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ANALISE FUNCIONAL E MODELOS TRIDIMENSIONAIS DA CELULASE DE
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5

Agda Sofia Guedes Duarte do BU'
Prof. Dr. Carlos Henrique Salvino Gadelha Meneses™

RESUMO

Bactérias promotoras de crescimento de plantas sao essenciais para o
desenvolvimento vegetal, atuando diretamente na facilitagdo do acesso a nutrientes
e na producao de fitormdnios, ou indiretamente, através do controle biolégico de
patogenos. A Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5 € um exemplo emblematico,
tolerando altas concentragdes de oxigénio e contribuindo para a fixagao biolégica de
nitrogénio (FBN), além de participar no metabolismo de carboidratos, na produgéo
de gluconacina e na biossintese de auxinas - processos que amplificam seu efeito
positivo no crescimento e saude vegetal. Estudos apontam que a celulase,
especificamente a Endo-1,4-beta-glucanase, € vital para G. diazotrophicus PAL 5,
desempenhando um papel chave na decomposi¢cdo da celulose e influenciando as
interagbes planta-microrganismo. A bioinformatica surge como ferramenta
indispensavel para desvendar essas interagbes complexas, impulsionando o
progresso em pesquisas biotecnologicas e no entendimento de enzimas como a
Endo-1,4-beta-glucanase. O foco deste estudo € elucidar a interacdo entre G.
diazotrophicus PAL 5 e as plantas, centrando-se na Endo-1,4-beta-glucanase para
ampliar a compreensdo sobre o estimulo ao crescimento vegetal promovido pela
bactéria. Métodos bioinformaticos para analise funcional da enzima foram utilizados,
empregando ferramentas como CD-Search, Prosite, Interpro e Psipred, além da
construcdo de um modelo tridimensional da celulase via homologia na plataforma
SWISS-MODEL. Os resultados obtidos indicam uma notavel conservagdo da
sequéncia da celulase dentro do género Gluconacetobacter, além de evidenciar a
preservacao da estrutura tridimensional da enzima, mesmo em grupos de
organismos que ocupam nichos ecologicos distintos de G. diazotrophicus. Essas
descobertas sublinham a importancia evolutiva e funcional da celulase, sugerindo
um papel central na adaptacdo e interacdo desses microrganismos com seus
ambientes e hospedeiros, potencializando a aplicabilidade biotecnoldgica.

Palavras-Chave: Endofitica; Endo-1,4-beta-glucanase; FBN; Interacéo.

ABSTRACT

Growth-promoting bacteria are essential for plant development, acting directly in
facilitating access to nutrients and in the production of phytohormones, or indirectly,
through the biological control of pathogens. Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5
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is an emblematic example, tolerating high concentrations of oxygen and contributing
to biological nitrogen fixation (BNF), in addition to participating in carbohydrate
metabolism, gluconacin production and auxin biosynthesis - processes that amplify
its effect positive for plant growth and health. Studies indicate that cellulase,
specifically Endo-1,4-beta-glucanase, is vital for G. diazotrophicus PAL 5, playing a
key role in the decomposition of cellulose and influencing plant-microorganism
interactions. Bioinformatics emerges as an indispensable tool for unraveling these
complex interactions, driving progress in biotechnological research and in the
understanding of enzymes such as Endo-1,4-beta-glucanase. The focus of this study
is to elucidate the interaction between G. diazotrophicus PAL 5 and plants, focusing
on Endo-1,4-beta-glucanase to broaden the understanding of the stimulus to plant
growth promoted by the bacterium. We used bioinformatics methods for functional
analysis of the enzyme, using tools such as CD-Search, Prosite, Interpro and
Psipred, in addition to building a three-dimensional model of Cellulase via homology
on the SWISS-MODEL platform. The results obtained indicate a remarkable
conservation of the cellulase sequence within the genus Gluconacetobacter, in
addition to showing the preservation of the three-dimensional structure of the
enzyme, even in groups of organisms that occupy ecological niches different from G.
diazotrophicus. These findings highlight the evolutionary and functional importance of
cellulase, suggesting a central role in the adaptation and interaction of these
microorganisms with their environments and hosts, enhancing biotechnological
applicability.

Keywords: Endophytic; Endo-1,4-beta-glucanase; FBN; Interaction.

1 INTRODUCAO

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) podem ser
classificadas como residentes epifiticas ou endofiticas e sdo caracterizadas por sua
natureza nao patogénica. Elas desempenham um papel essencial na promocao do
crescimento vegetal, seja de maneira direta, através da facilitacdo do acesso a
nutrientes e da producao de fitorménios, ou indiretamente, por meio do controle
biologico de patégenos que afetam as plantas (Kumar et al.,, 2018). Esses
microorganismos proporcionam beneficios significativos ao desenvolvimento das
plantas, como o aumento da absor¢cdo de nutrientes e a reducdo dos efeitos
negativos de agentes patogénicos (Bloemberg & Lugtenberg, 2001; Vessey, 2003).

Ademais, as BPCP sao frequentemente utilizadas como biofertilizantes,
destacando-se pela sua capacidade de aumentar a disponibilidade de nutrientes e
expandir a superficie radicular das plantas. Em situacdes em que essas bactérias
auxiliam no controle de organismos nocivos, elas sdao geralmente referidas como
agentes de controle bioldgico ou biopesticidas (Somers et al., 2004).

Em particular, as BPCPs endofiticas demonstram um potencial significativo
para uso pratico. Um exemplo é a Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5, que é
reconhecida pela sua capacidade de tolerar altas concentragcdes de oxigénio e por
desempenhar um papel essencial na fixagcao biolégica de nitrogénio (FBN). Essa
bactéria também esta envolvida em outros processos vitais, como 0 metabolismo de
carboidratos, a producao de gluconacina e a biossintese de auxinas, reforcando seu
impacto benéfico sobre o crescimento e a saude das plantas (Silva et al., 2020).



