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RESUMO

O processo de fermentagdo € amplamente utilizado em usinas brasileiras para produgdo de
bioetanol e, mesmo sendo um processo amplamente difundido, a problematica sobre contaminagdes por
micro-organismos ainda € uma incognita. Problemas de redugéo de produtividade estdo diretamente ligados
a competicao de nutrientes quando ha decorrentes crises de contaminagdes por bactérias e leveduras nao—
Saccharomyces. Entre as leveduras contaminantes mais encontradas estao as pertencentes aos géneros
Candida, Torulopis, Rhodotorula, Pichia, Komagataella e Schizosaccharomyces. Muitos antimicrobianos sdo
utilizados para combater contaminagdes, porém com baixas especificidade e eficiéncia para leveduras
contaminantes. O desenvolvimento de novas alternativas para a descontaminag¢ao do processo fermentativo
e a busca por biomoléculas naturais e ndo geradoras de residuos toxicos, sdo emergenciais. Tais
biomoléculas podem ser originarias dos miRNAs, que sao pequenas moléculas de RNA nao codificantes
que afetam a estabilidade dos RNAs mensageiros, atuando na expressao de transcritos dentro de processos
biolégicos, afetando controles transcricionais e pés-transcricionais, resultando na inibigdo ou potencializagéo
da agdo génica nos processos biologicos fermentativos. Dessa forma, miRNAs livres na dorna de
fermentagdo podem interferir de maneira controlada os contaminantes que competem com a levedura
Saccharomyces cerevisiae na produgao de bioetanol. Em estudos anteriores de nosso grupo foi selecionada
e estudada uma linhagem contaminante de Candida tropicalis, isolada de usina da regiao de Araraquara/SP,
que perseverou durante o periodo de uma safra. Assim, como continuidade, nosso estudo visou elucidar o
comportamento metabdlico e transcricional do contaminante relevante, C. fropicalis, durante ciclo de
fermentacgéao, através de técnicas de capacidade fermentativa, sequenciamento do RNA global e identificar
genes alvos para o desenvolvimento de miRNAs como biomoléculas antifungicas pela triagem de miRNAs
especificos da cana de agucar em amostras do contaminante C. fropicalis, S. cerevisiae (PE-2) e do caldo
de cana (células da planta). Posteriormente, analisar in silico a presenga destes genes/alvos identificados
em outras espécies de leveduras contaminantes. Para tanto foram realizados estudos de capacitagdo
fermentativa como testes de viabilidade celular (Live/Dead), atividade metabdlica (XTT), estudos de
assimilagédo de agucares (sacarose, glicose e frutose) e produgéo de etanol por HPLC do contaminante C.
tropicalis com a levedura S. cerevisiae (PE-2) para verificar o comportamento competitivo desse
contaminante. Assim, os resultados mostraram que a viabilidade do contaminante foi maior que da levedura
PE-2 (94% e 81%, respectivamente), em um periodo de 8 horas de fermentagéo. A atividade metabdlica e
assimilagédo dos agucares foram equivalentes, mas, para produgéo de bioetanol foi observado que ambas
as linhagens produziram bioetanol ao final de 8 horas, porém, a contaminante de forma significativamente
reduzida. Para estudar o comportamento transcricional da contaminante frente a fermentagao alcoéolica foi
realizado sequenciamento de RNA global (RNAseq-MiSeq) e os resultados mostraram um ndmero de genes
significativamente expressos, tanto reprimidos quanto induzidos relacionados ao processo de fermentagao,
como transporte de agucares, piruvato descarboxilase, metabolismo de aminoacidos, membrana, resisténcia
e também processos ligados a transcrigdo, evidenciando que a levedura contaminante utiliza toda uma
magquinaria de vias fermentativas, para produzir bioetanol. Para o desenvolvimento das biomoléculas
antifungicas foram realizados testes de RT-PCR, através de uma triagem de 25 miRNAs de cana de acucar,
frente a amostras de RNA total do contaminante C. tropicalis, S. cerevisiae e do caldo de cana, retiradas
durante a fermentacdo de 8 horas, afim de elucidar interagdes importantes no processo fermentativo. Os
resultados mostraram 11 miRNAs significativamente expressos, confirmando que interagbes genéticas
através de miRNAs podem ocorrer entre espécies de reinos diferentes. Sendo assim, suas fungdes foram
caracterizadas in silico e por esses resultados, foi realizada a busca de genes/alvos pelo software RNA22.
Os dados analisados mostraram que 4 miRNAs (sof-miR159e, sof-miR159a, ssp-miR1128 e sof-miR156)
interagiram com 6 genes/alvo (CTRG_00017, CTRG_06114, CTRG_01877, CTRG_05408, CTRG_04160 e
CTRG_03746). Duas interagdes especificas para C. tropicalis foram identificadas por dois miRNAs (sof-miR
159a e sof-miR156) com trés genes/alvos (CTRG_06114, 0416 e 03746). Assim, os seis genes/alvos
identificados in silico exibiram por meio do programa Blast alta homologia para C. tropicalis e para diferentes
géneros de leveduras contaminantes nao-Saccharomyces. Essa interagdo foi com aproximadamente 36
diferentes espécies de leveduras potenciais contaminantes de diversos ecossistemas. E por fim, os quatro
miRNAs identificados ndo mostraram interagao in silico com os genes de S. cerevisiae, portanto poderiam
ser utilizados como biomoléculas antifungicas potenciais para o controle da contaminagao de dornas de
fermentagao para a produgéao de bioetanol.

Palavras chave: Candida tropicalis; miRNAs; Fermentagéo Alcoolica; XenomiRs; Bioetanol



