UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA

Autorizada pelo Decreto Federal n° 77.496 de 27/04/76
Recredenciamento pelo Decreto n°17.228 de 25/11/2016

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
PPPG COORDENAGAO DE INICIAGAO CIENTIFICA

XXIV SEMINARIO DE INICIACAO CIENTIFICA DA UEFS
SEMANA NACIONAL DE CIENCIA E TECNOLOGIA - 2020

CLONAGEM E EXPRESSAO DA ENZIMA B-ENDOGLUCANASE
DE Moniliophthora perniciosa EM CELULAS DE E. coli

Myrelle Nascimento®; Raquel Benevides?; Alison Borges® e Cleide Santana*
1. Bolsista PIBIC/CNPq, Graduando em Agronomia, Universidade Estadual de Feira de Santana, e-mail:
myrelle.nascimento1998@gmail.com
2. Orientadora, Departamento de Ciéncias Bioldgicas , Universidade Estadual de Feira de Santana, e-mail:
raquelgb@gmail.com
3. Participante do projeto, Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de Feira de Santana, e-mail:
alisonborgesvictor@gmail.com
4. Participante do projeto, Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de Feira de Santana, e-mail:
ssantanacleide@gmail.com

PALAVRAS-CHAVE: Moniliophthora perniciosa; b-Endoglucanase; Vassoura de
Bruxa.

INTRODUCAO

A biomassa vegetal representa a maior fonte de energia renovavel na natureza.
(MAKHUVELE et al., 2017). De acordo com Rungrattanakasine et al. (2018) a celulose
tem sido considerada um bom candidato para a producdo de biocombustiveis. Desta
forma, o basidiomiceto hemibiotréfico Moniliophthora perniciosa, agente causador da
vassoura-de-bruxa do cacau (Theobroma cacau L.), provoca a degradacdo dos tecidos
vegetais (biomassa) através de enzimas celuloliticas em todos os 6rgdos das plantas
infectadas, sendo este o sintoma mais importante que o M. Perniciosa causa no cacaueiro,
ja que ele é descrito como um excelente produtor de enzimas celuloliticas
(Endoglucanase, Exoglucanase, Celobiose) (CEITA,2007).Vérias endoglucanases de
fungos tém sido isoladas, purificadas e caracterizados para permitir a utilizacdo da
celulose (Lynd et al, 2002). A producdo de bioetanol vem progredindo por meio do
desenvolvimento de novas tecnologias, porém ainda sdo necessarias pesquisas avancadas
nesse campo para superar os desafios (MAKHUVELE et al., 2017). Assim, estudos
relacionados com a producéo e aplicacdo dessas enzimas sdo de suma importancia. Esse
trabalho visa contribuir com o conhecimento relacionado a producdo de forma
recombinante de uma endoglucanase do fungo M. perniciosa a partir de células de E. coli.

MATERIAL E METODOS

Os acidos ribonucléicos necessarios para os estudos foram extraidos utilizando-
se 0 protocolo do Reagente Trizol (Invitrogen®). O RNA extraido foi analisado
qualitativamente pela técnica visualizagdo em fotografia digital (KODAK EDAS 290®),
ap0os 30 min a 100 v e 98 mA de corrida eletroforética. A partir do RNA total extraido foi
realizada sintese de cDNA empregando a enzima M-MLV Reverse Transcriptase do kit
promega.
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Os primers para a enzima b-Endoglucanase foram desenhados de acordo
com uma sequéncia de uma Glicosil Hidrolase 45- GHA45. Selecionada a partir do
sequenciamento completo do Genoma de Moniliophthora perniciosa, fornecido pelo
Professor Dr. Gongalo Amarante Guimardes Pereira, do Laboratério de Gendmica e
Expressdo Génica da UNICAMP.

A amplificacdo do cDNA foi feita por meio da reacdo de polimerizacdo em
cadeia (PCR). Como fita molde foi utilizada a primeira fita de cDNA e como iniciadores,
0 primer desenhado para o gene (como senso) e oligo-dT (Ancor Primer, anti-senso). A
reacdo foi feita utilizando-se o kit Quiagen® Master Mix. O produto obtido a partir da
reacdo de PCR foi purificado utilizando-se o protocolo com PEG e para verificar a
qualidade da amostra a partir de eletroforese em gel de agarose utilizou-se cuba de
eletroforese e fotodocumentador (KODAK EDAS 290®).