A celulase, uma enzima precursora relacionada a Endo-1,4-beta-glucanase, &
crucial para a bactéria G. diazotrophicus PAL 5, onde desempenha um importante
papel na decomposicdo da celulose e na modulagdo das interagbes planta-
microrganismo, como evidenciado por Rodrigues et al. (2016). As celulases, que sao
produzidas por uma vasta gama de microrganismos, incluindo bactérias e fungos,
sdo fundamentais na degradacao da celulose, um polimero prevalente em residuos
vegetais. Estudos de pesquisadores como Sang-Mok e Koo (2001) e Kirk et al.
(2002) destacam que essas enzimas sao induziveis, com sua produ¢do aumentada
em resposta a presenca de celulose. Esta caracteristica é particularmente vantajosa
em ambientes ricos em celulose, permitindo que bactérias produtoras de celulase,
como Cellulomonas, Cellulovibrio, Pseudomonas e Bacillus, sobrevivam e também
prosperem ao transformar celulose em acgucares simples. Além disso, a capacidade
dessas bactérias de crescer rapidamente e resistir a condigcdées ambientais extremas,
conforme apontado por Lynd et al. (2002) e Odeniyi et al. (2009), as torna
candidatas ideais para aplicagdes biotecnoldgicas, incluindo a producao de bioetanol
e a gestao de residuos. As celulases, além de facilitarem a reciclagem de biomassa,
potencializam inovacgdes tecnoldgicas que beneficiam tanto o meio ambiente quanto
a economia (Mohammed, 2020).

No contexto agricola, como no estudo de Rodrigues et al. (2016) focado em
cana-de-acgucar, observou que 30% dos isolados bacterianos de G. diazotrophicus
PAL 5 produziram celulase, destacando a relevancia dessa enzima. As celulases
nao apenas decompdem a matéria organica liberando nutrientes essenciais para as
plantas, como também s&o cruciais para a penetracdo e colonizagdo de tecidos
vegetais por enddfitos, facilitando uma interagado simbidtica benéfica entre a planta e
a bactéria. A producdo de celulase pelas bactérias indica seu potencial
biotecnoldgico tanto em biofertilizacdo como agentes de biocontrole, protegendo as
plantas contra patdégenos e influenciando a estrutura e a disponibilidade de recursos
no ambiente rizosfeérico.

A bioinformatica desempenha um papel fundamental no avanco das
pesquisas biotecnologicas, especialmente no estudo de enzimas como a Endo-1,4-
beta-glucanase em organismos como G. diazotrophicus PAL 5. Este componente
interdisciplinar combina ciéncia da computacao, biologia molecular e estatistica para
analisar e interpretar dados biologicos, o que € crucial para entender a estrutura e a
funcao das proteinas.

No contexto especifico da Endo-1,4-beta-glucanase, a bioinformatica pode ser
usada para realizar analises estruturais detalhadas dessa enzima, permitindo aos
cientistas visualizar sua conformacao tridimensional e identificar sitios ativos
essenciais para sua funcao catalitica. Essas informac¢des sao vitais para o desenho
de inibidores ou modificadores que podem aumentar a eficacia da enzima, ou para a
engenharia de variantes da enzima com propriedades melhoradas, como maior
estabilidade térmica ou pH 6timo alterado.

Além disso, a bioinformatica facilita a analise de sequéncias genéticas e
proteicas de G. diazotrophicus PAL 5, permitindo a identificacdo de genes
responsaveis pela codificacdo da Endo-1,4-beta-glucanase e outras proteinas
relacionadas. Isso pode levar ao desenvolvimento de estratégias para a
sobreexpressdo ou superexpressao desses genes, otimizando a producdo da
enzima para aplicagbes industriais, como na producado de bioetanol a partir de
biomassa celulésica (Libardi et al., 2017; Dadwal, et al., 2019).

A utilizagcdo da bioinformatica na analise funcional também ajuda a elucidar o
papel que a Endo-1,4-beta-glucanase desempenha nas interacdes planta-



microrganismo, contribuindo para uma melhor compreensao de como essa bactéria
promove o crescimento vegetal. Por exemplo, analises de expressao génica e redes
de interagdo proteica podem revelar como as condigbes ambientais afetam a
producdo da enzima e sua atividade, fornecendo insights sobre como maximizar os
beneficios agronémicos de G. diazotrophicus PAL 5.

Levando em conta o que foi exposto anteriormente, fica evidente a
importéncia de estudar a celulase no contexto de G. diazotrophicus PAL 5. Assim
sendo, o objetivo principal deste trabalho é compreender a interacdo entre G.
diazotrophicus PAL 5 e as plantas, com foco especifico na Endo-1,4-beta-glucanase
(celulase), explorando como essa interacdo influencia o crescimento e a
produtividade vegetal, a fim de identificar eventuais aplicagbes agroecondmicas.
Para isso, foi utilizada a bioinformatica para analises funcionais da enzima e
modelos tridimensionais da celulase. Essas abordagens bioinformaticas permitem
examinar como a atividade da celulase pode modificar a disponibilidade de
nutrientes no solo, melhorar a saude das raizes e potencializar a resisténcia das
plantas a estresses bidticos e abidticos. Este estudo visa elucidar os mecanismos
moleculares pelos quais a celulase de G. diazotrophicus PAL 5 facilita uma simbiose
eficaz, proporcionando perspectivas valiosas para o0 desenvolvimento de
biotecnologias mais eficientes e sustentaveis.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCP)

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) abrangem um
grupo diversificado de espécies pertencentes a varios géneros, incluindo organismos
de vida livre, bactérias que estabelecem relagbées simbibticas e bactérias endofiticas
que colonizam os tecidos internos das plantas (Glick, 2012). Essas bactérias
desempenham um papel crucial no desenvolvimento das plantas por meio de
mecanismos diretos e indiretos. Os mecanismos diretos incluem a sintese de
fitohormonios, que impactam diretamente o crescimento vegetal, e a facilitacao da
absorcao de nutrientes (Novo et al., 2018). Por outro lado, os mecanismos indiretos
envolvem diversos processos biologicos que contribuem indiretamente para o
controle de fitopatégenos, seja pela producdo de compostos antagonistas ou pela
inducao de resisténcia sistémica (Saraf et al., 2014).

Em relacao as suas propriedades funcionais, as BPCV sao conhecidas como:
(1) Biofertilizantes (quando promovem o crescimento das plantas principalmente
através do aumento da disponibilidade de nutrientes e do estimulo ao crescimento
radicular, o que amplia a superficie de absorcao radicular e melhora a capacidade
da planta de acessar agua e nutrientes do solo); (2) Fitoestimuladores (promovendo
o crescimento e o desenvolvimento das plantas, principalmente através da producéao
ou imitacdo de horménios vegetais naturais, como auxinas, citocininas e
giberelinas); (3) Rizorremediadores (agindo na quebra de moléculas de poluentes
organicos e articulando a solubilizacdo de metais) e (4) Biopesticidas (auxiliando no
controle de doencas e patégenos de plantas através da associacédo de antibidticos e
metabdlitos antifungicos) (Somers et al., 2004; Novo et al.,, 2018; Santos Dias &
Santos, 2022; Oliveira, 2023).