ABSTRACT

The fermentation process is widely used in Brazilian plants for the production of bioethanol and,
even though it is a widely diffused process, the problem of contamination by microorganisms is still
unknown. Productivity reduction problems are directly linked to nutrient competition when there are
bouts of contamination by bacteria and non-Saccharomyces yeasts. Among the most common
contaminating yeasts are those belonging to the genera Candida, Torulopis, Rhodotorula, Pichia,
Komagataella and Schizosaccharomyces. Many antimicrobials are used to combat contamination, but
with low specificity and efficiency for contaminating yeasts. The development of new alternatives for the
decontamination of the fermentative process and the search for natural biomolecules and non-toxic
wastes are emergency. Such biomolecules may originate from the miRNAs, which are small molecules
of non-coding RNA that affect the stability of messenger RNAs, acting on the expression of transcripts
within biological processes, affecting transcriptional and post-transcriptional controls, resulting in the
inhibition or potentiation of the gene action fermentative biological processes. Thus, free miRNAs in the
fermentation dorna can interfere in a controlled manner the contaminants that compete with the yeast
Saccharomyces cerevisiae in the production of bioethanol. In previous studies of our group, a
contaminant strain of Candida tropicalis, isolated from a plant in the region of Araraquara/SP, was
selected and studied, which persevered during the period of one harvest. As a continuity, our study
aimed to elucidate the metabolic and transcriptional behavior of the relevant contaminant, C. tropicalis,
during the fermentation cycle, through fermentative capacity techniques, sequencing of global RNA and
to identify target genes for the development of miRNAs as antifungal biomolecules by the screening of
sugarcane-specific miRNAs in samples of contaminant C. tropicalis, S. cerevisiae (PE-2) and broth of
cane (plant cells).Subsequently, in silico analysis the presence of these genes / targets identified in
other species of contaminating yeasts. For this purpose, fermentation training studies were performed,
as well as cell viability tests (Live / Dead), metabolic activity (XTT), sugar assimilation studies (sucrose,
glucose and fructose) and ethanol production by HPLC of C. tropicalis contaminant yeast S. cerevisiae
(PE-2) to verify the competitive behavior of this contaminant. Thus, the results showed that the viability
of the contaminant was higher than that of the PE-2 yeast (94% and 81%, respectively), in a period of
8 hours of fermentation. The metabolic activity and assimilation of sugars were equivalent, but for
bioethanol production it was observed that both strains produced bioethanol at the end of 8 hours, but
the contaminant significantly reduced. To study the transcriptional behavior of the contaminant against
alcoholic fermentation, RNA sequencing (RNAseq-MiSeq) was performed and the results showed a
number of significantly expressed genes, both repressed and induced related to the fermentation
process, such as sugar transport, pyruvate decarboxylase , amino acid metabolism, membrane,
resistance and also processes related to transcription, evidencing that the yeast contaminant uses a
whole machinery of fermentation routes, to produce bioethanol. For the development of the antifungal
biomolecules, RT-PCR tests were performed, through a screening of 25 sugarcane miRNAs, against
samples of total RNA from the contaminant C. tropicalis, S. cerevisiae and cane juice, collected during
the fermentation of 8 hours, in order to elucidate important interactions in the fermentation. The results
showed 11 significantly expressed miRNAs, confirming that genetic interactions through miRNAs can
occur between species of different kingdoms. Therefore, its functions were characterized in silico and
by these results, the search of genes / targets by the software RNA22 was performed. The analyzed
data showed that 4 miRNAs (sof-miR159e, sof-miR159a, ssp-miR1128 and sof-miR156) interacted with
6 genes/target (CTRG_00017, CTRG_06114, CTRG_01877, CTRG_05408, CTRG_04160 and
CTRG_03746). Two interactions specific for C. tropicalis were identified by two miRNAs (sof-miR 159a
and sof-miR156) with three genes / targets (CTRG_06114, 0416 and 03746). Thus, the six genes /
targets identified in silica exhibited through the Blast program high homology to C. tropicalis and to
different genera of non-Saccharomyces contaminating yeasts. This interaction was with approximately
36 different species of potential yeast contaminants from several ecosystems. Finally, the four identified
miRNAs showed no in silico interaction with the S. cerevisiae genes, so they could be used as potential
antifungal biomolecules for the control of contamination of fermentation dams for the production of
bioethanol.

Keys words: Candida tropicalis; miRNAs; Alcoholic Fermentation; XenomiRs; Bioethanol
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1. INTRODUGAO
No ultimo século, as recorrentes crises no petréleo mundial resultaram
em graves crises econdmicas, levando a busca de combustiveis alternativos.
No Brasil as consequéncias foram severas devido a dependéncia do pais, que
importava cerca de 85% de seu consumo total (Manual de Recomendagdes,
1990).

Em 1930, o Brasil apresentou o primeiro Congresso Nacional em
Aplicagdes Industriais de Alcool que visava estabelecer a infraestrutura para a
producéo e a utilizagdo do bioetanol (Moreira et al. 1996), resultando para o
pais, o inicio de suas atividades na producao desse combustivel no século XX
(Amorim et al., 2011).

O bioetanol tinha sua produgdo centralizada, levando assim a uma
quantidade inferior de produg¢ao para o consumo totalitario, quando comparado
com a utilizagdo dos combustiveis derivados do petrdleo, levando o Brasil ainda
a se colocar em dependéncia do petroléo para suprir 0 consumo do pais
(Macedo, 2008).

Diante da situagcdo de baixa produtividade, o governo nacional anuncia o
lancamento do Programa Nacional do Alcool (ProAlcool), na década de 70,
visando estimular a produgdo de bioetanol, para garantir a demanda de
mercado externo e interno de um novo combustivel, que além de acarretar
positivamente a economia do pais, contribuia para a reducdo de problemas
ambientais provenientes da produgao de derivados do petrdleo, estabelecendo
um novo comportamento para a qualidade do ar e também de desenvolvimento
de tecnologias sustentaveis, como tecnologias na area de alternativas

energéticas (Zanin, 2000).

O ProAlcool representou o maior aumento da producdo de bioetanol,
passando de 500 milhdes de litros no inicio do programa para cerca de 13
bilhdes de litros por ano a partir do seu langamento (Zanin, 2000). Desde entao,
o Brasil é caracterizado como o pioneiro e mais competitivo produtor de
bioetanol a partir da matéria prima cana de acgucar, e com uma politica interna

de consumo bem desenvolvida (Goldemberg, 2008; Amorim et al., 2011).



Atualmente, o Brasil possui uma estimativa de producdo com a safra
2017/2018 de 635,6 milhdes de toneladas de cana de agucar, sendo 39,46
milhdes de toneladas de agucar, 27 bilhdes de litros de bioetanol (11,18 bilhdes
para etanol anidro e 15,87 bilhdes para etanol hidratado de litros) como aponta
os dados da Campanha Nacional de Abastecimento CONAB (Conab, 2018).
Desde 1986 toda a produgao de bioetanol € proveniente da cana de acgucar,
representando uma tecnologia de larga escala com aumento anual
caracterizado pelo desenvolvimento de novas variedades dessa planta
associadas as novas tecnologias agricolas (Zanin, et al., 2000; Amorim, et al.,
2005; Amorim et al., 2011).

As trés maiores poténcias mundiais na producdo de bioetanol sdo o
Brasil (cana-de-agucar), EUA (milho) e China (trigo e milho), sendo as duas
ultimas pela produgéo através de graos. Estimativas indicam que cerca de 85%
do bioetanol mundial € de responsabilidade da producido brasileira e norte-
americana, além de producdes inferiores em todos os continentes, como mostra

a figura 1 (Beltrame et al, 2016).

