutos. Decorridos os 5 minutos, a amostra foi
rapidamente resfriada em gelo, procedendo-se a segunda etapa, onde foram
utilizados 4 uL do tampéo 5x; 2,4 yL de MgClz; 1 yL dNTP 10 mM; 1 uL da enzima,

completando-se com Agua Nuclease free para 15 uL, sendo o volume final total de 20
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ML. Em seguida, a reacéo a reacéo foi incubada a 37° por 1 hora e armazenada a -
20°C.

Outras amostras de cDNA foram sintetizadas, utilizando-se uma outra enzima,
em funcdo da disponibilidade no laboratorio. A transcriptase utilizada nos testes
seguintes foi da marca NZYtech®. Para a primeira etapa, adicionou-se em um
microtubo eppendorf estéril de 200uL, entre 2,5 pL e 3,0 yL do RNA total extraido a
partir do meio indutor WY; 1 uL de Oligo-dT; 1 yL dNTP 0,5 mM, completando-se com
Agua Nuclease free, resultando em um volume final de 16 pL. Posteriormente, a
reacao foi incubada em termociclador a 65°C por 5 minutos. Decorridos os 5 minutos,
a amostra foi rapidamente resfriada em gelo, procedendo-se a segunda etapa, onde
foram utilizados 2 pL do tamp&o 10x; 1 yL da enzima, completando-se com Agua
Nuclease free para 20 pyL. Em seguida, a reacéo foi cuidadosamente misturada e
incubada a 42°C por 5 minutos, seguidas de aquecimento a 70°C por 15 minutos.

Posteriormente, as amostras foram resfriadas em gelo e armazenadas a -20°C.

Para a amplificacdo do cDNA, foi realizada a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR). Como fita molde, foi utilizada a primeira fita de cDNA e, como iniciadores, 0s
primers desenhados para as sequéncias codificantes em estudo. A reacéo foi feita
utilizando-se o kit Qiagen® Master Mix, em um tubo eppendorf estéril, utilizando-se as
seguintes concentracdes de reagentes: 0,5 uL de primer F; 0,5 pL de primer R; 2,5 uL
de cDNA; 12,5 pL de enzima Master Mix, completando-se com Agua Nuclease free
para um volume final de 25 pL. As condi¢cdes de amplificacéo para a reagcao de PCR
foram feitas de acordo com as instrugdes do fabricante, conforme descritas na tabela

1, seguindo-se as etapas da tabela 2.

Tabela 1: Dados referentes aos reagentes utilizados na reagdo de PCR.

Reagente Quantidade (uL)
cDNA <250 ng 2,5
Primer F (10 uM) 0,5
Primer R (10 pM) 0,5
TopTaqg Master mix (5 U/uL) 12,5

Agua nuclease free g.s.p. 25
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Tabela 2: Etapas referentes a reacao de PCR.

PASSO TEMPERATURA (°C) TEMPO N° CICLOS

Desnaturacéao

. 94 3 1
Inicial
Desnaturagéo 94 30” 30
Anelamento 57-64* 90" 30
Extensao 72 2’ 30
Extensao Final 72 10’ 1

* Faixas de temperatura de anelamento testadas.

Em funcéo da indisponibilidade da enzima Master Mix Promega®, os testes
seguintes foram realizados utilizando-se o kit Tag DNA Polymerase Sinapse inc® e o
Kit 2x Green Master Mix NZYtech®.

Para as reacg0Oes utilizando-se a Taqg DNA Polymerase Sinapse inc®, em um
tubo eppendorf estéril, foram utilizados os seguintes reagentes: 2,5 pLde tampéo; 1,2
pL de MgClz; 0,5 puL de dNTP; 1,0 uL de primer F; 1,0 pL de primer R; 2,5uL de cDNA;
0,5 puL de enzima, completando-se com Agua Nuclease free para um volume final de
25 pL. As condicbes de amplificacdo para a reacdo de PCR foram feitas de acordo
com as instrucbes do fabricante, conforme descritas na tabela 3, seguindo-se as

etapas da tabela 4.

Tabela 3: Dados referentes aos reagentes utilizados na reacdo de PCR.

Reagente Quantidade (uL)
PCR Buffer (1x) 2,5
dNTPs (0,2 mM) 0,5
cDNA (10 pg — 1 pg) 2,5
Primer F (0,4 uM - 1) 0,5
Primer R (0,4 uM- 1) 0,5
MgCl2 (1-4 mM) 1,2

Taq DNA Polymerase mix (5 U/pL) 0,5
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Agua nuclease free g.s.p. 25
Tabela 4: Etapas referentes a reacdo de PCR.

PASSO TEMPERATURA (°C) TEMPO N° CICLOS
Desnaturacéo Inicial 94 3’ 1
Desnaturacao 94 30” 30
Anelamento 57-64* 30” 30
Extenséo 72 r 30
Extenséo Final 72 10’ 1
Incubagéao adicional 72-4 10’ 0

* Faixas de temperatura de anelamento testadas.

Para as reacdes utilizando-se o Kit 2x Green Master Mix NYYtech®, em um
tubo eppendorf estéril, foram utilizados os seguintes reagentes: 1,25uL de primer F;
1,25 pL de primer R; 2,5 pL de CDNA; 12,5 pL de enzima, completando-se com Agua
Nuclease free para um volume final de 25 pL. As condi¢cdes de amplificacdo para a
reacdo de PCR foram feitas de acordo com as instru¢cbes do fabricante, conforme

descritas na tabela 5, seguindo-se as etapas da tabela 6.

Tabela 5: Dados referentes aos reagentes utilizados na reacdo de PCR.

Reagente Quantidade (uL)
cDNA (5 pg - 0,5 pg) 2,5
Primer F (0,2 uM - 0,5 pM) 1,25
Primer R (10 puM) 1,25
Taqg 2x Green Master Mix (5 U/uL) 12,5
Agua nuclease free g.s.p. 25
Tabela 6: Etapas referentes a reagdo de PCR.
PASSO TEMPERATURA (°C) TEMPO N°¢ CICLOS
Desnaturacéo Inicial 95 3’ 1
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Desnaturacéao 90 30” 35
Anelamento 57-64* 60" 35
Extenséo 72 2 35
Extenséo Final 72 10’ 1

* Faixas de temperatura de anelamento testadas.

Durante o processo, foram realizados ajustes nas concentracfes dos reagentes
para testar diferentes condi¢des, especialmente nas concentragdes de primers (0,1—
1 uM), MgCl, (1,0-4,0 mM) e cDNA (0,5-1,0 ug), a fim de otimizar a eficiéncia e a

especificidade da amplificagédo por PCR.

4.7 PURIFICACAO

O produto obtido a partir da reacdo de PCR foi purificado utilizando-se o
KitPureLink® PCR Purification Invitrogen e o procedimento foi feito conforme as
etapas do protocolo. A principio adicionou-se 4 volumes do tampdo B2 (com
isopropanol) para cada volume de PCR, transferindo-se para uma coluna PureLink
inseridas em um microtubo de 1,5 mL. Posteriormente, o material foi centrifugado a
10.000 x g por 1minuto e a coluna transferida para um novo tubo. Em seguida,
adicionou-se 650 pl de Tampéo de lavagem (W1) (com etanol) onde foi centrifugado
a 10.000 x g por 3 minutos, para a remocao do tampéo. A coluna foi transferida para
um novo microtubo de 2 mL e adicionou-se 20 yl de agua nuclease free para eluicéo.

O material foi incubado por 1 minuto e posteriormente centrifugado a 12.000 x g.

As amostras foram avaliadas quanto a concentracdo, utilizando-se
espectrofotometria nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm, através do
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®), considerando o fator de

correcéao 40.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 BIOINFORMATICA

5.1.1 Identificagdo e Caracterizagao das Celobiohidrolases
(exoglucanases) no Genoma de Moniliophtora perniciosa

A avaliacdo e a caracterizacéo in silico de proteinas, por meio de ferramentas
de bioinformética, buscam dinamizar as analises moleculares em fung¢édo da grande
quantidade de proteomas ja sequenciados acessiveis em bancos de dados online.
Desta forma, os softwares especializados direcionam o0s estudos envolvendo
sequéncias nucleotidicas e analises de similaridade filogenética entre organismos,
resultando no estabelecimento de relagbes genéticas e funcionais consistentes,
devido a alta probabilidade e grau de confiabilidade no que concerne as semelhancas
entre as sequéncias em estudo (Verli, 2014; Santana et al., 2020).

Nesse contexto, é possivel acessar uma ampla variedade de enzimas
responsaveis pela producédo e clivagem de carboidratos, classificando-as de acordo
com a sua especificidade em relacdo a um substrato, além de obter modelos
estruturais e funcionais em 3D, através de bancos de dados que reunem informacdes
transcriptbmicas, gendmicas e protedmicas (Cantarel et al., 2008; Terrapon et al.,
2016).

A partir da andlise do genoma de Moniliophthora perniciosa utilizando-se o
BLASTX, foi possivel identificar quatro sequéncias com elevada similaridade as
exoglucanases previamente descritas em outros organismos, sendo elas: Seq_2927;
Seq_2928; Seq 2928 e Seq 4282. Essa correspondéncia com proteinas ja
caracterizadas reforca a anotagdo funcional e sugere o envolvimento dessas
sequéncias em processos relacionados a degradacéo de polissacarideos (Machado,
2019).

A traducdo das sequéncias nucleotidicas em sequéncias de aminoacidos foi

fundamental para viabilizar analises in silico mais detalhadas, possibilitando a
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investigacdo de dominios funcionais e a comparacdo com familias de enzimas

catalogadas em bases de dados especializadas.

Desse modo, a partir dessas sequéncias traduzidas, as analises utilizando-se
a ferramenta dbCAN2 meta server (https://bch.unl.edu/dbCAN2/blast.php), para
detectar e classificar dominios proteicos de acordo com as familias CAZy, permitiram
identificar as sequéncias proteicas codificadas pelo genoma de Moniliophthora
perniciosa (Zhang et al., 2018).

Portanto, as andlises revelaram que as sequéncias denominadas Seq_2927;
Seq_2928; Seq_2929; Seq_4282, pertencem a familia GH6 e estdo associadas a
atividade de celobiohidrolases tipo Il (exoglucanases), enzimas que atuam nas
extremidades das regides nao redutoras da celulose, liberando unidades de celobiose,
conforme indica Tabela 7 (Machado, 2019).

Tabela 7: Andlise das sequéncias codificadoras de exoglucanases de Moniliophthora perniciosa
utilizando-se o0 dbCAN2 meta server.

: - Ativi
Sequéncia Familia CAZy tl\.”d,a(.je E-value Cobertura
enzimatica (%)
Seq_2927 GH6 Exoglucanase Il 5,8 x 10782 95,8
Seq_2928 GH6 Exoglucanase Il 7,4 x 10773 95,8
Seq_2929 GH6 Exoglucanase Il 2,9 x 10713 91,3
Seq_4282 GH6 Exoglucanase Il 5,7 x 1077® 95,2

Fonte: dbCAN2 meta server, 2025.

Os dados fornecidos pelo servidor para as sequéncias em estudo, indicaram E-
value <1x10-15 e Coverage >35%. Esses valores seguem 0s critérios descritos na
literatura, confirmando uma identificacdo confiavel e a presenca do dominio
caracteristico de outras proteinas da familia GH6, indicativos da funcdo enzimatica
atribuida (Zhang et al., 2018).

Conforme diretrizes determinadas pela Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular (IUBMB), a classificacdo das Glicosil Hidrolases (GH) se da em
funcéo da especificidade em relacdo a um substrato determinante e, para além disso,
também mantém relacdo com cada reagdo de catalise em particular. Existe, portanto,

um codigo que caracteriza uma dada enzima, sendo este denominado Enzyme
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Commission number, em que cada digito do modelo EC 3.2.1.x expressa uma
funcionalidade. Desta maneira, o digito 1 determina o tipo de reacao catalitica, os
digitos 2 e 3 caracterizam a acdo da enzima sob um grupo particular e, por fim, o digito
4 indica a acdo da enzima em funcdo de um substrato especifico, ou ainda, pode

expressar a classificacdo das ligacdes quimicas entre moléculas (Colussi, 2012).

Nesse cenario, utilizando-se o banco de dados Cazy (https://www.cazy.ord/), a

familia GH6 do tipo celobiohidrolase Il exibe notacdo EC 3.2.1.91 (exo-B-1,4-
glucobiosidase). Além disso, também foi possivel inferir que estas enzimas
apresentam um sitio ativo constituido pelo aminoacido aspartato (D), cujo mecanismo
catalitico de inverséo da glicose ocorre porque a molécula de agua age diretamente
no sentido do carbono anomeérico deste monossacarideo. Em relagdo ao dominio
catalitico, esse ocorre estruturalmente em forma de tanel (Figura 7) — regido onde &
encontrado o sitio ativo — de modo que os dobramentos sao dispostos em barris numa
configuragéo (B/a)8 (Gerlt, Raushel, 2003; Machado, 2019).