As BPCV mais conhecidas abrangem membros do género Azospirillum,
Enterobacter, Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia, Paenibacillus,
Gluconacetobacter e Arthrobacter (Girio, et al., 2015; Santos Dias & Santos, 2022).



Algumas dessas bactérias sdo encontradas na superficie externa das raizes,
enquanto outras penetram e colonizam os tecidos internos das plantas sem causar
sintomas evidentes de doenca. Essas ultimas s&o conhecidas como bactérias
endofiticas, estabelecendo uma relagdo simbidtica com a planta hospedeira, na qual
ambas as partes podem se beneficiar (Galvao, 2012).

O uso das BPCV representa um caminho seguro e ecologicamente
sustentavel dentro dos sistemas de produgcdo agricola, contribuindo
significativamente para a sustentabilidade dos agroecossistemas. A ado¢do dessas
bactérias tem crescido consideravelmente nos ultimos anos, devido a sua
versatilidade e aos multiplos beneficios que oferecem. Entre as principais
aplicacoes, destacam-se a mitigacdo dos efeitos de estresse causados por déficit
hidrico e salinidade, o controle hormonal que favorece o crescimento vegetal, a
fitoextracdo de metais pesados, e o biocontrole de fitopatdgenos (Santos Dias;
Santos, 2022). Essas capacidades demonstram o potencial das BPCV para melhorar
a resiliéncia das culturas agricolas a condi¢gbes adversas e para promover praticas
de cultivo mais sustentaveis e menos dependentes de insumos quimicos sintéticos.

Adicionalmente, as BPCV possuem uma variedade de mecanismos de agao
que contribuem significativamente para o crescimento e a saude das plantas. Entre
esses mecanismos, destacam-se a fixagao de nitrogénio, que converte o nitrogénio
atmosférico em uma forma utilizavel pelas plantas; a solubilizagado de nutrientes, que
torna os nutrientes do solo mais acessiveis as raizes; a liberagcdo de fitohorménios
gue estimulam o crescimento vegetal; e a produgcao de compostos antimicrobianos,
que protegem as plantas contra patégenos (Santos Dias; Santos, 2022). Esses
mecanismos demonstram o papel vital das BPCV na promogdo de um
desenvolvimento vegetal robusto e na sustentacdo de ecossistemas agricolas mais
saudaveis.

2.2 Aspectos gerais da Interacdo bactéria-planta

Muitas bactérias tém a capacidade de colonizar as raizes das plantas, onde
se multiplicam e ocupam diversos nichos. Esta coloniza¢do envolve a formacao de
comunidades que interagem de maneira simbidtica com a planta hospedeira. A
interacdo planta-bactéria pode manifestar-se de varias formas, podendo ter, em
alguns casos, uma presenga bacteriana neutra, ndao exercendo influéncia
significativa no crescimento vegetal, e, em um outro cenario, algumas bactérias
podem causar um impacto negativo no desenvolvimento das plantas, sendo
classificadas como patogénicas ou deletérias.

No entanto, existem bactérias que promovem o crescimento vegetal,
exercendo um efeito benéfico na saude e no desenvolvimento das plantas,
conhecidas como bactérias promotoras de crescimento de plantas (Galvao, 2012).
Essa interacdo inicia no microssistema da rizosfera, a medida que a planta se
desenvolve, gerando o fendmeno conhecido como rizodeposicao (liberacdo de
exsudatos radiculares). O tipo e a composicado de rizodepositos conseguem atrair
microrganismos benéficos e repelir outros que podem ser prejudiciais (Venturi; Keel,
2016; Novo et al., 2018).

Ademais, a rizosfera € a regidao do solo mais repleta de bactérias do que
todas as outras e as regides ao redor das raizes contemplam fungos, bactérias,
protozoarios e leveduras. Em camadas superficiais do solo, as concentracbes de
bactérias podem atingir até 10° células por grama, representando uma area de
intensa atividade biologica e quimica. Esta atividade é fortemente influenciada por
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compostos exsudados pelas raizes das plantas. Esses microrganismos podem
contribuir na potencializacao de sua utilizagdo na agricultura e na industria, podendo
ser usados como condutores na introdugdo de genes de interesse em plantas,
inibidores de patdégenos e fontes de metabdlitos primarios e secundarios de
interesse (Liu et al., 2017; Firdous et al., 2019).

2.3 Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5

Como exemplo de Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCP),
a Gluconacetobacter diazotrophicus destaca-se significativamente. Este
microrganismo faz parte do grupo das bactérias do acido acético (AAB), sendo
classificado como Gram-negativo, estritamente aerobio e podendo ser agrupado em
10 géneros, com os principais sendo Acetobacter, Gluconobacter e
Gluconacetobacter (Prust et al., 2005; Azuma et al., 2009; Bertalan et al., 2009).
Além disso, estas bactérias possuem a capacidade de oxidar uma ampla gama de
acucares, alcoois de acgucar e acidos de agucar, acumulando grandes quantidades
de produtos oxidados similares em meio de cultura (Prust et al., 2005).

G. diazotrophicus é uma bactéria Gram-negativa, endofitica e diazotrofica,
inicialmente isolada de raizes e colmos de espécies de cana-de-agucar (Saccharum
spp.) no Brasil (Cavalcante e Ddbereiner, 1988). Subsequentemente, esta bactéria
também foi identificada em associagdo com outras culturas, incluindo batata-doce
(lpomoea batatas), abacaxi (Ananas comosus), arroz (Oryza sativa), e café (Coffea
arabica) (Baldani & Baldani, 2005; Muthukumarasamy et al., 2007).
Taxonomicamente, pertence ao filo Pseudomonadota (anteriormente conhecido
como Proteobacteria), na classe Alphaproteobacteria, ordem Rhodospirillales e
familia Acetobacteraceae (Schoch et al., 2020). Adicionalmente, foi observada em
insetos que infestam a cana-de-acucar e em esporos de fungos em condigcbes de
repouso (Muthukumarasamy et al., 2002).

Figura 1- Gluconacetobacter diazotrophicus. Bactéria aerébia e endofitica, com
formato de bacilos.