Figure 1: Distribuicdo global da produgao e percentual de produgao por continente: Américas: América do Sul - Brasil

43% (cana de aguicar); América do Norte: EUA 44% (milho) e Canada 2%; Europa 3% (legumes e trigo); Africa 1% e

Oceania 1%.

A cana de acgucar utilizada para a producdo de bioetanol é derivada de

aproximadamente 637 espécies conhecidas como: gramineas perenes altas do



reino Plantae, género Saccharum spp, familia Poaceae, nativa de clima
temperado quente, sendo sua morfologia composta de haste e palha (Paes et
al., 2005; Canilha et al., 2012). Rotineiramente as usinas sucroalcoleiras
cultivam hibridos derivados de cruzamentos principalmente entre Saccharium

officinarum e Saccharium spontaneum (Dillon et al., 2007).

A produgdo sucroalcoleeira brasileira é derivada de uma fonte de
dissacarideo, proveniente da extracdo do caldo da cana de acgucar, a sacarose.
A fermentada € o conjunto de micro-organismos, em especial leveduras, para
ao final do processo fermentativo resultar na producéo do bioetanol e seus sub-
produtos (Brow, et al., 2013).

O processo fermentativo é conhecido desde a antiguidade, sendo
caracterizado como um processo bioquimico e biolégico complexo, que tem
como objetivo a ilacdo do acgucar a alcool etilico (anidro e hidratado), gas

carbdnico, acido succinico, acidos volateis e ésteres (Oliveira, 1960).

O processo de fermentacao brasileiro atualmente utilizado é conhecido
como batelada, encontrado em cerca de 70% das usinas, no qual ocorrem
curtos ciclos de fermentagdo (6 a 10 horas) e tratamento celular com acido
sulfurico ao final de cada ciclo, como mostra a figura 2 (Lopes, et al., 2016).
Essa etapa constitui a chave principal do processo batelada, tendo como
objetivo principal minimizar os riscos de contaminagdo e ainda assim, utilizar
essa biomassa celular tratada como novo indculo para posteriores ciclos
fermentativos. Este tratamento celular é repetido durante toda safra anual no

periodo de 6 a 9 meses (Brow, et al., 2013).



Figura 2: Esquema simplificado do funcionamento de uma usina sucroalcoleeira no processo batelada, com suas

principais fases para produgao de agucar e bioetanol.
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No processo de fermentagdo, o suco da cana extraido da moagem é utilizado
como a matéria prima, misturado a agua e micro-organismos, obtendo como
produto final um bioetanol de 9 a 12 % (v/v) (Andrietta et al., 2007; Basso, et al.,
2008; Pereira et al., 2012; Babrzadeh et al., 2012). Atualmente, o micro-
organismo mais utilizada no setor sucroalcoleeiro é a levedura Saccharomyces
cerevisiae ssp. em razao de sua diversidade e adaptacdo a diferentes

condi¢cdes do meio durante todo o processo fermentativo (Liti et al, 2009).

Com o avanco da producgao nacional de bioetanol, em meados dos anos
90, era usual utilizar leveduras de industria de panificagdo como inéculo de

partida onde, ela conferia ao processo fermentativo vantagens como rapida



atividade, e baixo indice de problemas no rendimento durante a fermentacao,

constituindo para a época, a melhor escolha (Amorim et al, 2011).

Quanto a este tipo de fermento, a grande mudanga ocorreu quando os
estudos microbiolégicos avangaram e constataram que as leveduras utilizadas
como partida inicial, eram grandemente substituidas por leveduras nativas
ainda no inicio da safra, levando entdo aos produtores a informacéo de que, as
unicas leveduras que possuiam a capacidade de sobreviver em todos os ciclos
até o final, eram as isoladas nativas (isoladas da propria usina). Estas eram
provenientes de safras anteriores e no momento da centrifugacao, tratamento e
reutilizagdo eram utilizadas como novo inoculo. Assim, nos anos 90 comegava
a propagacgao das proprias linhagens de leveduras nas usinas brasileiras.
(Basso et al, 1993).

Um trabalho pioneiro nesse ramo de propagac¢ao de leveduras ocorreu
acidentalmente pelo professor Jayme Rocha de Almeida (ESALQ-USP) nos
anos 50, onde ao colocar a mdo em uma dorna de fermentagcdo em que
fermentava uma levedura importada e posteriormente as limpar em um lencgo,
que carregava consigo, despropositadamente deu o inicio ao método de
propagacéao de leveduras nativas. Mais tarde em seu laboratorio, ao isolar o que
tinha da amostra, verificou que nao se tratava mais da levedura importada e sim
de duas linhagens nativas, denominadas de IZ 1830 e IZ 1940 (Amorim et al,
2005).

Esse processo durou pouco tempo, visto que a propagagdo em larga
escala dessas leveduras era um meio que apresentava dificuldades,
desestimulando os produtores, revertendo a fermentacdo para a partida com
leveduras de industrias de panificagdo. Atualmente esse processo é bem
estabelecido, fornecendo as usinas, biomassa em larga escala de leveduras
nativas isoladas de suas préprias usinas (de onde ocorre a derivagdo da
nomenclatura da levedura) e de seu proprio processo fermentativo, como as
conhecidas leveduras da espécie S. cerevisiae: PE-2 (Usina da Pedra), SA-I
(Usina Santa Adélia), CAT-1 (Usina Catanduva), BG 1 (Usina Barra Grande),

entre outras (Andrietta et al, 1997).



Embora o processo de produgédo de bioetanol da primeira geragao seja
muito difundido no Brasil, ele ainda apresenta condigdes avessas e
emergentes, principalmente referente a esterilidade, levando a importantes

quadros de contaminagdes microbianas durante o processo (Basso et al, 2011).

Na fermentacdo o ambiente industrial € complexo, caracterizado por um
bioma diversificado de micro-organismos. Desta forma, é importante a
compreensdo desse ecossistema industrial, bem como, dos nichos que séo
criados durante um novo processo. Por outro lado, estes micro-organismos
devem ser identificados, pois podem atuar como contaminantes interferindo de

modo negativo todo o processo de fermentagéo (Costa et al, 2015).

As contaminagbdes podem derivar do solo, planta, praticas agricolas,
extracdo e equipamentos industriais, destacando o fato de que os micro-
organismos contaminantes mais encontrados s&o os que normalmente habitam
a microbiota do solo da plantagdo da cana de agucar (Bassi et al, 2013; Ward,
1991).

