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RESUMO

As celulases desempenham um papel significativo no processo industrial de degradacao
da celulose. Neste estudo, foi relatado a clonagem e a expressao heterdéloga de uma [3-
glicosidase recombinante a partir do cDNA de T. licus licus (TlicB-glucl) e uma B-1,4-
endoglucanase recombinante do cDNA de A. grandis (AgraGH45-1). Os genes foram
expressos em sistema heterélogo de Pichia pastoris™.Baseado na predi¢ao de proteinas
e busca por dominios conservados, foram clonadas as sequéncias génicas TlicB-
gluclcom identidade na familia GH1 (Glicosil Hidrolase 1) e AgraGH45-1 com
identidade na familia GH45 (Glicosil Hidrolase 45). Os transcritos do gene clonado
TlicB-gluclapresentaram uma expressdo génica diferencial na fase larval adulta e no
intestino médio em relagdo a carcaca e outras fases da vida do inseto. O perfil proteico
do sobrenadante da colonia recombinante apresentou uma proteina diferencial de peso
molecular estimado de aproximadamente 50 kDa. A enzima recombinante expressa
mostrou-se ativa em pH 4,5 a 45 °C, de acordo com a faixa de pH e temperaturas das
enzimas comerciais utilizadas nas induastrias. Também apresentou atividade [3-
glicosidica na degradagdo da carboximetilcelulose (CMC) e celobiose. No ensaio de
acucares redutores, observou-se a liberagdo de glicose no meio (4,76 mM) duas vezes
superior em relagdo ao controle (2,13 mM). Os transcritos do gene clonado AgraGH45-
[ apresentaram maior expressao génica no intestino em ambos os estagios adulto e
larval. O perfil protéico apresentou uma proteina de peso molecular estimado de
aproximadamente 35 kDa. A enzima recombinante expressa mostrou-se ativa em pH
5,0 a 50 °C na degradagdo de CMC e Hidroxietilcelulose (HEC). As enzimas
recombinantes produzidas enste estudo mostraram-se eficientes na degradacdo de
celuloses amorfas. Estes dados reforcam a importancia de identificar a bioquimica
digestiva desses insetos-praga, visando o potencial na producdo de ferramentas

biotecnoldgicas.

Palavras-chave: Anthonomus grandis, clonagem, enzimas digestivas, expressao

heter6loga, transcriptoma, Telchin licus licus.



ABSTRACT

Cellulases play a significant role in the industrial process in the degradation of cellulose.
In this study, we report the cloning and heterologous expression of a recombinant -
glucosidase from the Telchin licus licus cDNA (TlicB-glucl), and a recombinant 3-1,4-
endoglucanase from the A. grandis cDNA (AgraGH45-1). The genes were expressed in
a heterologous Pichia pastoris™. Based on protein prediction and search for conserved
domains, the TlicB-gluclgene sequences with identity in the GH1 family (Glycosyl
Hydrolase 1) and AgraGH45-1with identity in the GH45 family (Glycosyl Hydrolase
45) were cloned. The transcripts of the cloned T/icB-gluclgene showed differential gene
expression in the adult larval stage and in the midgut in relation to the carcass and other
stages of the insect's life. The protein profile of the recombinant colony supernatant
showed a differential protein with an estimated molecular weight of approximately 50
kDa. The recombinant enzyme expressed was active at pH 4,5 at 45 © C according to the
pH range and temperatures of the commercial enzymes used in the industries. It also
showed B-glycosidic activity in the degradation of carboxymethylcellulose (CMC) and
cellobiose. In the reducing sugar assay, glucose was released into the medium (4,76
mM) twice as high as the control (2,13 mM). The transcripts of the cloned AgraGH45-
Igene showed higher gene expression in the intestine in both the adult and larval stages.
The protein profile showed a protein with an estimated molecular weight of
approximately 35 kDa. The expressed recombinant enzyme was active at pH 5,0 at 50
°C in the degradation of CMC and Hydroxyethylcellulose (HEC).The recombinant
enzymes produced in this study proved to be efficient in the degradation of amorphous
celluloses. These data reinforce the importance of identifying the digestive biochemistry

of these insect-pests, aiming its application in the production of biotechnological tools.

Keywords:Anthonomus grandis, cloning, digestive enzymes, heterologous expression,

transcriptome, Telchin licus licus.



1.INTRODUCAO

Segundo dados do Banco Mundial e do Fundo Monetario Internacional (FMI), a
demanda mundial por energia serd o dobro até 2030, principalmente no setor de
transportes, induzindo assim, a producao de novas fontes de combustiveis como
alternativas ao petroleo (ENGDAHL, 2014; ZILBERMAN & TIMILSINA, 2014).
Abusca por fontes de energia, a partir de residuos lignoceluldsicos ¢ uma realidade
mundial (NANDA; MOHAMMAD; REDDY, 2014). A biomassa ou residuo
lignocelulosico ¢ qualquer material organico de origem animal ou vegetal que podem
ser transformados ou nao industrialmente. Essa matéria-prima parece ser a chave para
um fornecimento continuo de combustiveis renovaveis (YUE; YOU; SNYDER, 2014),
sem concorréncia direta com culturas utilizadas para alimentacio (BRETHAUER;
STUDER, 2015).

O Brasil ¢ uma referéncia mundial no que diz respeito a utilizagdo de energia
renovavel (GANDOLFI et al, 2012). O pais ocupa uma posi¢do privilegiada por
apresentar grande potencial de cultivo de matérias-primas renovaveis, culturas agricolas
de grande extensdo (como a cana-de-acucar), fatores ambientaise pioneirismo na
produgdo de etanol (SANTOS; BORSCHIVER; COUTO, 2011). Cerca de 45% da
energia produzida,e 18% dos combustiveis consumidos no Brasil j& sdo renovaveis
(ANP, 2016). Contudo, a producao de etanol combustivel (1* geragdo ou 1G) no Brasil,
apesar de possuir incentivos fiscais, esta sujeita a flutuacdes de mercado, uma vez que a
fonte para a sua producdo ¢ a mesma utilizada para a producao de agucar refinado, ou
seja, caldo ou melaco da cana-de-actcar (PROTASIO et al, 2013).

O etanol 2G, biocombustivel de 2* geragdo, por sua vez, ¢ produzido a partir da
degradacao do bagaco da cana-de-agucar ou de outras fontes de biomassa, com a
utilizagao de enzimas que transformam os agucares liberados na quebra da biomassa em
etanol celuldsico. No entanto, os métodos que sdo utilizados para tratar a biomassa (pré-
tratamento),bem como sua conversdo em etanol (pds-tratamento), aumentam 0s custos
da produgdo e, com isso, diminuem a rentabilidade (KOHLHEPP, 2010). De fato, ha
um crescente interesse na producao de etanol 2G. No entanto, uma eficiente degradagao
enzimatica da celulose em glicose representa o principal entrave a ser alcancado pelas
industrias na comercializagdo em larga escala deste biocombustivel (FERNANDES et
al, 2015). Devido ao carater recalcitrante da celulose, € necessario o pré-tratamento da

matéria-prima e de etapas de hidrdlise adaptadas, para obter mondmeros de agucar



fermentaveis. Esse processo vem passando por otimizacao continua, a fim de aumentar
o rendimento e reduzir o custo economico. Portanto, a descoberta de
novas enzimas com alta atividade lignocelulitica ou novas estratégias ¢ extremamente
importante (SAADEDDIN, 2014).

Para os processos industriais, a limitacdo da hidrolise enzimatica da celulose
ocorre, principlamente, devido a heterogeneidade da parede vegetal e recalcitrancia da
lignina e da propria celulose, que sdo fatores que aumentam os custos de todo o
processo. Por essas caracteristicas, torna-se obrigatoria a etapa de pré-tratamento da
biomassapara facilitar a acao das celulases no substrato (GALBE; ZACCHI, 2012).

Um dos processos mais importante para a producao do etanol 2G seria a
utilizagdo de um coquetel de celulases de baixo custo e eficientes, que contenham as
principais enzimas do complexo celulolitico da familia Glicosil Hidrolisase (GH):
endoglucanase, exoglucanases (celobiohidrolases) e [B-glicosidases, atuando
sinergisticamente na degradacdo da celulose (BRIJWANI; OBEROI; VADLANI,
2010), ou, futuramente, em enzimas secretadas pelo procarioto Caldicellulosiruptor
bescii, que demonstraram ter um desempenho superior as misturas de exo- e
endoglucanases, comercialmente disponiveis in vitro (CHUNG et al, 2015). Membros
desse género bacteriano termofilico anaerdbico sdo candidatos emergentes ao
bioprocessamento consolidado (CBP), etapa para produgdo de etanol 2G, porque sdo
capazes de crescer eficientemente em biomassa sem pré-tratamento convencional,
tornando-o um cendrio atraente para examinar os efeitos da engenharia metabdlica
(CHA etal, 2013; KIM et al, 2017; LEE et al, 2020).

De fato, as celulases foram consideradas a terceira maior classe de enzimas
utilizadas industrialmente (YOON et al, 2014). Na natureza, as celulases, por sua vez,
sdo encontradas principalmente nos micro-organismos como fungos e bactérias, que se
alimentam de biomassa vegetal, além deinsetos como lagartas, besouros, cupins e
nematoides de habitos endofiticos, capazes de degradar a parede vegetal (ZHANG &
LYND, 2004). Esses microrganimos/pragas carregam genes, que foram transferidos por
transferéncia horizontal, ocorrido ao longo da evolugao, oriundos de bactérias e fungos.
Nos genomas de insetos da ordem Lepdoptera e Coleoptera, por exemplo, ja foram
descritos genes codificadores de enzimas degradadoras de biomassa vegetal (GLASS et
al, 2013; KUMAR et al, 2008).

Por essa razdo, recentemente os transcriptomas de Telchin licus licus e

Anthonomus grandis (bicudo-do-algodoeiro) foram seqiienciados e podem representar
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uma importante fonte de genes que codificam enzimas, com potencial na degradacao da
parede vegetal. Nesse sentido, torna-se importante elucidar a bioquimica metabodlica
destes insetos, tendo em vista o potencial para producdo de enzimas para fins
biotecnoldgicos (FONSECA et al, 2015). Com base nisso, o presente estudo descreve a
clonagem e expressdo heterdloga dos genes que codificam uma B-glicosidase
recombinante de 7. licus licus (TlicB-glucl) e uma B-1,4-endoglucanase recombinante

de A. grandis (AgraGH45-1).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Biomassa vegetal e biocombustiveis

Os  biocombustiveis sdo  produzidos a partir de  organismos
vivos,diferentementedos combustiveis fosseis. Essa classe de fonte energética renovavel
pode ser dividida em trés categorias: (a) biocombustiveis de primeira geragao (1G),
produzidos principalmente a partir de acucares fermentdveis e amido; (b)
biocombustiveis de segunda geracdo (2G),produzidos a partir de biomassa vegetal ndo-
fermentéavel (celulose e hemicelulose); e (c) biocombustiveis de terceira geragao (3G),
produzidos a partir de algas e outros micro-organismos (CARDONA & SANCHEZ,
2007).

Em relacdo a producdo de etanol 1G, osEstados Unidos da América (EUA)e o
Brasil sdo os maiores produtores mundiais, comum redimento anual de 36 e 24,7
bilhdes de litros, respectivamente (CHEN et al, 2016). A maior fonte de produgdo de
etanol no Brasil ¢ a cana-de-agucar (Saccharum spp.),enquanto o milho (Zea mays)é a
principal fonte nos EUA(BROWN & BROWN, 2013).Na safra brasileira de 2018, foram
produzidos cerca de 632,9 milhdes de toneladas de bagago da cana-de-actcar (Tabela 1)
(CONAB, 2019).Em uma tonelada de cana-de-actcar, ¢ possivel obter 140 Kg de
substrato seco, contendo cerca de 43% de celulose, 25% de hemicelulose e 23% de

lignina (BRETHAUER& WYMAN, 2010).

Tabela 1. Dados da producdo brasileira de etanol, acucar e bagaco da cana-de-agucar das

safras de 2014 a 2018.

Ano-Safra Total de Etanol 1G Acucar Bagaco da Cana-de-Acucar
(m®) (Toneladas) (Toneladas)

2013/2014 28.916.281 35.603.958 637.714.365

2015/2016 30.492.728 37.594.829 666.304.044

2017/2018 26.685.074 33.508.980 632.879.440

Fonte: CONAB, 2019.

O etanol tradicional 1G, produzido no Brasil, ¢ produzido a partir do caldo da
cana-de-agiicar. A  sacarose contida nesse liquido ¢ fermentada pela
levedura Saccharomyces cerevisiae, que a transforma em etanol. No entanto, no bagaco

e na palha da cana-de-agucar também contém acgucares, que podem ser aproveitados. O



maior desafio € o acesso a esses polimeros, pois estdo associados a estruturas complexas
da biomassa (CHEN et al, 2016).

Diferente do etanol 1G, o etanol 2G ndo ¢ obtido do caldo, mas do bagaco e da
palha da cana ou de qualquer outro material vegetal que contenha celulose, no entanto
esses materiais ndo podem ser fermentados diretamente. E preciso passar por um
processo de pré-tratamento, para liberar celulose e hemicelulose dos outros
componentes da biomassa e, entdo, promover o processo de hidrélise para gerar aglicar
fermentado a etanol. E durante a hidrélise que os coquetéis enzimaticos realizam
sucessivas quebras nas longas cadeias de moléculas da celulose, até transforma-las em
acucares simples. Aumentar a eficiéncia e reduzir o custo desses coquetéis ¢, portanto,
um dos grandes desafios para alavancar a industria do etanol 2G (BUCKERIDGE & DE
SOUZA, 2014; BUCKERIDGE, 2018).

2.1.1. Panorama do etanol 2G

A procura por tecnologias e rotas que possam facilitar e tornar economicamente
viavel a produ¢do do etanol 2G, em escala comercial, tornou-se um desafio mundial.
Entretanto, barreiras agricolas, tecnologicas e industriais ainda atrasam todas as
expectativas para alcancar ameta de produ¢do. Como, por exemplo,0s EUA, que nao
alcangaram 10% de sua capacidade total de producdo (LORENZI & ANDRADE, 2019).

O quantitativo de pesquisas cientificas e registro de patentes que envolveram
estudos com o objetivo de viabilizar essas barreiras, nos ultimos anos, cresceram 31%
sob a lideranga dos EUA e China (LORENZI & ANDRADE, 2019).De acordo com o
Centro de Gestdo e Estudos Estratégicos (CGEE), vinculado ao Sistema Nacional de
Ciéncia, Tecnologia e Inovagdao (SNCTI), o etanol 2G foi anunciado como o futuro do
fornecimento de fontes de energia para substituir os combustiveis fosseis. Matérias-
primas baratas como bagaco de cana-de-agucar, gramineas, lascas de madeira, palha de
trigo, palha de milho, podem ser utilizados para fins biotecnoldgicos. Com certeza o
acucar contido nesses materiais lignoceluldsicos ¢ o ponto de partida da industria do
futuro (ZILBERMAN & TIMILSINA, 2014).

A transformagdo dessa biomassa em produtos biotecnologicos apresentou seus
primeiros registros em 2004 (PULZ & GROSS, 2004), destacando-se principalmente a
producdo do etanol 2G, a partir do bagago de cana-de-agucar e da palha de milho. Para

uma usina produzir por ano 140 milhdes de litros de etanol 2G, ela precisa de 350 mil



toneladas de biomassa (ZILBERMAN & TIMILSINA, 2014).Na producdo do etanol 1G a
partir do milho, por exemplo, utiliza-se uma solu¢do homogénea com enzimas que
facilitam a quebra dos agucares do amido, que foi dissolvido em 4gua. J4 na biomassa
utilizada na produgdo do etanol 2G, os agucares sdo so6lidos e insoluveis, € as enzimas
devem atuar nestes substratos. Por essa razdo, o sistema 2G ¢ muito mais complexo
(JAISWAL et al, 2017).

Com o avango tecnologico, o consumo de etanol saltard dos atuais 22 bilhdes
para 68 bilhdes de litros em 2020. Segundo a Unido da Industria de Cana-de-Agucar
(Unica), a maior organizagao representativa do setor de agucar e bioetanol do Brasil,
somente com a produgao do etanol 1G, essa demanda ndo sera suprida (LORENZI &
ANDRADE, 2019).

Ja foram anunciadas 61 usinas de etanol 2G no mundo, dentre estas, trés
brasileiras: GraalBio, Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) e Raizen (BUSSAMRA
et al, 2015).Em 2013, o relatério publicado pelo Conselho Avangado Americano de
Etanol elencou os paises com avangos biotecnoldgicos e capazes de produzir etanol 2G
em larga escala:EUA, Canad4, China, Dinamarca, Itidlia, Alemanha e Espanha
(ZILBERMAN & TIMILSINA, 2014). No Relatério de Prospeccao do Etanol 2G 2030
(2018), a maioria dos paises com compromissos mais ousados sdo paises em
desenvolvimentolatino-americanos (Argentina, Brasil, México, Paraguai, e Uruguai), e
asiaticos (India, Indonésia e Filipinas), que apontam para um cenario de forte inser¢io
de etanol 2G no setor de transporte em 2030 (SILVERIO et al, 2018).

O preco ideal para a produgdo do etanol 2G brasileiro é de R$ 0,80 o litro,
alinhado ao custo do etanol 1G (PETROBRAS, 2017). Em 2017, no seminario “Sugar
& Ethanol Brazil”, em parceria com o Laboratorio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do
Bioetanol (CTBE), divulgou que o custo de producao do litro de etanol 1G era proximo
de R§ 1,10, enquanto o de 2G, proximo a R$ 1,50. A expectativa para 2020 ¢ que fique
entre R$ 0,70 ¢ R$ 0,50 o litro do etanol 2G (LORENZI & ANDRADE, 2019). Em um
panorama geral, as usinas brasileiras ndo alcangaram suas metas de produgdo e pouco se
sabe sobre os proximos passos dessas empresas. Observa-se que a busca por avangos
biotecnoldgicos ¢ um desafio mundial, uma vez que a produgdo do etanol 2G alcangou
uma producdo, ndo alcangando ainda as metas desejaveis pelas industrias (NYKO,
2018).

Outro desafio ¢ o periodo de entressafra, que ndo permite a operacao da usina

nos 365 dias do ano, ja que a média anual ¢ de 240 dias. A Universidade Federal do
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Parana (UFPR) desenvolveu etanol 2G em pequena escala, a partir do bagaco do
eucalipto apenas para estudo experimental, constituindo uma op¢ao de biomassa nos
periodos de entressafra da cana (dezembro a mar¢o) com objetivo de ndo deixar as
usinas inativas durante esse periodo (MARTINS et al, 2018).