Fonte: Santos, 2007

G. diazotrophicus € um aerobio obrigatoério, cujas células medem
aproximadamente 0,7 a 0,9 um por 2 um e podem ser visualizadas pelo microscopio.
As células podem aparecer isoladas, unidas ou em cadeias, apresentando diferentes
configuracdes. Essas células possuem de um a trés flagelos laterais ou peritriquicos
que auxiliam na mobilidade. Além disso, G. diazotrophicus € uma bactéria que pode
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crescer em altas concentragdes de sacarose, suportando até 10% de sacarose em
seu meio de cultivo. E também tolerante a ambientes acidos, com capacidade de se
desenvolver em condi¢coes de pH abaixo de 3,0. Adicionalmente, essa bactéria
possui a habilidade de fixar nitrogénio em condi¢gbes microaerofilicas, o que a torna
particularmente valiosa em contextos agricolas (Cavalcante e Ddbereiner, 1988;
Gillis et al., 1989). O pH ideal para seu crescimento € de 5,5, apesar dos valores de
pH e da taxa de respiragéo variarem de acordo com as fontes de carbono utilizadas
(Stephan et al., 1991).

A realizacdo de pesquisas envolvendo a bactéria G. diazotrophicus € de
grande importancia, conforme evidenciado pelo estudo de Filgueiras (2015). Este
trabalho atestou os efeitos positivos da inoculagdo de G. diazotrophicus no
crescimento de plantas de arroz vermelho e na indugdo de uma resposta de
tolerancia sistémica (IST) a seca. Adicionalmente, Silva et al. (2020) destacaram que
a inoculagdo bacteriana ndo apenas melhorou a resisténcia a seca das plantas,
como também influenciou positivamente a expressdo de genes relacionados ao
desenvolvimento radicular em condigcdes de escassez hidrica. Com base nestes
estudos, concluiu-se que a inoculagdo da cepa G. diazotrophicus PAL 5 estimula
diversos mecanismos de crescimento e desenvolvimento das raizes, contribuindo
para a resisténcia ao estresse hidrico em plantas. Esta intervengcdo bacteriana
contribui para o desenvolvimento e aprimoramento da composi¢ao bioquimica das
plantas, demonstrando um potencial significativo para o avang¢o da agricultura em
condigOes adversas.

Portanto, a G. diazotrophicus PAL 5 cumpre uma fun¢do necessaria e valiosa
na agricultura e na natureza. Por ser uma bactéria diazotréfica, possui uma
capacidade significativa de fixar o nitrogénio atmosférico, que é essencial para o
crescimento das plantas. Os beneficios de G. diazotrophicus incluem a reducao da
dependéncia de fertilizantes nitrogenados sintéticos, o que atenua a poluicéo
ambiental e diminui os custos associados a agricultura tradicional. Além disso, esta
bactéria promove a adocéo de praticas agricolas mais ecologicamente equilibradas,
contribuindo para o bem-estar da humanidade e a preservagcao dos recursos
naturais para futuras geracoes (Wanderley et al., 2019).

2.4 Celulase

As enzimas sao proteinas conhecidas como catalisadores biologicos
altamente potentes e eficazes. Quando comparadas com catalisadores quimicos,
uma das caracteristicas que se destaca das enzimas € a especificidade pelo
substrato e a especificidade em promover apenas uma reag¢ao bioquimica com seu
substrato. Como catalisadores, as enzimas operam em pequena quantidade e
conseguem ser recuperadas, conforme as condicoes de tratamento utilizados
(Santos, 2007).

A tecnologia enzimatica atualmente € um dos campos mais promissores no
cenario das novas tecnologias para a sintese de compostos de grande valor
agregado. Os processos de biocatalisadores industriais apresentam menor impacto
ambiental e consumo energético, dado que as enzimas sao biodegradaveis e, por
serem altamente especificas, minimizam os efeitos indesejaveis (Rocha, 2010).
Dentre as enzimas de importancia industrial, as fitases, amilases, celulases,
inulinases, galactosidases, proteases, lipases e lacases representam insumos
intermediarios importantes nas industrias quimicas, alimenticias, téxteis, entre outras
(Singhania et al., 2007; Ramachandran et al., 2004; Ramachandran et al., 2005;
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Rodriguez-Couto et al., 2004). O foco deste texto sera especificamente nas
celulases, explorando seu papel e aplicagoes.

Celulases sao classificadas em trés principais grupos com base em seu local
de atuagdo no substrato celuldsico: a) Endoglucanases (EGases ou EnG), que
clivam ligagbes internas das fibras celuldsicas; b) Exoglucanases (ExGases ou ExG),
que atuam na regiao externa da celulose; e c) B-glicosidases (BGases ou BG), que
hidrolisam oligossacarideos soluveis até glicose (Lynd et al., 2002). Quando essas
enzimas sdo combinadas em um complexo celulasico, apresentam um rendimento
superior ao que seria obtido com a atuagcdo de cada uma de forma isolada. Este
fendmeno € conhecido como efeito sinérgico, o qual contribui significativamente para
a eficiéncia do processo de degradacéao da celulose (Arantes et al., 2010).

As celulases sdo enzimas especializadas na hidrélise de ligagdes especificas
presentes na celulose, resultando na producao de celobiose, oligossacarideos e
glicose. Estas enzimas s&o frequentemente isoladas de uma variedade de
microrganismos, incluindo fungos, bactérias e actinomicetos, além de possuirem
uma ampla gama de aplica¢des industriais (Phukan et al., 2011; Patel et al., 2019;
Rajnish et al., 2021). Elas séo utilizadas na fabricagcdo de papel, detergentes, na
industria téxtil e alimenticia, além de desempenharem um papel crucial na producgao
de biocombustiveis (Phukan et al., 2011; Dadwal et al., 2021; Rajnish et al., 2021).

No entanto, a eficacia das celulases enfrenta desafios significativos,
principalmente devido a sua dificuldade em penetrar a barreira de lignina nas células
vegetais. Esta barreira impede que as enzimas acessem as fibras de celulose de
forma eficiente, representando o principal obstaculo no processo de degradacao da
celulose (Thiemann et al., 1980). A diversidade de microrganismos produtores de
celulases na natureza € vasta, mas apenas alguns sado verdadeiramente
celuloliticos, capazes de degradar celulose natural. Em condi¢gées laboratoriais,
substratos como algodao e papel de filtro sdo frequentemente utilizados para induzir
a producdo de exo-glicosidases e avaliar a atividade do complexo celulolitico
(Ruegger et al., 2004).

Nesse contexto, € importante entender a diversidade funcional dessas
enzimas para superar essas barreiras. As endoglucanases, por exemplo, tém sitios
ativos abertos que permitem a ligacdo em qualquer parte da molécula de celulose,
hidrolisando as ligacdes B-1,4 e 1,3, o que facilita a quebra inicial da estrutura da
celulose, proporcionando pontos de acesso para outras enzimas celuloliticas. As
endoglucanases sao notaveis por sua ampla variedade de dobramentos proteicos, o
que sugere uma diversidade evolutiva consideravel entre essas enzimas
(Sukharnikov et al., 2011).

