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1. INTRODUCAO E ESTADO DA ARTE

O desenvolvimento de novas tecnologias para producao de biocombustiveis que priorizem sustentabilidade,
inovacdo e eficiéncia tem recebido papel de destaque nos ultimos anos, devido principalmente a preocupacdo
mundial com o aumento da demanda de combustiveis fésseis e possivel esgotamento das reservas naturais (Clark et
al., 2012). Os biocombustiveis sdo uma alternativa promissora por serem ambientalmente mais vantajosos,
promoverem economias locais e haver uma grande disponibilidade de matéria-prima (Hasunuma & Kondon, 2012).
No Brasil, o etanol pode ser produzido a partir da sacarose da cana-de-agucar (primeira geracdo, 1G) ou do bagaco e
palha da cana que sdo gerados como subprodutos do setor sucroenergético (segunda geracdo, 2G ou
lignocelulésico) (Leite et al., 2009).

O processo de producdo do etanol 1G ja é muito bem consolidado, garantindo o Brasil como um dos maiores
produtores do mundo. Entretanto, estudos sugerem que se o bagaco e a palha da cana forem convertidos em etanol
2G, haveria um aumento de 40% na producdo deste biocombustivel por hectare (Leite et al., 2009). Mas a produgado
deste apresenta varios gargalos industriais e biotecnoldgicos que ainda precisam ser superados para que este
processo seja economicamente vidvel. Como principais desafios tecnoldgicos pode-se citar: 1) quebra da
lignocelulose através de pré-tratamento e hidrdlise mais eficazes e a um menor custo; 2) assimilagdo e fermentagdo
de pentoses (xilose e arabinose) por leveduras modificadas geneticamente e 3) o uso de microrganismos mais
robustos e tolerantes as condi¢Oes adversas das dornas de fermentacdo (Banerjee et al., 2010; Ho et al., 2014).

O etanol 2G é obtido através da fermentacdo dos agucares liberados da degradacdo da parede celular vegetal,
um compdsito complexo composto basicamente por celulose, hemicelulose e lignina (Kricka et al., 2014). Para
liberagdo dos aclcares provenientes destes polimeros e posterior fermentacdo, faz-se necessaria a desconstrucdo
de todo esse material por pré-tratamentos fisicos e quimicos e/ou hidrdlise catalisada por enzimas, como celulases
e hemicelulases (Rubin, 2008). O fungo filamentoso Trichoderma reesei é um dos maiores produtores de celulases,
sendo utilizado por sua grande capacidade hipercelulolitica em diversos ramos da industria, como de celulose e

papel, clareamento de vinhos e produgdo de coquetéis enzimaticos para degradagdo de biomassa vegetal (Schmoll



& Schuster, 2010; Cannella & Jgrgensen, 2014). Apesar de anos de pesquisa e desenvolvimento com T. reesei, os
mecanismos moleculares envolvidos na producdo das enzimas hidroliticas ndo sdo bem conhecidos. Neste sentido, é
de grande relevancia avaliar quais os fatores de transcricdo (FT) envolvidos no processo de degradac¢do da biomassa,
uma vez que eles sdo os maiores reguladores da expressdo da rede génica de um organismo/célula, tendo papel
fundamental em todos os processos biolégicos.

Estes FTs sdo induzidos de modo diferente dependendo da espécie do fungo filamentoso. Em Aspergillus
niger, outro fungo muito estudado devido as suas enzimas hidroliticas, a expressao das principais enzimas dos
complexos celulolitico e hemicelulolitico é co-regulada pela mesma molécula indutora (D-xilose). Entretanto, em T.
reesei os mecanismos de indug¢do sdao mais diversos, onde no minimo quatro moléculas indutoras diferentes foram
descritas (D-xilose, xilobiose, soforose e lactose), mas nenhuma delas tem o potencial para iniciar a expressdo de
todas as principais celulases e hemicelulases (Stricker et al., 2008). Como ja mencionado, a glicose ativa a via de
repressdao por carbono mediada pela proteina Crel, que entre outros, atua reprimindo a expressao do FT Xyrl
(Portnoy et al., 2011), o principal ativador dos genes que codificam enzimas hidroliticas (xilanases, celobiohidrolases
e endoglucanases (Mach-Aigner et al., 2008). Também foi verificado que Crel se liga as sequéncias especificas do
promotor de cbhl, que codifica a celobiohidrolase I, uma enzima que constitui cerca de 60% das proteinas
secretadas por T. reesei (Ilmén et al., 1996), bem como na regido promotora de xynl, que codifica uma xilanase
(Mach et al., 1996), inibindo a expressdo destes genes diretamente. Varios trabalhos foram realizados descrevendo
outros FTs que interferem significativamente na expressao de hidrolases, como, por exemplo, Acel e Ace2. Esses
fatores fazem o fine-tuning da regulacdo dos genes das enzimas hidroliticas, sendo o primeiro um regulador
negativo e o ultimo, um regulador positivo (Stricker et al., 2008). Recentemente, o FT Ace3 foi descrito como um
novo regulador positivo, uma vez que sua delecdo compromete a transcricdo e producdo de diversas celulases e
xilanases (Hakkinen et al., 2014). Além destes, outros FTs vém sendo identificados e muitos vém sendo patenteados
em processos para producdo industrial destas enzimas (Pakula et al., 2011), o que demonstra a importancia desse
trabalho.

Através dos dados de RNA-Seq gerados e analisados, e de outras analises ja realizadas pelo doutorando
Gustavo P. Borin e mestranda Roberta Dal’Mas, foram obtidos novos genes de interesse biotecnoldgico na
degradacdo de biomassa, ainda nao estudados, como o FT putativo identificado como um dos mais hiper-expressos

em T. reesei crescido em bagaco (Tabela 1).