Figura 7: Representacao do dominio catalitico em tinel da celobiohidrolase Il de Trichoderma reesei.
Em laranja, a representacao do residuo do aminoacido aspartato.
Fonte: DAVIES; HENRISSAT, 1995 apud, MACHADO 20109.

A fim de obter mais informacdes acerca dos dominios e das regifes
conservadas (sitios ativos), as quatro sequéncias foram submetidas a uma nova
analise, utilizando-se a ferramenta Expasy - PROSITE (https://prosite.expasy.org/).
Nesse sentido, em relacdo a Seq_2927 e Seq_2929, os dados analisados revelaram
a presenca de dois dominios funcionais, dentre eles: o dominio catalitico GH6 —
também identificado nas demais sequéncias analisadas — e o dominio CBM1, que,

apesar de nao apresentar uma atividade catalitica, atua especificamente facilitando a



46

fixacdo da proteina a superficie do substrato, favorecendo a interacdo enzimatica
(Boraston et al., 2004).

Sugere-se, portanto, que a auséncia do dominio CBM1 nas Seq_2928 e
Seq_4282 pode comprometer a eficiéncia da enzima na degradacéo do substrato. Isso
acontece porque o dominio CBM1 tem a capacidade de alterar a estrutura do substrato
de forma especifica e irreversivel, tornando-o mais acessivel a acdo da celulase
(Bernardes et al., 2004).

As regides correspondentes a assinatura do sitio ativo apresentaram o residuo
do aminoécido aspartato, importante para a catalise, além de constituir uma
caracteristica padrdo das celobiohidrolases do tipo Il, conforme indica a Tabela 8
(Gerlt, Raushel, 2003; Machado, 2019). No entanto, observou-se que, para a
Seq_2929, foram identificadas duas assinaturas associadas ao sitio ativo, sendo a
primeira localizada entre os residuos de amino&cidos 164-168 e, a segunda, entre 0s
residuos de aminoacidos 212-221.

Tabela 8: Assinaturas do sitio ativo de exoglucanases de Moniliophthora perniciosa. Os residuos
catalicos Asp(D) esté@o destacados em verde. Em parénteses, a posi¢do do residuo catalitico.

Sequéncia Assinatura do sitio ativo
Seq_2927 VAIVEPDSLA (226)
VIYDLPGRDCAAKASNG
Seq_2928
(111)
VVYNLPERDCAALASNG
Seq_2929
(172) / VAVVEPDSLA (218)
VIYDLPGRDCAAKASNG
Seq_4282
(116)

Fonte: Expasy-PROSITE 2025.

Portanto, esses resultados sugerem que o sitio ativo da Seq_2929 é composto
por multiplos residuos de acido aspartico, dispostos em diferentes regiées de uma
mesma estrutura catalitica, podendo desempenhar papéis complementares no
processo catalitico. Essa caracteristica foi observada também na celobiohidrolase

Cel6A de Trichoderma reesei, onde dois residuos de &cido aspartico foram
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identificados no sitio ativo, embora apenas um tenha sido caracterizado como o acido

catalitico principal (Koivula et al., 2002).

A presenca de peptideo sinal nas exoglucanases de Moniliophthora perniciosa,
identificado por meio da ferramenta SignalP 6.0, indica que essas enzimas Sao
secretadas para 0 meio extracelular, onde exercem sua funcdo na degradacdo da

parede celular do hospedeiro (Tabela 9).

Tabela 9: Predicédo de peptideo sinal de exoglucanases de Moniliophthora perniciosa.

Sequéncia Numero de Peptideo sinal
residuos
Seq_2927 444 MIKSTALLSLVALAPLVARA (1-20)
Seq_2928 369 MKTSFVLLAALVGLAVA (1-17)
Seq_2929 439 MKSTGLIALAALLPFAWA (1-18)
MKTVSALLSIAAVLGAATASPTLQA
Seq_4282 374
R (1-26)

Fonte: SinalP 6.0, 2025.

Esse processo é essencial para a viruléncia do fungo, uma vez que facilita a
penetracdo e colonizagdo dos tecidos vegetais. Além disso, a secrecdo dessas
enzimas reflete diretamente na interacdo patdégeno—hospedeiro, permitindo que o
fungo obtenha nutrientes e estabeleca sua presenca no tecido vegetal de maneira
eficiente. A detecc¢do do peptideo sinal confirma o direcionamento das exoglucanases
a via secretora, reforcando o papel dessas proteinas na dindmica de infeccéo
(Hématy; Cherck; Somerville, 2009; Barbosa et al., 2018).

Adicionalmente, a caracterizacdo in silico de propriedades fisico-quimicas é
importante para fornecer informacdes preliminares sobre massa, carga, estabilidade
e solubilidade das proteinas, antes da realizagdo de experimentos laboratoriais. Esses
dados sado particularmente Uteis no planejamento de protocolos de purificacéo,
ensaios enzimaticos e na comparacdo com referéncias da literatura sobre
exoglucanases da familia GH6 de origem fungica (Rivero-Pino; Millan-Linares;
Montserrat-de-la-Paz, 2023).
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Desse modo, a partir da ferramenta ProtParam, foram obtidos dados relativos
ao numero de residuos de aminoacidos, massa molecular e pl das sequéncias
analisadas, conforme apresentado na Tabela 10. Estes valores correspondem as
sequéncias desprovidas do peptideo sinal, uma vez que este segmento, localizado no
extremo N-terminal da proteina, € removido durante o processo de secrecao,
originando a forma madura que desempenha a funcdo enziméatica (Auclair; Bhanu;
Kendall; 2011).

Tabela 10: Nimero de residuos de aminoacidos, massa molecular (kDa) e ponto isoelétrico (pl) das
sequéncias analisadas.

Sequéncia N° de residuos de Massa molecular pl tedrico
aminoacidos (kDa)

2927 424 44,76 4,82

2928 352 37,46 4,33

2929 421 45,30 5,07

4282 348 37,47 5,68

Fonte: ProtParam 2025.

Os valores obtidos para as massas moleculares teoricas das sequéncias 2927
e 2929 estdo consistentes com o padrdo observado em celobiohidrolases GH6
fungicas relatadas na literatura. Por exemplo, a CBHII de Penicillium funiculosum
apresenta 422 residuos e massa molecular calculada de 47,7 kDa, enquanto a CBHII
de Talaromyces emersonii tem massa prevista de 47 kDa. O fato de 2927 e 2929
apresentarem dominio de ligagéo a carboidratos (CBM), explica o patamar de massa
ligeiramente superior em relagdo as sequéncias sem CBM (2928 e 4282) e esta em
acordo com o comportamento de outras glicosil hidrolases GH6 fangicas, nas quais a
presenca do CBM contribui para o0 aumento da massa molecular da proteina madura
(Murrays et al., 2003; Chinnathambi et al., 2015).

Em relacdo ao pl encontrado para as sequéncias estudadas, os valores estédo
de acordo com dados reportados na literatura para celobiohidrolases GH6 fungicas.
As proteinas analisadas apresentam carater acido, como observado em CBHII de
Penicillium funiculosum, Talaromyces emersonii e Trichoderma reesei, em que 0sS

valores de pl variam tipicamente entre 4,3 e 6,0. Estes resultados reforcam que a
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predominéancia de residuos acidos € uma caracteristica conservada nas GH6 fungicas,
influenciando solubilidade, estabilidade e interacdo com o substrato celulésico
(Herpoel-Gimbert et al., 2008; Murrays et al., 2003; Chinnathambi et al., 2015).

5.1.2 Alinhamentos entre as sequéncias alvo e outras sequéncias

homologas

A fim de encontrar sequéncias depositadas de fungos filamentosos
relacionados filogeneticamente com as sequéncias de aminoacidos de Moniliophthora
perniciosa, foi realizada uma avaliagdo de similaridade entre estas sequéncias,
através da ferramenta online BLASTp (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) — que
constitui um banco de dados de proteinas — fornecendo um alinhamento simplificado
baseado em parametros que permitem a selecdo do melhor alinhamento possivel. De
acordo com a literatura, tais critérios consideraveis consistem no percentual de
identidade, E-value e score, sendo que esse Ultimo exibe um melhor parametro de
confiabilidade a medida que atinge maiores valores e isso esta intimamente
relacionado com valores negativos atribuidos as regides onde séo inseridos ou
removidos nucleotideos ou residuos de aminoacidos, sendo denominadas gaps, que
podem interferir na funcionalidade de uma determinada proteina, ou ainda, as
chamadas regifes mismatch, locais em que ndo héa correspondéncia de nucleotideos
(Antunes; Cruz; Telles, 2014).

Sendo assim, com base na andlise de tais critérios, todas as quatro sequéncias
de aminoacidos analisadas estabeleceram similaridade filogenética com as proteinas
do fungo Moniliophthora roreri, sendo que a Seq_2927 apresentou o maior valor de
score correspondente a 870, seguida da Seq_2929 com 818; Seq_4282 com um score

de 729 e, por fim, a Seq_2928 apresentando um valor de 697.

E importante ressaltar que todos os valores encontrados para o parametro E-
value foi igual a 0, corroborando o que ha descrito na literatura, uma vez que altos
valores indicam um menor grau de confiabilidade. Além disso, todas as sequéncias

apresentaram um percentual de cobertura (Query cover) de 100%, indicando uma
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cobertura total dos residuos de aminoéacidos quando submetidos ao programa durante
a analise comparativa. A Seq_2927 também apresentou o maior nivel de identidade
quando comparada as demais sequéncias consenso e as sequéncias de

Moniliophthora roreri depositas no GenBank, exibindo um percentual de 94,63%.

Utilizando-se a ferramenta online Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), foram realizados alinhamentos entre as
sequéncias de aminoacidos de Moniliophthora perniciosa e as sequéncias de
Moniliophthora roreri a fim de identificar o percentual de identidade entre as regides

conservadas (Apéndice E - H).

Com base nos resultados apresentados pelo alinhamento global de
sequéncias, todas as quatro sequéncias exibiram um desempenho significativo, sendo
que a Seq_2927 apresentou o maior percentual de identidade. No entanto, foram
observados residuos de aminoacidos sem correspondéncia (gaps), também
presentes na Seq_2929, o que pode indicar regides de divergéncia que, dependendo
da sua localizacéo, tém potencial para impactar aspectos estruturais ou funcionais da

proteina em nivel molecular (Antunes; Cruz; Telles, 2014).

Observou-se, também, a substituicdo de valina por isoleucina (posicéo 214) no
alinhamento entre a sequéncia 2929 e a homoéloga de Moniliophthora roreri (Apéndice
G). Como se trata de uma substituicdo conservativa, ndo ha indicacdo de que essa
mudanca represente um prejuizo estrutural ou funcional para a proteina (Betts;
Russell, 2003).

A relevancia contextual da analise das sequéncias obtidas neste estudo é
reforcada ao considerar Moniliophthora perniciosa e Moniliophthora roreri espécies
intimamente relacionadas do género Moniliophthora, ambas associadas a doencas
devastadoras do cacaueiro, conhecidas, respectivamente, como “vassoura-de-bruxa"

e moniliase (Barbosa et al., 2018).

Apesar de apresentarem diferencas nos modos de infecgao e na variedade de
hospedeiros, Moniliophthora perniciosa tem um alcance mais amplo, atacando plantas
de familias como Malvaceae, Solanaceae, Malpighiaceae e Bignoniaceae, e acomete
diferentes tecidos meristematicos do cacaueiro, incluindo brotos, flores e frutos,

resultando na formagdo das chamadas “vassouras-de-bruxa”. Em contraste,
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Moniliophthora roreri possui um padréo mais restrito de infeccdo, concentrando-se
principalmente nos frutos do cacaueiro e em espécies do género Herrania (Barbosa
et al., 2018).

Mesmo com essas diferencas, ambas as espécies apresentam caracteristicas
genéticas e funcionais semelhantes, incluindo genes relacionados a patogénese. Essa
semelhanca pode ser entendida como uma adaptag&o convergente, ou seja, embora
as espécies sigam trajetérias evolutivas distintas, desenvolveram solugdes similares
para enfrentar desafios ecoldgicos e interagir com o hospedeiro, como mecanismos

de infeccéo e degradacéo de tecidos vegetais (Barbosa et al., 2018).

Desse modo, essa contextualizacdo bioldgica reforca a importancia da anélise
de exoglucanases, pois a conservacdo de regibes funcionais e a presenca de
elementos cataliticos essenciais indicam adaptacdes evolutivas compartilhadas, o que
justifica ndo apenas a investigacdo de sua estrutura e funcdo, mas também permite
aprofundar a caracterizacao in silico por meio de modelagem comparativa, avaliando
a conformacao tridimensional, sitios ativos e padrfes estruturais criticos para seu

potencial biotecnoldgico.

5.1.3 Modelagem Comparativa

5.1.3.1 Selecéo e Identificagdo Dos Moldes

Para a construcdo das estruturas tridimensionais, foram realizadas buscas por
proteinas com estruturas ja disponiveis em bancos de dados, utilizando-se a
plataforma SWISS-MODEL. A selecdo dos moldes levou em consideracdo o
percentual de identidade e cobertura entre as sequéncias, priorizando modelos
obtidos pelo AlphaFold. O AlphaFold fornece predi¢cdes de alta confiabilidade para a
conformacao de proteinas inteiras, permitindo a obtencéo de moldes precisos mesmo
na auséncia de dados experimentais previamente determinados (Jumper et al., 2021).