Outro problema enfrentado nas usinas € o tempo necessario para o processo de
hidrolise, o escalonamento, uma barreira que impede a maturagdo comercial do etanol
2@, segundo dados do Instituto de Biociéncias de Energia (EBI) da Califérnia. As
usinas funcionam de maneira eficiente em escalas muito grandes. Por isso, ¢
fundamental a disponibilidade da biomassa na quantidade suficiente, para aproveitar
toda a infraestrutura (LORENZI & ANDRADE, 2019).

Atualmente, as usinas conseguem produzir etanol 2G, a partir do hidrolisado de
celulose. A produ¢do do etanol 2G,a partir do hidrolisado de hemicelulose ainda esté
em desenvolvimento e demanda mais custos(ANTUNES et al, 2017). Por essa razao,
pesquisas desenvolvidas nessa area sdao realizadas na tentativa de desenvolver uma
levedura geneticamente modificada, com capacidade de fermentar a hemicelulose
(LORENZI & ANDRADE, 2019).

Das rotas tecnoldgicas mais estudadas, a mais eficaz € a hidrélise enzimatica. As
enzimas comercializadas pela Novozymes® e Genecor®, e utilizadas nessa etapa sao
onerosas, além da necessidadede grande quantidade para a maior eficiéncia. A falta de
continuidade do processo industrial faz com que se utilizem muitas enzimas, que nao
sao reutilizadas, devido a auséncia de uma técnica de imobilizacdo dessas enzimas
(SOUZA et al, 2017). As rotas enzimdticas tém apresentado vantagens importantes
sobre as rotas quimicas, embora o processo de hidrolise ainda precise de melhorias

(CALIL NETO et al, 2013; ANDRADE et al, 2019).

2.2. Embrapa: principais contribui¢des para a producio de etanol 2G

Ap6s levantamento dos dados publicados no portal da EMBRAPA, 6rgao ligado
ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), observou-se um
verdadeiro esfor¢o para a produgao do etanol 2G brasileiro.

A Embrapa tornou-se uma grande aliadana evolugdo do etanol 2G,
desenvolvendo possiveis solugdes para os entraves agricolas, como a produgdo de

plantas transgénicas, identificacdo de genes responsaveis pela dureza da parede celular e



aumento de digestibilidade da biomassa; filtros para a extracdo da lignina, pesquisas
com outras fontes de biomassa para substituir a cana-de-agicar nos periodos de
entressafra (MACHADO et al, 2016).Na area tecnoldgica, a Embrapa est4 investindo na
producgdo de enzimas mais eficientes e especificas, na busca por enzimas celuloliticas de
microrganismos nao-cultivaveis em laboratorio, na produgdo de organismos
geneticamente modificados (OGM), na isomerizacdo de enzimas para digestdo dos
produtos da hemicelulose, além da imobilizagdo e reutilizacdo das enzimas durante o
processo industrial de producdo (DAMASO et al, 2012;CARVALHO et al, 2015;
CAVALCANTE, 2019).

A Embrapa Agroenergia, onde se encontra um volume maior de pesquisas que
visam a producdo do etanol 2G, desenvolve estudos, envolvendo o desenvolvimento e
inovagdo de processos de conversdo da biomassa, além de uma planta piloto e um
nucleo de apoio a culturas energéticas (NACE). Pesquisas voltadas para a producao de
biocombustiveis, degradacdo de biomassa, transformagdo dos produtos gerados, bem
como prospeccdo, selecdo, caracterizagdo e cultivo de microrganismos e
desenvolvimento de coquetéis enzimaticos (ARAUJO et al, 2012; COSTA, 2015).Em
2019, desenvolveu um estudo com metaboldmica de leveduras fermentadoras de xilose
na identificacdo de alvos metabolicos para aumento da producdao de etanol 2G
(CAVALCANTE, 2019).

Desde 2013, a  Embrapa  Agroenergia incentiva a  pesquisa
com microrganismos para o desenvolvimento de etanol 2G. Por essa razdo, vem
reforgando as pesquisas que integram ferramentas de Gendomica Funcional,
Transcriptomica e Metabolomica (CAMPOS, 2015). Em 2014,anunciou o
desenvolvimento de algas geneticamente modificadas (GM) com a utilizagdo de genes
da biblioteca gendmica desse grupo. Também desenvolveu protocolos de transformagao
das microalgas acoplados as biorrefinarias, uma vez que o gas carbonico gerado no
proprio processo de produgdo do etanol pode ser injetado no reator e utilizado como
fonte de carbono para o crescimento das microalgas. Os cientistas ja estruturaram uma
colecdo com 50 cepas de microalgas e a equipe tem como um dos focos o
sequenciamento do genoma das linhagens mais promissoras € na caracterizacao da
biomassa por elas produzida (SANTANA, 2016).

A Embrapa Agroenergia também estuda, desde 2016, as moléculas
monoxigenases € as expansinas. As monoxigenases sao produzidas apenas por fungos e

algumas bactérias, e atuam como auxiliares na degradagao da celulose. A degradacdo da



biomassa com as enzimas do tipo celulases ¢ realizada porreagdes quimicas que utilizam
agua (hidrélise), enquanto as monoxigenases rompem as cadeias de celulose por
oxidagdo. As expansinas sdo encontradas nas plantas, em microrganismos e até mesmo
em alguns animais. S3o capazes de afrouxar as fibras sem rompé-las, facilitando o
acesso das enzimas a celulose. Foram realizados testes para medir a quantidade de
acucar gerado, aumentando ou reduzindo a quantidade de expansinas € monoxigenases
nos coquetéis. Outros testes foram realizados na Embrapa Instrumentacdo (Sao
Carlos/SP), na tentativa de aperfeicoar a produgdo (SANTOS, 2017).

AEmbrapa Instrumentacdo apresentou uma nova proposta para uma rota mais
simplificada, mais rapida e menos onerosa. A rota utilizou um coquetel enzimatico mais
eficiente, com o uso misto de dois fungos: Trichoderma reesei e Arpergillus oryzae. A
rota simplificada ¢ vista pelo grupo como um avango tecnoldgico importante para
aumentar a eficiéncia do uso da biomassa vegetal, uma vez que foi possivel eliminar
trés etapas do processo (extragdo, filtracao e centrifugacdo) (RABELO et al, 2014).

Outro problema relatado pelas usinas de etanol 2G ¢ a falta da reutilizacao das
enzimas, pois no final do processo estas sdo descartadas (ALVIRA, et al 2010). A
Embrapa Agroenergia também trabalhou com pesquisas de imobilizagdo enzimatica na
tentativa de reaproveita-las (ALMEIDA et al, 2015).

Em 2018, a Embrapa Agroenergia divulgou uma pesquisa de impacto global. Em
parceria com o Reino Unido e EUA, foi identificado um gene enddgeno responsavel
pela feruloilagdo. A supressdo desse gene aumentou a liberacdo de agucares em até
60%. Esse resultado poderd contribuir com o desenvolvimento de plantas com paredes
celulares mais faceis de serem digeridas para a producgdo de etanol 2G (SOUZA et al,

2018).

2.3. Insetos praga: fonte para producio de celulases

Ainda dentro das pesquisas realizadas na Embrapa, o Laboratorio de Interacao
Molecular Planta-Praga, lidera projetos que buscam encontrar fontes de genes que
expressam enzimas associadas a degradacdo da biomassa vegetal. Os genomas
abordados neste estudo foram de 7. licus licus e A. grandis, pois ¢ relatado, por estudos
filogenéticos, a presenca de familias génicas que degradam celulose. A praga T. licus
licus ¢ considerada o principal inseto praga da cana-de-agticar no Nordeste brasileiro

enquanto que 4. grandis ¢ a principal praga das plantas de algodao, considerada um dos



insetos-praga de maior relevancia na cotinocultura (HASUNUMA et al, 2013;

(NEGRISOLI JUNIOR, 2015; RIVASTAV Aet al, 2018).

A broca-gigante da cana-de-agucar, 7. licus licus, ¢ uma lagarta que atinge até
cerca de 10 cm centimetros de comprimento. O ciclo de vida do inseto ¢ longo, podendo
chegar a dez meses, se desenvolvendo no interior do colmo da cana-de-agtcar,
alimentando-se de residuos lignoceluldsicos. Em plantas jovens, as larvas chegam ao
rizoma (maior conteudo de sacarose) e ocasionam o apodrecimento e posterior secagem
dos tecidos da planta (PINTO et al, 2006). Esse inseto-praga representa um grande
problema fitossanitirio em paises das Américas do Sul e Central, incluindo o Brasil,
Bolivia, Colémbia, Panama, Trinidad e Tobago e Guiana. No Brasil, 7. licus licus
contribui para as maiores perdas na produgdo de cana-de-acucar da regido Nordeste,
especialmente nos estados de Alagoas, Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do

Norte(NEGRISOLI JUNIOR, 2015).

O sistema digestivo desses insetos-praga ¢ dividido em 3 partes: intestino
anterior, que inclui cavidade bucal, faringe, es6fago, papo, pro-ventriculo; intestino
médio, que incluiceco gastrico, ventriculo, membrana peritrofica, espago ectoperitrofico
e endoperitrofico; e intestino posterior, que inclui tabulos de Malpighi, ileo, célon,

reto e anus (Figura 1) (TERRA & FERREIRA, 1994; SUN et al, 2010).

., INTESTINO . INTESTING MEDIO . INTESTING
! ANTERIOR : : POSTERIOR i
icECO GASTRICO RS
! VENTRICULO MM

FARINGE

BOCA :
MEMBRANA PERITROFICA *

! PROVENTRIGULD ' ESPACO ECTOPERITROFICO
ESPAGCO ENDOPERITROFICO

Nz .} Abrigode
Digestio e absorgio de nutrientes mi-::rgﬂ S

Figura 1. Esquema generalizado do tubo digestivo de insetos (Terra & Ferreira,
1994).
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O pro-ventriculo funciona como um triturador, fornecendo um controle da
valvula de entrada de alimentos no intestino médio, que ¢ o principal local de digestao e
absorcdo de nutrientes. O intestino médio consiste em um simples tubo ou ventriculo.
Na maioria dos insetos, o intestino médio ¢ revestido de uma estrutura quitinosa que
separa o espago endoperitrofico (interior da membrana) do ectoperitrofico (exterior da
membrana). O esfincter separa o intestino médio do intestino posterior. A excrecao ¢
realizada pelos tubulos de Malpighi. O intestino posterior, envolvidos na absor¢do de
agua e ions, desembocano anus, podendo abrigar microrganismos que podem auxiliar na
digestao da celulose (TERRA & FERREIRA, 1994).

O controle da infestagdo na cana-de-acucar ¢ dificultado principalmente pela
localizagdo das diferentes fases larvais da praga nas plantas e devido ao fato de o inseto
se ocultar entre os tecidos vegetais, formando galerias (Figura 2A). Os danos
provocados pelo inseto ocorrem desde a sua forma larval, que tem coloragdo branca,
com uma unica mancha castanha e de formato irregular no pronoto, primeiro segmento
toracico de insetos (Figura 2B) (MENDONCA et al, 1996).

Os ovos apresentam cinco arestas salientes, possuem uma estrutura poliédrica de
4 mm de comprimento e coloragdo variada (Figura 2A1l). Ao eclodirem, as larvas
penetram no solo para perfurar a base da cana, provocando uma abertura ascendente no
colmo, e sua destruicdo pode chegar a at¢é 1 m de comprimento. Ainda na base do
colmo, a lagarta constr6i um casulo com as fibras da cana e transforma-se em pupa
(Figura 2B1). Apds emergirem, os adultos copulam e as fémeas fazem a postura dos

ovos, continuando o ciclo (MENDONCA et al, 1996).
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Figura 2. Ciclo de vida da broca-gigante (7. licus licus). A) Fase larval no colmo da cana-de-agucar
(galeria). B) Pronoto. A;) ovos. B;) pupa. C,) orificio de saida. Fonte: MENDONCA et al, 1996.

A atividade intestinal ¢ a principal interface do inseto com seu ambiente, ¢ as
propriedades das enzimas digestivas se correlacionam a sua filogenia. Os processos
digestivos desses polimeros no intestino ocorrem em trés fases: fase inicial, com o
catabolismo de polimeros, por agdo das despolimerases (amilases, celulases,
hemicelulases e proteinases); fase intermedidria, em que os oligdmeros resultantes da
despolimerizagdo sofrem hidrélise por oligomerases, gerando dimeros de maltose (no
caso do amido), celobiose (no caso da celulose) e dipeptideos (no caso das proteinas);
fase final, em que esses dimeros sdo clivados em mondmeros. As B-glicosidases atuam
no ultimo passo, quando a celobiose ¢ hidrolisada, produzindo dois monémeros de D-
glicose. Além disso, as B-glicosidases tém um papel importante na interacdo entre inseto
e planta, ou seja, uma importante atuacao na digestdo de carboidratos (MARANA et al,
2000; BENOLIEL, et al 2010).

O intestino médio ¢ o compartimento no qual se observa a agdo de enzimas
lignoceluloliticas também confirmadas nos coledpteros, principalmente as B-1,4-
endoglucanase, que ja se encontram registrados no Banco de dados gendmico
(GenBank) (GIRARD & JOUANIN, 1999; MARTIN, 1987; ZHOU et al, 2007).

O inseto-praga 4. grandis, bicudo-do-algodoeiro, chama a atencdo devido ao seu
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elevado poder de destrui¢do e alta capacidade reprodutiva (BELOT, 2015). Este inseto
foi detectado no Brasil em fevereiro de 1983, e provoca desde entdo, enormes prejuizos
para os agricultores, nas cadeias produtivas da fibra e seus subprodutos (GONDIM et al,
1999; SILVIE et al, 2001). Este inseto mede até nove milimetros de comprimento e até
sete milimetros de envergadura, de coloragdo castanho-ferruginosa quando jovem e
cinza quando mais adulto. A cabeca ¢ alongada para frente, prolongando-se em um
rostro que tem metade do seu comprimento fino e recurvado (Figura 3)(BUSOLI et al,
1994). Esta espécie se alimenta de podlen, pois as fémeas s6 conseguem desenvolver
seus ovos com este substrato, destruindo a planta no estagio reprodutivo. A fase de pupa
também se da nos botdes florais e flores (GALLO et al, 1988). O uso de defensivos
quimicos tem apresentado maior eficdcia no controle da praga, mas € oneroso e poluente

(MARTIN et al, 1987; WOLFENBERGER et al, 1997).

ke

Figura 3. Anthonomus grandis- Inseto adulto. Fonte: Sebastido Aratjo/Embrapa, 2017.

O sistema digestivo desses insetos vem sendo alvo de muitas pesquisas para a
caracterizacdo das enzimas, pois a maioria desses insetos digere com eficiéncia a parede
celular vegetal. Jones e colaboradores (2013) expressaram uma enzima digestiva de
Spodoptera frugiperda e cuja sequéncia polipeptidica ¢ de uma [-glicosidase. A
atividade glicosidica foimuito bem-descrita em insetos no processo digestivo. Terra e
colaboradores (2012) analisaram em Diabrotica virgifera virgifera (Coleoptera) a
atividade de uma a-glicosidase. Sua agdo foi observada por hidrolisar residuos nao-
redutores o-1,4 terminais de dextrinas, dissacarideos e oligossacarideos, promovendo a
liberagdo de a-D-glicose.

Em estudos de relagdo taxonomica, foi demonstrado que as familias de genes
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GHI, GHI16, GH27 e GH31, expressam as enzimas B-1,3-glucanase, a-glicosidase, a-
galactosidase e B-1,4-glicosidase presentes em insetos das ordens Diptera, Lepdoptera,
Hymenoptera e Hemiptera (PAUCHET et al, 2009).

Segundo Terra e Ferreira (2005), as B-glicosidases dos insetos sdo muito ativas,
uma vez que atuam na digestdo intermedidria e final da celulose e hemicelulose, ¢ estdo
envolvidas no aproveitamento dos actcares, presentes nos glicolipideos. O coledptero
Tenebrio molitor,por exemplo, possui trés tipos de B-glicosidases, S.frugiperda possui
dois tipos; e D. saccharalis possui trés tipos. Alguns possuem genes que codificam
endoglucanases, como foi identificado em coledpteros fitdofagos, pertencentes a
superfamilia Chrysomeloidea (PAUCHET et al, 2009).

Em comparacdo aos danos provocados pela D. saccharalis, o potencial de
T.licus licusem degradar a biomassa do colmo da cana-de-agucar ¢ bem maior (Figura4)
(FONSECA et al, 2015). Nesse sentido, torna-se importante elucidar a bioquimica
metabolica deste inseto, tendo em vista o potencial de degradacdo de biomassa vegetal a
ser explorado biotecnologicamente, adicionalmente ao fato de que somente algumas
sequéncias de DNA se encontram disponiveis para esta espécie no GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/).

m.m- - - > H

2 Al

Figura 4: Degradacdo da biomassa da cana-de-acucar por lagartas. A) D. saccharalis B)T. licus
licus. C) Colmo da cana-de-agucar consumido pela lagarta T. licus licus (galeria). Fonte:
MENDONCA et al, 1996.
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2.4. Transcriptomas

Esforgos tem sido aplicado para o desenvolvimento de alternativas biotecnoldgicas
para o controle de pragas. Dentre estes, o estabelecimento de um banco de dados
gendmico.Como o repertorio das enzimas digestivas de 7. licuslicusera desconhecido,
Fonseca e colaboradores (2015) desenvolveram uma biblioteca completa de todos os
genes expressos pelo inseto, por meio do sequenciamento completo de expressed
sequence tags (ESTs) obtidas a partir de diferentes estagios do desenvolvimento. As
informacdes geradas foram disponibilizadas para diversos estudos, dentre os quais a
busca por enzimas digestivas de 7. licus licus que atuam na degradacdo de biomassa
vegetal (FONSECA et al, 2015). Com esta analise, foi possivel prever que T.licus licus
¢ uma fonte adequada de enzimas celuloliticas para uso na degradag¢do de biomassa com
fins industriais.

Baseado nos transcriptomas do intestino de 4. grandis (FIRMINO et al, 2013),
uma busca por sequéncias nucleotidicas conservadas que codificam enzimas
celuloliticas foi conduzida sob o taxon Arthropoda na base de dados NCBI-GenBank.
Sequéncias conservadas foram usadas como consulta em busca de seqiiéncias similares
no banco de dados do cDNA de 4. grandis. Com bibliotecas de cDNA e ESTs, muitas
enzimas de insetos foram descobertas e avaliadas. O desenvolvimento de transcritomas
tem permitido identificar genes envolvidos na degradacdo da biomassa vegetal (WILLIS

etal, 2010).