Por outro lado, as exoglucanases possuem sitios ativos mais restritivos,
semelhantes a tuneis, que se ligam as extremidades das cadeias de celulose,
processando a hidrolise em oligossacarideos de comprimento especifico. Estas
enzimas sao geralmente processivas, ou seja, permanecem ligadas a cadeia de
celulose até que ela seja completamente hidrolisada, diferentemente das
endoglucanases, que podem ser tanto processivas quanto nao processivas
(Sukharnikov et al., 2011; Dadwal et al., 2021). A sinergia entre endoglucanases e
exoglucanases € crucial, pois facilta a quebra eficiente da celulose em
oligossacarideos e celobiose, preparando o estagio para a acao final das PB-
glucosidases, que hidrolisam esses intermediarios em glicose (Patel et al., 2019;
Dadwal et al., 2021). Este processo integrado e cooperativo maximiza a eficiéncia da
degradacao da celulose, essencial para aplicagdes industriais e biotecnologicas.
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As endoglucanases desempenham um papel importante na decomposigcéo de

matéria organica. Além disso, elas facilitam a preparacao de residuos agricolas para
compostagem e outros processos de reciclagem, conforme evidenciado por Zhang
et al. (2020). Este estudo destacou que quatro cepas bacterianas celuloliticas
isoladas dos sedimentos do Lago Donghu, na China, exibiram atividades
significativas de endoglucanase. Destaca-se a cepa WDHS-02 que alcangou uma
alta taxa de degradacdo em um meio contendo Hydrilla verticillata, uma planta
aquatica submersa, demonstrando a eficacia das endoglucanases na conversao de
celulose em acgucares redutores sem pré-tratamento acido-base (Zhang et al., 2020).
Essas descobertas ressaltam a capacidade dessas bactérias de contribuir para a
gestdo de biomassa excessiva em ecossistemas aquaticos e de ampliar o conjunto
de microrganismos capazes de degradar plantas submersas.
Em sistemas de cultivo que aplicam técnicas como rotagao de culturas e cobertura
do solo com residuos de plantas, as endoglucanases podem acelerar a
decomposicdo da matéria vegetal, melhorando a disponibilidade de nutrientes
essenciais e a fertilidade do solo (Shinde et al., 2022). Este processo € essencial
para o crescimento saudavel das plantas. Além disso, a aplicacdo de
microrganismos produtores de endoglucanase, conforme explorado por Biswas et al.
(2020), pode ser extremamente benéfica em praticas agricolas sustentaveis. As
cepas isoladas das florestas de mangue de Sundarbans, como Bacillus sp. T2-D2 e
Pseudomonas sp. E1-PT, mostraram atividades significativas de endoglucanase,
indicando potenciais aplicagoes industriais, incluindo a produgdo de bioetanol e o
manejo de residuos agricolas.

A importancia da producdo de celulase, particularmente endoglucanase, é
destacada por Bhati, Shreya e Sharma (2021), que ressaltam como avancos
tecnolégicos como aprimoramento de cepas e bioprocessamento consolidado
podem melhorar significativamente a eficiéncia e custo-efetividade na producao
dessas enzimas. Isso aponta para a vasta aplicabilidade das endoglucanases nas
industrias de alimentos e bebidas, além da industria de papel e celulose, reforcando
a necessidade de continuo desenvolvimento e inovagcdo na area de enzimas
celuloliticas.

Considerando a relevancia da celulose nas aplicacbes agroindustriais, é
crucial estudar a celulase da bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5. A
aplicacao de técnicas de bioinformatica para entender melhor esta enzima pode
desbloquear novas possibilidades biotecnologicas, que tém o potencial de
transformar significativamente a biotecnologia agricola. A compreensao detalhada
da estrutura e funcdo dessa celulase permitira a otimizacdo de sua eficacia em
processos industriais, assim como o desenvolvimento de estratégias mais eficientes
e sustentaveis para o manejo de residuos agricolas e a producdao de bioenergia.
Esses avancos podem levar a melhorias substanciais na sustentabilidade e
produtividade agricolas, sublinhando a importancia de investimentos continuados em
pesquisa e desenvolvimento nesta area.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral: Esclarecer o papel da enzima Putative endoglucanase precursor
de Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5 relacionada a interacdo com as plantas
através da bioinformatica com énfase nas implicacbes dessas interagdes no
desenvolvimento e produtividade vegetal a fim de identificar eventuais aplicacdes
agroecondmicas.
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3.2 Objetivos especificos:

1. Realizacdo da analise funcional identificando dominios conservados e sitios de
modificagées pos-traducionais na Putative endoglucanase precursor, utilizando os
programas Prosite e CD-Search.

2. Execugcdo da modelagem tridimensional da proteina utilizando a metodologia de
modelagem por homologia através da plataforma Swiss-Model.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Andlise funcional da celulase

Para realizar a analise funcional da proteina Putative Endoglucanase
Precursor (Endo-1,4-beta-glucanase, conhecida como celulase) de G. diazotrophicus
PALS, utilizou-se a sequéncia FASTA fornecida pelo NCBI (National Center for
Biotechnology Information (nih.gov)) com o cédigo de acesso no GenBank
CAP56480. Para complementar essa analise, foram analisados os dominios
conservados da celulase atravées do banco de dados ProSite
(https://prosite.expasy.org/) e a ferramenta do ScanProsite
(http://prosite.expasy.org/scanprosite/).

4.2 Identificacdo da sequéncia e similaridade entre as espécies

Para identificar sequéncias homodlogas a celulase de Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL 5, foi utilizada a ferramenta BLAST, disponivel no NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A selecdo das sequéncias foi baseada em
um critério de identidade de sequéncia de 70% ou superior. Espécies que atendiam
ou excediam esse limiar de identidade foram escolhidas para analise posterior,
garantindo que as sequéncias selecionadas compartilhassem uma alta similaridade
com a celulase de referéncia, o que sugere relevancia funcional e evolutiva.

4.3 Construcdo do modelo tridimensional

O modelo tridimensional da proteina celulase (Endo-1,4-beta-glucanase) foi
realizado através da plataforma SWISS-MODEL
(https://swissmodel.expasy.org/interactive). Quanto a metodologia empregada,
utilizou-se a modelagem por homologia, selecionando o seguinte modelo 3D:
AOA149UVI5.1 para celulase. Apos a geracdao do modelo inicial, este foi refinado
utilizando a ferramenta ModRefiner (https://zhanggroup.org/ModRefiner/).