As informacdes detalhadas dos moldes selecionados encontram-se na Tabela 11.
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Tabela 11: Dados referentes as analises dos parametros para selecdo dos moldes.

A Cédigo do Organismo de IdentldaQe Cobertura -
Sequéncia . Sequencial Familia
Molde Origem (%)
(%)
Seq_2927 AOA369JLX6.1.A Hypsizygus 70,43 100 GHG6
marmoreus
Seq_2928 V2YR75.1.A Moniliophthora 92,12 100 GH6
roreri
Seq_2929 V2X4UO0.1.A Moniliophthora 92,01 100 GH6
roreri
Seq_4282 AOA0D7B3Z0.1.A Cylindrobasidium 73,53 100 GH®6
torrendi

Fonte: SWISSMODEL, 2025.

A analise dos dados apresentados na Tabela 11, mostra que os moldes
selecionados possuem um alto grau de similaridade com as sequéncias alvo, com
identidade superior a 50% e valores de cobertura a 1 (100%), indicativos de um bom
alinhamento e correspondéncia entre molde e sequéncia alvo (Verli, 2014). Dessa
forma, os moldes selecionados se mostraram adequados para a modelagem
comparativa, fornecendo uma base confiavel que possibilita avancar para as etapas

subsequentes de construcdo estrutural e andlise funcional das proteinas estudadas.

Apos a identificacdo dos moldes apropriados, foi realizado um alinhamento
multiplo utilizando o CLUSTAL, com o objetivo de comparar a sequéncia alvo com os
moldes selecionados. Esse procedimento permitiu avaliar o grau de conservacao dos
residuos ao longo das estruturas, com especial atencéo para aqueles considerados

caracteristicos da assinatura da glicosil hidrolase em estudo.

Nesse sentido, o alinhamento das quatro sequéncias estudadas revelou alta
similaridade com os moldes de referéncia, apresentando predominancia de residuos
idénticos, como indicam os Quadros 1 e 2 e os Apéndices | e J. Ao analisar as regifes
correspondentes a assinatura correspondente ao sitio ativo, constatou-se que o
residuo catalitico aspartato (D) permaneceu conservado em todas as sequéncias. As
regides com gaps encontram-se distantes do sitio ativo, o que sugere que nédo ha

comprometimento da fung&o enzimatica, conforme indica o Quadro 1.



53

Algumas particularidades foram identificadas em duas das sequéncias
analisadas. Na sequéncia 2927, observou-se uma diferenca de aminoacido na regiao
de assinatura correspondente ao sitio ativo, com a substituicdo de valina (V) pelo
aminoacido isoleucina (1), presente na sequéncia do molde (Quadro 1).

Quadro 1: Alinhamento entre residuos de aminoacidos da sequéncia Seq_2927 de Moniliophthora
perniciosa e o molde. Em amarelo, a assinatura do sitio ativo; em vermelho, a substituicdo de

aminoéacidos e, em verde, o residuo catalitico.

2927 MIKSTALLSLVALAPLVARAQSPVWGQCGGIGWSGSTSCASGSSCVKQONDYYSQCMPGSS 60
AOA369JLX6.1.A MLKSASLLALLSLVPAFVNAAQPLYAQCGGIGWSGDTSCVSGAVCTKLNDYYFQCLAGSA 60
*:**::**:*::*.* ._.* .*::.*********.***_**: *k_*k * Kk Kk k **: **:
2927 VPTTTVAQP-PSSTAGPTGTATTSRPTSSTTPSADNPYNGYEIFLSPFYANEVQAASTATI 119
AQOA369JLX6. PSTSPPATSLPPTSVPPTPTTTGTNPTGTTTPVAGNPFTGYTIWLTPYYADEVKAAAGLI 120
*: * * * K *:* :.**.:*** *.**:.** *:*:*:**:**:**: *
2927 GDSSLKSKAAGIANIPTFTWFDTISKLPDLGTSLSQASAQGKSTGKKMLVQIIVYDLPDR 179
AQOA369JLX6. SDATQKAKALKVADIPTFTWFDVVAKAPTLGTYLADASAKGKASGQKYLVQIVVYDLPDR 180
LKes kakk sk akkkkkkokk sak K kkk ke akkkakksakek kkkk s AXAKKKK
2927 DCAALASNGELS IANDGETKYHGYIDGLVEQIQQYPDVRVVA.EPDSLANLVTNMNVQK 239
AQOA369JLX6. DCAALASNGEF'S IANDGLNKYYNYIDQLVAQIKKYPDVRVVA.EPDSLANLVTNLNVAK 240
KAKKK KK KKK ek k kAKX hok e hkk Ak kk o okhkhhkk ks shhhhkkkkkdrk s kk K
2927 CANAAARSV-TYAMQQLNTVGVYMYLDAGHAGWLGWPANLGPAAQMFQQLYTDAGS PK 296
AOA369JLX6. CSGAQAAYKTGTIYALKQLNAVGVYMYLDAGHAGWLGWSANLSPAAQLYSQLYKDAGSPP 300
*:.* * **::***:***************** ***.****::.***.*****
2927 FVRGLATNVANYNALSASTPDPITQGNNNYDEIHYIQALAGVL--GSFPAHFIVDQGRSG 354
AQOA369JLX6. FVRGLATNVANYNALTASSPDPITQGNSNYDEIHYINALAPALTSGGFPAHFIVDQGRSG 360
KKK K KKKk Kok ok ok k& s kk s hkhokk ok ki ok Axkhhhkk o kkk  *k Kk hokkkk kA rrhhhk
2927 QONTIRQOWGDWCNVKGAGFGTRPTLNTGSSLIDAIVWAKPGGESDGTSDSSSVRFDAHCG 414
AOA369JLX6. VONIRQEWGDWCNVKGAGFGARPTLNTGSSLIDAIVWIKPGGECDGTSNTSSPRYDAHCG 420
*****:*************:**************** *****.****::** *:*****
2927 QSDAFMPAPEAGTWEFQAYFEQLVSKANPPL 444
AQOA369JLX6.1.A LSDAAPNAPEAGTWFQAYFETLVKNANPAL 450
* k% KA KAKRKR KK KKKk ok kk kKK K

Fonte: CLUSTAL, 2025

* |dentitidade de todos os residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada.

: Similaridade dos residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada.

. Baixa similaridade dos residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada

- Nao ha similaridade entre os residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada

De maneira semelhante, a sequéncia 2929 apresentou a mesma troca de

aminoéacido (Quadro 2).
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Quadro 2: Alinhamento entre residuos de aminoacidos da sequéncia Seq_2928 de Moniliophthora
perniciosa € o molde. Em amarelo, a assinatura do sitio ativo; em vermelho, a substituicdo de
aminoé&cidos e, em verde, o residuo catalitico.

2929
V2X4UO0.1.A
2929
V2X4U0.1.A
2929
V2X4U0.1.A
2929
V2X4U0.1.A
2929
V2X4U0.1.A
2929
V2X4U0.1.A
2929
V2X4U0.1.A
2929
V2X4U0.1.A

MKSTGLIALAALLPFAWAQSPAWAQCGGIGWSGPTTCASGSTCTKVNDYYSQCIPGSDPG
MKSAGLVALAASLPFALAQSPAWGQCGGIGWSGPTSCASGSTCTKVDDYYSQCIPGSNPG

KAk oehkkohkhkkhhk K hkkhkk HhAkAhhkk KA AIAAAXAAAhk o kAKX A A I A A Ak e kA A XA A XAk« k%

NPGPTSSSTLSSTAAPPTNTQSPVEDNPYTGYTIYLSPYYADEIDAAAAKITDPTLKVQA
NPESTST-TPSSTVAPPTNTQPPVADNPYTGYTIYLSPYYADEIDAAAANITDSTLKAKA

* % kke Kk hkhkk khkkhkhkkhkkk kk Ahkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkkhkrkhkkhkrkhkkhkrkhkkkoekhkk *k*x %

LKVKEIPTFIWFDTTAKLSTLEPYLKDASAKGKAEGKKYLLQIVVYNLPERDCAALASNG
LKVKEIPTFIWEFDTTAKLSTLEPYLKDASAKGKAEGKKYLLQIVVYNLPERDCAALASNG

kA hkhkhkhk kA hkhkhkhhkhhk A hhkhkhhkrhkhkhkhhkhhkrhkrkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkhkhkhkrkxhkkhkxhkxk*k

ELSIDNGGEVKYREYIDTMVATIKKYPDVRVVAVIEPDSLANLVTNLNVQKCSKAQTIYK
ELTIDNGGEAKYRQYIDAMVATIKKYPDVRVVAVIEPDSLANLVTNLNVQKCSRAQTVYK

KK ek AAKAA Kk KAKX e AhK e AAAKAAIAKAAKANAIAKAAKNKA KR e KX KA KA A A KA A AR AR XA A K o Ak Kk o k%

TSTQYALKQLDTAGVYMYLDAGHAGWLGWPANLTPTAQLFQQVWQDAGSPKFVRGLATNV
TSTQYALKQLDTAGVYMYLDAGHAGWLGWPANLTPAAQLFQQVWQDAGSPKSVRGLSTNV

kA hkhkhkhk kA hkhkhkhhkhhk A hkhkrkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkhhkhkoehkhkhkhkhkhkhkrhkkhkrkhkhkrk *khkkxkorxk*k

ANFNALRAASPDPVTSQONPNYDEIHYIESLADTLSPFPAHFIVDQGRAGQONLRKEWGDW
ANFNALRAASPDPVTSPNPNYDEIHYIESLAGVLSPFPAHFIVDQGRAGQONLRKEWSDW

kxhkkhkrkhkkhkrhkhkhkhkhkhkhkkx K(rxkkhkrxkkkkhkkrxkxx khkrxhkkhkhkhkrkhkhkhkhkrkkhkhkhkrhkhkxkx **

CNVKGAGFGTRPTTNTGSSLIDSIVWVKPGGESDGTSDSSAARFDAKCVSASSHVPAPEA
CNVKGAGFGTRPTINTGSSLIDSIVWVKPGGESDGTSDSSAARFDAGCVSASSHVPAPEA
Kok Kk ok ok ok k ok ok ok ok ko k ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok k ko k ko k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok kK k kK kK
GTWFQEYFEALVRNANPAL 439
GTWFQEYFEALVRNANPAL 438

AkkhkkhkkkhkhkkAhkhkkhkhkkkhkhkkhk k%

60
60

120
119

180
179

240
239

300
299

360
359

420
419

Fonte: CLUSTAL, 2025

* |dentitidade de todos os residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada.

: Similaridade dos residuos de aminoéacidos alinhados na coluna indicada.

. Baixa similaridade dos residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada

- Nao ha similaridade entre os residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada

Por se tratarem de aminoacidos hidrofébicos com propriedades fisico-quimicas

semelhantes, a substituicdo de valina por isoleucina é considerada conservativa, de

modo que ndo compromete a conformacéao local do sitio ativo (Betts; Russell, 2003).

Desse modo, a preservacgao do residuo catalitico, assim como da maior parte do sitio

ativo, constitui uma base para as analises estruturais subsequentes.
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5.1.3.2 Construcdo Dos Modelos 3D

Para além das andlises de identidade entre as sequéncias das proteinas com
as sequéncias associadas ao molde, uma etapa fundamental é a avaliacdo do GMQE
(Global Model Quality Estimate). Ressalta-se que todos os moldes utilizados foram
obtidos por predicao via AlphaFold, disponibilizados no SWISS-MODEL.

Segundo a literatura, o GMQE varia de 0 a 1, sendo que valores mais elevados
indicam maior confiabilidade do modelo (Waterhouse et al., 2018). Esse indice,
associados a identidade e a cobertura previamente mencionadas reforcam a robustez
e a confiabilidade dos modelos preditos via AlphaFold e analisados com a plataforma
SWISS-MODEL.

Nesse sentido, todos os resultados obtidos contemplam o que é descrito na
literatura em relacdo a este parametro, estando de acordo com os valores

recomendados para modelos confidveis, conforme pode ser observado na Tabela 12.

Tabela 12: Valores de GMQE (Global Model Quality Estimate) utilizados na modelagem comparativa
das exoglucanases de Moniliophthora perniciosa.

Sequéncia Cddigo do Molde Organismo de Origem  GMQE
0,91

Seq_2927 AOA369JLX6.1.A Hypsizygus marmoreus

Seq_2928 V2YR75.1.A Moniliophthora roreri 0,94

Seq_2929 V2X4UO0.1.A Moniliophthora roreri 0,91

Cylindrobasidium
Seq_4282 AOAOD7B3Z0.1.A . 0,94
torrendii

Fonte: SWISSMODEL, 2025.