2.5. Celulases

A diversidade das aplicagdes de celulases na industria vem se destacando na
reciclagem de papel, producdo de detergente, extragdao de sucos, geragdo de produtos
dermatoldgicos e pigmentos, extracdo de oOleos vegetais, processamento de algodao,
processamento de alimentos, aplicagdes farmacéuticas e producao de biocombustiveis
(HUANG et al, 2015).

Para utilizar seus componentes, a biomassa passa por um pré-tratamento, que
consiste em procedimentos mecanicos, quimicos e térmicos, € tem como objetivo
maximizar a exposi¢do dos compostos da biomassa as celulases, que realizam seu
processamento. Um pré-tratamento eficiente pode ter um rendimento de até 80% na

liberagdo de monossacarideos por celulases e xilanases. A sacarificacdo enzimaticaé
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aetapa que requer a liberacdo do maior numero possivel de monossacarideos para
fermentacdo. As enzimas requisitadas nesta etapa devem, portanto, apresentar eficiéncia
e estabilidade (JORDAN et al, 2012). Contudo, no processo de obtengdo biotecnologica
de etanol 2G observam-se dois principais entraves: os métodos de pré-tratamento
impostos a biomassa e o alto custo de producdo das celulases (SINGHANIA et al,
2013). A celulose da biomassa vegetal ¢ um homopolissacarideo linear de glicose cujos
residuos se encontram unidos por ligagdes glicosidicas do tipo B-(1,4). Os residuos de
glicose se alternam verticalmente formando uma unidade repetitiva fundamental da
celulose, o dissacaridio celobiose (Figura 5). A celulose encontra-se num estado dito
“cristalino”, responsavel pela sua resisténcia a hidrolise enzimatica (SINGHANIAet al,

2013).
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Figura 5. Representagdo esquematica da degradag@o da celulose. Endoglucanases clivam internamente
o polimero de celulose; Celobiohidrolases (exoglucanases) clivam as segundas ligagdes glicosidicas a
partir das extremidades da celulose parcialmente digerida; B-glicosidases clivam a ligagdo B-1,4 que
unem os mondmeros de glicose. Adaptado de VOLYNETS; EIN-MOZAFFARI; DAHMAN (2017).

A destruigdo de toda a estrutura cristalina da celulose até a obtencdo de um
produto fermentavel (glicose) pode ser alcancada a partir da atividade de trés celulases:

celobiohidrolases (exocelulases), endoglucanases e B-glicosidases. As endoglucanases
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realizam clivagens na parte interna da fibra de celulose, liberando fragmentos menores
formados por poucas unidades de glicose, os oligossacarideos. As exoglucanases
realizam clivagens nas extremidades das fibras e liberam celobiose. As B-glicosidases
realizam clivagens entre duas unidades de glicose que formam a celobiose, liberando
unidades de glicose livre (JORDAN et al, 2012).

Durante a fase inicial da produ¢ao dos biocombustiveis, as industrias realizam a
suplementagdo dessas enzimas para a conversdo total em etanol. Dessa forma, surge a
necessidade de prospectar enzimas especificas para a hidrolise das ligagdes P-
glicosidicas da celulose, o que constitui outro fator limitante, embora nos ultimos anos a
producao eficiente de celulases tenha aumentado mais de 10 vezes, diminuindo os
custos do processo de sacarificacdo (JORDAN et al, 2012).

As enzimas comerciais como a Novol88 (Novozymes, EUA), uma B-glicosidase
de Aspergillus niger, apresenta atividade industrial em faixa de pH 5,0 a 6,0 a 50 °C.; a
B-glicosidase G4511 de améndoas e de Escherichia coli (Sigma-Aldrich) possui
atividade em faixa depH 4,0 a 5,0 a 37 °C; com a liberacdo de 1 pumol de glicose por
minuto. Atualmente, essas enzimas nao atendem, portanto, as expectativas na producao
do etanol 2G em escala comercial (SINGHANIA et al, 2012).

A maioria das celulases ndo ¢ estavel em altas temperaturas e muitas pesquisas
estdo sendo realizadas com bactérias para obter celulases termostaticas (YEOMAN et
al, 2010). As bactérias Caldicellulosiruptor bescii utilizam os carboidratos da
lignocelulose para seu crescimento. Sao tecnologicamente importantes porque
produzem hidrolases glicosidicas de multiplos dominios, eficientes na degradacao de
celulose microcristalina e hemiceluloses. Elas se adaptaram com sucesso para se ligar
especificamente a substratos lignocelulosicos por meio de dominios de homologia de
camada superficial (SLH) associados a hidrolases de glicosideo e proteinas de ligacao
unicas (tapirinas) presentes apenas nessas bactérias. Varias espécies desse género
podem degradar prontamente a lignocelulose, no entanto, sdo necessarias melhorias na
quantidade do carboidrato liberado para alcancar o potencial biotecnoldgico desses
organismos (LEE et al, 2020).

O CelA ¢ a enzima mais abundante secretada por essa bactéria, e demonstrou ter
um desempenho superior as misturas de exo- e endoglucanases comercialmente
disponiveis in vitro. O CelA contém uma endoglucanase da familia GH9 e uma
exoglucanase da familia GH48 conhecidas por serem sinérgicas em sua atividade. Sdo

conectadas por trés dominios de ligacdo a celulose. Repetidos residuos de aspartato
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foram introduzidos nas extremidades N- terminais dos dominios CelA GH9 e¢ GH48

para melhorar a eficiéncia de secrecdo e efici€éncia catalitica. Apresentou uma maior

atividade em CMC (0,81 £+ 0,03 mg/mL) (KIM et al, 2017).

2.5.1. p-glicosidase industrial

As glicosidases sao enzimas capazes de hidrolisar ligagdes glicosidicas, sejam
estas a a (a-glicosidases) ou B (B-glicosidases) (Figura 6). As glicosidases atuam em
variadas funcdes e fazem parte da familia das glicosil-hidrolases (GH). Sao utilizadas
em processos biotecnoldgicos e alvos de pesquisas para desenvolvimento de novas
tecnologias para a industria alimenticia (clareamento de sucos de frutas, aumentar a
qualidade nutritiva de alimentos fermentados, remog¢ao da parede celular para liberacao
de fragrancias e para extra¢do de agar a partir de algas), médica (prevengdo de certas
doengas como cancer, desordens cardiovasculares e sintomas pds-menopausa),
agroindustrial (retirada de microfibrilas ou para restaurar o brilho em tecidos de
algodao) e de biocombustiveis (BAYER et al, 1998); (HUANG et al, 2015). Ha também
registros de suas atividades nas reacdes de transglicosilacdo de ligagdes B-glicosidicas
em conjugados glicosidicos. Hidrolisam substratos com glicose, galactose, fucose,
manose, xilose ¢ sao nomeadas de acordo com os monomeros liberados. Também sao
denominadas myrosinase, thioglucosidase e sinigrinase (VOLYNETS; EIN-
MOZAFFARI; DAHMAN 2017).

Celobiose
B-glicosidase CHOH
H o M
CH;O OH
Glicose .
o Glicose

Ligagdo B-1,4-Glicosidica

Figura 6. Representa¢do esquematica da hidrolise da ligagdo B-1,4 da celobiose.
Adaptado de VOLYNETS; EIN-MOZAFFARI; DAHMAN (2017).
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Os coquetéis enzimdticos utilizados na industria contém celulases do tipo f-
glicosidases, que sao fundamentais para a hidrolise completa da celulose (SINGHANIA
et al, 2010). A demanda por tais enzimas ¢ elevada porque as mesmas sdo especificas e
ndo produzem residuos toxicos. Autilizagdo de enzimas em processos industriais tem
aumentado ao longo dos ultimos anos. Entretanto, seu alto custo representa, ainda, um
obstaculo para o avango de alguns processos industriais (ALVIRA, et al 2010). Os
coquitéis sdo fornecidos pelas empresas Genencor® e Novozymes®, esta com uma
fabrica no Brasil (Curitiba-PR), Novozymes Latin America Ltda (ZUNIGA, 2010).

Outra abordagem alternativa com o uso de celulases seria o uso do
bioprocessamento consolidado (CBP), no qual o organismo fermentativo também ¢
responsavel pela producdo das enzimas solubilizantes. Bactérias C.bescci sdo capazes
de fermentar todos os agucares C5 e C6 primdrios a partir da biomassa vegetal e sdo as
bactérias celuloliticas mais termofilicas conhecidas, com temperatura de crescimento
ideal entre 78 © C e 80 ° C. Podem crescer ¢ degradar a biomassa contendo alto teor de
lignina, bem como a celulose altamente cristalina sem pré-tratamento convencional,
aumentando a possibilidade de melhoria econdmica adicional da producdo de
biocombustiveis a partir da biomassa vegetal, reduzindo ou eliminando a etapa de pré-
tratamento. No entanto, ainda sdo necessarios avangos de engenharia metabodlica para

melhorar a producdo de biocombustiveis nesse género procarioto (CHA et al, 2013).

2.5.2. Endoglucanase industrial

A Endo-1,4-B-glucanase (EG) ¢ a enzima do complexo celulolitico responséavel
por iniciar a hidrolise da molécula de celulose. Hidrolisa randomicamente as regides
internas da estrutura amorfa da fibra, liberando oligossacarideos e novos terminais,
sendo um redutor (quando a glicose possui uma hidroxila heterosidica livre) e um nao
redutor (quando a hidroxila heterosidica da molécula da extremidade participa de
ligagdo com a glicose adjacente). Geralmente sua acdo ¢ avaliada pela reducdo da
viscosidade na solugdo de CMC (LYND et al, 2002).

Umas das técnicas que sao utilizadas na producdo de celulases e outras enzimas
¢ a fermentacdo em estado solido (FES), que consiste na producdo de enzimas por
fungos filamentosos (SAQIB et al, 2012). Essa produ¢do de endoglucanase por fungos
foi amplamente estudada, principalmente nos fungos filamentosos 7richoderma,

Aspergillus, Fusariumn e Penicillium observados na tabela 2 (CHELLAPANDI, 2008).
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Tabela 2: Principais microrganismos utilizados na producdo de endoglucanase por fermentagdo em

estado solido.

Residuos Microrganismos Fermentacido Temperatura Referéncias
(horas) de Incubacao
(9]

Bagaco-da-cana Mpyceliophtora sp. 18 50 Zanelato et al, 2012
Pera espinhosa Aspergillus niger 72 32 Pirota et al, 2013
Ervas chinesas Trichoderma virride 72 30 Longwei et al, 2014
Farelo de trigo Aspergillus oryzae 72 35 Pirota et al, 2016

2.6. Sistema Pichia pastoris™ (Komagataella phaffii) utilizado para expressao de

proteinas recombinantes

O sistema procarioto de expressao ¢ util por produzir proteinas recombinantes,
embora muitas vezes as proteinas eucariotas produzidas sejam instaveis € nao
apresentem atividade biologica. A Escherichia coli ¢ um sistema bacteriano
amplamente utilizado, mas ndo realiza modificagdes pos-traducionais. Por essa razio, a
preferéncia de sistema de expressdo para enzimas nas industrias sdo os modelos
eucariotos. Além do crescimento rapido, elas podem secretar e realizar modificagdes
pos-traducionais, além dosaltos niveis de expressdo proteica obtidos (WYSOCKA-
KAPCINSKA, et al 2010).

Hé mais de 20 anos, a expressdo heterdloga baseada em leveduras tem sido
utilizada na produgdo e secre¢do de proteinas recombinantes para uso humano (ex.:
insulina e vacina da hepatite B), animais, plantas, bactérias, outros (LIU et al, 2012).A
capacidade de algumas leveduras crescerem em metanol foi descoberta e a partir de
entdo essas leveduras foram utilizadas para produzir proteinas celulares simples com
objetivo de alimentar animais. Nessa época, a industria Phillips Petroleum desenvolveu
meios de cultura e métodos para crescer Pichia pastoris em metanol de maneira
continua e com altas densidades celulares (LIU et al, 2012). Portanto sdo leveduras
facultativas metilotroficas, capazes de usar compostos de carbono unico (por exemplo,
metanol) ou compostos multi-carbono sem ligacdes carbono-carbono (éter dimetilico)
como fonte de alimento. Sdo do grupo dos ascomicetos, homotélicas (autoférteis) e
haploides (KURTZMAN et al, 2011).

Apoés andlises filogenéticas, o género Pichia foi transferido para o género

Komagataella e divididas em trés espécies: K. pastoris, K. phaffii € K. pseudopastoris.
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(DE SCHUTTER et al, 2009). Nesse estudo o nome P.pastoris esta presente para
indicar a marca comercial da levedura.

Assim, o sucesso da expressdo em P.pastoris ¢ devido a sua alta taxa de
crescimento, baixo custo e acuracia de modificagdes pds-traducionais, como clivagem
proteolitica, glicosilagdo e formacdo de ligacdes dissulfeto. As densidades celulares
podem alcangar at¢ 200g/L de peso seco durante uma fermentagdo. Além disso, a
producdo de proteinas recombinantes extracelulares facilita o processo de purificagdo da
proteina de interesse (LIU et al, 2012). No entanto, a manutencao da proteina heteréloga
na levedura ndo é duradoura e ndo é possivel observar os clones transformantes. E
necessario o uso de outras estratégias moleculares para confirmar a inser¢ao do gene de

interesse no genoma da levedura.
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3. JUSTIFICATIVA

As demandas biotecnologicas vém avancando a cada dia, € os processos
industriais precisam acompanhar o crescimento tecnoldgico, impulsionando cada vez
mais para a producdo de novas enzimas, para atender o mercado industrial, assim como
o aprimoramento das técnicas envolvidas. Setores industriais que utilizam a biomassa
vegetal como matérias-primas necessitam de novas fontes enzimaticas ou a readequagao
das etapas de produgdo para alcancar sua total capacidade de produgdo, uma vez que, a
disponibilidade de biomassa para esse fim, cada dia se torna mais acesssivel.

Diante disso, a busca por novas fontes de genes para a produgdo de enzimas
celuloliticas € essencial para contribuir com os avangos biotecnologicos. Além dos
modelos fungicos, que ja sao utilizados na industria, os insetos praga também
apresentam potencial enzimdatico na degradacdo da celulose. Aliado a ferramentas
moleculares e estudos gendmicos, ¢ possivel prever a quantidade de sequéncias génicas,
presentes no genoma desses insetos, que estdo envolvidos na degradagdo da biomassa
vegetal. Essa investigacdo para identificar as enzimas produzidas por insetos praga ¢
viavel, devido a disponibilidade de tecnologia envolvendo transcriptomas, expressao
heter6loga de proteinas, e substratos sintéticos, utilizados na deteccdo da atividade
enzimatica. A adaptagdo das enzimas digestivas dos insetos praga pode ser um

diferencial na geracdo de celulases recombinantes.
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4.1. Geral

4. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo realizar a expressdo de celulases

recombinante dos insetos praga, T.l/icus licus e A. grandis, em sistema heter6logo deP.

pastoris™, além de caracterizar suas atividades bioldgicas.

4.2. Especificos

Como objetivos especificos, destacam-se:

Construir vetores de expressdo recombinantes com sequéncas génicas
relacionadas com a degradacao da biomasa vegetal de 7. licus licuse A.

grandis;

Transformar a levedura P.pastoris™,e selecionar os clones que expressam

celulases recombinantes;

Analisar a secre¢do das celulases no sobrenadante, por meio de gel

desnaturante e western blot;

Comparar a atividade celulolitica recombinante com a atividade da levedura

transformada com vetor vazio;
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Sele¢do de contigsdos transcriptomasde 7. licus licus e A. grandis

Com base na biblioteca gendmica dos insetos-praga foi realizada uma busca por
sequéncias de genes codificadores de enzimas, utilizando bibliotecas génicas de
artropodos, envolvidos com a degradacdo de biomassa vegetal, nos bancos de dados do
National Center for Biotechnology Information - NCBI(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
As sequéncias selecionadas foram analisadas no servidor ORF FINDER
(www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder), traduzidas in silico na ferramenta ExXPASY Translate

Tool (https://web.expasy.org/translate/), e a anélise de similaridade aos genes buscados

no GenBank foi conduzida no BLASTX (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e

Clustal Omega (http://www.clustal.org/omega/).

Apos selecionar assequéncias, foram desenhados os iniciadores/primers

(http://perlprimer.sourceforge.net/download.html), forward e reverse, no servidor
Primer Generator (http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html) e preditas as
suas  temperaturas de  anelamento na  ferramenta  Oligo  Analyzer
(https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Adicionalmente, a presenga do peptideo-sinal
nativo foi predita no recurso SIGNALP 4.1 SERVER
(http//:www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).

Osprimers para a clonagem da Open Reading Frame (ORF) dos genes
selecionados, a partir do cDNA genomico de 7. licus licuse A. grandis, foram utilizados

para amplificagdo via PCR (Polymerase Chain Reaction) (Tabela 3).

5.2. Extracao do RNA total dos insetos e isolamento dos genes de interesse

Larvas e Insetos adultos de 7. licus licusforam cedidos pela Embrapa Tabuleiros
Costeiros-Alagoas. As fémeas foram mantidas em gaiolas entomoldgicas, e as larvas
foram individualizadas e alimentadas com fragmentos de cana-de-agtcar. Os insetos de
A. grandis foram obtidos de uma colonia mantida no Laboratorio de Criagdo de Insetos
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia, DF. Ovos, larvas, pupas e
adultos foram mantidos sob condi¢des controladas de temperatura (26 + 2 °C), umidade
relativa do ar (70 = 10%) e 12 h: 12 h luz: fotoperiodo escuro. Os insetos foram
alimentados diariamente com dieta artificial.