5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Anélise Funcional da celulase

A analise funcional de enzimas como a putative endoglucanase precursor
(Endo-1,4-beta-glucanase, conhecida como celulase) em G. diazotrophicus PAL 5 é
essencial para compreender a sua contribuicdo nos processos biolégicos essenciais,
especialmente na degradacado da celulose. Esta compreensao € enriquecida pela
comparacao de sequéncias de celulase e suas modificacoes poés-traducionais em
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diversas espécies dos géneros Gluconacetobacter e Nguyenibacter, conforme
apresentado na Tabela 1. As modificagbes observadas incluem N-miristoilacao,
fosforilagbes por proteina quinase C, caseina quinase |l e tirosina quinase, além de
N-glicosilagdo. A N-miristoilacdo, frequentemente localizada no inicio das
sequéncias de aminoacidos, auxilia na ancoragem de proteinas nas membranas
celulares ou em compartimentos intracelulares (Resh, 1999), além de ser comum na
maioria das espécies analisadas, sugerindo uma fungdo essencial relacionada a
localizacao da celulase dentro das células ou a sua interagdo com as membranas.

As fosforilagbes, que ocorrem em diversos sitios, podem influenciar a
atividade, a estabilidade e as interagbes enzimaticas com outros componentes
celulares, afetando diretamente a eficacia da degradagcdo da celulose. A tirosina
quinase, por exemplo, pode ser encontrada em bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, e estdo envolvidas em diversas fungbes celulares e processos de
sinalizacdo (Grangeasse et al., 2012; Cuthbertson, 2009). Evidencia-se que a
fosforilagdo por tirosina quinase € encontrada especificamente em Nguyenibacter
vanlangensis e Nguyenibacter sp. L1, indicando adaptagdes evolutivas que podem
proporcionar vantagens regulatérias ou funcionais especificas a essas espécies.

A N-glicosilagdo, embora menos prevalente, pode impactar o dobramento, a
estabilidade e a atividade da enzima. A raridade desta modificagdo nas sequéncias
sugere adaptacoes especificas das celulases em certas espécies que podem operar
eficientemente sem essa modificagdo. Importante ressaltar que a celulase de G.
diazotrophicus nao apresenta N-glicosilagdo nem fosforilagdo por tirosina quinase. A
auséncia de N-glicosilagcdo pode refletir uma estabilidade intrinseca da proteina ou
adaptacdes ao ambiente celular que dispensam a necessidade dessa modificacao.
Ja a falta de fosforilagdo por tirosina quinase sugere que a regulacao da atividade
enzimatica desta celulase pode depender de mecanismos alternativos ou que a
enzima funcione de maneira constitutiva, sem a necessidade de regulagao detalhada
por fosforilagdo. Estas caracteristicas podem oferecer vantagens na producéo
industrial, onde processos mais simples e menos suscetiveis a variagbes de
condi¢des sao preferiveis.

Tabela 1. Modificacdes poOs-traducionais das sequéncias de celulase em
espécies de bactérias. As sequéncias de letras representam segmentos
especificos de aminoacidos em uma proteina, onde cada letra corresponde a uma
abreviacdo padrdo de um aminoacido. Os numeros associados a cada sequéncia
representam a localizacdo dos segmentos dentro da cadeia de aminoacidos da
proteina, denotando as posicdes exatas onde ocorrem as modificacdes. As
abreviacdes como SNK, SaR, e SgR especificam os pontos exatos de fosforilagdo e
outras modificacdes criticas.

Nome da Nome da Espécie N-miristoilagcdo Fosforilagdo Fosforilagdo N- Fosforilacéo
Sequéncia da Proteina da Caseina glicosilagéo de tirosina
Quinase C Quinase Il guinase

WP_01255  Gluconacetobacter 20 - 25: 41-43: 131-134: - -
3340.1 diazotrophicus GAmMpAR SNK TaaD

31 - 36: 211 - 213: 211 -214:

GVnlAG TIK TIkD

36 - 41: 232 - 234: 317 - 320:

GAaySS SgR TggD
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122 - 127: 332 - 334:
GTIiGD ThR
128 - 133:
GQVtAA
178 - 183:
GlraAG
268 - 273:
GVgrSA
WP_18296  Gluconacetobacter 30 - 35: 40 - 42: 130 - 133: 288 -291: -
8868.1 tumulicola GVnlAG SnR SadD NQSV
35 - 40: 163 - 165: 144 - 147:
GAaySS Sar TihD
121 - 126: 231 -233:
GNIIGG SgR
177 - 182:
GIrsAG
267 - 272:
GVgrNA
MBB21723  Gluconacetobacter 20 - 25: 30-32: 120 - 123: - -
82.1 asukensis GVnlAG SNK SadD
25 -30: 153 - 155: 134 -137:
GAaySS SaR TIhD
167 - 172 221 - 223: 278 - 281:
GlIrsAG SgR NQSV
257 - 262:
GVgrNA
WP_24637  Gluconacetobacter 30 - 35: 40-42: 130 - 133: 288 -291: -
5901.1 takamatsuzukensis GVnlAG SNK SadD NRSV
35 - 40: 163 - 165:
GAaySS SaR
121 - 126: 231 -233:
GNIiGS SgR
177 - 182
GlIrsAG
267 - 272:
GVgrNA
WP_24628 Nguyenibacter 44 - 49:; 36 - 38: 99 - 102: 302 -305: 98 - 105:
5573.1 vanlangensis GVnlAG Sar TpID NRSV RtplDaaY
49 - 54: 54 - 56: 144 - 147:
GAaySS SNK SaaD
135-140: 245 - 247: 177 - 180:




GTIGG SgR SagD

191 - 196: 351 - 353: 263 - 266:
GArgAG TiR SftD
281-286: 330 - 333:
GVgrND TggD
347-352: 338 - 341:
GQdrTI TviD

WP_18294  Gluconacetobacter 30 - 35: 40-42: 130 - 133: 315-318:
1418.1 johannae GVnlAG SNK TsaD NGTD

35 - 40: 231-233: 210 - 213:
GAaySS SgR Slgbh

121 - 126: 317 - 319:
GVpiGT TdR

146 - 151:

GGspGV

150 - 155:

GVmfGL

177 - 182
GIrgAG

267 - 272:

GVgrND

282 - 287:

GSylAA

Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

A celulase de G. diazotrophicus PAL 5 foi analisada em comparagdo com
celulases de outras espécies bacterianas do dominio Bacteria. A Tabela 2 mostra o
percentual de identidade entre a celulase de G. diazotrophicus e celulases de
diversas outras espécies bacterianas. Este comparativo € essencial para elucidar
tanto o grau de conservacado quanto as variacbes desta enzima entre espécies do
mesmo género e géneros afins, fornecendo insights sobre suas adaptacdes
evolutivas e potenciais funcionalidades.