5.1.3.3 Validacéo dos Modelos 3D

A validacdo dos modelos tridimensionais obtidos foi realizada utilizando-se a
plataforma MolProbity, integrada ao SWISS-MODEL, por meio da analise do diagrama

de Ramachandran. Essa avaliacdo da qualidade estereoquimica considera a
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porcentagem de residuos localizados nas regides energeticamente favoraveis,

conforme descrito por (Ramachandran; Sasisekharan, 1968).

A andlise estereoquimica dos modelos tridimensionais revelou resultados
satisfatorios, com todas as sequéncias apresentando mais de 90% dos residuos
localizados em regifes energeticamente favoraveis do diagrama de Ramachandran.
Esses valores estdo em concordancia com o que € descrito na literatura como
indicativo de alta qualidade estrutural reforcando a confiabilidade dos modelos
gerados (Laskowski et al.,1994; Verli, 2014).

A Tabela 13 retine os dados completos de avaliacdo estrutural das proteinas,
sendo complementada pelos graficos de Ramachandran, os quais permitem comparar

a gqualidade estrutural entre as diferentes estruturas analisadas (Figuras 8 e 9).

Tabela 13: Avaliacdo da qualidade estereoquimica dos modelos estruturais gerados para as
sequéncias alvo.

Modelo gerado para % de residuos em regides

a sequéncia energeticamente favoraveis
Seq_2927 92,31
Seq_2928 93,99
Seq_2929 94,97
Seq_4282 92,74

Fonte: MOLPROBITY-SWISSMODEL, 2025.
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Figura 8: Graficos Ramachandran mostrando os residuos de aminodacidos localizados em regides
energeticamente favoraveis (regido em verde escuro). A: gréafico gerado para o modelo Seq_2927; B:
grafico gerado para modelo Seq_2928.

Fonte: SWISS-MODEL, 2025.
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Figura 9: Gréaficos Ramachandran mostrando os residuos de aminoé&cidos localizados em regides
energeticamente favoraveis (regiao em verde escuro). C: gréafico gerado para o modelo Seq_2929; D:
grafico gerado para modelo Seq_4282.

Fonte: SWISS-MODEL, 2025.

A partir da ferramenta PyMOL, foram geradas as estruturas tridimensionais de
cada modelo, destacando o sitio ativo, bem como as folhas B e a-hélices,
caracteristicas tipicas das glicosil hidrolases. Além disso, foi realizada uma
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sobreposicdo entre os modelos tridimensionais preditos para as sequéncias de
interesse e 0os moldes utilizados, considerando o parametro RMSD (Root-Mean-
Square Deviation). O RMSD mede a diferenca média entre as posi¢gdes dos atomos
correspondentes nas duas estruturas, sendo que quanto menor o valor, maior a
semelhanca entre 0 modelo predito e o molde experimental. Valores de RMSD entre
0 e 2 A sdo indicativos de excelente concordancia estrutural, evidenciando que o
modelo predito apresenta alta similaridade com o molde experimental (Sikic; Tomic;
Carugo, 2010).

Nesse sentido, todos os valores de RMSD obtidos na sobreposicdo dos
modelos preditos com 0s moldes experimentais foram considerados satisfatorios,
indicando excelente concordancia estrutural entre as sequéncias analisadas (Tabela
14).

Tabela 14: Valores de RMSD obtidos a partir do alinhamento entre modelos tridimensionais de
exoglucanases de Moniliophthora perniciosa com seus respectivos moldes.

Modelo gerado

N Molde experimental RMSD (A)
para a seqguencia
Seq_2927 AOA369JLX6.1.A 0,060
Seq_2928 V2YR75.1.A 0,059
Seq_2929 V2X4U0.1.A 0,055
Seq_4282 AOAOD7B3Z0.1.A 0,082

Fonte: PYMOL, 2025

Portanto, a analise dos elementos secundarios revelou que as a-hélices e
folhas 3 estéo presentes tanto no modelo tridimensional quanto na sobreposigéo entre
0 molde e a estrutura cristalografica, inclusive na regido correspondente ao sitio ativo,
0 que sugere que a predicdo estrutural preserva as caracteristicas essenciais da

proteina, conforme indicam as Figuras 10, 11, 12 e 13.
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. Modelo 3D

. AOA369JLX6.1.A

. AOA369JLX6.1.A

Figura 10: A esquerda, o modelo tridimensional da proteina Exo_2927, obtido a partir do molde
AOA369JLX6.1.A. A direita, sobreposigdo entre o modelo e o molde. a hélices (amarelo); folhas
B(magenta), sitio ativo (vermelho) e regides divergentes (branco).

Fonte: PYMOL, 2025.

. Modelo 3D
.V2YR75.1.A

Figura 11: A esquerda, o modelo tridimensional da proteina Exo_2928, obtido a partir do molde
V2YR75.1.A. A direita, sobreposicdo entre o modelo e o molde. a hélices (amarelo); folhas
B(magenta), sitio ativo (vermelho) e regides divergentes (branco).

Fonte: PYMOL, 2025.
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Figura 12: A esquerda, o modelo tridimensional da proteina Exo_2929, obtido a partir do molde
V2X4U0.1.A. A direita, sobreposi¢éo entre o modelo e o molde. a hélices (amarelo); folhas
B(magenta), sitio ativo (vermelho) e regides divergentes (branco).

Fonte: PYMOL, 2025.

. Modelo 3D

. AOAOD7B3Z0.1.A . AOAOD7B3Z0.1.A

Figura 13: -A esquerda, o modelo tridimensional da proteina Exo_4282, obtido a partir do molde
AOAOD7B3Z0.1.A. A direita, sobreposicdo entre o modelo e o molde. a hélices (amarelo); folhas
B(magenta), sitio ativo (vermelho) e regides divergentes (branco).

Fonte: PYMOL, 2025.

Nesse sentido, conforme descrito no CAZypedia, as celobiohidrolases da
familia GH6 apresentam a caracteristica conformagao (B/a)s, na qual oito folhas 3
paralelas formam o nucleo do barril, cada uma conectada a uma a-hélice adjacente,
padrao também observado em celobiohidrolases GH6 de fungos como Phanerochaete
chrysosporium e Chaetomium thermophilum (Thompson et al., 2012; Yamaguchi et
al., 2024). Essa organizacgéo estrutural é particularmente evidente nos modelos das
sequéncias Seq_2927 e Seq_2929, destacando o arranjo regular das folhas 3 e das
a-hélices.
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As pequenas divergéncias observadas nas extremidades das proteinas sao
consideradas comuns em modelos preditivos, podendo refletir a flexibilidade natural
dessas regifes. Embora a conformacao estrutural (B/a)s seja caracteristico de glicosil
hidrolases pertencentes a familia GH6, a visualizacdo precisa desse arranjo em
modelos preditivos, incluindo gerados a partir de moldes obtidos pelo AlphaFold, pode
ser limitada (Stevens; He, 2022).

Essa limitacao se deve principalmente a flexibilidade das regides de loop, que
podem resultar em um padréo aparentemente desordenado do barril. Além disso, a
precisdo da predicao tende a diminuir & medida que aumenta o numero de residuos
em uma mesma regido flexivel. Outro aspecto relevante € que esta ferramenta
preditiva apresenta uma estimativa da quantidade de a-hélices e folhas  que pode
ndo coincidir exatamente com o numero real desses elementos secundéarios na

proteina (Stevens; He, 2022).

Ainda assim, a identificagao do padrao conformacional (3/a)s e a manutencéo
de elementos estruturais essenciais, especialmente o sitio ativo, reforcam a

confiabilidade dos modelos para estudos funcionais e ensaios subsequentes.

Desse modo, as analises in silico desempenharam um papel estratégico na pré-
selecdo das exoglucanases de Moniliophthora perniciosa a serem investigadas,
permitindo a identificacdo de sequéncias com dominios funcionais conservados,
assinaturas de sitios ativos caracteristicos e propriedades fisico-quimicas favoraveis

a atividade catalitica.

Esses dados forneceram informacdes prévias essenciais, orientando as
analises moleculares experimentais de forma mais direcionada. Portanto, a integracéo
dos resultados obtidos por meio das abordagens computacional e experimental
possibilita uma avaliacdo abrangente das proteinas, considerando tanto aspectos
estruturais quanto funcionais, e oferece subsidios importantes para a exploracao do

potencial biotecnol6gico dessas exoglucanases.
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5.2 REATIVACAO DO FUNGO

O cultivo do fungo em meio constituido por Agar, Batata e Dextrose, em B.O.D
a 27 °C, entre 7 e 14 dias, viabilizou o crescimento da biomassa micelial de forma
satisfatoria (Figura 14), o que pode ser explicado com base na constituicao nutricional,
principalmente de carboidratos, além da relacdo de carbono e nitrogénio que integram

0 meio (Cutrim et al., 2006).

Figura 14: Em A, cultivo do fungo Moniliophthora perniciosa em meio BDA no 7° dia de cultivo. Em B,
no 14° dia de cultivo.

Portanto, a obtencdo desses resultados corrobora 0 que ha descrito na
literatura quanto a observacgéao do crescimento micelial, uma vez que isolados fungicos
cultivados em meio de cultura natural apresentam substancias estimulantes
especificas, principalmente os agucares, resultando no desenvolvimento e reproducgao

ideal desses microrganismos (Souza et al., 2015).

Apesar de apresentar limitagfes para a andlise da atividade enzimética, a
reativacdo do fungo em meio BDA fornece uma base adequada para os experimentos

subsequentes envolvendo a inducao enzimatica (Cutrim et al., 2006).

5.3 CULTIVO DO FUNGO NOS MEIOS INDUTORES WY E CMC

Para verificar a inducdo da atividade enzimatica, transferiu-se a fracéo micelial

de Moniliophthora perniciosa para os meios de cultivo indutores WY e CMC.
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No que concerne a regido associada a atividade enzimatica, € sabido que esta
associada a formacdo do halo micelial — regido de coloracdo esbranquicada que
ocorre durante o crescimento do fungo (Junior Paz et al., 2020). Portanto, levando-se
em consideracdo os substratos que apresentam a capacidade de indu¢do enzimatica,
como € o caso do meio CMC e WY, essa regido tornou-se evidente no 8° dia de

incubacao.

No entanto, durante o periodo de incubacdo, foi possivel visualizar diferencas
no que se refere a estrutura e ao crescimento micelial nos diferentes substratos,
considerando as mesmas condicbes de armazenamento, tempo de cultivo e

temperatura.

Nesse sentido, considerando-se o periodo de 8 dias, foi observado que o meio
semissolido WY — que apresenta em sua constituicao farelo de trigo — favoreceu um
melhor crescimento de biomassa micelial, apresentando uma estrutura mais uniforme,
em comparacdo ao meio sintético CMC, cuja Unica fonte de carbono é a

carboximetilcelulose (Figura 15).

Figura 15: - Em A, cultivo do fungo Moniliophthora perniciosa em meio WY no 8° dia de cultivo. Em B,
em meio CMC, no 8° dia de cultivo.

Assim sendo, esses resultados estdo de acordo com o que ha descrito na
literatura, pois a disponibilidade de residuos lignocelulésicos que compde o0 meio WY
repercute no maior crescimento do micélio de Moniliophthora perniciosa e, portanto,
confere maior potencialidade quanto a inducdo de diferentes celulases e

hemicelulases (Silva et al., 2019).

Além disso, a composicao do farelo de trigo, rica em carboidratos e nutrientes
essenciais, pode promover ndo apenas a expansao da biomassa, mas também a

manutencao da viabilidade e atividade metabdlica do micélio, criando condigbes mais
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favoraveis a inducéo enzimatica. Do mesmo modo, seu baixo custo e disponibilidade

constitui um insumo atrativo para aplicabilidade biotecnoldgica (Biswas et al., 2019).

5.4 EXTRACAO DE RNA EM DIFERENTES CONDICOES DE CULTIVO

As andlises quantitativas das amostras obtidas a partir da extracdo de RNA em
meio CMC indicaram valores de pureza inferiores ao ideal, possivelmente devido a
dificuldade em remover o micélio da placa de petri durante uma das etapas do
processo de extracdo. Além disso, verificou-se que uma das amostras apresentou

concentragdo abaixo do limite considerado aceitavel (Tabela 15).

Tabela 15: Valores referentes a analise quantitativa do RNA extraido a partir do meio CMC pela técnica
de espectrofotometria.

Amostras Razado: A260/280 Concentracgao
(ng/ul)
CMC. 1 2,41 237,0
CMC.2 3,04 47,9

De acordo com a literatura, a relacdo entre as leituras de absorbancia nos
comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm € utilizada como indicador da pureza do
RNA. Sendo assim, amostras com razéo entre 1,7 e 2,0 tendem a apresentar baixo
nivel de contaminantes, enquanto valores menores ou maiores podem apontar,
respectivamente, presenca de proteinas ou de substancias como fendis. Ja a
concentracdo da amostra deve atingir valores acima de 50 ng/uL para assegurar a
qualidade das analises (Regitano, 2007; Gouveia et al., 2011).