Com uma pinga e bisturi, foram retirados os intestinos e as carcagas.
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Imediatamente, os intestinos e as carcacas foram submersos em nitrogénio liquido e
separados emtubos de microcentrifuga, estocados a -80°C. ApoOs maceragdao com
almofariz e pistilo, para cada 50 a 100 mg de tecido pulverizado com nitrogénio liquido
adicionou-se 1 mL do reagente de trizol e 10 uL de B-mercaptoetanol, homogeneizando
lentamente. O sistema foicentrifugando a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. Transferiu-se
o sobrenadante para outros tubos de microcentrifuga, que ficaram incubados por 5
minutos a temperatura ambiente. Acrescentaram-se 200 pL de cloroférmio, agitou-se o
sistema no vortex, incubando-o por mais 3 minutos a temperatura ambiente. O sistema
foi centrifugado a 12.000 g por 15 minutos a 4°C, transferindo-se 500 puL da fase aquosa
para novos tubos de microcentrifuga e adicionando-se o mesmo volume de alcool
isopropilico. Homogeneizou-se o sistema por 10 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugou-se novamente o sistema a 12.000 g por 10 minutos, descartando o
sobrenadante, e o pellet foi lavado com 1 mL de etanol a 75% por 2 vezes. Centrifugou-
se a 7.500 g por 10 minutos, descartando o sobrenadante. O pelletrepousou por 15
minutos a temperatura ambiente na cdmara de fluxo laminar VECO até se evaporar todo
o etanol. Ressuspendeu-seo pelletem 30uL de adgua Milli-Q e retiraram-se 3uL para
quantificar a amostra em espectrofotometro NanoVue Plus® (GE Healthcare, EUA), de
acordo com o protocolo do fabricante. Aliquotas de 25 puL foram estocadas a -80°C.

Aplicou-se uma amostra de 2 pL do extrato de RNA total em gel de agarose 1%
(Gel Doc XR-Foto documentador de géis), com marcador 1 kb Ladder Plus (Gibco)
para observar a qualidadee a integridade do RNA via eletroforese. Confirmada a
integridade das amostras, foi realizada a sintese do cDNA apartir doORNA mensageiro
via transcri¢do reversa. Asreacdes foram catalisadas pela enzima transcriptase reversa
(RT).

Assim, utilizaram-se 2 pg do RNA totaladicionando-se 2,5 pL. do primeroligo
(dT) a 10 mM e agua Milli-Q estéril. As reagdes foramconduzida em tubo de 0,2ml
contendo 2 pg/uLdo RNA total, 10 pL Buffer5X (Invitrogen: 250 mM tris-HCI, 375
mM KCI, 15 mM cloreto de magnésio, pH 8,3), 0,2 M DTT (100 mM), 0,5mM de
dNTP (10mM) e 200 U da enzima MMLV (200 U/uL), completando o volume final para
50 uL com agua MilliQ. Em seguida, foi realizada uma PCR para confirmar a qualidade
do cDNA, separado em gel de agarose 1% via eletroforese. As PCRs foram realizadas
em tubos de 0,2ml para cada amostra, contendo o cDNA e os componentes da reagdo de
amplificacdo (Tabela 4), completando o volume final para 15uL com agua MilliQ.O

segundo ciclo de PCR consistiu em 1 pL (diluido 1:20) do molde do primeiro ciclo de
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PCRcom os sistemas de reagdes preparados, as PCRs foram conduzidas em
termocicladores T100 Thermal Cycler (Bio-Rad) sob as condi¢des descritas na Tabela

5, sendo as mesmas para ambos os ciclos.

Tahela 4: Componentes dos mixes de PCE, volumes utilizados e concentragio final

Componentes Volume Concentracio

Final

Buffer 10X (200 mM tris-HC1, 500 mM KC1, 20 1.5pL 11X

mM MgCl pH 8.5)

dNTE 0.5 pL 0.2 mh

MgCl; (Tag DNA Polimerase S00U)ou 0.9 puL 1.3 mhipnl

Mg30, (Tag DNA Polimerase Platinum®)

Primer Forward especifico do contigou olige({dT) 0,3 uL 10_mMhi

FPrimer Reverse especifico do contig 0,3 pL 10, mM

Tog DNA Polimerase Platinum High Fidelity £ ou 0,15 ul 2Wul

Tag DNA Polimerase 5

cDNA molde 1pl 20 ng/pL

H;OMilli-Q) autoclavada a.sp. 10,53 -

Volume Final 15l -

Tabela 5: Condigies dasreagies de PCE, pnmeiro & segundo ciclos.

Amplicen Etapas Temperaturas
I licuslicus Desnaturagio Inicial 95°C por 3 minutos
Desnaturagio 05°C por 30 segundos
Anelamento 33°C por 30 segundos
Extensido T2%C por 1 minuto e 40 segundos
30 ciclos
Extensdo Final 72 °C por 5 minutos
A grandis Desnaturagio Inicial 93 °C por 3 minutos
Desnaturagio 95°C por 30 segundos
Anelamento 60 *C por 30 segundos
Extensio 72 °C por 1 minuto & 40 segundos
30 ciclos
Extensio Final 72 °C por 5 minutos
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Os produtos de PCR foram submetidos a corrida eletroforética em cuba
horizontal a 80V, por 2 horas, em gel de agarose a 1%, imerso em TBE 1X, (TBE 10X:
80 mM Tris-base, 40 mMaicido bdrico anidroe 2,5 mM de EDTA para 1 L de agua
MilliQ, pH 8,3), ecorado com brometo de etidio. Em seguida, os fragmentos de PCR
foram analisadosnosoftware Gel Doc XR, por meio do fotodocumentador de géis Bio-
Rad. A identificacdo de cada banda foi realizada por comparagdo com o marcador de

massa molecular de 100 pb Ladder Plus (Gibco).

5.3. Quantificacio da expressio dos transcritos por qRT-PCR

Foram dissecadas as carcagas separando-se do intestino médio, de cada fase dos
insetos: ovo, estagio larval inicial, estagio larval final, pupa e adulto. O RNA total foi
extraido com o reagente Trizol e em 2 pg de cada RNA foi adicionado 1 pL de DNase I
(Thermo Fisher Scientific, USA). Confirmada a integridade da amostra, foi realizada
PCR quantitativa de transcrigao reversa (QPCR-RT). A andlise da expressdo génica foi
realizada em triplicatas biologicas e técnicas, obtidas por amostras independentes de
cDNA. Os primers (Tabela 3) foram escolhidos como genes normalizadores enddgenos
e a expressdo relativa foi calculada usando o método 2. Para as reagdes de
amplificacdo de T. licus licus, os seguintes passos foram adaptados: 2 minutos a 50 °C,
10 minutos a 95 °C e 40 ciclos a 94 °C durante 15 segundos ¢ 60 °C durante 1
minuto.Para a amplificacdo de 4 .grandis foram usados primers especificos e de dois
genes de referéncia (GAPDH e B-tubulina) (Tabela 3). Cada reagdo RT-qPCR incluiu
5,0 puL da Mistura Principal qPCR GoTaq® 2X (Promega, EUA) 2,6 uL de agua livre
de nuclease, 0,2 uL (0,2 uM) de primers forward e reverse e 2,0 uL de cDNA (diluido
1:20), para um volume total de 10 pL. Os ensaios de RT-qPCR foram realizados em um
termociclador CFX96 (Bio-Rad, EUA) sob as seguintes condi¢des: incubacdo a 95 ° C
por 20 s, seguida de 40 ciclos a 95 ° C por 3 se 60 ° C por 30 s.

5.4. Clonagem dos genes TlicBglucl e AgraGH45-1

Uma vez observados os fragmentos amplificados nos tamanhos esperados e
também sua qualidade, os amplicons sem o peptideo-sinal nativo foram excisados como
fragmentos do gel e recuperados com auxilio de ldmina de bisturi de ago carbono estéril
(Wiltex Plus), sendo purificados utilizando o Kit Promega™ Wizard™ Genomic DNA

Purification. Ap6s, a eletroforese foi repetida para checagem da presenca DNA
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purificado, que em seguida foi quantificado em espectrofotometro NanoVue Plus® (GE
Healthcare, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante. Para a reacao de ligacao do
inserto no vetor, foram utilizados 1 pL do vetor (30 ng uL™") pGEM-T-Easy Vector
Systems (Promega) (Figura 7), 6 uL do Buffer 2X, 1 uL da enzima T4 DNA Ligase (6
U) e 3 uL do inserto (60 ng uL™"), completando com agua Milli-Q para 10 puL de volume

final.
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Figura 7: Representacdo Esquematica do Vetor de
clonagem pGEM®-T Easy (Promega). Fonte: Technical
Manual Promega.

5.5. Preparacao e transformacao das células bacterianas

Células termocompetentes de E.coli da linhagem XL1blue foram cultivadas em
SmL de meio LB(Luria Bertani) liquido (extrato de levedura a 0,5%, peptona de caseina
a 1% e NaCl a 1%,pH 7,2) estéril incubadas a 37 °C por 12 horas sob agitacdo de 250
rpm.

Ap0s crescimento, foi retirado 1 mL do pré-inoculo e adicionado em 30 mL de
meio LB liquido, incubando-se a 37 °C sob agitagdo de 250 rpm. Ao atingir a OD go=
1,1 ~ 1,3, as células foram centrifugadas a 3.000 g por 10 minutos a 4°C descartando-se
o sobrenadante e ressuspendidas em 10 mL de CaCl, a 100mM estéril e gelado. Outra
centrifugacao foi realizada sob as mesmas condigdes, e as células foram ressuspensas
em solucdo estéril de CaCl, a 100 mM e glicerol 1%. Aliquotas de 50 pL foram
preparadas e utilizadas para transformacgdo bacteriana via choque térmico. Para

transformacdo, utilizaram-se 50 puL das células competentes previamente preparadas.
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Foram adicionados 10 pL da ligacdo gene-vetor e o sistema mantido em gelo por 30
minutos para cada gene. Para realizar o choque térmico, as células foram incubadas a 42
°C por 45 segundos em banho-maria, e imediatamente transferidas para o gelo,
mantendo-as por mais 2 minutos. Adicionaram-se 500 pl. de meio LB liquido
previamente aquecido a 42 °C no tubo onde estavam as células submetidas a
transformacgdo, incubando-se o sistema em shaker por 1 hora a 37 °C e 200 rpm.
Passado esse tempo, as células foram plaqueadas em meio LB sélido (extrato de
levedura a 0,5 %, peptona de caseina a 1 %, NaCl a 1%, pH 7,2 e agar bacteriologico
1,5%) estéril, acrescido de ampicilina a 50 pug/mL, também se adicionou 100 uL de
IPTG (100 mM) indutor isopropil-f-D-tiogalactopiransideo (Sigma-Aldrich) e 20 uL de
X-Gal (Img/mL)(Sigma-Aldrich) para selecdo de clones tranformantes. Placas foram
incubadas a 37 °C por 16 h. Com o crescimento de coldnias brancas e azuis, fez-se a
repicagem das colonias brancas em outra placa com meio LB ccontendo o mesmo
antibiotico descrito, mas sem IPTG e X-Gal, incubando-se sob as mesmas condi¢des de

crescimento.

5.6. Preparacido de DNA plasmidial e sequenciamento

Apbs crescimento das coldnias, procedeu-se com a amplificagdo e extragdo
plasmidial para a excisdo dos insertos e posterior subclonagem no vetor de expressao.
Em 5 mL de meio LB liquido com o mesmo antibidtico e concentragdo, em tubos de 50
mL, cada colonia repicada foi inoculada e cultivada a 37 °C por 16h.Os tubos foram
centrifugados a 5.000 rpm a 4 °C por 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante e o
pellettoi ressuspendido em 300 uL de solugdo P1 gelada (pH 8,0; 100 ng/mL RNAse A;
EDTA 10 mM), e transferidos individualmente para tubos de 1,5 mL devidamente
identificados. Adicionaram-se 300 puL de solug¢do P2 (pH 5,5; 200 mM NaOH, 1% SDS)
a temperatura ambiente. Os tubos foram invertidos de 5 a 10 vezes mantidos em
repouso por 5 minutos em temperatura ambiente. Adicionaram-se 300 pL. de solugdo P3
gelada (pH 5,5; acetato de potdssio 3 M). Os tubos foram invertidos novamente de 5 a
10 vezes e incubados em gelo por mais 30 minutos. Os tubos foram centrifugados a
14.000 rpm a 4°C por 30 minutos e os sobrenadantes (800 pL) transferidos para outros
tubos, nos quais foram adicionados 600 pL de clorofil (cloroférmio e alcool
isopropilico, 24:1) e agitados em vortex por 1 minuto. Foi realizada a mesma

centrifugacdo e os sobrenadantes (700 pL) transferidos para outros tubos. Adicionaram-
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se 600 uL de clorofil e agitou-se o sistema em vortex por 1 minuto, centrifugando a
11.000 rpm a 4°C por 5 minutos. Os sobrenadantes foram novamente coletados e
precipitados com a adi¢do de 600 pL de isopropanol, seguido de incubagdo em gelo por
30 minutos e centrifugados. Os sobrenadantes foram descartados e os pellets lavados
com 300 pL de etanol gelado a 70%. Apds centrifugagdo a 11.000 rpm a 4°C por 15
minutos, desprezou-se o etanol e os pellets foram liofilizados em speed vacRVC2-18
CD plus. Apds a evaporagdo de todo etanol, opellet foi ressuspensoem 30 pL de agua
Milli-Q acrescidos de 1 pLL de RNase mantendo o sistema a 37 °C por 16 horas.

Para confirmar a clonagem foi realizada a digestdo com as endonucleases de
restri¢ao especificas para cada gen e utilizados 1 pL do DNA plasmidial, acrescido de
0,5 pL de cada enzima de restricdo e 4 pL de tampao 10X (Thermo Scientific),
completando o volume final para 40 uL. com 4gua Milli-Q, incubadas a 37 °C por 3
horas. Os vetores também foram quantificados e sequenciados. Os fragmentos derivados
das digestdoes foram separados em gel de agarose a 1%, imerso em TBE 1X e corado
com brometo de etidio. A identificacdo de cada banda ocorreu por comparagdo com
marcador de massa molecular de 100 pb Ladder Plus (Gibco). As reagdes de
sequenciamento foram realizadas com 100 a 200ng de plasmideo, quantificado por
espectrofotometria utilizando o GeneQuant RNA/DNA Calculator Pro (Biochrom, UK),
e as sequéncias foram obtidas no sequenciador automatico MegaBACE 1000
(Molecular Dynamics) utilizando-se o kit MegaBACE Dye Terminator. A andlise da
qualidade do sequenciamento foi realizada pelos programas PHRED e PHRAD

(www.unb.br/ib/cel/biomol), e a andlise comparativa das sequéncias obtidas com as

sequéncias depositadas em banco de dados foi executada no recurso BLASTX
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), de modo a confirmar sua similaridade com
genes que estdo envolvidos em vias metabdlicas de degradagdo de biomassa vegetal,

bem como identificagdo da familia enzimatica a qual a enzima codificada pertencia.

5.7. Subclonagem dos genes TlicBglucl e AgraGH45-1

Em seguida, novos primers com os sitios de restricdo para subclonagem
dosgenes amplificados no vetor de expressao pGAPZa-B foram desenhados (Tabela 6).
A insercao dos sitios de restrigdo nos primers ocorreu apos a analisedas enzimas de

restricdo no servidor NEBcutter V2.0: (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) para nao

interromper a inser¢cdo da construg¢do no sistema de subclonagem. Novas PCRs foram
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realizadas utilizando os referidos primers. Os amplicons observados foram recuperados,
purificados e quantificados, conforme descrito no topico 5.7, e ligados ao vetor
pGAPZa-B (Figura 8), por meio da rea¢do de ligacdo composta por: 15 ng do inserto
(DNA), 1 pL do vetor pGAPZa-B, 2uL. da enzima T4 Ligase (Invitrogen™) e 4uL de
tampao 5X, completando o volume com agua Milli-Q para 20uL e concentragdo final

deinserto:vetor de 90 ng/uL.

Figura 8. Representagio esquematica dovetor de expressio pGAPZa-B (P.
pastoris Expression Vectors). Fonte: Technical Manual.

5.8. Transformacao de P. pastoris™ (K. phaffii)

Para conduzir a expressao heteréloga em P.pastoris, o vetor contendo os genes
de interesse e linearizado com a enzima de restricdo BgL llpara T.licus licus e Avrll
para A. grandis, utilizados para transformar células eletrocompetentes de P.pastoris,
preparadas conforme o procedimento padrdo,descrito no manual Expression Kit
(ThermoFisher Scientific). Para isso, adicionaram-se 2,5 pL (10 U) da enzima de
linearizagdo, 15 ng/uL"'do inserto, 1 pL tampdo (10X), e completou-se o volume final
com agua Milli-Q para 10uL. Apds incubacdo a -20 °C por 18 horas, o sistema foi
submetido a centrifugagdo a 10.000 rpm, 30 minutos e 4°C. O sobrenadante foi
descartado e adicionaram-se 300 pL de etanol a 80%, novamente centrifugando por

10.000 rpm, 10 minutos e 4°C. O sobrenadante foi descartado e esse passo foi
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repetidoduas vezes. O precipitado foi liofilizado a 37°C, por 1 hora, e ressuspenso em
10uL de dgua Milli-Q. A construcao foi quantificada conforme decrito no item 5.4.
Células de P. pastoris foram cultivadas em meio YPD solido estéril (extrato de
levedura a 1%, peptona de caseina a 2%, D-glicose a 2% e agar bacteriologico a 2%), a
28 °C, para o isolamento de coldnias (quatro dias). Posteriormente, preparou-se um pré-
in6culo com 10 mL de meio YPD liquido estéril e 1 colonia de P.pastoris, incubando-se
a 28 °C, por 18 horas. Foram adicionados 150 mL do pré-indculo em 500 mL de meio
YPD. Quando o in6culo atingiu ODeg de 1,4, estefoi centrifugado a 4.000 rpm, por 5
min a 4°C. O sedimento foi ressuspenso em 200 mL de agua destilada gelada. Foi
realizada outra centrifugacao nas mesmas condigdes € o sedimento ressuspenso em 100
mL de agua estéril gelada, repetindo-se o procedimento. Apds mais uma centrifugagao,
nas mesmas condicdes, as células foram ressuspensas em 10 mL de 1M sorbitol gelado
e estéril. Foi realizada nova centrifugagdo e as células foram ressuspensas em 500 uL de

IM sorbitol. Aliquotas de 80 uLL foram preparadas e mantidas em gelo até a utilizagao.

Para o procedimento de transformagao, foram misturados 80uL de células eletro
competentes com aproximadamente 10 pg dos vetores linearizados. A mistura foi
colocada em cubetas de 0,2 cm e incubada por 5 minutos em gelo. A eletroporacao foi
realizada com os seguintes parametros: 1500 V, 25 pF, 400 Q em eletroporador (Bio
Rad gene Pulser). Em seguida, foram adicionados 680 pL de sorbitol estéril e gelado a
IM na cubeta e o conteudo foi transferido para tubo estéril de 1,5 mL, incubando-se a
30 °C sem agitagdo por 1 hora, e plaqueando-se 150 pL do sistema de transformagao em
meio YPD sélido acrescido de zeocina a 50 pg/mL. As placas foram incubadas por 4
dias a 28 °C até o aparecimento das colonias.