Tabela 2 - Analise do percentual de identidade da celulase de bactérias em
relacdo a celulase de G. diazotrophicus

Percentual de
Espécie Nome (NCBI) Identidade referente a
celulase de G.

diazotrophicus

Gluconacetobacter tumulicola WP_182968868.1 78%

Gluconacetobacter asukensis MBB2172382.1 78%




Gluconacetobacter takamatsuzukensis WP_246375901.1 76%
Nguyenibacter vanlangensis WP_246285573.1 77%
Nguyenibacter sp. L1 WP_323991542.1 75%
Gluconacetobacter johannae WP_182941418.1 70%

Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

As sequéncias listadas pertencem principalmente ao género
Gluconacetobacter, com percentuais de identidade variando de 70% a 78%,
indicando uma alta conservagdo da enzima dentro deste género. As espécies
Gluconacetobacter tumulicola e Gluconacetobacter asukensis mostram o maior
percentual de identidade (78%), sugerindo uma proximidade evolutiva maior com G.
diazotrophicus em termos da estrutura da celulase.

Espécies do género Nguyenibacter exibem percentuais de identidade de 75%
a 77%, o que também indica uma consideravel conservagao da celulase, embora um
pouco menos comparado as espécies de Gluconacetobacter. Isto pode refletir
divergéncias evolutivas que ainda preservam a fungdo enzimatica essencial.

Aprofundando a analise referente as sequéncias aqui estudadas, a Figura 2
apresentada destaca os dominios conservados e o0s peptideos de sinal das
proteinas celulases em diversas espécies bacterianas. Os peptideos de sinal,
indicados em azul, estao localizados no inicio de cada sequéncia. Esta caracteristica
€ comum em proteinas que sao secretadas, sugerindo que as celulases séao
encaminhadas para fora da célula bacteriana ou para compartimentos celulares
especificos. A uniformidade na presenca do peptideo de sinal em todas as espécies
examinadas sublinha a importdncia desse segmento para o direcionamento
adequado e a funcionalidade da enzima no ambiente extracelular.

Figura 2 - Dominios conservados das proteinas celulases pertencentes a espécies
de bactérias. Dominio conservado da celulase esta sinalizado na cor cinza. A cor
azul estd indicando onde ocorre o peptideo de sinal.

1 100 200 300 400 500 600

G. diazotrophicus ' EEE— 336 aa

G. tumulicola 0 e— 335 aa

G. asukensis T 325 aa

G. takamatsuzukensis ' =, 335 aa
N. vanlangensis ' S 353 aa
Nguyenibacter sp. L1 @m | pulEREEE
G. johannae ¥ e— 331 aa

Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

Segue-se a essa regiao inicial, os dominios conservados da celulase, que sao
representados em cinza. A presenca desses dominios em posicées subsequentes
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aos peptideos de sinal ressalta sua funcdo crucial na atividade catalitica da enzima,
que inclui a ligagcdo a celulose e sua subsequente hidrolise. A conservacao destes
dominios entre as diferentes espécies destaca a importancia evolutiva e funcional
dessas regides na biologia das celulases.

Além disso, o tamanho das proteinas celulases varia entre 325 e 353
aminoacidos. Essa variagcdo de tamanho pode ser explicada pelas diferencas nas
regides nao-conservadas, que possivelmente afetam a regulacdo da atividade
enzimatica e as interagbes com outros componentes proteicos.

5.2 Anélise do modelo tridimensional da celulase

A analise funcional da celulase em Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5
foi aprofundada com a construgdo de um modelo tridimensional para a proteina
precursora de endoglucanase relacionada a Endo-1,4-beta-glucanase (celulase),
conforme ilustrado na Figura 3. No modelo, o dominio conservado da celulase,
pertencente a familia 5 de glicosil hidrolases (GH5) sendo importante para a
atividade enzimatica, é destacado em rosa. As enzimas GH5 sao especializadas na
quebra de ligagbes B-1,4-glicosidicas encontradas na celulose e outros
polissacarideos, desempenhando um papel vital no ciclo do carbono e na converséao
de biomassa (Aspeborg et al., 2012). A presenca desse dominio em uma
diversidade de organismos, incluindo bactérias, fungos e protozoarios, ilustra a
importancia evolutiva dessa capacidade adaptativa para utilizar celulose como fonte
de carbono em diferentes ambientes ecoldgicos (Aspeborg et al., 2012; Neis; Silva,
2021).

Ademais, a celulase analisada também apresenta um peptideo sinal,
sinalizado em laranja na Figura 3. A presenca desse peptideo de sinal e de uma
regiao subsequente, como uma hélice transmembrana, propde que a celulase pode,
além de ser secretada, estar associada a membrana, ancorada por essa regiao
transmembrana corroborando com os resultados funcionais da secao anterior.
Tendo em vista que a celulose € um componente estrutural/organizacional das
paredes celulares das plantas e esta disponivel exclusivamente no ambiente
externo, a localizagao extracelular da celulase de G. diazotrophicus possibilita um
contato direto e eficiente com as paredes celulares, ajudando na degradacao da
celulose. Dessa forma, essa caracteristica pode estar relacionada ao papel da
bactéria na simbiose com plantas, em que a degradacao da celulose pode ser um
fator crucial.

Figura 3- Modelo tridimensional da proteina precursora de endoglucanase de
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5, relacionada a Endo-1,4-beta-
glucanase.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

O dominio conservado de celulase da familia 5 de glicosil hidrolases (GH5),
destacado em rosa, é primordial para a hidrélise de ligagdes B-1,4-glicosidicas na
celulose. O peptideo sinal, destacado em laranja, propde que a celulase pode estar
associada a membrana ou ser secretada, facilitando sua interacdo com as paredes
celulares das plantas no ambiente externo.

O modelo de celulase de G. diazotrophicus PAL 5 foi comparado com outras
estruturas no banco de dados PDB, revelando uma conservagdo evidente da
estrutura secundaria, como demonstrado na Figura 4. O PDB 5HPC, que pertence a
uma celulase de Xanthomonas citri pv. citri str. 306, compartilha 42% de identidade e
54% de positivos com a celulase de G. diazotrophicus. Xanthomonas citri é
conhecida por causar cancro citrico, sendo amplamente estudada devido ao seu
impacto significativo em varias espécies de citricos (Martins et al., 2020). Embora a
funcdo primaria da celulase seja a degradacdo da celulose, em contextos
fitopatogénicos, a enzima facilita a penetracdo do patégeno nos tecidos da planta,
quebrando as paredes celulares e promovendo a disseminacao da bactéria dentro
do hospedeiro (Picard et al., 2000).