No caso das amostras obtidas por extracdo de RNA em meio WY, os resultados
foram consistentes, apresentando valores adequados tanto para a pureza quanto para
a concentracdo do material genético, atendendo aos parametros necessarios para as

analises subsequentes (Tabela 16).
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Tabela 16: Valores referentes a analise quantitativa do RNA extraido a partir do meio WY pela técnica
de espectrofotometria.

Amostras Razédo: A260/280 Concentraca
o(ng/ul)
WY. 1 1,84 152,3
WY.2 1,9 468,3
WY.3 1,9 353,0
wWY.4 1,79 1342,2

Em relacdo as amostras obtidas a partir da extracdo de RNA em meio CMC,
observou-se um micélio com textura extremamente fina, fator determinante quanto a

incorporacédo de uma quantidade consideravel do substrato na biomassa micelial.

Apesar da celulose apresentar uma caracteristica recalcitrante, resultando na
possibilidade de inducdo de secrecao de celulases por algumas espécies de fungos
(Inforsato, 2016), sua presenca pode ter dificultado a extracdo eficiente do RNA,
interferindo na pureza do material obtido. Consequentemente, os resultados de
andlise qualitativa indicaram comprometimento das subunidades ribossémicas 28S e
18S, podendo impactar aplicacdes posteriores, como sintese de cDNA e amplificacao
por PCR (Figura 16).

Figura 16: Gel de agarose a 1% com resultado da extracdo de RNA de Moniliophthora perniciosa
cultivado em meio CMC. Em M, o marcador molecular de 100 pb.
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Em relacdo a extracdo obtida a partir do fungo em meio semissoélido WY,
observou-se que as bandas correspondentes as subunidades ribossémicas 28S e 18S
permaneceram bem definidas (Figura 17), indicando que o RNA manteve sua
integridade.

Figura 17: Gel de agarose a 1% com resultado da extracéo de RNA de Moniliophthora perniciosa
cultivada em meio WY. Em M, o marcador molecular 100 pb.

Ao comparar com o RNA extraido de fungos cultivados em meio CMC,
verificou-se que a facilidade de separar o micélio do substrato em WY néo
comprometeu a quantidade de biomassa coletada, permitindo a obtencdo de material
genético de qualidade adequada. Esses resultados estdo de acordo com estudos que
associam a integridade do RNA a eficiéncia na recuperagdo do micélio durante a
extracdo, sugerindo que meios que permitem manuseio mais simples do micélio
reduzem perdas e degradacdo do RNA (Silva, 2018).

5.5 DESENHO DOS PRIMERS

Os iniciadores especificos (primers) para a sequéncia codificante da proteina
em estudo foram projetados, buscando subsequente clonagem do fragmento

amplificado no vetor de expresséo pET-28a. Por meio do programa NEB cutter 2.0
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(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/), verificou-se quais sitios especificos existiam nas

sequéncias e quais as enzimas que nao clivam as sequéncias.

Com base nessas informacgdes, os primers foram desenhados contendo sitios
de clivagem diferentes daqueles encontrados dentro da sequéncia de interesse e
compativeis com os sitios de restricdo presentes no sitio de clonagem do vetor pET-
28a, sendo selecionados os sitios Ncol e Hindlll para primers direto (F) e reverso(R)

respectivamente.

Considerando que a eficiéncia da clivagem por enzimas de restricdo pode ser
reduzida quando o sitio esta proximo a extremidade 5, nucleotideos foram
adicionados nessa extremidade para assegurar a efetividade da digestdo na etapa

subsequente. Detalhes adicionais sobre os primers estédo descritos na Tabela 17.

Tabela 17: Dados referentes aos primers diretos e reversos desenhados para exoglucanases.

Denominacéao Sequéncia (5" 3") Temp.
de
melting

AG CCA TGG* CAG TCT
Exo_2927_Ncol F GAG LLA TGG CAGTC 67,0 °C

CCCGTCTGG GGTC

, CAC AAG CTT* TTA* TTA
Exo_2927_ Hindlll R - 55,0°C

CAATGG TGG GTT

GAG CCA TGG* ACT CCC
Exo_2928 Ncol F = 66,0 °C

GCT CCT CCC ATC

* *%*
Exo 2928 Hindlll R CAC AAG CTTZ TTA™ TTA 58,0 °C

GAT CGG GGG GTT G

AG CCA TGG* CAG TCA
Exo_2929 Ncol F GAG LLATEG CAGTC 69,0 °C

CCC GCCTGG GC

AC AAG CTT* TTA* TTA
Exo_2929_ Hindlll R CACAAGCTT 58,0 °C

GAG GGC AGG GTT G

GAG CCA TGG* TCT CCT
Exo_4282_Ncol F = 65,0 °C

ACG CTG CAG GC

. CAC AAG CTT* TTA* TCA
Exo_4282_ Hindlll R - 55,0°C

GAA GGA AGG AAT G
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*Sequéncia referente a enzima de restricdo; **Cédon stop.

5.6 SINTESE E AMPLIFICACAO DO CDNA DE MONILIOPHTHORA
PERNICIOSA

Para a sintese de cDNA, foram utilizadas as amostras provenientes do meio
WY, uma vez que, nessa condi¢cdo, observou-se melhor crescimento micelial. Em
contrapartida, as amostras de RNA obtidas a partir do CMC apresentaram qualidade
e integridade inferiores, o que comprometeria a sintese e amplificacdo subsequente
do cDNA. Dessa forma, a escolha do WY permitiu obter um material genético mais
consistente, aumentando a preciséo e confiabilidade na amplificacdo das sequéncias

alvo.

Nesse sentido, para todas as quatro sequéncias foram testadas diferentes
faixas de temperatura, entre 57°C e 61°C. No entanto, foi possivel obter a amplificacéo
da Seq_2928, detectando por eletroforese em gel de agarose a 1%, a presenca do
fragmento esperado em uma temperatura de anelamento a 59°C. E importante
ressaltar que na temperatura de 57°C houve o aparecimento de fragmentos
inespecificos, como indica a figura 18.

Figura 18: Amplificacdo do cDNA de Moniliophthora perniciosa correspondente a sequéncia 2928.
Em M, o marcador molecular de 1 kb.

O fragmento amplificado apresenta cerca de 1.200pb, o que indica que ha

correspondéncia com a sequéncia do genoma, contendo 1.110 pb, além de evidenciar



69

a expressao do RNAm correspondente a sequéncia codificante para exoglucanase de

interesse.

Tais resultados estdo em consonancia com a literatura sobre a producdo de
enzimas celuloliticas microbianas a partir de substratos lignoceluldsicos, como o farelo
de trigo, amplamente utilizado em estudos de interesse industrial. A eficiéncia na
inducdo dessas enzimas esta intimamente relacionada a presenca de nutrientes
essenciais que fornecem o0s precursores necessarios para o crescimento micelial e a

sintese enzimética (Santos, 2015).

Além disso, o farelo de trigo apresenta composicao rica de carboidratos
complexos, o que confere elevado potencial para a geragdo de produtos de valor
agregado. Esse substrato pode ser aproveitado em processos voltados tanto para a
sintese de insumos de base bioldgica e quimica, contribuindo para o desenvolvimento

de tecnologias mais sustentaveis (Pruckler et al., 2014).

Outros testes foram realizados, utilizando-se o kit de Taq Polymerase
disponivel no laboratorio. Porém, ndo foi possivel encontrar resultados de

amplificacéo para nenhuma das sequéncias (Figura 19).

Figura 19: Gel de agarose a 1% mostrando o resultado da rea¢cédo de PCR. Nao foram observadas
bandas correspondentes as sequéncias de interesse. Em M, o marcador molecular de 1 kb.
Visualizagdo em transiluminador UV Portatil.

Foram realizados ajustes no protocolo de PCR, incluindo variacbes na
concentracéo de primers (0,1-1 uM), MgCl; (1,0-4,0 mM) e quantidade de cDNA (0,5—-
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1,0ug), com o objetivo de otimizar a eficiéncia e a especificidade da amplificacéo.
Apesar dessas modificacdes, néo foi possivel observar amplificacdo das sequéncias-
alvo. O gel de eletroforese apresentado na Figura 20 ilustra os resultados obtidos,
evidenciando a auséncia de produtos amplificados mesmo apds a realizagdo das

alteracdes experimentais.

Figura 20: Gel de agarose a 1% mostrando o resultado da reacdo de PCR. N&o foram observadas
bandas correspondentes as sequéncias de interesse. Em M, o marcador molecular de 1 kb.
Visualizagdo em transiluminador UV Portatil.

E importante ressaltar que os ajustes no protocolo foram planejados levando-
se em consideracdo os principios da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Portanto, a variagdo da concentracdo de MgClz buscou otimizar a atividade da DNA
polimerase, uma vez que 0s ions magnésio atuam como cofatores essenciais que
influenciam tanto a eficiéncia quanto a especificidade da reacédo (Tbabhriti et al., 2025).
O ajuste na quantidade de cDNA buscou aumentar a disponibilidade de copias da
sequéncia alvo, o que pode favorecer a amplificacéo (Peirson; Butler; Foster, 2003).
J& as alteracbes na concentracdo dos primers teve como objetivo melhorar o
pareamento correto com a sequéncia alvo, minimizando a formacéo de produtos

inespecificos (Lorenz, 2012).

No entanto, mesmo com essas intervencgdes, a auséncia de amplificacdo pode
estar associada a presenca de estruturas secundarias no cDNA, que dificultam a

ligacdo dos primers e a progressao da polimerase, bem como a integridade do cDNA,
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gue pode ter sido afetada por degradacédo parcial ou até mesmo pela presenca de
impurezas no processo de sintese. Além disso, a especificidade dos primers pode nao
ter sido direcionada as regifes de baixa complementaridade ou altamente repetitivas,
0 que impediu a formagcdo de produtos amplificados correspondentes as demais

sequéncias de estudo, mesmo com 0s ajustes realizados (Lorenz, 2012).

5.7 PURIFICACAO DO PRODUTO DE PCR

O produto positivo de PCR foi purificado e posteriormente quantificado,
revelando uma concentragéo relativamente baixa, correspondente a 2,6 ng/puL. A
baixa concentracao do produto de PCR, mesmo com evidéncia de expressao do gene
alvo, pode estar associada a formacdo de estruturas secundarias, a quantidade
limitada de cDNA ou ao pareamento inadequado dos primers, mas também pode ter

ocorrido perdas do material durante o processo de purificagao.

Algumas estratégias podem ser adotadas em analises subsequentes para
melhorar a recuperacao e a qualidade do cDNA obtido. Uma delas € a realizacéo de
eluicbes sucessivas com o tampao de eluicdo, que permite recuperar parte do DNA
que permanece retido na coluna apés a primeira eluicdo. Embora essa abordagem
aumente o rendimento total, a concentracdo do cDNA por microlitro pode ficar
ligeiramente menor, uma vez que o material recuperado se distribui em um volume

maior de tampéao (Dilley; Pagan; Chapman, 2021).

Uma abordagem adicional para aumentar a concentracdo do cDNA purificado
consiste em reduzir o volume de eluicdo. Estudos demonstram que volumes menores
de tampéo resultam em uma maior quantidade de DNA por microlitro, o que é
especialmente util quando se deseja obter uma amostra mais concentrada para
analises subsequentes (Norgen Biotek, 2021). Apesar de a redugdo do volume de
eluicdo poder diminuir levemente o rendimento total de DNA recuperado, essa pratica
permite otimizar a concentracdo da amostra sem comprometer significativamente a
qualidade do cDNA (El-Mogy; Simkin; Haj-Ahmad, 2021).
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Ha ainda uma possibilidade alternativa a utilizacdo dos kits comerciais para
purificacdo do produto de PCR, como a precipitacdo com etanol-acetato de sédio
(EtOH-NH4Ac). Essa abordagem pode proporcionar um rendimento significativamente
maior do produto de PCR em comparagao aos kits comerciais testados em alguns
estudos (Al-Saad; Al-Zaalan, 2019). Outra alternativa € a precipitacdo com polietileno

glicol (PEG), que também apresenta bons resultados de purificacdo (Aksu, 2025).

Um aspecto importante na escolha do método é o tamanho do fragmento de
DNA, uma vez que a precipitacdo com PEG tende a ser mais eficiente para fragmentos
acima de 150 pb, enquanto a precipitacdo com etanol-acetato de sédio € mais eficaz

para fragmentos de menor peso molecular (Aksu, 2025).

Além disso, uma das principais vantagens desses métodos consiste no custo
mais baixo em relacdo aos kits disponiveis no mercado. No entanto, essas
metodologias geralmente demandam mais etapas e maior cuidado operacional,
tornando o procedimento mais trabalhoso (Al-Saad; Al-Zaalan, 2019).

Dessa forma, a selecdo do método de purificacdo deve considerar tanto o
tamanho do produto de PCR quanto a disponibilidade de tempo e recursos,

equilibrando rendimento, eficiéncia e praticidade.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A identificacdo das sequéncias obtidas permitiu caracterizd-las como
exoglucanases pertencentes a familia GH6, revelando a presenca de regifes
conservadas, incluindo o sitio ativo e os elementos essenciais para a acao catalitica
caracteristica dessas enzimas. A analise in silico também revelou a presenca do
peptideo sinal, fundamental para o direcionamento das exoglucanases a via secretora,
0 que indica sua atuacéo direta na degradacado de polissacarideos da parede celular
vegetal. Parametros fisico-quimicos mostraram que os dominios de ligacdo a
carboidratos influenciam a massa molecular da proteina madura, enquanto o valor de

pl sugere carater 4cido.

