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A dependéncia de fontes de combustiveis fésseis bem como a preocupacdo com o meio
ambiente tem gerado mundialmente um grande interesse no desenvolvimento de outras fontes de
energia. Neste sentido, o uso de etanol é vantajoso por se tratar de uma fonte inesgotavel de
energia, além de ser considerada de baixo impacto ambiental. Atualmente, através da fermentacao
do caldo da cana-de-acucar, o Brasil é o segundo maior produtor de bioetanol. Entretanto, estudos
sugerem que se forem utilizados o bagaco e a palha da cana, o Brasil pode dobrar sua producéo,
sem a necessidade do aumento de areas cultivaveis (0 que é denominado etanol de segunda
geracdo). No entanto, o uso dessa biomassa apresenta como desafio a degradacdo da estrutura da
parede celular vegetal formada por agucares complexos, em agucares mais simples, fermentaveis.
Para isso, sdo necessarios diversos tipos de enzimas hidroliticas (celulases e hemicelulases), que
naturalmente sdo produzidas por uma variedade de microorganismos; dentre eles destaca-se o
fungo Aspergillus niger, capaz de produzi-las e secreta-las em grandes quantidades. Embora
diversos estudos sejam realizados com este microorganismo, ainda ndao sdo conhecidos em

detalhes seus mecanismos de degradacgéo destes substratos lignoceluldsicos.

O género Aspergillus € um grupo de fungos filamentosos que cresce predominantemente
em material em decomposicdo de plantas ricos em polissacarideos (celulose, xilose, pectina, etc).
Este grupo € formado por mais de 250 espécies, sendo algumas espécies parasitas e outras de
interesse industrial, que possuem como caracteristicas importantes uma boa capacidade de
fermentacdo e altos niveis de secrecdo protéica. Em particular, de interesse para producéo de
etanol, ha diversos Aspergillus que produzem uma grande gama de enzimas que degradam os
polissacarideos presentes na parede celular de plantas, como o A. niger, um dos fungos mais

utilizados industrialmente e de grande importancia biotecnolégica.

Em relacdo aos mecanismos que regulam a producdo das enzimas hidroliticas e
degradacdo da biomassa vegetal, sabe-se que existe uma fator de transcricdo, denominado XInR,
gue é responsavel pela ativacdo da expressdao da maioria das celulases e hemicelulases. Além
destas enzimas, também vém sendo verificado a producéo de diversas outras que clivam pectinas

(poligalacturonases e liases) em diversos substratos como pectina derivada de beterraba, de maca



e em uma combinacdo de ramnose e acido galacturbénico. Entretanto, muitas destas enzimas nao
sdo produzidas em meio com aclUcares monoméricos (por exemplo, glicose e galactose). Isto
porque a presenca de carboidratos prontamente metabolizaveis reprime a sintese das enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas, assegurando assim a utilizacdo preferencial da fonte de carbono
mais facil de ser metabolizada. Para a célula isto é benéfico porque a fonte de carbono mais
favoravel é usada e a energia ndo é desperdicada na sintese de outros sistemas catabdlicos. Este
fendbmeno é conhecido por “repressdo por carbono” ou “repressao catabdlica por carbono”. A
principal proteina repressora em Aspergillus que regula a repressao catabdlica de genes
envolvidos em seu metabolismo é a CreA. Surpreendentemente, até o momento, CreA é a Unica
proteina regulatéria cujo papel em mediar a repressao ao carbono foi demonstrada, e pouco é

conhecido sobre os eventos moleculares envolvidos nesta interagéo.

Recentemente, a sequéncia do genoma de A. niger foi disponibilizada. Seu genoma
contem 14.165 genes e estima-se que mais de 200 estdo envolvidos na degradagdo de
polissacarideos. A disponibilizacdo do genoma deste microorganismo possibilita que estudos mais
amplos com o objetivo de elucidar os mecanismos de controle na produgcdo das enzimas
hidroliticas sejam realizados, uma vez que estes mecanismos variam entre os diferentes

organismos e substratos onde os estudos séo realizados.