No momento da colheita da planta existe a atividade de corte (manual ou
mecanico) e posteriormente o armazenamento desta para a coleta. Nesse
momento essas plantas podem entrar em contato com o solo e através das
fissuras do corte, esses micro-organismos contaminantes habitantes do solo

podem entrar, invadir e colonizar os tecidos vegetais (de Souza et al, 2016).

Assim uma planta de cana de acgucar sadia carrega consigo
habitualmente niveis de 10° a 10* micro-organismos por grama de planta.
Mesmo com todos os cuidados basicos e corretos nas usinas, ainda tera um
caldo misto de micro-organismo com contaminantes em torno de 10°
células/mL (Amorim et al, 2009). Entretanto, um processo de fermentagéo
considerado adequado € o que possui niveis de contaminagdo menores que
108 células/mL (Ducan et al, 1964; Hamonts et al, 2018).

Além disso, o caldo de cana pode sofrer interferéncia de contaminagdes
em todas as etapas do processo (moagem, trocadores de calor, preparo e
adicdo de insumos) até chegar ao ponto da fermentagcdo. E, para os

contaminantes, o caldo de cana de agucar € um meio de cultura extremamente



rico, que estimula e favorece o crescimento microbiano, através de condi¢des
ideais como temperatura, pH, sais minerais, carboidratos e agua (Basilio et al,
2008).

Contaminantes de origem bacteriana sdo bem descritos e possuem
efeitos adversos na fermentagdo. Os géneros mais comuns s&o: Bacillus ssp.,
Achromobacter ssp., Micrococcus ssp., Escherichia coli, Enterobacter ssp.,
Flavobacterium ssp., Aerobacter aerogenes, Pseudomonas ssp., Erwinia ssp.,
Xanthomonas ssp., Lactobacillus ssp., Corynebacterium ssp., e Leuconostoc
ssp. (Basilio, et al 2008; Egea, et al 2018).

Dentre os grupos bacterianos, as bactérias gram positivas sdo as mais
predominantes nos isolamentos. Dentro dessa taxa, o género Lactobacillus é o
mais abundante, seguido do género Bacillus (Seki, et al 1990; Dellias et al,
2018).

Contaminacdes fungicas também sdo encontradas, e trabalhos relatam a
atividade de espécies como: espécies nao-Saccharomyces, Candida ssp.,
Torulopis ssp., Rhodotorula ssp., Pichia ssp., Komagataella ssp., Ascodeia
ssp., Septoria ssp., Rasamsonia ssp., Dekkeria ssp., Torulopis ssp. e
Schizosaccharomyces ssp. como potenciais contaminantes (Cabrini, et al
1999).

Em um estudo especifico para identificar a taxa de micro-organismos do
fermento tratado, revelou a predominéncia do género Saccharomyces com
cerca de 88%, seguida do género Candida ssp. com 12%, mostrando um grau
significativo de contaminacédo por espécie ndo-Saccharomyces (Cabrini, et al
1999; Basilio, et al 2008; Szulc, et al 2017).

Independente da origem do contaminante, agindo isolado ou
concomitantemente, ha o risco e preocupacao com problemas relacionados a
produtividade, ja que esses atuam diretamente na performance do processo
fermentativo (Nobre, et al 2007).

Problemas de redugdo de produtividade estdo diretamente ligados a

competicdo de nutrientes para crescimento celular (mais especifico o consumo



de agucares), sintese e liberagdo de toxinas, produgdo de acidos organicos
(buterico, aceético, formico e latico), floculagdo (perda de fermento nas dornas)
e acao do excesso de antibidticos no controle das contaminacdes, afetando a
viabilidade da levedura padrao (Chang, et al 1995; Skinner, et al 2004; Zabed,
et al 2014).

Producao de toxinas, acidos e floculagdo, sdo problemas relacionados
as bactérias contaminantes, principalmente as lacteas como Lactobacillus e
Leuconostoc, que sao responsaveis pelo aparecimento da floculagdo (Peng et
al, 2001; Narvhus, et al 2003).

Os Lactobacillus interagem com as leveduras, onde através de ligagao
entre moléculas, se aderem a parede leveduriforme fazendo com que essa
biomassa se condense e precipite. O Leuconostoc por sua vez, utiliza o agucar
do meio para formar uma espécie de goma, que ajuda na condensagao das

leveduras, favorecendo a floculagéo (Alvarez et al, 2014)

Alguns outros géneros como Bacillus, Acetobacter juntamente com os
produtores de floculagdo, sdo capazes de formar os acidos, que diretamente
afetam a viabilidade da levedura padrao (Carvalho-Neto et al, 2015; Tiukova, et
al 2014)

Em relacdo a competitividade de nutrientes, este problema ndo somente
pode ser causado pelas bactérias, mas também por outras leveduras que nao
sejam do género Saccharomyces cerevisiae, visto que algumas espécies como
Candida tropicalis, Pichia pastoris, Dekkeria bruxellensis, também possuem
comportamento similar a levedura padrao, como utilizacdo e conversdo de
acgucares, além de possuirem alta resisténcia as adversidades do processo,
podendo em casos extremos chegar a 30% do volume total de micro-
organismos contaminantes de uma dorna de fermentagao (Cabrini, et al 1999;
Bassi, et al 2013; Costa, et al 2015).

A Candida tropicalis, foi isolada primeiramente de um paciente com
bronquite fungica no ano de 1910 e primeiramente chamada de Oidium
tropicale. Estudos posteriores mostraram que se tratava de uma levedura, que

pertencia ao reino Fungi, flo Ascomycota, Classe Sacchamycetales, familia
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Saccharomycetaceae, género Candida, espécie tropicalis (Castelani et al 1912;

Diezmman, et al 2004).

Sua macromorfologia compreende colbnias de aspecto cremoso e
aparéncia lisa, coloracdo branca a creme podendo apresentar bordas
levemente enrugada. Sua microscopia possui como caracteristicas a presenga
de blastoconideos esféricos ou ovoides, isolados ou agrupados, podendo
apresentar também pseudo-hifas ou até mesmo hifas verdadeiras como a
Candida albicans. (Zuza-Alves et al, 2017).

Com relacdo as caracteristicas bioquimicas, a C. tropicalis é capaz de
fermentar alguns tipos de acgucares como: galactose, glicose, maltose,
carboidratos como a trealose, e tendo como particular a assimilacdo de

sacarose (Kutzman et al, 2011; Silva et al 2012).