Esses achados reforcam o papel funcional dessas enzimas na interacéo
patdgeno-hospedeiro, evidenciando como a secre¢do enzimatica e as propriedades
fisico-quimicas conservadas, contribuem para a adaptacao do fungo ao ambiente e a
obtencao de nutrientes a partir do hospedeiro.

Além disso, o alinhamento das sequéncias obtidas, realizado por meio da
ferramenta BLAST, revelou alta similaridade com proteinas de Moniliophthora roreri,
indicando uma relacao filogenética préxima entre essas espécies e sustentando a
conservacao das regides funcionais das exoglucanases. Observou-se, entretanto, que
a sequéncia 2929 nao apresentou correspondéncia total no sitio ativo em relacdo a
sequéncia homodloga de Moniliophthora roreri, apresentando uma substituicdo entre
aminoacidos hidrofobicos. Essa alteracdo, embora represente uma divergéncia local,
tende a preservar as caracteristicas estruturais do sitio ativo, reforcando a relevancia

bioldgica das sequéncias identificadas.

Os resultados obtidos evidenciam que todos os modelos estruturais gerados
demonstraram boa concordancia em relacdo aos moldes utilizados, com poucas
divergéncias observadas. A manutencdo de folhas B e a-hélices, bem como a
sobreposicao de regides funcionais, incluindo o sitio ativo, refor¢a a confiabilidade da
modelagem realizada. Esse padrdo estrutural, caracteristico de glicosil hidrolases,
confirma a robustez das predi¢des e sustenta a relevancia funcional das proteinas

analisadas.



74

A predominancia de materiais lignocelulésicos no meio WY favoreceu o maior
desempenho de massa micelial, viabilizando a extracdo de RNA e a sintese de cDNA.
A utilizacdo do primer 2928 apresentou desempenho positivo, resultando na
amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 1.200 pb, correspondente a
regido especifica do genoma de Moniliophthora perniciosa, indicando compatibilidade
do primer com a sequéncia alvo. Das quatro sequéncias desenhadas, apenas esta foi
amplificada, possivelmente devido a expressdo diferencial dos genes de
exoglucanase nas condi¢des do meio WY, & maior afinidade do primer utilizado ou a
limitacBes técnicas relacionadas a eficiéncia dos demais primers e a qualidade do
RNA extraido.

A integracdo entre as andlises de bioinformatica e moleculares reforca a
relevancia da exoglucanase como uma biomolécula de interesse. A deteccdo da
expressao génica nos ensaios experimentais fornece evidéncia funcional de que este
gene esta ativo nas condi¢des avaliadas, o que se alinha aos achados in silico que
apontaram a presenca de dominios cataliticos conservados, predicdo de estrutura

estavel e sinalizacao secretoria.

Esse conjunto de dados, portanto, ndo apenas confirma a identidade da
proteina como uma exoglucanase funcional, mas também sugere seu potencial na
degradacdo de substratos lignocelulésicos, corroborando sua importancia em

processos biotecnoldgicos, como a producao de bioetanol.

Dessa forma, a consisténcia entre os diferentes niveis de andlise fortalece a
hipétese de que essa exoglucanase pode ser explorada como alvo estratégico para

expressao heterologa, contribuindo para a otimizacdo de bioprocessos.

No que se refere as perspectivas futuras, a expressao heterdloga de uma
exoglucanase de Moniliophthora perniciosa possibilitara confirmar sua atividade
enzimatica e avaliar seu potencial de aplicacdo em processos de degradacédo de
residuos lignoceluldsicos. Estudos futuros também poderdo investigar diferentes
condicdes de cultivo e substratos, a fim de compreender melhor a regulagédo génica e
a eficiéncia da producdo enzimatica, fornecendo informagfes relevantes para

aplicacOes biotecnoldgicas em escala laboratorial ou industrial.
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APENDICES

APENDICE A: Sequéncia nucleotidica do gene identificado como 2927, obtida a partir do
genoma de Moniliophthora perniciosa. As sequéncias correspondentes ao desenho dos
rimers direto (F) e reverso (R) estdo destacadas em vermelho.
>2927 g SCAF_50 175735177791 1

ATGATCAAGTCTACTGCCCTCCTTTCTCTGGTCGCTCTGGCGCCTCTAGTCGCTCGTGCGCAG
TCTCCCGTCTGGGGTCAGTGCGGAGGAATTGGCTGGTCGGGTTCCACCTCCTGCGCCTCGGG
CTCGAGCTGCGTGAAGCAGAACGATTATTACTCTCAATGCATGCCAGGAAGCTCAGTTCCCAC
CACGACTGTCGCTCAACCTCCGTCCTCCACTGCTGGACCAACTGGCACCGCCACTACTTCCCG
ACCAACATCTAGTACAACACCCTCTGCTGACAACCCTTACAATGGCTATGAGATCTTCCTCAGT
CCCTTCTACGCCAACGAAGTCCAAGCCGCTTCGACTGCTATTGGTGACTCCTCTTTAAAGTCCA
AGGCTGCGGGTATCGCAAACATTCCGACCTTCACATGGTTCGATACAATTTCAAAGCTACCCG
ACCTAGGGACATCGCTTTCCCAAGCTAGTGCCCAAGGAAAGTCTACGGGAAAGAAGATGCTCG
TTCAGATCATCGTCTACGACTTACCCGACCGTGACTGTGCTGCTTTGGCTTCCAACGGTGAACT
GAGCATTGCCAATGATGGTGAAACCAAATACCACGGCTATATCGATGGGCTCGTCGAACAAAT
TCAGCAATACCCCGATGTGAGGGTGGTTGCGATAGTGGAACCCGATTCTCTAGCCAACCTTGT
CACCAACATGAACGTGCAGAAGTGTGCGAACGCCGCTGCCAGGAGCGTCACCTACGCAATGC
AGCAGCTCAATACCGTTGGTGTGTACATGTATCTGGACGCGGGGCACGCAGGTTGGCTTGGTT
GGCCTGCAAACTTGGGTCCTGCAGCACAGATGTTCCAACAGCTCTACACTGACGCTGGATCTC
CAAAATTCGTCCGTGGCTTAGCTACTAACGTTGCTAATTACAATGCTCTGTCTGCTTCCACCCC
AGACCCAATCACCCAAGGCAACAACAACTACGACGAGATCCACTACATTCAGGCACTTGCCGG
CGTTTTGGGTTCATTCCCTGCTCACTTCATCGTTGATCAAGGTCGATCTGGTCAGCAGAACATT
CGTCAACAGTGGGGTGACTGGTGCAACGTCAAGGGCGCCGGCTTTGGAACGCGTCCTACGTT
GAACACTGGTTCATCACTCATCGACGCCATTGTGTGGGCCAAACCAGGTGGTGAGAGTGACG
GAACCAGCGACTCCTCTTCTGTTCGCTTTGATGCTCACTGTGGTCAATCTGATGCGTTCATGCC
AGCTCCCGAAGCTGGAACTTGGTTCCAAGCATACTTTGAGCAATTGGTCTCCAAAGCTAACCC
ACCATTGTAA

APENDICE B: Sequéncia nucleotidica do gene identificado como 2928, obtida a partir do

genoma de Moniliophthora perniciosa. As sequéncias correspondentes ao desenho dos

primers direto (F) e reverso (R) estdo destacadas em vermelho.
>2928 g SCAF_50 178877 180502 1

ATGAAGACCTCTTTCGTTTTGCTCGCTGCTCTCGTCGGCCTCGCGGTTGCTACTCCCGCTCCT

CCCATCAAGAAGCGCCAGGTCACTCTCGAGGGTAACCCCTTCGAGGGCCGCACCCTCCATGC
TAACAGCCGATACCGTGCAGAGGTCGAGGCTGCTGCCGGAAACCTCACGGACCCAAGCTTGG
AGGCGGCAGCTCTCAGGGTTGCTGATATTGGAACTTTCTTGTGGCTTGATACTATTTCCACCGT
CTCAACTTTCGAAAGCATCCTCACGGAAACCGGTGAAAATGAGATCTTTGGTGTTGTCATCTAC
GACCTGCCAGGACGTGATTGCGCTGCCAAAGCTTCAAACGGTGAGCTCGCTGTCGGAGAGAT

CGATAGGTACAAGAGCGAGTACATTGACCCCATTGTCGCGATTGTCGAGGCACACCCCGATAT
TGCAATTGCCGCTGTAATTGAGCCCGAGCAACAATCTGCCGCCGGATACAGAGAAGGTGTTCA
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GTACGCCCTCAGCAGCTTGAACTTACCCAACGTTGCTATGTACATTGACGCCGGACATGGTGG
CTGGTTAGGCTGGGACGCCAACCTTCAACCAGGTGCACAGGAACTCGCGGCTGCTTACACTG
GTGCTGGTTCTCCTTCCTCCGTCCGTGGATTCGCCACGAACGTTGCTGGCTGGAATGCAGTCC
AACAAAACCCCGGTGAATTCGAAAACGCACCTGATGGCCAATACAACAAGGCTCAGGACGAAG
ATCGTTACGTTACCCTCTTCGGAGCTGCTCTAGCTTCCGCTGGTATGCCCAACCATGCTATCGT
TGACACTGGTAGGGATGGTGTTACTGGCCTCAGGGACGAGTGGGGTGACTGGTGCAACGTCG
ACGGTGCCGGTTTCGGTGCTAGGCCCACGACCAGCACGGTTAACGACTTGATGGACGCTTAC
GTTTGGGTCAAGCCCGGTGGTGAATCTGACGGAACTTCCGACACCTCTGCTACCCGCTACGAC
TCTTTCTGCGGTAACGCTGATGCCTACAAGCCATCTCCCGAAGCCGGAACTTGGAACCAAGCC
TACTTCGAAATGCTGCTCAGGAATGCCAACCCCCCGATCTAA

APENDICE C: Sequéncia nucleotidica do gene identificado como 2929, obtida a partir do
genoma de Moniliophthora perniciosa. As sequéncias correspondentes ao desenho dos
primers direto (F) e reverso (R) estdo destacadas em vermelho.

>2929 g SCAF_50 181422 1833351

ATGAAATCTACTGGTTTAATCGCTTTGGCTGCGTTGCTGCCTTTCGCCTGGGCACAGTCACCC
GCCTGGGCTCAATGTGGAGGGATCGGGTGGTCGGGACCCACTACTTGTGCGTCTGGTTCTAC
CTGTACCAAGGTAAATGACTACTACTCACAGTGCATTCCTGGATCCGACCCTGGCAATCCTGG
ACCAACTTCTTCGAGCACTCTTTCTTCTACCGCGGCGCCCCCTACCAATACCCAGTCACCTGTA
GAGGATAACCCATATACAGGCTACACCATCTACCTCAGCCCTTACTACGCCGATGAAATTGAC
GCTGCTGCTGCCAAGATCACCGATCCCACTTTGAAAGTTCAGGCTCTCAAAGTGAAGGAAATT
CCAACATTCATCTGGTTCGATACCACCGCCAAACTGTCTACTCTGGAACCATATCTCAAGGACG
CTAGCGCCAAAGGAAAGGCTGAGGGCAAGAAGTACCTTCTCCAAATAGTGGTTTACAACCTTC
CGGAACGTGATTGTGCTGCCTTGGCATCTAACGGCGAGCTCAGCATCGACAACGGGGGTGAA
GTGAAGTACCGTGAATATATCGACACAATGGTTGCCACCATCAAGAAATACCCCGATGTCAGA
GTGGTTGCGGTAGTTGAACCCGACTCGCTGGCCAACTTGGTCACCAATCTCAACGTCCAGAAG
TGCAGCAAAGCTCAGACTATCTACAAGACTTCTACGCAATACGCCTTGAAACAACTCGATACCG
CTGGTGTATACATGTACTTGGATGCTGGTCACGCAGGCTGGCTTGGCTGGCCTGCGAACCTGA
CTCCTACTGCTCAGCTCTTCCAGCAGGTCTGGCAGGATGCTGGTTCGCCCAAGTTTGTCCGCG
GATTGGCAACCAATGTTGCTAACTTTAATGCGCTTCGGGCCGCCTCACCTGATCCTGTTACTTC
GCAAAATCCCAACTACGATGAAATCCACTACATCGAGTCCCTTGCCGATACTCTCTCGCCTTTC
CCAGCTCACTTCATCGTTGACCAGGGGCGAGCTGGTCAACAGAATTTGAGGAAGGAGTGGGG
TGACTGGTGTAACGTCAAGGGCGCTGGATTCGGGACTCGTCCTACCACCAACACCGGGTCAT
CCCTGATTGATTCTATTGTATGGGTGAAACCAGGGGGCGAATCTGACGGAACCAGCGACTCCT
CTGCAGCTCGTTTCGACGCAAAATGTGTCTCTGCTTCCTCTCATGTCCCTGCACCTGAGGCCG
GAACTTGGTTCCAAGAGTACTTTGAGGCCTTGGTCCGCAATGCCAACCCTGCCCTCTAA
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APENDICE D: Sequéncia nucleotidica do gene identificado como 4282, obtida a partir do

genoma de Moniliophthora perniciosa. As sequéncias correspondentes ao desenho dos

primers direto (F) e reverso (R) estdo destacadas em vermelho.
>4282_ g SCAF_10 283296 284946 1