As colonias emergentes e cuja integracdo do plasmideo foi confirmada por
digestdo enzimatica foram selecionadas para expressdo heterologa em pequena escala.
A digestdo ocorreu com 1 pl. do DNA plasmidial, acrescido de 0,5 pL de cada enzima
de restricdo e 4 pL de tampao 10X (Thermo Scientific), completando o volume final
para 40 uL com agua Milli-Q, incubando-se a 37 °C por 3 horas, e os fragmentos
gerados separados por eletroforese, visualizados por meio do foto-documentador de géis

Bio-Rad.
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5.9. Expressiao de proteinas no sistema P. pastoris™

Em 5 mL de meio YPD contendo zeocina a 50 pg/mL foram inoculadas as
coldnias recombinantes, mantidaspor 4 dias a 28 °C e 200 rpm para expressdo. Apos 0s
tubos foram centrifugados a 4 °C por 5 minutos a 200 rpm, retirando-se 500 pl do
sobrenadante para conduzir os ensaios de atividade enzimatica e para andlise do perfil
proteicopor eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12%. A
quantificacdo do sobrenadante foi estimada pelo método de Bradford (1976), utilizando-
se albumina de soro bovino (BSA- Sigma) como padrio (ANEXO 1). Dessa forma o
restante do sobrenadante foi colocado em novos tubos e as células foram descartadas.
Foi adicionado 2X o volume do sobrenadante de acido tricloroacético (TCA) e acetona
(1:3), estocando-se o sistema a -20 °C por 18 horas para precipitacdo das proteinas
como descrito por Niu et al,2018. Logo apo6s, os tubos foram novamente centrifugados a
9.000 rpm por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e ao sedimento
acrescentou 1 mL de acetona a 100 %, e o contetido foi transferido para novos tubos de
microcentrifuga, sendo centrifugados a 11.000 rpm por 20 minutos a 4 °C. A

centrifugacdo foi repetida mais duas vezes para retirar evaporar tida acetona.

5.10. SDS-PAGE, Western Blotting e ELISA

As proteinas expressas e quantificadas foram solubilizadas em 25 ul tampao de
amostra de proteinas (Tris-HCI 1 a M pH 6,8, SDS a 4 %, B-Mercaptoetanol a 4 %,
Glicerol a 20 %, Azul de bromofenol a 0,1 %) para serem corridas 30 pg no gel de SDS-
PAGE a 12%. As amostras foram desnaturadas a 100°C por 10 minutos e centrifugadas
a 5.000 rpm por 5 minutos. As proteinas foram separadas no gel juntamente com o
marcador de peso molecular BenchMark TM Prestained (ThermoFisher Scientific) para
10 a 220 KDa. A separacdo foi conduzida a 220 V, 40 mA e 10 W, com a
miliamperagem constante, e em tampao de corrida 1X (Trizma base a 125 mM, glicina a
0,96 M, SDS a 0,5 %) por 4 horas. Para a revelacdo de bandas, foi utilizada a solucao
corantede Coomassie brilliant blueG-250 (Bio Rad) a 0,25% por 12 horas e a solugdo
descorante de metanol a 30% com 4acido acético a 7 %, até o surgimento de bandas
visivelis.

Também foi realizada a transferéncia das proteinas de um gel-espelho para uma
membrana de nitrocelulose para conduzir o Western blotting. Para isso, a membrana foi

ativada com a solugdo de transferéncia 1X (Tris base a 125 mM, glicina a 960 mM, pH
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8,3) na proporcao de 5 mL de solugdo de transferéncia 10X, 35 mL de dgua Milli-Q e
10 mL de metanol por 5 minutos em placa de Petri. A transferéncia ocorreu a 5V por 50
minutos. Apos a transferéncia, utilizou-se 20 mL de solucdo de bloqueio a 3%, contendo
tampao TBS-T 1x (Tris base a 0,5 M, NaCl a 1,5 M, Tween 20 a 0,1%), 0,5% de PVA
(poli-vinil alcool - Sigma Aldrich, DE) e 3% de gelatina, previamente aquecida em
micro-ondas por 1 minuto e filtrada com papel filtro comum. A membrana permaneceu
incubada por 12 horas a 48 rpm. Descartou-se a solu¢do de bloqueio, a membrana foi
lavada com 15 mL de TBST 1X por 5 minutos a 48 rpm por 2 vezes, sendo a terceira
lavagem com o tampao TBS 1x (Tris base a 0,5 M, NaCl a 1,5 M). Descartou-se o
tampao e adicionaram-se 15mL de TBS 1x contendo 1% de gelatina, previamente
aquecida em micro-ondas e filtrada com papel filtro comum. Em seguida adicionaram-
se 3 pul do anticorpo anti-His conjugado com fosfatase alcalina (Thermo Fisher
Scientific) (1:5.000) a suspensado, incubando novamente a membrana por 4 horas.

Depois disso, a membrana foi lavada, como ja descrito, para retirar todo o
anticorpo nado-ligado ao antigeno-alvo. Para a revelagdo da membrana, utilizou-se a
solugdo de revelagdo AP (Bio Rad), composta por S0uL da solugdo A, 50uL da solucao
B e 200 pL do tampao AP Color 25x, completando o volume com agua Milli-Q para 5
mL.

5.11. Ensaio de difusido radial

Aliquotas de 500 pL do sobrenadante da expressao das leveduras, transformadas
com os vetores pGAPZa-B vazio, pPGAPZa-B/TlicBglucl e pGAPZa-B/ AgraGH45-1,
foram utilizadas para conduzir os ensaios de atividade enzimdtica. As placas foram
preparadas em meio YPG soélido, enriquecido com 1% de carboximetilcelulose (CMC) e
vermelho congo a 1%,em diferentes faixas de pH 4,0 a 6,0 (ajustado com Acetado de
Sédio 50 mM), assim como as placas com Celobiose (Sigma) para os ensaios com a [3-
glicosidase recombinante de 7. licus licus, e CMC para a B-1,4-endoglucanase de A.
grandis. No meio solidificado, foram realizadas perfura¢des (5 mm de didmetro/10 mm
de profundidade) para colocar 50 pL da expressdo controle (vetor vazio) e das
expressoes recombinantes separadamente, incubando-se a 45 °C, por 16 horas. Para a
revelacao, foi adicionando acido acético a 10% na superficie, mantendo-se em contato
com o material inoculado, por 1 hora, a temperatura ambiente. A hidrdlise do CMC foi

analisada pela formagao de halos brancos ao redor do poco. O contetido de proteinas do
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sobrenadante foi determinado pelo método de Bradford (1976). A atividade das enzimas
recombinantes foi detectada, conforme descrito por Jimenez e colaboradores
(CALDERON-CORTESet al., 2010). Como controles negativo foram utilizados 50 pL
de sobrenadante de cultura celular inoculado com P. pastoris™, transformada com o

vetor vazio pGAPZa-B.

5.12. Quantidade de agticares redutores liberados pela atividade ceulolitica

Células de P.pastoris™ (colonias) transformadas com o vetor pGAPZa-B vazio
e pGAPZa-B/TlicBgluclforam inoculadas separadamente em 5ml por 4 dias a 28 °C em
200 rpm em meio YPG suplementado com 1% de CMC. A atividade enzimatica foi
determinada por ensaio com acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS). O sobrenadante foi
isolado por centrifugacao a 4.000 g, a temperatura ambiente, durante 10 minutos. Uma
aliquota de 100 pL do sobrenadante foi adicionada a 100 pl de DNS a 1% e incubada a
100 ° C por 10 minutos. A quantidade de agtcares redutores liberados pela atividade da
glicosidase foi determinada usando glicose como padrao, de acordo com a metodologia
descrita por Miller (1959). A absorbancia das reagdes foi medida a 550 nm e os valores
foram utilizados para o célculo do teor de acucares redutores.

O DNS ¢ um composto aromdtico que reage com agucares redutores e outras
moléculas redutoras para formar o 4cido 3-amino-5-nitrossalicilico, que absorve
fortemente a luz a 550 nm. Uma unidade de atividade da enzima (U) foi definida como
a quantidade de enzima que libera 1 pmol de produto formado por minuto nas
condi¢des do ensaio. Os tubos controle continham as mesmas quantidades de reagentes
do tubo de reagdo, porém um com o vetor vazio e outro somente com o meio de cultura

nao inoculado (branco).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao hé duvidas de que a celulose, presente nos residuos lignocelulosicos, € o
ponto de partida da indUstria para o futuro. A expectativa das indistrias ¢ diminuir as
etapas iniciais de produgdo, e tornar o processo mais rentdvel e menos oneroso. A
utilizagdo de enzimas celuloliticas, com melhor desempenho, pode, portanto, reduzir a
suplementagdo das celulases para a conversao total de celulose em glicose durante a
fermentagdo (JORDAN et al,2012). Para obter uma enzima melhorada, pesquisadores ja
adotam vérias abordagens, como a expressao heterologade celulases, de diversas fontes,
com a inten¢do de produzir essa enzima em grande escala (SINGH et al., 2016). Desta
forma, o estudo aqui desenvolvido inclui a clonagem e expressao, em P. pastoris™, de
um gene para uma [B-glicosidase do inseto 7. licus licus e de um gene para uma f-1,4-
endoglucanase de A. grandis, visando avaliar o potencial dessas enzimas em futuras

aplicagoes biotecnologicas.

6.1. Analise dos Transcriptomas de 7. licus licus e A. grandis

Os transcriptomas de 7. licus licus e A. grandis forneceu dados sobre os genes
relacionados a degradacao da celulose em insetos praga. Neste estudo, uma ORF de
1473 pb foi identificada na biblioteca de cDNA de 7. licus licus, codificando uma [-
glicosidase de 490 residuos de aminoacidos (denominada Tlic-B-glul). Outra ORF de
654 pb, foiidentificada na biblioteca de 4. grandis, codificando uma f-1,4-
endoglucanase de 217 residuos de aminoacidos (denominada AgraGH45-1). Ambos os
genes foram clonados e as enzimas codificadas foramexpressas com sucesso em P.
pastoris™.

A andlise do transcriptoma ¢ uma ferramenta necessaria para entender melhor a
biologia desses insetos-praga. Nao ha relatos de um sistema de criacdo, com todo o
ciclo, em laboratorio de T. licus licus, o que dificulta um estudo completo de seu
desenvolvimento. A falta de dados sobre a fisiologia e biologia molecular de 7. licus
licus motivou, portanto, o sequenciamentode seu transcriptoma. Relatos recentes
confirmam a presenga de genes relacionados a degradacdo da celulose em insetos
Coleopteros (IBARRA et al, 2019), assim como na ordem Lepdoptera, ja publicado por

Pauchet e seus colaboradores em 2009.
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Durante a elucidagdo do transcriptoma, foi realizada uma andlise mais
aprofundada, comparando-se as sequéncias do intestino médio para identificar
transcritos de genes envolvidos na digestdo de celulose. Nesse sentido, o0s
transcriptomas do intestino médio tornaram-se o principal sistema de estudos dessas
espécies para a prospeccao de enzimas com fins biotecnolégicos (FIRMINO et al, 2013;
FONSECA et al, 2015). Atualmente, os dados disponiveis para estudos residem no
transcriptoma de varios estdgios de desenvolvimento dos insetos (ovos, larvas em
estagio inicial, larvas em estdgio final, pré-pupas, pupas e adultos machos e fémeas),
carcaca e intestino médio (FONSECA et al, 2015). Como ja descrito anteriormente
neste estudo, a espécie 7. licus licus apresenta habito endofitico, alimentando-se do
colmo da cana-de-agucar. Essa caracteristica pode ter influenciado na expressao
diferencial das enzimas digestivas, tornando-as mais ativas, em comparacao ao nivel de
degradacao, observada em outra broca-da-cana, o inseto-praga, Diatraea saccharalis
(Lepidoptera).

E importante salientar que, durante o sequenciamento, as sequéncias de
contaminantes (procaridticas, virais e mitocondriais) foram removidas apos andlise.
Assim, parece ndo haver influéncia significativa de contaminacao por DNA procarioto
na biblioteca de cDNA de T. licus licus e A. grandis (FIRMINO et al, 2013; FONSECA
et al, 2015).

Para iniciar a confirmacdo e a identificacdo dos genes de interesse, o
alinhamento multiplo de residuos de aminoéacidos foi uma ferramenta norteadora. A
sequéncia de aminoacidos TlicBglucl foi identificada na familia Glicosil Hidrolase 1
(GH1) (Figura 9A). Observou-se que os motivos cataliticos NEPW (residuos 184-187) e
TENG (residuos 391-384) foram conservados em comparagdo a outras B-glucosidases
GHI. E provavel que os dois 4acidos glutdmicos conservados E187 ¢ E399 em
TlicBglucl atuem como sitio catalitico e nucleéfilo, respectivamente, como descrito em
outras B-glicosidases GH1 (LIU et al, 2011).

A sequéncia de aminodcidos prevista de 4. grandis, AgraGH45-1, compartilhou
uma identidade com outras glicosil-hidrolases da familia 45 (GH45), como a Rf-GH45
de Rhynchophorus ferrugineus (74%), e Oa EGase Il de Oncideres albomarginata
(56%). Todos os aminoacidos sdo conservados nos dominios cataliticos de [B-1,4-
endoglucanase. No entanto, as trés sequéncias mostram pequenas diferencas entre os
aminodcidos nos locais de glicosilagdo. Os resultados do BLASTx também

demonstraram uma fraca similariedadecom a glicosil hidrolase de Aspergillus niger
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(GH61), mostrando apenas 22% de identidade com AgraGH45-1 (Figura 9B).

Esses dados corroboram com os dados ja conhecidos em coleopteros e

lepidopteros, quepossuem numero varidvel de glicosil hidrolases em seus genomas
(GH1, GHS, GH9, GH45 e GH48) (DANCHIN et al, 2012; SRIVASTAVA et al, 2018;
KIRSCH et al, 2019).
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Figura 9. Alinhamento das sequéncias génicas.

A) Alinhamento da seqiiéncia de aminodcidos de [B-glicosidases em Lepidopteras. B-glicosidases listadas:
TlicBglucl (este estudo), S. frugiperda (AAC06038.1) e Plutellaxylostella (XP_011557578.1). A linha
tracejada sublinhada: local de clivagem do peptideo sinal nativo. As sequéncias sublinhadas contém os residuos

de acido glutamico (marcado com uma ponta de seta escura), responsaveis pela atividade glicosil-hidrolase. As

letras em negrito correspondem aos residuos de aminoacidos envolvidos na ligagdo ao substrato.

B) Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de B-1,4-endoglucanases de Coleopteros. -1,4-endoglucanases
listadas: AgraGH45-1 (este estudo), Rf-GH45 de Rhynchophorus ferrugineus ¢ Oa EGase Il de Oncideres
albomarginata. O peptideo de sinal estd sublinhado no extremo N-terminal. Quadrante: local catalitico
conservado, incluindo 4acido aspartico catalitico. Os locais potenciais de N-glicosilagdo estdo sublinhados

abaixo do alinhamento. As setas escuras indicam residuos de cisteina conservada.

Essa classificagdo das glicosil hidrolases (GH) pode ocorer por dois métodos.
Uma baseada na especificidade em relacdo ao substrato, e outra, baseada na sequéncia
de nucleotideos identificados. A classificagdo baseada na especificidade ao substrato
ndo ¢ muito informativa, uma vez que existem multiplos substratos que ndo podem ser
determinados para uma enzima individual (SRIVASTAVA et al, 2018). Neste estudo,
classificamos a enzima TlicBglucl, como GHI1 e a enzima AgraGH45-1, como GH45,
com base na sequéncia nucleotidica identificada. Este sistema de classificagdo ¢
amplamente aceito por fornecer informacdes estruturais sobre outros membros da
mesma familia, por meio de ferramentas de bioinformatica (SRIVASTAVA et al,
2018). Na familia GH, as endoglucanases sdo as enzimas responsaveis pela rapida
solubilizacao do polimero celuldsico (redugdo do grau de polimerizagdo), assim como
sdo responsaveis por iniciar a hidrolise da molécula de celulose. Por isso, sua

classificacdo também ¢ baseada na especificidade em relacdo ao substrato. Desde 2004,
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o substrato preferencial para verificar a atividade das endoglucanases ¢ a
carboximetilcelulose-CMC (ZHANG et al, 2004).Identificada entdo, as familias dos
genes candidatos, os seus transcritos, 7licBglucl e AgraGH45-1, foram analisados por
qPCR, confirmadaassim, um elevado nivel de expressdo no estagio larval final e no
intestino médio de T.licus licus (Figura 10), e de A.grandis (Figura 11), mais expresso
no intestino médio do que na carcaca. Segundo Terra e Ferreira (1994), o intestino
médio ¢ a parte mais importante da digestdo de carboidratos no sistema digestivo de

insetos.

Relative Quantity
b

Relative Quantity
w

10 1 | T

1
: M :
0 I:l ; ; === 0

Egg ELI LLI Pupa Moth

(a) (b)

Carcass Gut

Figura 10. qRT-PCR dos transcritos 7licBglucl. Padrdo de expressdo do gene TlicBglucl em diferentes
estagios da vida. (A) A expressdao do novo gene TlicBglucl foi avaliada por qPCR em diferentes estagios da vida
dos insetos (ovo, estagio larval inicial [ELI], estagio larval tardio [LLI], pupa, adulto) para determinar o estagio
em que o gene exibe maior expressdo. De acordo com os resultados, o gene foi amplamente expresso ao longo
do ciclo de vida do inseto, mas a expressao aumentou significativamente no LLI, quando o inseto exigiu a maior
utilizagdo de glicose. (B) No estagio larval, a expressdo do geneTlicBgluc foi avaliada no intestino médio e na
carcaga. Os transcritos do gene foram mais detectados no intestino. TlicGAPDH e TlicRPS18 foram escolhidos
como genes normalizadores enddgenos e a expressdo relativa foi calculada usando o método 2-ACt. Barras
representam 5% de erro padrio.
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Figura 11: qRT-PCR dos transcritosAgraGH45-1. Perfil de transcricdo do AgraGH45-1 em tecidos de adultos e
larvas de A. grandis, incluindo o intestino médio e a carcaga. A carcaga compreende todos os outros tecidos de
insetos, mais o intestino. Em ambos os estagios, o gene AgraGH45-1 ¢ muito mais expresso no intestino médio do

que na carcaca.