E uma levedura comensal e aderente, mas também muito isolada de
ambientes, com ampla distribuicdo em paises tropicais e subtropicais (Kumar,
2018). Possui extrema relevancia médica, pois € um tipo de micro-organismo
que pode apresentar resisténcia a medicamentos como os derivados azolicos,

anfotericina B e equinocandinas (Seneviratne et al., 2016).

Contudo a C. tropicalis tem obtido uma relevancia importante por
apresentar caracteristicas de osmotolerancia, fazendo com que essa levedura
seja atualmente utilizada como potencial micro-organismo em processos

biotecnologicos, como a produgéo de bioetanol e xilitol (Zuza-Alves et al 2016).

C. tropicalis € uma levedura dipldide e assexuada, seu genoma foi
sequenciado em 2009, possui um tamanho de 14,5 Mb, com aproximadamente
12 cromossomos e contem 6.258 genes codificadores de proteinas (Doi et al.,
1992).

Possui maior similaridade genética com C. albicans do que as outras
especies de Candida de interesse clinico, mas estudos mostram uma relacao
evolutiva com outros tipos de leveduras como a Saccharomyces cerevisiae,
quando comparadas com caracteristicas fenotipicas e bioquimicas para

processos biotecnolégicos (Butler et al., 2009; Wu et al., 2014).
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Nas usinas brasileiras os métodos para determinacdo das
contaminagdes ainda sdo muito restritos, visto que as metodologias mais
empregadas sdo as de maior rapidez e baixo custo (Revista RPA News Cana &
Acucar, 2015). Habitualmente € utilizada a contagem microscopica dos micro-
organismos, um método rapido mas muitas vezes inconclusivo, pois artefatos
do meio podem ser confundidos com contaminagdes, e também apresenta a
desvantagem de n&o poder oferecer informagbes com seguranga sobre
viabilidade, tanto das leveduras padrdes, quanto de qualquer contaminante que

possa estar interferindo no processo (Jornal da Cana, 2014)

Em associagdo com a microscopia as usinas utilizam a coloracdo de
Gram, permitindo um melhor direcionamento quanto a identificacdo do micro-
organismo, como gram positivo ou gram negativo (Revista RPA News Cana &
Acucar, 2015)

Além disso, em muitas usinas é utilizada a contagem de colénias em
placas contendo meio solido, que permite afirmar com seguranga e
porcentagem de células viaveis da levedura, bem como do contaminante
(Revista RPA News Cana &Acucar, 2015).

Esse padrao de identificagdo de micro-organismos nas usinas comegou
através da utilizagdo de um meio seletivo, na década de 50, que tinha como
objetivo a inibigdo do crescimento de leveduras com a utilizagdo da actidiona
(cicloheximida). Atualmente esse composto € proibido e as usinas utilizam
como escolha de partida, um meio complexo onde ha crescimento de multiplas

espécies (Copersucar, 1987).

Sendo assim, os meios seletivos sédo utilizados para direcionar sobre
informagdes do contaminante, quanto a sua especificidade como, por exemplo,
se sdo: bactérias totais, gram positivas, gram negativas, produtoras de goma,
produtoras de acidos, sempre buscando a peculiaridade de cada micro-

organismo que deseja disseminar (Jornal da Cana. 2014).

Com as desvantagens de tempo e imprecisdo de algumas metodologias
mais classicas, atualmente as usinas estdo se beneficiando do uso de kits

comerciais, como o Kit MC® (MC Desinfecgdo Industrial), que proporciona um
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rastreamento do controle biolégico por plaqueamento de diversas amostras.
Além de ser um método facil de manuseio, apresenta um resultado com maior

precisao e rapidez (Jornal da Cana, 2014).

Algumas equagdes como indice de Contaminagdo (IC), taxas de
multiplicagdo do fermento (TMF), Recirculagdo Bacteriana (RC) séo utilizadas
pelas usinas como padrdo de manutengdo para contaminagbes (Copersucar,
1987)

Tratamentos para conter os contaminantes, sdo realizados através da
utilizacdo de antibidticos industriais (carbamatos, compostos quaternarios,
fendis halogenados), estes s&o caracterizados como compostos organicos
naturais ou sintéticos e tém o objetivo de inibir o crescimento ou causar a morte
do micro-organismo contaminante. Possuem como principal caracteristica a
seletividade do alvo e desvantagem o alto custo e a promogéo da resisténcia a

alguns micro-organismos (Alcarde et al, 2003; Eughi, 2007).

Os antimicrobianos industriais utilizados na fase exponencial do
crescimento dos micro-organismos na fermentagdo possuem diferentes tipos
de acgdo, como bacteriostatico (inibicdo de crescimento e sem morte celular),
bactericida (presenga de morte e auséncia de lise celular) e bacteriolitico

(presenca de morte e lise celular) (Eughi, 2007).

Na industria sucroalcooleira, os antimicrobianos efetivos possuem uma
especificidade seletiva, fazendo com que estes, sejam representados por
diversas substancias, classificados quanto ao seu mecanismo de acdo, como
mostrado na tabela 1 (Oliveira, 1996; Denyer et al, 2002).
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Tabela 1: Principais antimicrobianos, tipo e mecanismo de atuagdo destes compostos utilizados nas

usinas sucroalcoleeiras.

Penincilina

Cloranfenicol

Monoensina sédica

Tetraciclina

Kamoram®

Oxitetraciclina

Estrptograminas
(Virginiamicina,
Pristidamicina, Micamicina,

Vernamicina)

Clindamicina

Diéxido de Cloro

(Diox®)

Biocidas Naturais a Base de

Lapulo

B-lactamico

Amplo Espectro

Gram + e Gram -

Inéforo

Bactericida

Amplo Espectro

Gram + e Gram -

Bactericida

Amplo Expectro

Gram+ e Gram -

Gram +

Gram +

Desinfectante

Bactericida

Bactérias Gram +

Inibigao da sintese de parede

celular

Inibicdo da sintese proteica

Utilizado como aditivo na
alimentag&o de animais e em
fermentagé&o inibigao da

sintese de parede celular

Sintese Proteica, inibindo

replicagédo

Inibicao de sintese de parede,

similar a moensina sddica

Sintese Proteica, inibindo

replicagédo

Sintese Proteica, inibicdo de

cadeias peptidicas

Inibicdo da sintese proteica

Inibigao da sintese de parede

celular

Transporte de metabdlitos e

modificagdo de pH intracelular

Bischoff et al, 2007

Pelczar et al, 1997

Lopes et al, 2011

Lui et al, 2016

Revista Quimica Real, 2009

Pelczar et al, 1997

Andreotti et al, 2004

Bioschoff et al, 2007

Meneguin et al, 2008

Ruckle et al, 2012
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Um dos primeiros antimicrobianos foi o hexaclorofeno, presentemente
sem utilidade, mas quando aplicado, apresentava boa taxa de fermentacgao.
Atualmente se aplica uma combinagdo de antimicrobianos na etapa lavagem,
com associag¢ao de acido sulfurico e posteriormente a administracéo antibiético
de escolha (Oliveira, 1996).