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO

De acordo com a figura 1 é possivel verificar o crescimento micelial de M. perniciosa
apos 10 dias nos meios WY e CMC; foi constatado que o fungo cultivado em meio WY
apresentou melhores resultados no quesito massa micelial. No trabalho de Donini,
Bernardi, e Nascimento (2006) foram avaliados diferentes meios a base de farelos e o
farelo de trigo (WY) com concentracdo de 20% proporcionou a maior massa miceliana e
velocidade de crescimento indo de acordo com os resultados obtidos nessa pesquisa onde
foi utilizado 4% de farelo de trigo. Além disso, Dutra (2013) em seu trabalho constatou
que C. cubensis quando cultivado em farelo de trigo e CMC, produziu as atividades de
endoglucanase, 3,6 U/ml e 2,8 U/ml respectivamente. Os resultados de Dutra estdo de
acordo com os obtidos nessa pesquisa pois a atividade da endoglucanase no meio WY
supera 0 meio CMC. Estes resultados deixam evidente a influéncia da composi¢édo do
meio, na eficiéncia do processo de crescimento.

Figura 1: Imagem lado esquerdo Moniliophthora perniciosa cultivado em meio wy ap6s 10 dias, imagem
lado direito M. perniciosa cultivado em meio CMC ap6s 10 dias.

Os primers utilizados para a enzima endoglucanase (Tabela 3) foram
EndoG_464 Ndel F e EndoG 464 BamHI R com teor C/G de 45,5% e 54,5%
respectivamente.

Tabela 3: Sequéncias de Primers de endoglucanases.



Primer Sequéncia (5’-3’) ™M
(°c)

Negrito: sitios de restricao; vermelho: cddon stop

EndoG_464_Ndel_F | GGA ATC CAT ATG ATG CTC ACC AAA GCCGTACTT 62,8

EndoG_464_BamHIR | GCG CGG ATCC TTA TC AGG CAA GCT CCT CAT AAG 64,5

O cultivo do fungo em meio WY apds 10 dias e nas condicBes favoraveis
apresentou resultados satisfatérios no processo de extracdo de RNA total para analise da
inducdo da enzima endoglucanase, na figura 2 é possivel observar os nimeros 1 a 2
mostrando as bandas 28S, 18S do RNA respectivamente, indicando a integridade e
qualidade das amostras extraidas; a integridade do RNA total foi demonstrada pela
presenca de bandas integras de RNAr de 28s e 18s (SILVA, 2018).

28S rRNA
18S rRNA

Figura 2: Gel referente a extracdo de RNA com fungo cultivado em meio WY.

Também foram feitas extracGes de RNA (Figura 3) do fungo cultivado nos meios
WY e CMC em diferentes condi¢bes (sem agitacdo e sob agitacdo e com periodo de
crescimento de 08 e 10 dias respectivamente) o que possibilitou identificar os melhores
resultados para cada condicdo, podemos ver que nos pocos 01, 02 e 03 as bandas 28S e
18S estdo nitidas mostrando que a metodologia aplicada teve bom resultado para o
desenvolvimento da pesquisa. A amostra do poco 01 (fungo cultivado por 8 dias em meio
WY sem agitacdo) foi escolhida para a proxima etapa de sintese de cDNA por conta de
sua qualidade de amostra e por ter apresentado sempre bons resultados na amplificacéo.
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Figura 3: Moniliophthora perniciosa cultivado em meio WY e CMC, WY
com 8 dias (1) e CMC com 8 dias (2) em estufa B.O.D a 28°C, sem agitacao.
WY com 10 dias sob agitacéo (3), CMC com 10 dias sob agitacéo (4).

A partir do cDNA e com o uso dos primers especificos que foram desenhados
para o gene da Endoglucanase, na amplificacdo foi possivel verificar aproximadamente
1500 pb (Figura 4). A purificagdo do produto de PCR ocorreu, e esta sendo levado para
sequenciamento que posteriormente serd usado para desenhar 0s primers, que vao
flanquear a sequéncia do gene de interesse permitindo a sua clonagem e expressao.
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose a 1% da amplificacdo de
cDNA de endoglucanase em M. perniciosa. (M) Marcador de 1 kb Plus
DNA Ladder. (2) primer EndoG_464 Ndel. Reacdo ocorreu em
SYBER™ Green (ThermoFisherScientific) com TagPlimerase e
aditivos.

CONCLUSOES

Através da andlise de crescimento em meio WY e CMC, constatou-se que o fungo
apresentou maior massa micelial no meio composto por farelo de trigo (WY). A extracéo
em diferentes condi¢des mostrou que WY e CMC com 8 dias, sem agitacdo e WY com
10 dias sob agitacdo obtiveram resultado favoravel para extracdo de RNAm, ja o CMC
com 10 dias sob agitacdo as bandas nao ficaram nitidas, demonstrando que a metodologia
ndo é favoravel para extracdo. Os resultados referentes a extracdo de RNAmM em meio
WY foi positivo para a expressao da enzima b-Endoglucanase pelo fungo Moniliophthora
perniciosa, onde verificou-se a amplificacdo de um produto de PCR de aproximadamente
1500 pb, demonstrando que houve inducdo da enzima nessas condicdes. As proximas
etapas serdo clonar e expressar essa sequéncia purificada em células de E. coli.
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