ATGAAGACCGTCTCGGCTTTACTGTCAATCGCTGCTGTACTGGGTGCTGCTACAGCCTCTCCT
ACGCTGCAGGCTCGCGCACCGTGCACGACTGCGGTCAGATTATCGGGCAACCCATTCCAAGG
ACGTACGCTCCATGCGAACAACCACTATGGTGACTACGTCCGTGCTGCGGCCAACCGGATCA
GCGATTCTTCGTTGAAGCAGAAGGCGCTGGCAGTTGCCAATGTCGGGACTTTCTTGTGGCTTG
ATACCATTTCTACCATCCCGACCTTTGAATCCCACCTCACGAATACGAGTTGCAACGAAATCTT
TGGTGTTGTCATCTATGACTTACCCGGACGCGACTGTGCTGCCAAGGCATCGAACGGTGAACT
CCCTGTCGGCTCGATCAACAGGTACAAGACCGAGTACATCGACCCCATTGTCAGGATCATCAA
GGCCCACCCGGAGGTGGCAATTGCGGCGGTCATCGAGCCCGAGCAATCTTCTGCCTCGGGAT
ACAGAGAAGGTGTTCAGTATGCTCTTCGCAACTTGAACCTTCCCAACGTCGCTATGTACATCGA
CGCCGGACATGGTGGTTGGCTCGGCTGGGACGCCAATCTCCAACCGGGTGCGCAGGAACTT
GCCAACGCCTACAAAGGTGCTGGCTCGCCCGCCTCAGTCCGTGGATTCGCCACCAACGTCGC
TGGATGGAACGCATGGAAGAAGGTTCCCGGTGAATTCGAGAACACAGCTGACGGTCAGTACA
ACAAGTGCCAGGATGAGGACCGATACGTGACTAGGTTTGGTGCTTCCTTGGCTTCTGCTGGTA
TGCCCAATCACGCTATCGTCGATACCGGAAGGAATGCTGTCCAGGGATTGAGGCAGGAGTGG
GGTCATTGGTGCAACGTGAACGGTGCTGGATTCGGTGTCAGGCCAACGACTAGCACATCCAAT
ACGCTTGCTGATGCATTTGTTTGGGTCAAGCCCGGTGGTGAATCCGATGGAACTTCTGATACTT
CTGCTACTCGCTACGATTCTTTCTGTGGTGAATCCGATGCTTTCAAGCCAAGCCCTGAAGCTG
GCCAATGGAACCAAGCGTACTTTGAGATGTTGCTCAAGAACGCCATTCCTTCCTTCTGA
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APENDICE E: Alinhamento entre a Seq_2927 de Moniliophthora perniciosa e a Seq_
ESK94155.1 de Moniliophthora roreri, apresentando 95,27% de identidade. Em amarelo, o
sitio ativo; em verde, o residuo catalitico e, em azul, as regiées ndo correspondentes (gaps).

2927 MIKSTALLSLVALAPLVARAQSPVWGQCGGIGWSGSTSCASGSSCVKONDYYSQCMPGSS 60
ESK94155.1 MIKSAALLSVVALAPLVARAQSPVWGQCGGIGWSGSTTCASGSSCVKONDYYSQCMPGSS 60

KAk hkk e hkkhhhkoehhkhhkhhhhhAhhhhhdhhrhhhkhhdhhhkhheoehkhkhhkhkhrhkhkhkhhkdhhk otk hkhhkk

2927 VPTTTVAQPPSSTAGPTGTATTSRPTSSTTPSADNPYNGYEIFLSPFYANEVQAASTAIG 120
ESK94155.1 APTTTVAQPPSSTAGPTSTATTSRPTSSTTPSADNPYNGYEIFLSPEYANEVQAATTDIG 120

KAKAAKKAAKAAKNAIAAAAA A, AAAAAAAKAAAA AR IR A AAIAAA IR A A A A A A AR A Xk ek kK

2927 DSSLKSKAAGIANIPTFTWEDTISKLPDLGTSLSQASAQGKSTGKKMLVQIIVYDLPDRD 180

ESK94155.1 DSSLKSKASSVANIPTFTWEDTISKIPDLGTYLSQASAQGKSTGKKMLVQIIVYDLPDRD 180
********: . :**************:***** KAKRKAA KA A AA A AR AA AKX XA A XA XA A KKK

2927 CAALASNGELSIANDGETKYHGYIDGLVEQIQQYPDVRVVAIVEPISLANLVTNMNVQKC 240

ESK94155.1 CAALASNGELSIANDGEAKYRGYIDSLVEQIQQYPDVRVVAIVEPISLANLVTNMNVQKC 240

KAKXKAKRKAIAAAAAAKAA AR e Ak e kAKX KA AAAKAAKRAIAAAXAA AR A XA A A A XK AR AR A A XX A Kk K

2927 ANAAA-RSVTYAMQQLNTVGVYMYLDAGHAGWLGWPANLGPAAQMFQQLYTDAGS PKF 297

ESK94155.1 ANAAAVYKRSVVYAMQQLNTVGVYMYLDAGHAGWLGWPANLGPAAQMFQQLYTDAGSPKE 300
* ok Kk k ok KKK KKKk KKKk K K Kk K Kk K Kk kK Rk K Rk kK Rk K Rk K Rk kK Rk K Kk

2927 VRGLATNVANYNALSASTPDPITQGNNNYDEIHYIQALAGVLGSFPAHFIVDQGRSGQON 357

ESK94155.1 VRGLATNVANYNALSASTPDPITQGNSNYDEIHYIQALSGVLGSFPAHFIVDQGRSGQON 360

R R S R e S S S S R S S S R I S S I SR S R I S S S I S b S R S i S

2927 IRQOWGDWCNVKGAGFGTRPTLNTGSSLIDAIVWAKPGGESDGTSDSSSVRFDAHCGQSD 417
ESK94155.1 IRQOWGDWCNVKGAGFGMRPTLNTGSSLIDAIVWAKPGGESDGTSNSSSVREDAHCGQSD 420

KAKRKAAKRAAAAAARAKA A A, KA A A AR A A A A A A AR A AR AR A AR dA A Ak e Ak hA Ak hA kA A XAk kA k kK

2927 AFMPAPEAGTWEFQAYFEQLVSKANPPL 444
ESK94155.1 AFIPAPEAGTWEFQAYFEQLVSKANPPL 447

Kk e hkkhkhkkh kA kA hkhkhA kA kA Ak A kxhk kK

Fonte: CLUSTAL, 2025

* |dentitidade de todos os residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada.

: Similaridade dos residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada.

. Baixa similaridade dos residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada

- Nao ha similaridade entre os residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada
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APENDICE F: Alinhamento entre a Seq_2928 de Moniliophthora perniciosa e a Seq_
KTB38245.1 de Moniliophthora roreri, apresentando 92,14% de identidade. Em amarelo, o
sitio ativo; em verde, o residuo catalitico e, em azul, as regiées ndo correspondentes (gaps).

2928 MKTSFVLLAALVGLAVATPAPPIKKRQVTLEGNPFEGRTLHANSRYRAEVEAAAGNLTDP 60
KTB38245.1 MKSSFVLLAALVGLAVATPTLPVKKRQVTLEGNPFQGRTLHANGRYRQEVEAAAGNLTDP 60

KK ehkhkhkhAhhhkhkhkhhkkhAhkkhhke Kehkhkhhkkhkhhkkhkhhkekhkhhkhhk hhkk dhkhkhkdrkkrk*k

2928 SLEAAALRVADIGTFLWLDTISTVSTFESILTETGENEIFGVVIYDLPGR.CAAKASNGE 120
KTB38245.1 SLQEAALKVADVGTFLWLDTISTIESFESYLTETGENEIFGVVIYDLPGR.CAAKASNGE 120

* K . KAk oehkkhkeoehkhkhkhkkhAk Ak Ak hkkk o e kkhkhk KA AAA A KA A XA AAAA A A AN AR A A XA AKX XA K,k

2928 LAVGEIDRYKSEYIDPIVAIVEAHPDIAIAAVIEPEQQOSAAGYREGVQYALSSLNLPNVA 180
KTB38245.1 LAVGEIDRYKSEYIDPIAAIIEAHPDIAIAAVIEPEQQSAAGYREGVQYALSSLNEPNVA 180

KAKAKAKAAKAAKNAIAAAAETAKN *Kk e A A AR A KA A I A A A A AR A A A A A A AR AR AR A A AR AR A, o KXk K

2928 MYIDAGHGGWLGWDANLQPGAQELAAAYTGAGSPSSVRGFATNVAGWNAVQONPGEFENA 240
KTB38245.1 MYIDAGHGGWLGWDANLQPGAQELAAAYTGAGSPSSVRGFATNVAGWNAVQQVPGEFENA 240

kA hkkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkhAhkhkrhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkkhkrhkhkrkhkx K*xkkxk*k

2928 PDGQYNKAQDEDRYVTLFGAALASAGMPNHAIVDTGRDGVTGLRDEWGDWCNVDGAGFGA 300
KTB38245.1 PDGQYNKAQDEDRYVTLFGAALAAAGMPNNAIVDTGRDGVTGLRDEWGDWCNVNGAGEFGM 300

R R R R e R e L b I e b I P o i R L I i e e I b R O R S P i

2928 RPTTSTVNDLMDAYVWVKPGGESDGTSDTSATRYDSFCGNADAYKPSPEAGTWNQAYFEM 360
KTB38245.1 RPTTSTVNSLMDAYVWVKPGGESDGTSDTSAARYDSFCGNPDAFKPSPEAGTWNQAYFEM 360

KAhkAKAAKAA A KAAAAAAAKRAXAKAAAA AR AR A AKX e AAKAA XA AKX dhk o kA hkA Ak hA A Ak A A h A AKX k%

2928 LLRNANPPI 369
KTB38245.1 LLKNANPPF 369

Ak e kk kKK o

Fonte: CLUSTAL, 2025

* |dentitidade de todos os residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada.

: Similaridade dos residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada.

. Baixa similaridade dos residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada

- Nao ha similaridade entre os residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada
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APENDICE G: Alinhamento entre a Seq_2929 de Moniliophthora perniciosa e a Seq_
ESK94153.1 de Moniliophthora roreri, apresentando 92,01% de identidade. Em amarelo, o
sitio ativo; em verde, o residuo catalitico e, em azul, as regiées ndo correspondentes (gaps).

2929 MKSTGLIALAALLPFAWAQSPAWAQCGGIGWSGPTTCASGSTCTKVNDYYSQCIPGSDPG 60
ESK94153.1 MKSAGLVALAASLPFALAQSPAWGQCGGIGWSGPTSCASGSTCTKVDDYYSQCIPGSNPG 60

khkkoekkoekhhkhk dhkkhkkx Khhkhhkhkhk hhhkhkkhkrhkhkhkhkhkohkhkhkhhkhkhhhkhkoehkhkrhkhhkhhkkhk o kk

2929 NPGPTSSSTLSSTAAPPTNTQSPVEDNPYTGYTIYLSPYYADEIDAAAAKITDPTLKVQA 120
ESK94153.1 NPESTSTITPSSTVAPPTNTQPPVADNPYTGYTIYLSPYYADEIDAAAANITDSTLKAKA 119

*k kK . Kk kkk Ak AkKkhkAKhk Ak KAAAAAAKRAIAAAAA A A A XA AR A AR KK« Ak Xk %k .k

2929 LKVKEIPTFIWFDTTAKLSTLEPYLKDASAKGKAEGKKYLLQIVVYNLPER.CAALASNG 180
ESK94153.1 LKVKEIPTFIWFDTTAKLSTLEPYLKDASAKGKAEGKKYLLQIVVYNLPER.CAALASNG 179

KA A AR AR AR A AR A AR AR A A A AR A AR AR A A A A A A AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR AR A X kK

2929 ELSIDNGGEVKYREYIDTMVATIKKYPDVRVVAVIEPISLANLVTNLNVQKCSKAQTIYK 240
ESK94153.1 ELTIDNGGEAKYRQYIDAMVATIKKYPDVRVVAVIEPISLANLVTNLNVQKCSRAQTVYK 239

kK ehkhkhkhkhk hhkkekhAkehkhhhhkhhhkhAhhkhAhhkh ke khkhkhkhhk kA hkhkhhkrkhk o khkk ok k

2929 TSTQYALKQLDTAGVYMYLDAGHAGWLGWPANLTPTAQLFQQVWQDAGSPKFVRGLATNV 300
ESK94153.1 TSTQYALKQLDTAGVYMYLDAGHAGWLGWPANLTPAAQLFQQVWQDAGSPKSVRGLSTNV 299

khkhkkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkhkhhkrhkhkrhkhkhhhkrhkhkhhhkhkhkhroehkhkhhkrhkhkhkhhkhkkhkrkh *hkkxokxk

2929 ANFNALRAASPDPVTSQONPNYDEIHYIESLADTLSPFPAHFIVDQGRAGQONLRKEWGDW 360
ESK94153.1 ANFNALRAASPDPVTSPNPNYDEIHYIESLAGVLSPFPAHFIVDQGRAGQQONLRKEWSDW 359

KAk A KA A AR A I A A XA AR A A A A A AR A Ak Kk kK KAk KAkAkhkk kA khAkkAhkhkk kA hkk Ak khkhk *x K%

2929 CNVKGAGFGTRPTTNTGSSLIDSIVWVKPGGESDGTSDSSAARFDAKCVSASSHVPAPEA 420
ESK94153.1 CNVKGAGFGTRPTINTGSSLIDSIVWVKPGGESDGTSDSSAARFDAGCVSASSHVPAPEA 419

KAk hAkk A hkhAAhkhkkhhhkh FAAAhAAhAAAAAhAA A A A dA Ak hA Ak A hA A hAhA Ak h, Ak khkhhkkhkhxkhx k%

2929 GTWFQEYFEALVRNANPAL 439
ESK94153.1 GTWFQEYFEALVRNANPAL 438

KAk Ak Ak Ak kA kA khkkkkk

Fonte: CLUSTAL, 2025

* |dentitidade de todos os residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada.