O projeto do qual esta proposta de iniciagéo cientifica (IC) faz parte tem como objetivo geral
analisar por RNA-seq a expresséo global dos genes de A. niger crescido em meio com bagago e
colmo de cana-de-acUcar como fonte exclusiva de carbono. Os dados serdo comparados com 0s
obtidos de seu crescimento na presencga de agucar facilmente assimilavel (frutose). Assim espera-
se identificar genes ou vias que apresentem padrdes de expressdo interessantes, como por
exemplo, sendo muito expresso apenas na fonte de carbono recalcitrante. Estes genes serao
estudados com maior detalhamento através de PCR em tempo real e do estabelecimento de
linhagens mutantes nulas, com o objetivo de verificar a importancia dos mesmos na hidrélise
enzimatica da biomassa derivada da cana-de-aclcar. Os dados que estdo sendo gerados neste
projeto permitirdo um melhor entendimento do processo de degradacdo de biomassas. Todo
conhecimento em &ambito molecular resultante refletirA em novas perspectivas para o
desenvolvimento de coquetéis enziméticos mais eficazes e a custos mais baixos, que podera

possibilitar a producéo de etanol de segunda geracdo em escala industrial.

Até o momento, como resultado deste projeto financiado pela FAPESP (Auxilio a Pesquisa
Regular: 2011/08945-9), ja temos as andlises preliminares dos dados de RNA-seq. Ja foi possivel
verificar genes que néo estdo identificados no genoma e sem homologia com outros depositados
nos bancos de dados, e que apresentaram uma hiper-expresséo na condicdo de crescimento em

bagaco. Também identificamos fatores de transcricdo putativos, sendo expressos apenas nesta



condicdo. Dando continuidade ao projeto, espera-se que o aluno de iniciacdo cientifica PIBIC se
envolva na validacdo dos dados obtidos. Além disso, vamos verificar a expressao de genes de
interesse em outras fontes de carbono, e também em uma cepa de A.niger que possui o regulador
creA deletado, assim poderemos verificar se 0s genes selecionados estdo sujeitos a repressao
catabdlica. Assim, a proposta é que o aluno faca a validacéo e o estudo por PCR em tempo real de
10 genes de interesse em diferentes fontes de carbono (avicel, xilano, xilose, CMC, bagaco etc), na
cepa A. niger selvagem e na AcreA, e construa uma linhagem mutante nula do gene que
apresentar resultado mais interessante, com a finalidade de gerar insights sobre sua funcionalidade
e importancia. Neste projeto, espera que o aluno de IC desenvolva algumas habilidades e aprenda

algumas técnicas e metodologias, tais como:

(@ Busca de sequéncia em banco de dados publicos, como o NCBI ou AspGD (Aspergillus
Genome Database);

(i) Manipulac&o/crescimento de fungos, em meio solido e liquido, em diferentes fontes de
carbono;

(iii) Extracdo de RNA e andlise de qualidade do mesmo;

(iv) Tratamento de RNA com DNase;

(V) Sintese de cDNA,;

(vi) Desenho de oligonucleotideos para uso em PCR em tempo real, usando softwares
especificos, como por exemplo, primer express;

(vii)  Preparo de PCR em tempo real e analise dos resultados (expressado génica relativa);

(viii) Geragdo de linhagem mutante, com a delecdo de gene através da construgdo de

cassete especifico.

Embora possa parecer que a quantidade de metodologias a ser aprendida é grande, todas elas
ja sdo bem estabelecidas e sao realizadas rotineiramente em nosso laboratério. Todos os
integrantes do grupo poderdo auxilia-lo nas inimeras etapas do projeto. Além disso, as
ferramentas que ele ir4 aprender poderao ser utilizadas em outros projetos ou linhas de pesquisas

voltadas a biologia molecular, que ele venha a desempenhar no futuro.