O uso excessivo desses antibidticos mostraram ao longo do tempo um
quadro de resisténcia dos micro-organismos, além de geragcdo de residuos
encontrados na vinhaga, sendo prejudicial e proibido para a utilizagdo desta
nos subprodutos da fermentagdo. Diante desses fatos, pesquisas vém
apontando para a producdo de antimicrobianos naturais, conhecidos como
biocidas (Ruckle et al, 2006).

A aplicagdo dos biocidas naturais tem um crescimento significativo na
utilizacdo de usinas e sua aplicagdo é empregada com sucesso contra micro-
organismos contaminantes, auxiliando o controle e reduzindo principalmente a
quantidade de residuos. Outro ponto favoravel quanto a escolha destes, é que
em questdes econbOmicas, os antibidticos convencionais sdo de alto custo,

enquanto os biocidas sdo de custo inferior (Carrilo-Neves et al, 2017).

Em muitos paises o problema de geracdo de residuos € tratado como
saude publica, onde é proibida a utilizacdo dos subprodutos da fermentacao,
como a levedura seca para fins de ragdo animal, por conta das altas dosagens
de antibidticos (Christofoletti et al, 2013).

Autoridades regulatérias para detecgédo de residuos de antibidticos sao
vigentes na maioria dos paises, principalmente para utilizagdo do sub-produto,
a levedura seca. Esses 6rgéos de fiscalizagdo promovem a quantificagdo dos
residuos, a informacao para a diminui¢gao do uso de antibidticos convencionais,
o problema da resisténcia dos micro-organismos e a propagacédo para o

aumento da utilizagdo dos biocidas (Christofoletti et al, 2013).

Biocidas naturais sao formulagdes ou produtos especificos, utilizados na
desinfeccdo do mosto, tanque e equipamentos utilizados nas usinas
sucroalcoleeiras. Varios destes ja s&do bem estabelecidos e atendem as

exigéncias de fiscalizagdo e das agéncias alimenticias em alguns paises. Mas
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ainda em alguns paises como o Brasil, além de ndo apresentarem
regulamentacdo nas agéncias de fiscalizagdo também n&o estdo nos padrdes
sanitarios, sendo cada vez mais proibido o uso de sub-produtos da

fermentacao (Ji et al, 2016).

A acdo dos antimicrobianos na contaminacdo por bactérias,
principalmente as gram positivas € bem resolvida. Ainda assim, a existéncia da

busca de um antimicrobianoo ideal ainda se faz necessaria (Cioch et al, 2017).

Em relagdo as contaminagdes fungicas, pouco se conhece sobre a agao
de antimicrobianos usados nesta area. A busca por um antifungico sustentavel,
natural e de alta especificidade, seria essencial para as usinas, visando sua
complementagdo contra os micro-organismos contaminantes totais do processo

fermentativo (Branco et al, 2017).

Diante de novas tecnologias de estudos em niveis moleculares é
interessante estudar como os micro-organismos fermentativos, Saccharomyces
cerevisiae e contaminantes sdo adaptaveis a diferentes ambientes, revelando
ser uma rica fonte de perfis fenotipicos na evolugdo das espécies (Lidzbarsky,
et al., 2009; Liti, et al., 2009). Recentemente foi evidenciado que a interagéo do
fator ambiental com micro-organismo pode influenciar na identificagdo de
diferentes caracteristicas especificas dentro de linhagens selvagens
(Camarasa et al.,, 2011; Warringer et al., 2011). Por isso, os avangos de
técnicas moleculares (RNA-seq, CRYSP, miRNAs, Microarray) buscam elucidar
as caracteristicas fenotipicas e genotipicas das linhagens nativas e também
dos contaminantes na produgdo de bioetanol, demonstrando melhorias no
processo fermentativo (Boria, et al., 2013; Chowdhury, et al., 2014; Liu, et al.,
2016).

As ultimas décadas vém demostrando que o dogma central da Biologia
Molecular modificou, revelando que estudos antes bem validados sobre
informacdo genética de DNA para RNA resultando na formagéo de proteinas,
pode sofrer algumas modificagdes como a descoberta dos chamados RNAs nao
codificantes (ncRNAs) (Costa, et al., 2012).
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Os ncRNAs sao pequenas moléculas de RNA ndo codificantes que
afetam a estabilidade dos RNAs mensageiros atuando na expressdo de
transcritos, influenciando nos controles transcricionais e pds-transcricionais
(Sesma, 2016). Nos seres vivos como humanos e espécie de camundongos a
maioria de seus transcritos sdo definidos como codificantes, onde uma parcela
de 2% e 37% respectivamente sdo ndo-codificantes, em valores totais de
transcritos de um genoma de cada espécie em destaque (Wery et al., 2011).
Ainda ha uma taxa significativa de transcritos ndo-coficantes em outras
especies eucaridticas como leveduras, como por exemplo, na espécie S.
cerevisiae, na qual cerca de 15% apresentam RNAs n&o-codificantes (Wery et
al., 2011), além de plantas onde esses ncRNAs sdo bem conservados (Zanca
et al., 2010).

Os ncRNAs estdo divididos em trés familias: os microRNAs (miRNAs),
piRNAs (PIWil-interatives RNAs) e os siRNAs (small-interfering RNAs). Estas
familias apresentam origens diferentes, porém, compartiham processos
especificos da via biossintética e de mecanismos de regulagdo (Costa et al.,
2012).

Os piRNAs sdo ncRNAs de aproximadamente 24-31 nucleotideos e seus
mecanismos foram, primeiramente, descobertos em Drosophila sp (Malone et
al., 2009). piRNAs sao encontrados em regides especificas do genoma e estéo
diretamente ligados a transpossons, cuja agdo € caracterizada por estar
envolvida na defesa celular, dentro da regulacédo de linhagem germinativa e,
também, de células somaticas (Khanduja et al., 2016). Estes piRNAs estédo
associados a um determinado grupo da familia de proteinas Argonautas, as
proteinas PIWI (Thomson et al., 2009).