: Similaridade dos residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada.

. Baixa similaridade dos residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada

- Nao ha similaridade entre os residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada
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APENDICE H: Alinhamento entre a Seq_4282 de Moniliophthora perniciosa e a Seq_
KTB29514.1 de Moniliophthora roreri, apresentando 93,32% de identidade. Em amarelo, o
sitio ativo; em verde, o residuo catalitico e, em azul, as regiées ndo correspondentes (gaps).

4282 MKTVSALLSIAAVLGAATASPTLQARAPCTTAVRLSGNPFQGRTLHANNHYGDYVRAAAN 60
KTB29514.1 MKTVSALLSIAAVLGAATASPTLQARAPCTTPVRISGNPFQGRTLYANSHYGDYVRAAAN 60

KAIAKAAAKAAKNAAAAAAAKNAXAAAAA A KA AR ARA A Ak ek kA hAhhAAhhkxKhoekhk *hkkhkh Ak A hh k%

4282 RISDSSLKQKALAVANVGTFLWLDTISTIPTFESHLTNTSCNEIFGVVIYDLPGR.CAAK 120
KTB29514.1 QISDSSLKQKALAVANVGSFLWLDTISTISTFEQHLRNTSCSEVFGVVIYDLPGR.CAAK 120

e AKAKAKNKAAKNAKAKAIAAXAKA KX e AhAAAXAAA AKX K*hkk KKk K khkhkk KoehkkhkhkhkkAkhkkkhkhAkkhkhAkhAkhhk%k

4282 ASNGELPVGSINRYKTEYIDPIVRIIKAHPEVAIAAVIEPEQSSASGYREGVQYALRNLN 180
KTB29514.1 ASNGELAVGEINRYKTEYIDPIVKIIKAHPEVAIAAVIEPEQASASGYREGVQYALRNLN 180

khkhkkhkhkkhk hhk khkhkhkkhkhkhkrhkkhkhkhoehkhhkhhkhkhhhkhhkrhkhkhhkhh ek hkhhkhkhkhkhhkkhkhrxkhkkxk

4282 LPNVAMYIDAGHGGWLGWDANLQPGAQELANAYKGAGSPASVRGFATNVAGWNAWKKVPG 240
KTB29514.1 LPNVAMYIDAGHGGWLGWDANLQPGAQELANAYRGAGSPASVHGFATNVAGWNAWKKVPG 240

KA A A KA AR AR AR A AR AR A AR A AR AR AR AR A A AR e kA A A A Ak e A A A A A A AR A A A XA A X kK

4282 EFENTADGQYNKCQDEDRYVTRFGASLASAGMPNHAIVDTGRNAVQGLRQEWGHWCNVNG 300
KTB29514.1 EFENAPDGQYNKCQODEDRYVTREFGAALASAGMPNHAIVDTGRNAVQGLRQEWGHWCNVNG 300

* Kk kK . KA KKK AR AKRKIAAARAAA AR AR e A A KA KA A A A A A A A AR A AR A XA A AR A A AR A AR KA XK

4282 AGFGVRPTTSTSNTLADAFVWVKPGGESDGTSDTSATRYDSFCGESDAFKPSPEAGQWNQ 360
KTB29514.1 AGFGVRPTTSTSNSLADAFVWVKPGGESDGTSDTSAARYDSFCGYPDAFKPSPEAGQWNQ 360

KAKKIAA KA A KA KK A e kA AA R A A kA Ak dA kA dkhhdh ek hkhkhAhkhx *hkhhkhkhkhkkhkhkrx

4282 AYFEMLLKNAIPSE 374
KTB29514.1 AYFEMLLRNAIPSEF 374

KAk Ak A Khk o« kkhkkk

Fonte: CLUSTAL, 2025

* |dentitidade de todos os residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada.

: Similaridade dos residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada.

. Baixa similaridade dos residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada

- Nao ha similaridade entre os residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada
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APENDICE I: Alinhamento entre residuos de aminoacidos da sequéncia Seq 2928 de
Moniliophthora perniciosa e o molde. Em amarelo, a assinatura do sitio ativo; e, em verde, o
residuo catalitico.

2928

2928

2928

2928

2928

2928

2928

V2YR75.

V2YR75.

V2YR75.

V2YR75.

V2YR75.

V2YRT75.

MKTSEFVLLAALVGLAVATPAPPIKKRQVTLEGNPFEGRTLHANSRYRAEVEAAAGNLTDP

V2YR75.1.A MKSSFVLLAALVGLAVATPTLPVKKRQVTLEGNPFQGRTLHANGRYRQEVEAAAGNLTDP

hhkoekkhkhkhhkhkkhkhhkkhkhkhkkhkrkhkke Kheoekhkhkkhhkhkkhkhhkkhkhkhoerhkhkhkhhkh *kk *hkrkhkkhkhkkkxx

SLEAAALRVADIGTFLWLDTISTVSTFESILTETGENEIFGVVIYDLPGRDCAAKASNGE
SLOEAALKVADVGTFLWLDTISTIESFESYLTETGENEIFGVVIYDLPGRDCAAKASNGE

khke Khhkkhkokkhkkeoekhhkhkkhkrhhhkhkkhhkhke ohhk *hkhkhkhhkhkhkhkhkhkdAhkhkrhkhkhkhhkrhkkkkhkxkxx

LAVGEIDRYKSEYIDPIVAIVEAHPDIAIAAVIEPE-————————————— QQSAAGYREG
LAVGEIDRYKSEYIDPIAAITIEAHPDIATAAVIEPDSLPNLVTNSDLATCQQSAAGYREG

hhkhkhkhkhkhkhkhkkhkrhkkhkhkhkhkdx dkeoekhkkrhkkhkhkhkkhkrkhkhkhko * Kk kk ok ok ok ok ok ok

VQYALSSLNLPNVAMYIDAGHGGWLGWDANLQPGAQELAAAYTGAGSPSSVRGFATNVAG
VQYALSSLNEFPNVAMYIDAGHGGWLGWDANLQPGAQELAAAYTGAGSPSSVRGFATNVAG

KAKKAKRKAKAK o A A A KA A KA A A AR A KR A I A A AR AR A AR A A A AR AR A A AR AR AR AR A XA XAk, K

WNAVQONPGEFENAPDGQYNKAQDEDRYVTLFGAALASAGMPNHAIVDTGRDGVTGLRDE
WNAVQQOVPGEFENAPDGQYNKAQDEDRYVTLFGAALAAAGMPNNAIVDTGRDGVTGLRDE

KAKRKAKN *AAAAA AR A AR A AR AR AR AR A AR AR A A A A K e Ak kA Ak e kAR A A AR A AKXk kK

WGDWCNVDGAGEFGARPTTSTVNDLMDAYVWVKPGGESDGTSDTSATRYDSEFCGNADAYKP
WGDWCNVNGAGEGMRPTTSTVNSLMDAYVWVKPGGESDGTSDTSAARYDSEFCGNPDAFKP

KAkKRKAAhk Kk e khhkkhkk, K AKAAAAdk *AAhAAAAAA NI hAAAXAAA A A hAKh ke kk Ak hkhkhhk Kk o)k%k

SPEAGTWNQAYFEMLLRNANPPI 369
SPEAGTWNQAYFEMLLKNANPP- 382

KAk AkAkhkkhkhkA kA kkhkhkk ko kkkkhkx

60
60

120
120

166
180

226
240

286
300

346
360

Fonte: CLUSTAL, 2025

* |dentitidade de todos os residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada.

: Similaridade dos residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada.

. Baixa similaridade dos residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada

- Nao ha similaridade entre os residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada
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APENDICE J: Alinhamento entre residuos de aminoacidos da sequéncia Seq_4282 de
Moniliophthora perniciosa e o molde. Em amarelo, a assinatura do sitio ativo; e, em verde, o

residuo catalitico.

4282 MKTVSALLSIAAVLGAATASPTLQARAPCTTAVRL--SGNPFQGRTLHANNHYGDYVRAA
AQOAOD7B3Z0.1.A MRLSSTFLSLSTAITAVLAAPSVNKRAACSSAVTIAQSENPFSGRTLHANAKYREEVETA

Ko Keakkeea o Kk kaksea KKk Keakk Kk KKK KAXKKEAX ok 2 Kook
4282 ANRISDSSLKQKALAVANVGTFLWLDTISTIPTFESHLTNTSCNEIFGVVIYDLPGRDCA
AQOAOD7B3Z0.1.A VAAITDSSLKAKAAKVADVGSFLWLDTISTIPSFEGYLNQTSCEEIFGVVIYDLPGRDCA

* ek kkkk kK hhkeoekkoehkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhhkoekhkhk ok okkhkkeoekhkhhkhkhkhhkhkhkhxhkkhkhkhkx

4282 AKASNGELPVGSINRYKTEYIDPIVRIIKAHPEVAIAAVIEPE-----------=-nnnmmmmmmee QSS 164
AOAOD7B3Z0.1.A AKASNGELATGQLSTYKTQYIDPIVSIIKANPNIAIAAVIEPDSLPNLVTNSNLTTCQSA 180

*kkkk Kk kK * . KhkKkekkhkhkk kK Kk *hkkhkkokeo o khkhkAkkhkhk*ko KK .

4282 ASGYREGVQYALRNLNLPNVAMY IDAGHGGWLGWDANLQPGAQELANAYKGAGSPASVRG
AQOAOD7B3Z0.1.A ASEYREGVAYALKQLNLPNVAMYIDAGHGGWLGWNDNLTPGATELANAYKNAGSPSSVHG

Kk KAk kk KAhkKe o hkhkhkAXAAAk A XAk kA AAk A AKXk ko kk kkhkk KkAhkkhkkhkkhkk KhAhkkkokk oKk

4282 FATNVAGWNAWKKVPGEFENTADGQYNKCQDEDRYVTRFGASLASAGMPNHAIVDTGRNA
AQOAOD7B3Z0.1.A VASNVAGWNAWIKNPGEFENTPDGQYNKAQDESRYVQYFGAALSSAGMPNHFIIDTGRNA

kexhkkhkhkhkhkhkk Kk Khkkhkrkkhkk krhkkkkk kkx kkxk kAkKk ek e kA hkhkhkkk Kk okkkkkk

4282 VOGLRQEWGHWCNVNGAGEFGVRPTTSTSNTLADAFVWVKPGGESDGTSDTSATRYDSECG
AQOAOD7B3Z0.1.A VQGLRLEWGDWCNVKGAGFGVRPTETTGNSLADAFVWVKPGGESDGTSDSSATRYDSFCG

hhkhkkhkhk hhk hhkhkhkoehhkkhkhhkkhhkhkkhk ok Kheoehkkhhhhkhhkhhhhkhhkrhkkhkhkhk o khkhkkhkhkrxksk

4282 ESDAFKPSPEAGQWNQAYFEMLLKNAIPSF 374
AOAOD7B3Z0.1.A KDDAYKPSPEAGTWNQAYFEELIKNAVPSF 390

e Kk ekkhkhkkhkk Akkhkkkhkk ke khkkokkKk

58
60

118
120

224
240

284
300

344
360

Fonte: CLUSTAL, 2025

* |dentitidade de todos os residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada.

: Similaridade dos residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada.

. Baixa similaridade dos residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada

- Nao ha similaridade entre os residuos de aminoacidos alinhados na coluna indicada