6.2. Clonagem e subclonagem

Apo6s o desenho dos pares de primers para a clonagem, estes foram sintetizados

(Tabela 3). Foi realizada a extragdo do RNA total intestinal de 7. /icus licus,assim como

de A. grandis,bem como a amplificagdo do cDNA via RT-PCR.

Tabela 3. Oligonucleotideos para clonagem das ORFs dos genes candidatos.

Primer PrimerSequéncia 5° - 3’ Ta(°C) Fragmento
esperado
TlicBgluclFw 5> ATGGTGTTGGCCTGTAGTGCC 3° 580 1.473 pb
TlicBgluclRy 5" _TTAGTCGACTGTAACTCTGGTCTTTATTATCTG 3*  58° 1.473 pb
TlicBglucl qPCR-Fw CCACAAAAACTTCAAGAGTTAGGC - -
TlicBglucl gPCR-Rv ACTCTGTCACCGAACTTTTCGT - -
AgraGH45-1Fw 5'ATGTGACGAGCTCCCTACAGA 3’ 60° 654 pb
AgraGH45-1Rv S'TTCAGTTGGGCAGGTAATTTG 3° 60° 654 pb

AgraGAPDH qPCR _F
AgraGAPDH gqPCR R
AgraBtub_qPCR_F

AgraBtub_qPCR R

AGATCGTCGAGGGTCTGATG

AAGGCGGGAATGACTTTACC

GGTTGCGACTGTTTACAAGG

GCACCACCGAGTAAGTGTTC

As sequéncias codantes foram analisadasin silico no servidor NEBCutter V2.0

(BioLabs) para mapear sitios de restricdo existentes e inexistentes dos genes de

interesse. Apos esta andlise foram desenhadosnovos primerspara a subclonagem no

vetor de expressdo, onde se adicionou nas extremidades 5’ e 3’ as endoglucanases de
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restricao (Tabela 6).

Tabela 6. Sitios de restri¢do adicionaos aos primers para subclonagem.

Gene Primers com os sitios de restricio sublinhados Enzimas de Orientacio
restricao

TlicBglucl PsT1 Forward
5’TAACTGCAGATACCATAAAACAGCAGAGAA 3’

TlicBglucl Sal 1 Reverse

S’TTAGTCGACTGTAACTCTGGTCTTTATTATCTG3’

AgraGHA45-1 EcoR 1 Forward
S'TAAGAATTCCACTTAGCGGTTCTGGAACTACT 3’

AgraGH45-1 Sal 1 Reverse

5' TTAGTCGACCATATTGTCATTTACACAACC 3'

Os vetores de clonagempGEM®-T Easy foram amplificados e os plasmideos
extraidos dos clones transformantes foram digeridos com as enzimas de restricao
especificaspara cada inserto. As andlises confirmaram a presenca dos insertos, assim

como a integridade do vetor de clonagem(Figura 12).

Figura 12. Analise de restrigdo do vetor

& pGEM®-T Easy com os genes candidatos.

- M s (A) Digestao do vetor pGEM®-T Easy

ase a, 2000 (3000 pb) com endodonucleases Pstl e
Ema-cg_. l Sall do gene TlicBglucl(1473pb-seta).

:::_: ,,m—- . e - (B) Digestio do vetor pGEM®-T Easy

ik — (3000 pb) com endodonucleases EcoRI e

527 - N Sall do gene AgraGH45-1(654pb-seta).

A B M) Marcador Ladder Plus 1 kb (Gibco).

Com os novos primerspara a subclonagem no vetor de expressdo, foram
realizadas outras PCRs nas mesmas condigdes descritas nas Tabelas 4 e5. As bandas
amplificadas com estes primers foram excisadas e utilizadas para subclonagem no vetor
de expressao pGAPZa-B expresso com umatag His6 C-terminal em P. pastoris™. Os
vetores contendo os genes de interesse foram linearizados e utilizados para
transformagdo de P.pastoris™ por eletroporacdo com as constru¢des?/icBglucl-
pGAPa-B-His4-Zeo, AgraGH45-1-pGAPa-B-His4-Zeo e pGAPa-B-His4-Zeo (controle
negativo). Apdés a ligacdo génica e transformacdo, o DNA plasmidial das
construgdesforam digeridas com endoglucanases especificas para o gene TlicBglucl

(Figura 13) e AgraGH45-1 (Figura 14) confirmando os fragmentos esperados.
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2.000. = Figura 13. Presenga do gene 7licBglucl no genoma da levedura

3.000- = : — transformada confirmada com as digestdes:

“000- (@) Pstl e EcoR 1 (900 pb); (b)Pstl e Sall (1473 pb): gene

1000 - [— 4‘ TlicBglucl;(c) EcoRI e Sall (500 pb); Eletroforese em gel de agarose
1% corado com brometo de etideo. M) Marcador 1 kb Ladder Plus

(Gibco).

iw Figura 14. Presenca do gene AgraGH45-1 no genoma da levedura
transformada confirmada com as digestdes.

==
ﬁ -~ 1) DNA plasmidial sem digestdo. 2) Digestdo comEcoRI e Sall (650
- ‘ pb): gene AgraGH45-1. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com
- brometo de etideo. M) Marcador 1 kb Ladder Plus (Gibco).

5

E -

6.3. Expressao recombinante/heterdloga

A preferéncia, nas industrias, é por sistemas de expressdo protéica utilizando
modelos eucariotos (WYSOCKA-KAPCINSKA, et al 2010). Essas proteinas
celuldsicas industriais apresentam de forma geral, melhores atividades em temperaturas
compreendidas entre 45 e 65 °C e em valores de pH mais 4cidos, na faixa de 4,0 a 5,5
(MARTINS et al, 2018). Para verificar esses parametros, as enzimasp-glicosidase
TlicBglucl e B-1,4-endoglucanase AgraGH45-1 deste estudo, foram expressas como
proteinas soltuveis, analisada por SDS-PAGE e Western blotting. A expressdo da B-
glicosidase TlicBglucl foi confirmada por ensaio de imunotransferéncia identificada
com peso molecular de aproximadamente 50 kDa, consistente com o estimado a partir
da sequéncia de aminoacidos (Figura 15).A expressao da [-1,4-endoglucanase
AgraGH45-1 também foi confirmada no ensaio, identificada com peso molecular de

aproximadamente 35 kDa (Figura 16).
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Figura 15. Analise da expressdo da proteina recombinante por SDS-PAGE e Western blotting
de TlicBglucl.

(A) Analise por SDS-PAGE de colonias com vetor vazio e colonias de P. pastoris™
transfectadas com 7licBglucl-pGAPZao-B. O fragmento transfectado com vetor vazio (EV) nao
exibe banda correspondente de 50 kDa de acordo com o mw previsto. As colonias 1 ¢ 2 exibem
baixa expressdo proteica e as colonias 3 a 5 exibem alta expressdo proteica prevista por MW,
(B) A analise por Western blotting confirma a presenca da preoteina TlicBglucl no
sobrenadante da expressdo da colonia 3 a 5 com uma Unica banda imunomarcada com o
correspondente aproximado.

Figura 16: Analise da expressdo da proteina recombinante por SDS-PAGE e Western blottingde AgraGH45-
1.
(A) Analise por SDS-PAGE de coldnias com vetor vazio (EV) e colénias de P. pastoristransfectadas com
AgraGH45-1-pGAPZa-B (1 e 2). O fragmento transfectado com vetor vazio (EV) ndo exibe banda
correspondente de 35 kDa de acordo com o mw previsto. As coldnias 1 e 2 exibem alta expressdo protéica
prevista por MW.

(B) A analise por Western blottingconfirma a presencga da proteina AgraGH45-1(1) no sobrenadante da
expressdo com uma unica banda imunomarcada com o correspondente aproximado.
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A maioria das B-glicosidases e P-1,4-endoglucanase usadas em aplicacdes
industriais sdo derivadas de espéciesfungicas (GUNATA et al, 1999; KROGH et al,
2010; LI et al, 2010). No entanto, essas isoformas nao-fingicas expressas neste estudo,
podem fornecer alvos enzimaticos para aplica¢des industriais. Até o momento, nenhuma
pesquisa relatou o inseto-praga 7. licus licus como uma fonte importante para a
obtencdo de novas celulases. Esse potencial destrutivo da praga ¢ um diferencial, ¢ a
adaptacdo de suas enzimas digestivas ao degradar a biomassa da cana-de-acucar. Este
inseto passa a maior parte do seu ciclo de vida alimentando-se dentro da planta. Essa
caracteristica pode ter influenciado a expressao diferencial de suas enzimas digestivas,
tornando-as mais eficientes para a degradacdo de dissacarideos que propiciou sua
evolugdo. Portanto, nds acreditamos que 7. licus licuse A. grandis poderiam ser um
recurso valioso para a obten¢do de celulases uteis industrialmente. Outra -glicosidase
ndo-fungica foi descrita. Liu e seus colaboradores (2011) expressaram uma [3-
glicosidase com dominio catalitico na familia GHI, derivada de uma biblioteca
metagendmica da microbiota marinha. Assim como formas fungicas descrita por Bonfa
(2016), que caracterizou uma B-glicosidase de 50 kDa (BG50) produzida pelo fungo
termofilico Myceliophthora thermophilacultivado em meio soélidocontendo uma
mistura de bagago de cana e farelo de trigo, e cuja enzima mostrou atividade 6tima a 60
°C e pH 5,0; e por Chen et al. (2012), que relataram uma [-glicosidase expressa em P.
pastoris™ do fungo Neocallimastix patriciarum, que apresentou dominios cataliticos na
familia GH3. Foi também descrito que besouros codificam suas proprias celulases,
devido sua capacidade de degradar a celulose. No inseto Gastrophysa viridula, foram
identificadas trés supostas celulases da familia glicosil hidrolase GH45 e GH9. Por meio
da expressdo heteréloga e ensaios funcionais, as enzimas endo-f-1,4-glucanase, se

mostraram ativas na celulose amorfa (BUSCH et al, 2018).

6.4. Caracterizacao funcional das enzimas TlicBglucl e AgraGH45-1

A capacidade das enzimas recombinantesdeste estudo, de digerirem celulose
amorfa, foi observada no ensaio de difusdo radial com a formacdo de um halo de
degradacao. A atividade da [-glicosidase TlicBglucl foi determinada usando os
substratos carboximetilcelulose-CMC e celobiose.A formagao do halo de degradacao foi
observada tanto para CMC como para o meio enriquecido com Celobiose, o que

confirmou a atividade celuloliticaentre 28 ° C e 45 ° C, uma maior atividade a45°C e
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pH 4,5 (Figura 17).A atividade dep-1,4-endoglucanase AgraGH45-1, também foi

detectada no ensaio de degradacao de CMC, ativa a 50 ° C e pH 5,0 (Figura 18).

) EV TheBgluct
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v 28 °C oG E Ty 45°C 50 C

()

0000

Figura 17: Atividade celulolitica qualitativa da enzima recombinante [-glicosidase

TlicBglucl em substratos de carboximetilcelulose (CMC) e celobiose.

(A) B-glicosidase TlicBgluclexibe afinidade por CMC e celobiose em condigdes ideais de
reagdo. Colonias transfectadas com EV ndo exibiram atividade hidrolitica, enquanto colonias
positivas foram capazes de hidrolisar substratos, observados através de um halo de

degradag@o.

(B) Efeito da temperatura na atividade B-glicosidase TlicBglucl. A enzima pode atuar na
degradagdo do substrato entre 28 © C e 45 ° C, e uma atividade mais alta a 45 ° C.
Temperaturas mais altas podem ser consideradas para limitar essa atividade enzimatica

especifica.

(C) efeito do pH na atividade de B-glicosidase TlicBglucl. A atividade enzimatica foi testada
em meio de reagdo variando de pH 4,0 a 6,0. Em todos os pHs testados, a enzima exibe
atividade hidrolitica, mas a atividade mais alta foi observada em pH 4,5, sugerindo uma

enzima com afinidade acida.
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Figura 18: Atividade celulolitica qualitativa da enzima recombinante [3-1,4-
endoglucanase AgraGH45-/ em substrato de carboximetilcelulose (CMC).

(D) Cultura de P.pastoris™ transformado com vetor vazio (50 pL) (controle
negativo).

(II) Cultura de P. pastoris™ transformada com pGAPZa-B / AgraGH45-1 (50 pL).
Os halos brancos sobre fundo escuro indicam que a atividade em B amostra ¢
superior ao controle.

A CMC ¢ tradicionalmente utilizada para quantificar atividade de
endoglucanases,e celobiose para [-glicosidases (ZHANG et al, 2004). Como foi
realizado por Byeon e seus colaboradores (2005), na qual demonstraram a atividade
enzimatica de uma B-glucosidase digestiva de Bombyx mori(Lepidoptera), detectada em
pH 6,0 a 35 °C, em placas contendo celobiose. Também foi observado na atividade dos
genes clonados e expressos heterologicamente em E.coli BL21, do fungo filamentoso
Thermofilum adornatum, cujaatividade enzimatica das proteinas recombinantesfoi
caracterizada com CMC, revelando uma glucanase multifuncional capaz de hidrolisar
beta-1,4-glucosideos (ZAYULINA et al, 2020).Para confirmar a atividade celulolitica
dap-glicosidase7licBglucl, observada no substrato com CMC e celobiose,foi analisado
a quantidade de glicose liberada no ensaio com 3,5- dinitrosalicilicométodo acido-DNS.
Os resultados mostraram uma atividade enzimatica duas vezes superiores (4,76 mM) ao
nivel basal (controle negativo) dos extratos protéicos da expressdo em P. pastoris™

(Figura 19).
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Figura 19. Atividade enzimatica B-glicosidase TlicBglucl no ensaio de quantificacdo de acticar redutor
mediado por DNS. O sobrenadante enriquecido com enzima da expressdo de P. pastoris foi incubado
com solugdo CMC e a liberagdo de agucares redutores pelo processo hidrolitico foi quantificada no
ensaio de DNS. O sobrenadante foi incubado com o substrato celulésico por até 20 minutos. O meio nao
inoculado (YPD-CMC) e o meio inoculado transfectado com EV (YPD-CMC/EV) também foram
detectados para descartar aglicares redutores residuais presentes no meio dereagdo ¢ na atividade basal
de outras hidrolases de P. pastoris™. A atividade de TlicBglucl (YPD-CMC/ TlicBglucl) pode
enriquecer o meio de reagdo em equivalentes de glicose aproximadamente o dobro do controle (glicose
de 2,13 mM a glicose de 4,76 mM).

0
rendimento de etanol em fun¢do do substrato, em estudos que analizam a sacarificagdao
enzimatica do bagaco de cana-de-agucar, assim como a bioconversao de aglcares
simples para utilizagdo em biorrefinarias (LAMOUNIER et al, 2020). Da mesma forma,
para confirmar a atividade celulolitica de pB-1,4-endoglucanase AgraGH45-1, foi
utilizado outro substrato, hidroetilcelulose-HEC, onde a enzima recombinante mostrou-

se ativa (Figura 20).
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Figura 20: Avaliagdo da atividade enzimdtica B-1,4-endoglucanase AgraGH45-1.
Atividade com pH variando de 3,0 a 9.0. A reagdo enzimatica foi iniciada pela adig¢o
de 50 ml de OBR-HEC (5 mg / ml) como substrato. Cada ponto é a média de trés
medig¢des. O aumento no Abs 550 nm € proporcional a degradagdo do substrato.

As PB-1,4-endoglucanases derivadas de microorganismos termofilicos,
geralmente apresentam atividade em substrato com hidroxietilcelulose (OBR- HEC) em
pH 6,5 a 40 ° C (WIERZBICKA-WOS et al, 2019). Na ordem Coleoptera, algumas p-
glicosidases ja foram descritas na literatura. AB-glicosidase do intestino médio de
Leiptinotarsa decemlineata (Coleoptero), por exemplo, apresentaram atividade na faixa
de pH entre 4,0-5,5 a 50 ° C (SZILAGY] et al, 2019). Yapi et al (2009) demonstraram a
atividade otima da B-glicosidase de Rhynchophorus palmarum (Coleoptero) em pH 5,0
a 55°C. No intestino médio de Rhodnius prolixus (Hemiptero) o valor 6timo de pH foi
4,5 (TERRA et al, 1988). Na ordem Lepidoptera, uma B-glicosidase digestiva foi
purificada de S. frugiperda. Este inseto-praga ¢ conhecido pela diversidade de culturas
de plantas que ataca, e suas enzimas apresentaram dois sitios ativos que hidrolisam o p-
nitrofenil-d-glucosideo (NPPGIlu) e celobiose (MARANA et al, 2000). Apesar da
presenca de muitas atividades carboidroliticas nos insetos, seus mecanismos
celuloliticos sdo pouco conhecidos. Enquanto genes da celulase estdo ausentes no
genoma da Drosophila melanogaster, por exemplo, outros insetos como cupins,
besouros, produzem suas proprias celulases (BUSCH et al, 2018). Estudos moleculares
apresentam hipoteses sobre os mecanismos pelos quais, os insetos e seus simbiontes
microbianos, digerem celulose no intestino médio (HAHN et al, 2007; GABRISKO &
JANECEK, 2011; WATANABE & TOKUDA,2014). Ha relatos de que as enzimas
digestivas apresentem uma plasticidade adaptativa para promover uma absor¢ao

nutricional altamente eficiente (MOTOYUKI et al, 1994). Em 2015 uma nova hidrolase
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de sacarose foi identificada em Bombyx mori, Trilocha varians e Samia cynthia ricini
(WANG et al, 2015).

Os lepidopteros desenvolveram uma capacidade aprimorada de hidrolisar
sacarose, sua principal fonte de energia. J4 foram identificadas duplicagdes génicas e
embaralhamento de exons em diferentes regides microssinténicasnos modelos Bombyx
mori € Amyelois transitella (WANG et al, 2015).0 trato digestivo das Lepidopteras ¢
conhecido por sua alcalinidade. O seu sistema digestivo ¢ bem diferente dos outros
insetos e muito mais complexo. De fato, suas enzimas digestivas evoluiram para um pH
otimo ideal, no entanto, as modificacdes genéticas e mecanismos adaptativos dessas
enzimas digestivas ainda ndo foram esclarecidos (LI et al, 2017).