Por outro lado, o PDB 5177 representa uma celulase de Aspergillus niger,
compartilhando 34% de identidade e 52% de positivos com a celulase de G.
diazotrophicus. A. niger, um fungo sapréfito conhecido pela producdo de esporos
pretos, utiliza a endo-beta-1,4-glucanase para degradar matéria vegetal morta, um
processo essencial para a reciclagem de nutrientes nos ecossistemas (Andersen et
al., 2012).

Figura 4- Comparacdo das estruturas tridimensionais de celulases de
diferentes organismos.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

A esquerda, a estrutura da celulase de Gluconacetobacter diazotrophicus PAL
5 é mostrada, destacando a conservagado das hélices alfa (em vermelho) e folhas
beta (em verde) caracteristicas das glicosil hidrolases. No centro, a estrutura da
celulase de Xanthomonas citri pv. citri str. 306 (PDB 5HPC). A direita, a celulase de
Aspergillus niger (PDB 5177). A comparacao destas estruturas ilustra a diversidade
funcional das celulases, apesar de sua base estrutural conservada.

A presenca de celulases em organismos tao distintos como G. diazotrophicus,
X. citri, e A. niger sugere um caso de evolucao convergente, onde a mesma fungao
enzimatica foi selecionada para atender a diferentes necessidades biologicas. Cada
um desses organismos utiliza a celulase de maneira que otimiza suas interagoes e
sobrevivéncia em seus ambientes especificos. Em G. diazotrophicus, a celulase
pode desempenhar um papel na simbiose com plantas, auxiliando na interagdo com
a planta hospedeira e facilitando a troca de nutrientes. Em X. citri, a celulase
contribui para a patogenicidade, ajudando na invasao de tecidos vegetais durante
infeccbes. Para A. niger, a celulase permite a decomposicdo de matéria vegetal
morta, acessando fontes de carbono organico vitais para o crescimento e
desenvolvimento do fungo. Portanto, embora a base enzimatica seja compartilhada,
a diversificacdo das funcdes das celulases ilustra como as pressdes evolutivas e
ecoldgicas moldam o uso das capacidades bioquimicas para beneficiar a adaptacao
dos organismos a seus nichos especificos.

A conservacao entre a celulase analisada e as estruturas depositadas no PDB
€ evidenciada quando estas sdo sobrepostas, conforme mostrado na Figura 5. A
sobreposicao das estruturas de proteinas, que apresenta um valor de RMSD (Root
Mean Square Deviation) de 0,789 Angstréms, revela uma congruéncia nas
estruturas secundarias, incluindo hélices alfa e folhas beta. Esta similaridade tem
implicacdes significativas tanto do ponto de vista da atividade enzimatica quanto da
evolucao.

A precisao dessa sobreposi¢cao sugere que essas celulases compartilham um
sitio ativo similar e uma geometria de substrato correspondente, ambos cruciais para
a catalizacao eficiente das reacdes de quebra de celulose. A conservacéao estrutural
frequentemente implica em conservagéo funcional, indicando que as enzimas
possuem mecanismos de acao semelhantes e, possivelmente, eficiéncias cataliticas
comparaveis. Tal conservacao pode ser indicativa de selecdo positiva, onde a
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integridade do sitio ativo e a eficacia da catalise sdo mantidas. Isso sugere que as
caracteristicas funcionais, preservadas desde um ancestral comum, resultam em
que mutagées que melhoram ou mantém a funcdo catalitica da celulase foram
favorecidas ao longo do tempo, enquanto mutagdes prejudiciais foram eliminadas
pela selecdo natural. Além disso, isso sublinha que a capacidade de degradar
celulose é uma funcéo antiga e essencial, preservada enquanto os organismos se
diversificavam em diferentes nichos ecoldgicos.

Figura 5- Sobreposic¢ao tridimensional das estruturas de celulase de diferentes
organismos.

SHPC
5177

- Endo-1,4-beta-
glucanase (Cellulase)

Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

As estruturas representadas incluem celulase de Xanthomonas citri (PDB
5HPC, em roxo) e celulase de Aspergillus niger (PDB 5177, em azul), comparadas
com a celulase de Gluconacetobacter diazotrophicus (em cinza escuro). A
sobreposicdo revela um valor de RMSD de 0,789 Angstréms, indicando uma alta
congruéncia nas estruturas secundarias, incluindo hélices alfa e folhas beta. Essa
similaridade estrutural destaca a conservacao funcional dessas enzimas ao longo da
evolucdo e sublinha a importancia dessas caracteristicas na atividade catalitica das
celulases.

6 CONCLUSAO

Baseado nos dados obtidos, pode-se concluir que a putative endoglucanase
precursor (Endo-1,4-beta-glucanase, conhecida como celulase) da bactéria
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5, desempenha um papel fundamental na
simbiose com plantas, auxiliando na interagcdo com a planta hospedeira e facilitando
a troca de nutrientes. No entanto, em outras espécies, a celulase apresentara acoes
distintas, como, por exemplo, contribuira para a patogenicidade (auxiliando na
invasdo de tecidos vegetais durante infeccées) e atuara na decomposicao de
matéria vegetal morta (acessando fontes de carbono orgéanico vitais para o
crescimento e desenvolvimento do fungo). Isso significa que, embora a base
enzimatica seja compartilhada, a diversificagdo das fungbes das celulases ilustra
como as pressdes evolutivas e ecolégicas moldam o uso das capacidades
bioquimicas para beneficiar a adaptacdo dos organismos a seus nichos especificos.
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Ademais, ao elucidar os processos envolvidos nessa interacdo, € possivel
conduzir esforgos para otimizar a agricultura, a fim de contribuir para a promoc¢ao do
crescimento das plantas e aumentando sua resisténcia, gerando implicagbes
importantes na seguranca alimentar e na sustentabilidade agricola.

No entanto, cumpre destacar que as analises realizadas fornecem uma visao
preliminar e computacionalmente preditiva. Dessa forma, se faz necessario realizar
estudos experimentais adicionais para validar e confirmar as interacdes e fungdes da
celulase. A integracdo de abordagens experimentais e analises bioinformaticas
aprofundara nosso entendimento da atuagdo dessa proteina na relagdo bactéria-
planta e possibilitara uma base mais firme para aplicagdes praticas na agricultura.
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