Os siRNAs por sua vez, sdo ncRNAs provenientes de produtos da
catalise da acdo da RNA polimerase na biogénese dos ncRNAs (Watanabe et
al., 2008). siRNAs sado bem descritos em plantas e estudos apontam para agéo
em biogénese de doengas como cancer, também estudados incorporadas a
nanoparticulas na area de resisténcia a farmacos, doencgas, agentes infecciosos

em plantagdes, entre outros (Khalid et al., 2017; Sun et al., 2017).
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Dentre todos os ncRNAs reconhecidos e estudados, existe uma classe
com um numero maior de nucleotideos (>200), os conhecidos longos miRNAs
(IncRNAs) (Wilusz et al.,, 2016), estes IcCRNAS sdo encontrados em células
humanas ligadas a varios processos bioldégicos como regulagdo do genoma,
modificagdes de histonas, metilagdo de DNA e também acéo nos processos de
biogénese de doencgas (Han et al., 2016). Estudos com essa classe de ncRNAs
tem mostrado sua agdo em organismos eucariotos como leveduras (S.
cerevisiae) na regulacado de genes em resposta a mudangas ambientais, fatores

de estresse e tolerancia (Yamashita et al., 2016).

A classe mais conhecida dos ncRNAs, os miRNAs, sdo pequenas
moléculas enddgenas de aproximadamente 19-21 nucleotideos e sua
descoberta ocorreu primeiramente em Caenorhabditis elegans (Newman et al.,
2010). miRNAs s&o encontrados em eucariotos superiores, inferiores,
procariotos, virus e plantas, capazes de regular varios processos bioldgicos
poOs- transcricionais, incluindo proliferagdo e diferenciagdo celular, apoptose,
entre outros (Das et al., 2016; Zhang et al., 2010; Davis-Dusenbery et al., 2010).
Os genes do miRNAs estdo normalmente localizados em introns de proteinas
codificantes e regides intragénicas subjacentes, visto que estudos recentes
revelam a acdo dos miRNAs em regides de exossomas celulares (Jovicic et al.,
2017).

A biogénese dos miRNAs se inicia geralmente por um gene alvo ser
adenilado na regido 3’ e com capacete de 5-metil-guanosina na extremidade 5,
em seguida, pela acdo normalmente da RNA Polimerase Il (Pol IlI). O gene é
transcrito formando uma estrutura conhecida como pri-miRNA que séo
transcritos primarios (Starega-Roslan et al., 2011). Estes transcritos primarios
continuam com as adaptac¢des da fita alvo e adiciona a eles a estrutura em loop
conhecida como hairpin (Zeng et al., 2005). Esta estrutura € reconhecida por
um complexo que € constituido por uma enzima ribonuclease Il conhecida
como DROSHA e proteinas DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical Region 8
protein), ativando uma cascata de clivagens do transcrito primario (Starega —
Roslan et al., 2011). A Drosha, por sua vez, cliva esse pri-miRNA na base da

juncdo RNA-dsRNA que é reconhecida pela DGCRS8, resultando em uma
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estrutura menor de 60 nucleotideos conhecida como pre-miRNA (Han et al.,
2006; Basyuk et al., 2003). O pre-miRNA e seus produtos em nivel nuclear s&o
reconhecidos pela Exportina-5 (Exp-5) na qual desempenha funcdo de
transporte do pre-miRNA do nucleo ao citoplasma (Okada et al., 2009). Em
nivel citoplasmatico a estrutura hairpin desse pre-miRNA é reconhecida por um
complexo chamado de RLC, onde uma enzima denominada de DICER
(ribonuclease lll) converte o pre-miRNA em miRNA maduro. A Dicer reconhece
os produtos deixado pela Drosha no final da 3’ e cliva perto do hairpin esse
pre-miRNA em uma estrutura dupla fita de aproximadamente 22 nucleotideos
(miRNA-miRNA) (Warf et al., 2011). A Dicer ndo possui agédo sozinha, visto que
ativa uma familia de proteinas chamadas de Argonautas (AGO) que ao
reconhecer o ponto de funcdo da Dicer, se liga e direciona a estrutura
mMiRNA-miRNA a selecdo de uma das fita simples (MacRae et al., 2008). A
juncdo do RLC e Argonautas € conhecida por complexo RISC; O RISC se liga a
uma das fitas do miRNA-miRNA e a outra fita € degradada, resultando numa
estrutura de fita simples de miRNA (Kawamata et al., 2010), que podem entéo
atuar por complementariedade na degradacdo do mRNA ou parcialmente
inibindo a traducgao, visto que por acdo um unico mRNA pode conter varios
sitios de ligacdo de ncRNAs diferentes, bem como um unico ncRNAs pode

regular varios sitios de mRNAs (Place et al., 2008).

Descritos para outra classe de miRNAs, os exdgenos, conhecidos como
XenomiRs, sdo de pequenos ncRNAs, que através da dieta, afetam diretamente
o perfil celular, interferindo na homeostase dos mMiRNAs circulantes. Os
XenomiRs possuem uma caracteristica principal que é a capacidade de
transferéncia interespécies (Winter, 2012). Estes miRNAs exdgenos séo
encontrados em fluidos biolégicos como sangue, plasma, urina e saliva e
altamente estaveis e tolerantes a condi¢des fisicoquimicas como extremidades
de pH e temperatura (Perge et al., 2016). Sua transferéncia ocorre por meio de
vesiculas incluindo exossomas e microvesiculas, além de proteinas de alta
densidade como HDL e proteinas que possuem similaridade com as dos
miRNAs celulares (Witwer et al., 2014). A acdo destes XenomiRs em niveis

transcricionais e pods transcricionais sdo semelhantes aos demais miRNAs,
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atualmente utilizado com muita relevancia como potencial ferramenta de
prognostico de doengas, sendo conhecidos como biomarcadores (Fabris et al.,
2016).