Para demonstrar como a biologia digestiva dos insetos ¢ passivel de
modificagdes, uma pesquisa em Lepidopteros teve como objetivo verificar como os
nanomateriais podem comprometer a biologia digestiva desses insetos. Trataram folhas
da mamona com diferentes concentragdes de nanoparticulas de prata (AgNPs) e
alimentaram dois insetos-pragas, Ricinus communis € Achaea janata. Usando a
microscopia eletronica de transmissdo, células intestinais foram analisadas e observadas
um acumulo de nanoparticulas de prata nas organelas celulares. O efeito dos
tratamentos provocaramdiferengas nas atividades enzimaticas desintoxicantes, nas
carboxilesterases (CarE), glicosidases (Glu) e glutationa S-transferases (GST) no
intestino larval. Isso sugere que a exposicdo das larvas as nanoparticulas induz o
estresse oxidativo (YASUR et al, 2015).

Outros insetos-praga, como os insetos fitofagos, também pode ser uma fonte de
prospeccdo de novas enzimas celuloliticas com aplicagdes industriais. Foram
identificados, pela primeira vez, em Zigentoma, altos niveis relativos de atividade
celulasica, quando comparados a grupos de insetos ja conhecidos,como os cupins. O
objetivo desse trabalho foi fornecer uma caracterizagdo morfo-histologica da digestao
da celulose e identificar celulases altamente ativas presentes nos fluidos digestivos, por
meio de nano cromatografia liquidos, além da andlise do transcriptoma intestinal. Foram
identificadas endoglucanases putativas, correspondentes a enzimas de artrépodes; e
endo-1,6-B-glicosidases correspondente a enzimas bacterianas (HUANG et al, 2015;
POTHULA et al, 2019).

Os padrdes 4acidos descritos neste estudo corroboram com a preferéncia
industrial, onde as celulases mais adequadas para este fim devem apresentar atividade

estavel, em pH 4,0-5,0 e temperaturas de 40 a 50 °C (CALIL et al, 2013), assim como
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foi descrito a atividade da celulase comercial Novo 188 (Novozymes), com tolerancia a
acidez em pH 4 (SINGHANIA et al, 2010; JORDAN et al,2012). Portanto, uma
possivel transferéncia de genes da microbiota para o inseto e outras modalidades
genéticas evolutivas podem justificar a atividade enzimatica acida observada no
trabalho de Byeon (2005) e neste trabalho também. Como a maioria das celulases
comerciais adequadas para conversao de etanol 2G demonstram melhor atividade em
pH variando de 4 a 5 e em temperaturas proximas a 50 °C (FISCHERet al, 2013), as
enzimas recombiantes aqui elucidadas, poderdo ser alvo de pesquisas complementares,
para, em um futuro préximo, contribuir com o processo de hidrolise enzimatica na

producao de biocombustiveis.
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7. CONCLUSAO

Este estudo teve como objetivo, estudar genes que estdo envolvidos na
degradacao da biomassa vegetal, presentes nos genomas de dois insetos praga: T.licus
licus e A. grandis. Foi verificado que o produto da expressao heterdloga dos genes
clonados degradaram a celulose, apresentado assim, atividade enzimatica. Estes dados
reforcam a importancia de identificar a bioquimica digestiva desses insetos praga com o
objetivo de produzir ferramentas biotecnoldgicas, para as industrias que utilizam a
biomassa vegetal como matéria-prima. Além disso, este estudo apresentou indicios, ja
descritos na literatura, de que os insetos-praga carregam em seus genomas genes que
expressam enzimas da familia Glicosil Hidrolases, tornando-os excelentes predadores
de materiais lignoceluldsicos. Outro dado relevante ¢ que as proteinas expressas
apresentaram atividade o6tima na faixa de pH 4 a 6, e temperaruras de 45 a 50 °C, perfil
enzimatico preferencial das industrias.

Estudos futuros poderdo elucidar a atividade acida das proteinas expressas de
T.licus licus, uma vez que o pH dos lepdopteros ¢ alcalino. Bem como a identificagcdo de
mutacdes génicas que tornaram este inseto o maior predador da cana-de-agucar. Outro
dado importante ¢ que os genes clonados apresentaram sua expressdo mais significativa
nos estagios larvais e no intestino médio, local onde ocorre a maior degradacdo e
absorcdo de carboidratos. Os transcritos apresentaram maior atividade no periodo em
que o inseto estava se alimenntando da cana-de-agucar e do botdao floral,
respectivamente. Os dados gerados e discutidos neste estudo confirmam a clonagem e
expressao de celulases dos insetos-praga, T.licus licus e A. grandis, uma B-glicosidase e
uma endo-1,4—B-glucanase, respectivamente. Essas celulases expressas no sistema
heterdlogo P.pastoris™, secretadas no sobrenadante, sdo funcionalmente ativas. Com
esses dados iniciais, serd possivel contribuir com estudo sobre a bioquimica digestiva
dessas pragas, que poderdo ser aplicadas na producdo de enzimas em processos

biotecnologicos industriais.
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Enzymatic activity of a recombinant p-1,4-endoglucanase from the Cotton Boll

Weevil (Anthonomus grandis) aiming second generation ethanol production
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In the last years the production of ethanol fuel has started to change
with the introduction of second- generation ethanol (2G Ethanol) in the
energy sector. However, in Brazil, the process of obtaining 2 G ethanol
did not reach a basic standard to achieve relevant and economically
viable results. Several
studieshavecurrentlybeenaddressedtosolvetheseissues.Acriticalstageint
hebioethanolproduction is the deployment of efficient and stable
enzymes to catalyze the saccharification step into the process of
biomass conversion. The present study comprises a screening for genes
coding for plant biomass degradation enzymes, followed by cloning a
selected gene, addressing its heterologous expression, and
characterizing enzymatic activity towards cellulose derived substrates,
with a view to second- generation ethanol production. A cDNA database
of the Cotton Boll Weevil, Anthonomus grandis (Coleoptera:
Curculionidae), an insect that feeds on cotton plant biomass, was used
as source of plant biomass degradation enzyme genes. A larva and adult
midgut-specific g-1,4-Endoglucanase-coding gene (AgraGH45-1) was
cloned and expressed in the yeast Pichia pastoris. Its amino acid
sequence, including the two catalytic domains, shares high identity with
other Coleoptera Glycosyl Hydrolases from family 45 (GH45). AgraGH45-
1 activity was detected in a Carboxymethylcellulose (CMC) and
Hydroxyethylcellulose (HEC) degradation assay and the optimal
conditions for enzymatic activity was pH 5.0 at 50 °C. When compared to
commercial cellulase from Aspergillus niger, Agra GH45-1 was 1.3- fold
more efficient to degrade HEC substrate. Together, these results show
that AgraGH45-1 is a valid
candidatetobeengineeredandbetestedfor2Gethanolproduction.

In the last 44 years, Brazilian fuel industry makes progress in the production
of ethanol fuel. Sugar cane is the
mainrawmaterialusedinthecountryforethanolproduction,whichhasbeenverysu
ccessfulinrecentyears'?.

Untilnotthatlongago,thecountry’sproductionwaslimitedtothefermentationofsu
garcanemolasses.Howeversince2007several2Gethanolresearchfundingproject
shavebeenestablished,withthefoundingofnewlabo- ratories and research
institutions. These projects came to fruition with the start of large-scale 2 G
ethanol pro-
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duction,whenin2014thefirstthreecommercial2Gethanolplantsstartedoperating?
.Besidesallscientificand
technologicalfoment,Brazilian2Gethanolindustryfacedsomeproblems,suchase
nzymescost,tokeepsustain- ableactivitiesandsupplythemarketfuel.
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The conversion of plant cell wall polysaccharides into second-generation ethanol has
been studied by different approaches, ranging from the use of genetically modified
plants, which are developed for obtaining plant cell walls that are more sensitive to
enzyme degradation3,6, up to engineering more efficient enzymes that are applied in
chemical techniques for biofuel production7,8. Specific enzymes acting on the
hydrolysis of B-glycosidic bonds in cellulosic biomass are still a limiting factor in this
respect. While the production of cellulases has increased

over the years, there has been a decrease in the costs of saccharification processes for
the production of fer- mentable sugar7,9. Studies about enzymes production and
stabilization methods are in progress aiming to drop even more the cost for bioethanol
production and other industrial applications, such as feed manufacture, laun- dry, and
textile processingl0—12. This bottleneck in the development of an efficient system for
the production of second-generation ethanol underscores the needed for new enzymes
that shows high efficiency and stability, being consequently used in the conversion of
biomass into fermentable products13,14.

Although microorganisms, such as bacteria and fungi, are the primary source of
cellulolytic enzymes15—17, recently it has been found that invertebrates like insects and
nematodes possess a whole arsenal of enzymes that degrade plant cell wall, such as
glycosyl hydrolases (Endoglucanases, polygalacturonases and xylanases) and other
pectin-modifying enzymes18-20. Remarkably, it has been proposed that insects and
nematodes have acquired these enzymes from bacteria and fungi through horizontal
gene transfer with many independent events occurring along time2l. It has been
proposed that the acquisition of these enzymes have permitted insects, especially from

the Coleoptera order, to gain advantage efficiently exploring plant biomass22.
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Regarding insects, many of these enzymes have been validated in vivo at different
systems such as insect cell lines23 and yeast, especially Pichia

pastoris and Saccharomyces cerevisae24,25. Indeed, as far as we know, no
microorganism had been engineered with any insect-derived enzyme other than an
alpha-amylase from Sitophilus oryzae was used for simultaneous sac- charification and
fermentation (SSF) from raw starch aiming bioethanol production26. Moreover, insect
genomes

contain considerable amounts of genes coding for plant cell wall-degrading enzymes27,
especially  coleopteran insects from Curculionoidea and Chrysomeloidea
superfamilies23. Several insects from the same family pos- sess a number of these
enzymes such Sitophilus oryzae28, Dendroctonus ponderosae and Hypotenemus
hampei29. Specifically, the Cotton Boll Weevil, Anthonomus grandis, (Coleoptera:
Curculionidae), feeds on cotton plant biomass from floral bud and cotton boll during its
life cycle, so its digestive plant cell wall-degrading enzymes are essential for its
nutrition. We have published a transcriptome of 4. grandis30 and it could represent an
important source of genes coding to plant biomass degradation enzymes.

In this work, we report the cloning and heterologous expression of a f-1,4-
endoglucanase gene specifically expressed in A. grandis larva and adult midgut
(AgraGH45-1). The gene was expressed in Pichia pastoris het- erologous system and
the recombinant enzyme was shown to be efficient to degrade Carboxymethylcellulose
(CMC) and Hydroxyethylcellulose (HEC) at pH 5.0 and 50 °C. Here have we showed
that AgraGH45-1 activity was 1,3-fold higher and more efficient to degrade HEC than
commercial cellulase from Aspergillus niger at 50 °C. In addition, with temperatures
ranging from 40 °C to 60 °C, the efficiency of AgraGH45-1 is not as affected as the one

from commercial 4. niger cellulase.

Results and Discussion

In the Brazilian fuel industry, the process of obtaining 2 G ethanol did not reach a basic
standard to conduct the production steps in order to achieve relevant and economically
viable results. The lack of an agricultural and industrial system designed to make full
use of sugarcane, biomass pretreatment, capital cost, pentose fermenta- tion and enzyme
cost are bottle necks that need to be overcome in order to keep sustainable industrial
activity and supply Brazilian fuel market4,31. Currently, several researches are being

developed to solve these problems. Research focused on the 2 G ethanol production
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efficiency, economical processing of raw materials32, use of all ermentable fractions33,
production of efficient and profitable enzymes34,35, among others. Here we shown, in a
first step, the efforts to clone a f-1,4-endoglucanase gene from Cotton Boll Weevil (4.
grandis). After that, a func- tional recombinant enzyme (AgraGH45-1) was produced

and evaluated about its efficiency to catalyze cellulose derived substrate.

Gene selection and AgraGH45-1 clone procedures for heterologous expression.

A review of the main enzymes used in the plant biomass fermentation industry was
conducted by mining through data on current protocols of plant biomass fermentation
for the generation of bioenergy. Te glucose production from plant biomass requires a
serial action of at least three main enzymes from the Glycosyl Hydrolyse (GH) family:
B-1,4-endoglucanases, cellobiohydrolases and B-glucosidases. A search for conserved
nucleotide sequences coding for each one of these enzymes was performed under the
Arthropoda taxon in NCBI-GenBank database. Conserved sequences were used as
query in a search for similar sequences into A. grandis cDNA database. Subsequent
analyses, considering the enzyme potential for cellulose degradation, applicability to
plant biomass fermentation and BlastX hits e-value (< 1e—30), pointed to [-1,4-
endoglucanase as the best target for cloning procedures. B-1,4-endoglucanases are
crucial to break glycoside linkages that joins glucose residues in cellulose polymers, the
frst step to enzymatic cellulose degradation for obtaining the fermentable product,
glucose36. However, to an efcient bioprocess, B-1,4-endoglucanases activity should be
in synergism with other plant biomass degradation enzymes, encompassing an enzyme
consortium for which substantial pH and heat stability are fundamental. Te A. grandis
B-1,4-endoglucanases gene cloned in this work was named AgraGH45-1 and its enzyme
product was assayed for pH and temperature efciency. Te nucleotide sequence from
A grandis 454 rep c946 contig (Accession number: GABY01019746.1), comprising a
B-1,4-endoglucanase putative gene (AgraGH45-1), was frst used to design primers for
cloning the whole sequence of AgraGH45-1, including its 3" UTR by running a 3’
RACE-PCR assay (Table 1). Further, we subcloned the entire mature enzyme-coding
sequence, without the signal peptide, (named AgraGH45-1 ASP, which comprises 654
bp that are translated to 217 amino acids residues). Ten, the amplicon AgraGH45-1 ASP
was Scientific Reports | (2019) 9:19580 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-56070-1 3
www.nature.com/scientificreports/ www.nature.com/scientificreports subcloned with

restriction sites inserted on its 3’ and 5’ ends in order to allow its insertion into the
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pGAPZa-B vector in frame with the a-factor secretion signal and under control of the
GAP constitutive promoter for heterologous expression in P. pastoris (Fig. 1).
Te subcloned expression vector was sequenced and confrmed as coding to a B-1,4-
endoglucanase by BLAST based on GenBank-NCBI, confrming the sequence from A.

grandis transcriptome.

Insect transcription profile of AgraGH45-1.

Initially, we have evaluated the transcript profile of AgraGH45-1 in A. grandis adult
and larval tissues, including midgut and carcass. Te carcass comprises all other insect
tissues without the intestine. In both stages, AgraGH45-1 is far more expressed in the
midgut than in carcass (Fig. 2A,B). Tese results, together with the presence of a
predicted signal peptide, suggest that it can Gene Primer name Primer Sequence (5'-3")
AgraGH45-1 AgraGH45-1 qPCR_Fw ATGTGACGAGCTCCCTACAGA AgraGH45-
1 qPCR Rv TTCAGTTGGGCAGGTAATTTG GAPDH AgraGAPDH qPCR F

AGATCGTCGAGGGTCTGATG AgraGAPDH_gPCR R
AAGGCGGGAATGACTTTACC B-Tubulin AgraBtub qPCR_F
GGTTGCGACTGTTTACAAGG AgraBtub_gPCR_R

GCACCACCGAGTAAGTGTTC Table 1. Primers used in RT-qPCR experiments.
Figure 1. Schematic representation of the insertion of A. grandis B-1,4-endoglucanase
gene (AgraGH45-1) into pGAPZa-B expression vector. AgraGH45-1 was subcloned
between EcoRI and Sall restriction sites in frame with the a-factor secretion signal and
under control of the GAP constitutive promoter. Figure 2. Relative quantifcation of
AgraGH45-1 in diferent A. grandis tissues. Quantifcation in larva (A) and adult (B)
carcass and whole gut. Scientific  Reports | (2019) 9:19580 |
https://doi.org/10.1038/s41598-019-56070-1 4  www.nature.com/scientificreports/
www.nature.com/scientificreports be a functional enzymel9. Indeed, coleopterans from
families Curculionidae and Chrysomelidae have variable number of Glycosyl
hydrolases in their genomes, including endoglucanases19,23,37 from families GHS5,
GH9, GH45 and GH48. However, functional validation in vivo is still necessary due to
the special feature of non-functional enzymes may act as a decoy to compete with plant-
derived enzyme inhibitors, as suggested by Kirsch and colleagues20, or even new

function acquisition being specifc to a diferent substrate38.

AgraGH45-1 amino acids alignment with other endoglucanases.
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Endoglucanases are organized into 13 Glycosyl Hydrolases (GH) families based on
primary and tertiary structures similarities, substrate specifcities, as well as catalytic
mechanisms39. Such properties need to be appreciated when a recombinant enzyme is
considered for industrial purposes. Plant biomass conversion process requires
temperature and pH patterns in which both primary and tertiary enzyme structures need
to keep its stability to improve enzyme activity. Te predicted amino acid sequence of
AgraGH45-1 shares a high identity level on the active site with other functional family
45 glycosyl hydrolases from beetles (Fig. 3), such as Rf-GH45, a Rhynchophorus
ferrugineus B-1,4-Endoglucanase (74% whole amino acid identity) and Oa-EGase II, a
B-1,4-Endoglucanase from Oncideres albomarginata, which structure was modeled by
homology and suggests a polyphyletic origin for animal cellulases27. Te conservation
of tertiary structure in a recombinant B-1,4-Endoglucanase is also fundamental for
enzymatic efciency. Gao and colleagues have shown that a loop movement is needed to
the catalytic reaction in a Tielavia terrestris B-1,4-Endoglucanase40, which shares the
same catalytic mechanism than AgraGH45-1, where a aspartic acid (D), close to N-
terminus (Fig. 3), serve as catalytic acid. Te catalytic aspartic acid is conserved among
AgraGH45-1, Rf-GH45 and Oa-EGase beetle B-1,4-Endoglucanases and shown in
Fig. 3. Oa-EGase II shares 56% whole amino acid identity with AgraGH45-1. Besides
all amino acids are conserved in the catalytic domains of the three beetle B-1,4-
Endoglucanase, the sequences show slight diferences between amino acids from
glycosylation sites (Fig. 3). BLASTx results also reported a weak match against an
Aspergillus niger Glycosyl Hydrolase (GH61), showing only 22% identity with
AgraGH45-1.

AgraGH45-1 heterologous expression in P. pastoris.

Around 10 pg of pGAPZa-B/AgraGH45-1 were used to transform X-33 P. pastoris
electrocompetent cells according to procedures described in Pichia Expression Kit
(Termo Fisher Scientifc, USA). Pichia pastoris system is the method of choice for
heterologous expression of functional eukaryotic soluble proteins since this yeast is able
to perform post-translational modifcations, like N-glycosylation, required for protein
functional folding41,42. B-1,4-Endoglucanase is known to present glycosylation sites
(Fig. 3), and such post-translational modifcation is crucial for its activity43. Recently,
several [-1,4-Endoglucanase enzymes have been successfully expressed in P.

pastoris40,43,44. Te heterologous AgraGH45-1 was purifed by afnity chromatography
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and detected by Western blotting with Anti-6xHis antibody (Fig. 4). Te recombinant
enzyme was stable for fve days under expression conditions (28 °C and 225 rpm).
However, even though its predicted molecular weight is around 23 kDa, through our
Western blotting detection, it appeared to be ~35 kDa (Fig. 4). Tis may be explained by
mutation on the Kex2 cleavage site45, which could prevent the signal peptide excision
afer protein secretion. Te retention of the a-factor signal peptide could increase the
molecular weight of the recombinant protein in 10 kDa. Hiperglycosylation is also
commonly known to increase the molecular weight of recombinant proteins expressed
in P. Pastoris46. In addition, according to the parameters for heterologous production of
a recombinant enzyme, other properties, like optimal temperature and pH for enzymatic
activity, can difer from the native enzyme. Chahed and colleagues produced a GH45
endoglucanase from Sclerotinia sclerotiorum that shows maximum activity at pH 7.0
and 60 °C, against pH 5.0 and 60 °C for the native enzyme46. In another study,
Akbarzadeh and colleagues presented a recombinant endoglucanase II from
Trichoderma reesei expressed in P. pastoris with reduced disulfde bonds. Te
recombinant enzyme showed higher activity and thermostability than the native
enzyme47. Such variations could even better adjust the recombinant enzyme for
industrial physicochemical conditions for plant biomass conversion. Figure 3.
Alignment of the amino acid sequence of beetle B-1,4-endoglucanases. Signal peptide is
underscored at N-terminus end. Te conserved catalytic site, including catalytic aspartic
acid (D), is shown in a solid box. Potential N-glycosylation sites are underlined below
the alignment. Arrows indicate conserved cysteine residues. Scientific Reports | (2019)
9:19580 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-56070-1 5

www.nature.com/scientificreports/ www.nature.com/scientificreports.

Evaluation of pH infuence and substrate type on AgraGH45-1 activity.

Despite eforts for making cellulosic biofuels via enzymatic hydrolysis have begun
since the 1990s, industry is still looking for new enzyme classes displaying superior
hydrolysis kinetics and good stability for commercial purposes8,9 . Te high cost of
cellulase enzyme is one of the major barriers for commercialization of bioethanol
production from lignocelluloses biomass10. Te pH and temperature are key parameters
to improve enzymatic saccharifcation step in bioconversion processes48. Moreover, the
stability of enzymes involved in lignocellulosic degradation, when exposed to such

parameters, can contribute to a cost-efective bioethanol production. Te major part of
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commercial cellulases suitable for bioethanol conversion has shown the best activity at
pH ranging from 4 to 5 and at temperatures close to 50°C49. More recently, two
recombinant B-1,4-Endoglucanases were expressed in P. pastoris and evaluated for
optimal pH, temperature and stability (AnCel5A — from A. niger, and TtCel45A — from
thermophilic fungus Teilavia terrestris) 40,43. Both enzymes showed optimal pH and
temperature for its activity according to industrial requirements, as also achieved by
AgraGH45-1. Nevertheless, AgraGH45-1 seems to keep its higher activity in a wider
pH range. Te enzymatic activity of AgraGH45-1 over Hydroxyethylcellulose (HEC)
substrate was higher at pH 5.0 when analyzed in a range of pH from 3 to 9. Figure SA
shows that AgraGH45-1 efciency over HEC is substantially stable at pH ranging from
5.0 to 7.0, dropping only 5.5%. On the other hand, the pH range for higher activity of
AnCel5A and TtCel45A was from 4.0 to 5.0. AgraGH45- lappears to keep its activity
in a wider pH range, notably the range needed for bioethanol bioprocess. Such property
could improve its applicability for plant biomass conversion. AgraGH45-1 capability to
digest another substrate analogous to cellulose, Carboxymethylcellulose (CMC), was
also evaluated in a radial difusion assay. Te supernatant of the culture inoculated with P.
pastoris transformed with pGAPZa-B/AgraGH45-1 was able to digest CMC more than
2-fold higher than the control at pH 5.0 (Fig. 5B). Previous reports also indicated -1,4-
endoglucanase activity in pH ranging from 4.5 to 5.5 for other insects, such as
Diabrotica virgifera virgifera, Apriona germari24,50, and even for the mollusc

Ampullaria crossean51.

Evaluation of temperature on AgraGH45-1 activity.

Te efciency of AgraGH45-1 at pH 5 and temperature ranging from 40 to 60 °C was
evaluated and compared to Aspergillus niger commercial cellulase over
Hydroxyethylcellulose substrate. A. niger is the most important source of commercial
cellulases and has been used in several industrial process for cellulose bioconversion. Its
genome contains around 170 genes involved in polysaccharide degradation52.
AgraGH45-1 maximum activity was found at 50 °C, and it was 1.3-fold higher than the
one from A. niger commercial cellulase (Fig. 6). It was also observed that at 40 and 60
°C AgraGH45-1 activity falls 38% and 39%, respectively, compared to its maximum
activity, whereas commercial A. niger cellulose dropped down 61% and 45%,
respectively, compared to its maximum activity at 50 °C. Terefore, these results suggest

that AgraGH45-1 is more efcient than A. niger commercial cellulase, and its activity
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can slightly resist to temperature variation. Such AgraGH45-1 property could improve
its applicability to an efcient bioprocess for biomass conversion. Te activity of
AgraGH45-1 over CMC and HEC demonstrates the capability of that recombinant
enzyme to break glycoside bounds in such cellulose analogous substrate. However, it is
known that the efciency of some enzymes over CMC and HEC sometimes is not
reproduced over complex biomass substrates53. We have now Figure 4. SDS-PAGE
(A) and Western Blotting (B) of AgraGH45-1 expression and purifcation. (1) Negative
control (supernatant of a 5 days culture of P. pastoris transformed with empty pGAPZa-
B); (2) Supernatant of a 5 days culture of P. pastoris transformed with pGAPZa-B
AgraGH45-1; (3) 4 pg of purifed AgraGH45-1. Gel and Blot were cropped to improve
the clarity and conciseness of the presentation. Full-length blots/gels are presented in
Supplementary Fig. 1. Scientific Reports | (2019) 9:19580 |
https://doi.org/10.1038/s41598-019-56070-1 6  www.nature.com/scientificreports/
www.nature.com/scientificreports pointed our aims towards further assessing the ability
of AgraGH45-1 to degrade complex biomass-derived substrates when added to an
enzyme consortium. In order to improve biofuel production worldwide, advances in
agricultural, industrial, and technological areas should contribute to making second
generation ethanol production less expensive. Our study attempts to shed a light over

such necessity of the renewable fuel industry.

Conclusion

In this study we performed the cloning of AgraGH45-1, an A. grandis midgut-specifc -
1,4-endoglucanase, as well as assessed both heterologous expression and activity of that
recombinant enzyme over substrates analogous to cellulose. Our results strongly
indicate that AgraGH45-1 is more efcient than commercial A. niger for
Hydroxyethylcellulose degradation at 50 °C. In addition, its activity presents smaller
variation when assayed at 40 °C and 60 °C than A. niger commercial cellulase.
AgraGH45-1 can potentially be tested as an enzyme consortium component for plant

biomass digestion aiming second-generation ethanol production.

Methods
Gene selection.
A search for genes coding for plant biomass degradation enzymes from arthropods was

performed at the NCBI (National Center for Biotechnology Information -
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov) GenBank. Conserved sequences were used as query in a
search for similar sequences within Anthonomus grandis transcriptome30. An A.
grandis transcriptome contig harbouring a p-1,4-endoglucanase coding sequence
(A_grandis_454 rep c954) was selected by similarity search using the BLASTx tool54,

based on an e-value threshold of 1e—30.

Insect rearing.

Insects were obtained from a colony maintained at the Insect Breeding Laboratory at
Embrapa Genetic Resources and Biotechnology in Brasilia, DF, Brazil. Eggs, larvae,
pupae and adults were kept under Figure 5. AgraGH45-1 1 enzymatic activity
assessment. (A) AgraGH45-1 activity at pH ranging from 3.0 to 9.0. Te enzymatic
reaction was initiated by adding 50ml of OBR-HEC (5mg/ml) as substrate. Each point
is the average of three measurements. Increase in Abs 550nm is proportional to
substrate degradation. (B) AgraGH45-1 activity over carboxymethylcellulose in a radial
difusion assay. (I) Culture of P. pastoris transformed with empty vector (50 pL)
(negative control). (IT) Culture of P. pastoris transformed with pGAPZa-B/AgraGH45-1
(50 pL). Te white haloes on the dark blue background indicate that activity on B sample
is more than 2 folds higher than control. Figure 6. Efciency of AgraGH45-1 compared
to commercial A. Niger cellulase. AgraGH45-1 was 1.3-fold more efcient than A. niger
commercial cellulase to hydrolyze OBR-HEC 5mg/mL at 50 °C. When analyzed at 40
and 60 °C, the falling ratio of AgraGH45-1 activity was smaller than A. niger
commercial cellulase. Scientific Reports | (2019) 9:19580 |
https://doi.org/10.1038/s41598-019-56070-1 7  www.nature.com/scientificreports/
www.nature.com/scientificreports controlled temperature conditions (26+2°C), relative
humidity (70+£10%) and 12h:12h light:dark photo period. Insects were fed daily with
artifcial diet55.

A. grandis.

B-1,4-endoglucanase (AgraGH45-1) relative transcripts quantifcation by RT-qPCR in
larva and adult tissues To verify the expression profle of AgraGH45-1, the A. grandis
carcass and gut of both larvae and adult insects were dissected in 0.15M NaCl solution.
Total RNA was isolated using TRIzol reagent (Termo Fisher Scientifc, USA) according
to the manufacturer’s instructions. Te integrity of RNA samples was confrmed by 1.0%

agarose gel electrophoresis, and a Nanodrop spectrophotometer (Termo Fisher
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Scientifc, USA) was used to determine RNA quantity. For each sample, 2ug of total
RNA treated with Ambion DNase I (RNase-free) (Termo Fisher Scientifc, USA) was
used to synthesize the frst-strand cDNA using M-MLV Reverse Transcriptase Kit
(Invitrogen, USA) according to the manufacturer’s guidelines. OligoPerfect Designer
(Termo Fisher Scientifc, USA) was used to design primers for the reverse transcription
quantitative PCR (RT-qPCR). AgraGH45-1 specifc primers and those from the two
reference genes (GAPDH and B-tubulin) used in RT-qPCR are displayed in Table 1.
Each RT-gqPCR reaction included 5.0pL of GoTaq qPCR Master Mix 2x(Promega,
USA), 2.6uL of nuclease-free water, 0.2uL (0.2uM) of forward and reverse primers and
2.0uL of cDNA (diluted 1:20), for a total volume of 10uL. RT-qPCR assays were
performed in a CFX96 thermocycler (Bio-Rad, USA) under the following conditions:
incubation at 95°C for 20s, followed by 40 cycles at 95°C for 3s and 60°C for 30s.
Reactions were set-up in 96-well Microseal PCR plates (Bio-Rad) in triplicate. At the
end of each RT-qPCR experiment a dissociation curve for each amplicon was created to
verify the possible formation of primer dimers or sample contamination. Te efciency of
each primer for each reaction and the Cq value were calculated individually using the
gqPCR miner sofware (www.miner.ewindup.info) 56. Analyses of AgraGH45-1

expression were performed by using gBASE+sofware (Biogazelle, Belgium)57.

AgraGH45-1 cloning and insertion into expression vector.

Nucleotide sequence from the selected contig was used to design primers to clone,
frstly the whole AgraGH45-1 ORF sequence. Te AgraGH45-1 was amplifed from total
RNA extracts of A. grandis by 3" RACE-PCR and cloned in pGEM-T Easy Vector
(Promega, USA). Ten, a new primer set was designed to subclone AgraGH45-1 lacking
the signal peptide correspondent sequence. Te signal peptide sequence was identifed
using Signal-P tool58. Forward primer was designed to insert an EcoRI site (underlined)
at the 5’ end of AgraGH45-1 (AgraGH451GAPfwd: 5!
TAAGAATTCCACTTAGCGGTTCTGGAACTACT 3'). Reverse primer was designed
to insert a Sall site (underlined) at the 3" end of AgraGH45-1 (AgraGH451GAPrev: 5’
TTAGTCGACCATATTGTCATTTACACAACC 3'). The amplified material, with new
primer set, from pGEM-T-AgraGH45-1 clone was subcloned again in pGEM-T Easy,
and named pGEM-T-AgraGH45-1ASP. Tis clone was digested with EcoRI and Sall, the
insert was purifed, and then inserted into pGAPZa-B expression vector previously

digested with the same restriction enzymes, resulting in pGAPZa-B-AgraGH45-1ASP
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clone. Afer all cloning procedures a de novo nucleotide sequencing was performed to

confrm the correct insertion in frame with vector start codon.

Alignment of the amino acid sequence of AgraGH45-1 with others beetle cellulases.
Nucleotide sequence of AgraGH45-1 was translated into its amino acid sequence using
Expasy Translate tool (https:// web.expasy.org/translate/) and aligned with Oa-EGase II
(a P-1,4-endoglucanase from O. albomarginata [GenBank:GU001942]), and B-1,4-
endoglucanase from R. ferrugineus (Rf- GH45) [GenBank: ANU06045.1]. Sequences
alignment was performed with Clustal Omega tool for the multiple alignment of

sequences59 using default parameters and manually adjusted accordingly.

Heterologous expression of AgraGH45-1.

The expression vector harbouring the AgraGH45-1 (pGAPZa-B-AgraGH45-1 ASP)
was linearized with Avrll restriction enzyme and used to transform X-33 P. pastoris
electrocompetent cells according to the Pichia Expression Kit (Termo Fisher Scientifc,
USA). Transformed cells were streaked in YPG (1% Yeats Extract, 2% Peptone and 2%
Glucose) medium containing Zeocine 100 pg/mL and kept at 28 °C for four days.
Emerging colonies were screened by PCR using specifc primers. PCR positives
colonies were selected for small scale expression assay in liquid YPG/Zeocine medium
(50mL of medium, 28 °C at 225 rpm for three days). A colony transformed with

pGAPZa-B empty vector was used as negative control during expression assays.

Evaluation of pH infuence on AgraGH45-1 activity.

AgraGH45-1 activity over Hydroxyethylcellulose conjugated to Ostazin Brilliant-Red
(OBR-HEC) chromophore60 was evaluated on a range of pH. Terefore, 25uL of the
AgraGH45-1 expression supernatant was incubated for 15min at 45°C with diferent
bufers (50mM Sodium Citrate pH 3.0, S0mM Sodium Acetate pH 5.0, 50mM Sodium
Phosphate pH 7.0 and 50mM Tris/HCI pH 9.0). Te reaction was started by addition of
50uL of OBR-HEC 5mg/mL in a fnal volume of 150uL and kept for 30min at 45 °C.
Reaction was stopped by adding 900 pl of ethanol and then centrifuged at 10,000xg. Te
supernatant absorbance was read at 550nm. As a control for each reaction was used
25uL of the supernatant from an expression inoculated with P. pastoris transformed

with an empty pGAPZa-B vector. Each reaction was carried out in triplicate.
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Radial difusion assay.

Activity of the recombinant enzyme was detected as described by Jimenez and
colleagues24. Plates were prepared with agarose (1%), Congo red (0,02%) and
Carboxymetylcelullose (CMC) (0,5%) dissolved in 50mM sodium acetate pH 5.0. Afer
solidifcation into Petri plates, circular wells were punched into the agar with a Smm
diameter cork borer to a depth of 10mm. Activity assay was performed with 50 pL of
cell culture supernatant inoculated with P. pastoris transformed with pGAPZa-B-
AgraGH45-1 ASP and incubated at 45 °C overnight. Afer 24hours the residual Congo
red dye was removed by rinsing the plate with distilled water and then fxed by fooding
the plate with acetic acid (10%) for lhour at room temperature. -1,4-endoglucanase
Scientific Reports | (2019) 9:19580 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-56070-1 8
www.nature.com/scientificreports/ www.nature.com/scientificreports activity zones
appeared as white haloes on a dark blue background. As a negative control it was used
50uL of cell culture supernatant inoculated with P. pastoris transformed with empty

pGAPZa-B.

Purifcation of AgraGH45-1.

A X-33 P. pastoris colony transformed with pGAPZa-B-AgraGH45-1 ASP was
inoculated in 100mL of YPG/Zeocine 100pg/mL and kept at 28 °C and 225 rpm for 3
days. Afer that, 10mL of the culture was used to inoculate 1 L of YPG/Zeocine 100 pg/
mL. Te culture was kept at 28 °C and 225 rpm for 4 days. Te cells were harvested by
centrifugation, the supernatant fltered through 0.2 pum and then diluted in sodium
phosphate bufer pH 7.4 (1:1) to a fnal concentration of 20mM. Sodium chloride was
added to a fnal concentration of 0.5M. Te fnal volume was kept circulating through a
HisTrap FF crude SmL (G.E. Healthcare) column previously equilibrated with binding
bufer (20mM sodium phosphate pH 7.4, 0.5M NaCl). Te column was washed with 6
volumes of binding bufer containing 20 mM imidazole, and the recombinant
AgraGH45-1 was eluted with binding bufer containing 0.5 M imidazole. Eluted
fractions were dialyzed against 0.25 mM sodium bicarbonate and freeze-dried. Protein
samples were quantifed and used in electrophoretic assays to molecular weight
determination. AgraH45-1 was detected by Western Blotting with 6x%-His Tag
Monoclonal Antibody (Termo Fisher Scientifc, USA).
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Comparison of AgraGH45-1 activity and thermo stability with Aspergillus niger
commercial cellulase.

AgraGH45-1 and commercial A. niger cellulase (Sigma Aldrich, USA) activity on
Hydroxyethylcellulose conjugated to Ostazin Brilliant-Red (OBR-HEC) was evaluated
at pH 5.0 and temperature ranging from 40 to 60°C. Terefore, 10ug of both enzymes
were dissolved in 25uL of 50mM sodium citrate pH 5.0 and incubated for 15min at 45
°C. Te reaction was started by addition of 50 pL of OBR-HEC 5mg/mL in a fnal
volume of 150 pL and kept for 30 min at 40 °C. Te same procedure was repeated to
incubation at 50 and 60 °C. Reactions were stopped by adding 900 nl of ethanol and
then centrifuged at 10,000%g. Te supernatant absorbance was read at 550nm. Each
reaction was carried out in triplicate.
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