Dentre todos os organismos que possuem produgdo de miRNAs, as
plantas sao as que apresentam maior conservagao desses ncRNAs,
diferenciando dos miRNAs das outras espécies na biogénese. Em plantas, a
biogénese desses miRNAs possuem algumas diferengas, iniciando-se com a
transcrigdo do gene MIR por uma Pol Il dentro do primiRNA. Este normalmente
€ uma fita simples de RNA longo que é parcialmente complementada, formando
o harpin (Fereira et al., 2012). No nucleo o precursor de stem-loop é
processado por proteinas como: Dicer-like (DCL1), HIPONASTIC LEAVES 1
(HYL1) e SERRATA, resultando em uma dupla fita de RNA, conhecida como
MiRNA-miRNA (Chen et al., 2005). Essa dsRNA é metilada por uma enzima
HUA ENHANCER 1 (HEN1) e ao reconhecer esta metilagdo a proteina HASTY
transporta esse miRNA-miRNA do nucleo para o citoplasma (Poething et al.,
2005; Mallory et al., 2006; Zhang et al., 2010). No citoplasma a biogénese é
semelhante a dos humanos, onde uma das fitas é introduzida dentro do
complexo conhecido como RISC e as proteinas AGO1 atuam ligando por
complementariedade o mRNA alvo, formando miRNA maduro. O miRNA regula
a expressdao do mRNA alvo clivando-o e, assim, reprimindo a transcrigdo ou a
translocacédo (Qi et al., 2010). Os miRNAs sdo bem conservados nas plantas e
cerca de 3.300 destes miRNAs estdo depositados em bancos de dados como o
miRBase (Griffiths-Jones et al.,, 2011). Descobertas vém revelando que
expressao de miRNAs sao encontradas sempre em certos tecidos e ou tipo
celular, além de estagios especificos de desenvolvimento, como por exemplo o

miR403, miR444 e o miR528 (Carrington et al., 2011).

A cana de acgucar € uma das plantas que possui 0 genoma mais
complexo em razdo de seu numero variado de ploidia, com isto cerca de 34
mMiRNAs especificos de cana de acucar estao depositados nos bancos de dados
(Souza et al., 2008). A manipulagdo génica de miRNA na cana auxilia na
resisténcia dessa planta a adversidade como estresse hidrico, salino, entre

outros (Heck et al.,, 2011). Zanca e colaboradores foram os pioneiros nos
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estudos dos miRNAs de cana de acucar visando a analise de expressao em
distintos tecidos e orgaos dessa planta (Zanca et al., 2010), revelando a
caracterizagcdo de um miRNA especifico (miR528) e seu alvo (Ferreira et al.,
2012; Gentile et al., 2013).

Atualmente pesquisas s&o publicadas de ncRNAs em fungos mostrando
que leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae possuem a capacidade de
producdo de ncRNAs (estes ainda chamados de miRNAs-/ike), como também
possuir areas de transcritos ndo codificantes que sao formados através da
biogénese geral dos ncRNAs (Sesma, 2016). Wu e colaboradores, demostram
que a levedura S. cerevisiae possui 85% de seu genoma transcrito, na qual
15% sao nao codificantes, divididos entre ncRNAs e varias regides transcritas
para transcritos ndo codificantes como CUTs (Cryptic Unstable Transcripts),
SUTs (Stable Unannotated Transcripts), XUTs (Xrn-1-sensitive Unstable
Transcripts), MUTs (Meiotic Unannotated Transcripts), TERRAs (Telomeric
Repeat associated cryptic nhcRNAs) e CD-CUTs (Cytoplasmically Degraded
Cryptic Unstable Transcripts) todos estes capazes de agir em processos

biolégicos a niveis transcrionais e pos-transcricionais (Wu et al., 2012 ).

Além disso, estudos sobre as fungdes dos miRNAs no desenvolvimento
das alteracbes nos processos biologicos para distintas espécies, mas
principalmente de doencas como o cancer, faz com que os miRNAs sejam
ferramentas e alvos para novas abordagens terapéuticas. Estudos funcionais
confirmam que os mMiRNAs podem agir como supressores de tumor ou
oncogenes (oncomiRs), miRNAs miméticos (acdo reprimida) ou moléculas
direcionadas aos miRNAs induzidos (antimiRs), mostrando resultados

promissores para alguns miRNAs de acédo terapéutica (Rupaimoole et al, 2017).

Neste sentido, controlar as contaminag¢des do processo de fermentacgao e
verificar o seu comportamento na presenca de variedades de culturas de micro-
organismos presentes € essencial, visto que a demanda de antibidticos

utilizados como padrao ouro nas usinas sao sempre 0s mesmos e prejudiciais.

Em vista disso, nosso estudo visa elucidar o comportamento de um

contaminante relevante de fermento, Candida tropicalis, durante um ciclo de
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5. CONCLUSOES

- Concluimos que C. tropicalis (C4) € um contaminante que atrapalha potencialmente o
processo fermentativo e o rendimento de bioetanol, porque possui uma atividade
metabdlica constante até o final do processo, com viabilidade celular maior que
Saccharomyces cerevisiae (PE-2), assimila os principais agucares utilizados como
nutrientes de maneira significativa, reduzindo substratos importantes para levedura padrao,

atrapalhando na producao de bioetanol.

- O estudo mostrou de maneira inédita que miRNAs de cana de acgucar sdo capazes de
interferir no genoma de leveduras, assim comprovamos a presenga de XenomiRs entre

reinos diferentes;

- Dos 25 miRNAs selecionados in silico de cana de agucar foram identificados 11 miRNAs

significativamente expressos nas leveduras (S. cerevisiae e C. tropicalis).
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- O estudo do transcriptoma de C. fropicalis identificou 954 genes relacionados ao
processo fermentativo, sendo 444 reprimidos e 507 induzidos. Desta forma, para os genes
reprimidos, foi observado aqueles relacionados ao metabolismo de aminoacidos,
membrana, transporte de agucares, piruvato descarboxilase e acetilcoA e para os
induzidos, genes ligados a transcri¢cdo, splicing e spliciossoma, membrana e resisténcia,
mostrando que a levedura contaminnate compete significativamente também para o

metabolismo.

- Foram identificados in silico em C. tropicalis 6 genes/alvos (CTRG_00017, CTRG_06114,
CRTG_01877, CTRG_05408, CTRG_04160 e CTRG_03746) que se relacionaram com 4
MiRNAS (sof-miR159e, sof-miR159a, ssp-miR1128 e sof-miR156). Duas interagdes
especificas (interacdo apenas com C. tropicalis) foram identificadas por dois miRNAs (sof-
miR 159a e sof-miR156) e que interagiram com trés genes/alvos (CTRG_06114,
CTRG_0416 e 03746);

- Os seis genes/alvos de C. tropicalis que interagiram com os quatro miRNAs identificados
de cana de acgucar estavam presentes com percentual de alta identidade em diferentes
géneros de leveduras. A identificacao in silico desses géneros realizada pelo blast mostrou
a interacdo de aproximadamente de 36 espécies de leveduras contaminantes de diferentes

ecossistemas;

- Os quatro miRNAs identificados ndo mostrarm interagdo in silico com Saccharomyces
cerevisiae, podendo ser utilizados como biomoléculas potenciais atifungicas para o

controle da contaminacao de dornas de fermentagao para a produgao de bioetanol,;
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