Tabela 1. Fator de transcricdo putativo hiper-expresso em bagaco no transcriptoma de T. reesei. A
identificacdo (ID) esta disponivel no banco de dados do JGI do T. reesei RUT C30 v1.0. Os dominios da proteina
foram buscados contra o PFAM. B: bagaco. 6, 12 e 24h: tempos de crescimento.

Log,(fold change)
B6h B12h B24h

ID JGI PFAM (e-value)

PF11951, Fungal specific transcription factor domain (1.7E-29)

33351
PF00172, Fungal Zn(2)-Cys(6) binuclear cluster domain (2E-10)

4.06 3.87 3.02




A técnica knockout para dele¢do génica vem sendo empregada com sucesso ha muito tempo para diversos
microrganismos-modelo, como T. reesei (Penttilad et al., 1987), Neurospora crassa (Colot et al., 2006) e Aspergillus
sp. (Arnaud et al., 2012), com o objetivo de se investigar a fun¢do de genes desconhecidos. Até pouco tempo atras,
a construcdo de mutantes knockout em T. reesej consistia em inativar a via NHEJ (non-homologous end joining) de
reparo do DNA, de modo a facilitar o reconhecimento de regides homdlogas do cassete de delecdo e, assim, sua
incorporagcdo no genoma (Schuster et al.,, 2012). Recentemente, entretanto, uma nova tecnologia de DNA
recombinante surgiu, o sistema CRISPR-Cas9 (Deveau et al., 2010; Sternberg et al., 2012). Esta tecnologia usa uma
fita de RNA guia para direcionar especificamente o lugar do DNA onde a endonuclease caspase devera fazer uma
quebra no DNA dupla-fita, adjacente a uma sequéncia denominada PAM (protospacer-adjacent motif). Esta
tecnologia tem revolucionado diversas dreas do conhecimento pois é muito reprodutivel e pode ser utilizada para
diversas finalidades e organismos (Cong et al., 2013; Ran et al., 2013; Kanchiswamy et al., 2016). Liu e colaboradores
(2015) foram os primeiros a transformar o fungo T. reesei através do sistema CRIPR-Cas9, obtendo mais de 90% de
recombinacdo homadloga em seus transformantes. Os autores construiram plasmideos expressando a proteina eGFP
(enhanced Green Fluorescente Protein) para confirmagdo da transformacdo e integracdo no genoma, e além de
mutantes com uma Unica delecdo, os autores conseguiram obter até mesmo um mutante com tripla delecao,

demonstrando que o sistema CRISPR/Cas9 é flexivel e capaz de ter varios alvos simultaneamente (Liu et al., 2015).

Assim, o projeto envolve a construgcdo de uma cepa mutante knockout do FT apresentado (Tabela 1), por
uma das metodologias descritas acima: homologia entre regides do cassete de delecdo e o genoma do fungo, ou
pelo sistema CRISPR-Cas9. Apds a construgdo e confirmagao do mutante, serdo realizados ensaios de crescimento,
atividade enzimdtica e também de PCR em tempo real para que se possa entender se, e de que modo, esse fator

de transcrigao esta influenciando genes de sacarificagao da biomassa.

2. OBIJETIVOS

O aluno tera como objetivos:
e Padronizar a técnica de knockout para T. reesei, de acordo com os protocolos adotados pelo grupo de
pesquisa;
e Deletar pela técnica padronizada de knockout o gene de um fator de transcricdo putativo identificado
como hiper-expresso nos dados de RNA-Segq;
e Confirmada a delecdo, realizar ensaios de atividade enzimatica, crescimento e PCR em tempo real para

validacao do mutante.



3. METODOLOGIA

Neste trabalho, serdo utilizadas as seguintes cepas para construcdo do mutante knockout: 1) QM6a Atmus53
Apyrd, 2) TU-6 Aku70 Apyrd e 3) RUT C30 AtmusP53 pyr4-. A delecdao dos genes tmus53 e ku70 inativa a via de
reparo NHEJ (descrito acima), facilitando a recombinacdao homdloga dos cassetes. Além disso, as trés cepas sdo
auxotroéficas para a biossintese de uridina (Steiger et al.,, 2011), o que sera usado como marcador de sele¢ao do
transformante. O meio minimo (MM) (pH 5,5) de crescimento sera composto de 0,05% de extrato de levedura, 50
mL/L de solucdo de sais (6 g/L NaNOs, 1,5 g/L KH,PO,4, 0,5 g/L KCl e 0,5 g/L MgS04) e 200 uL/L de solugdo de
oligoelementos (10 g/L acido etilenodiamino tetra-acético, 4,4 g/L ZnSO4-H,0, 1,0 g/L MnCl,-4H,0, 0,32 g/L
CoCl,6H,0, 0,315 g/L CuS04-5H,0, 0,22 g/L (NH4)6M0,0,4-4H,0, 1,47 g/L CaCl,-2H,0 e 1 g/L FeS04-H,0).

Para a construcdo do vetor de delecdo para o gene selecionado (Tabela 1), o gene da orotidina-5’'-fosfato
descarboxilase (pyr4, jgi|139783) sera utilizado como marcador de selegcdo. O cassete de dele¢do sera construido
por recombinacdo homaéloga in vivo na levedura S. cerevisiae SC9721 (gendtipo MATa his 3-D200 URA 3-52 leu2D1
lys 2D202 trp 1D63), como anteriormente descrito (Colot et al., 2006). Basicamente, oligonucleotideos (oligos)
serdo desenhados para amplificar regides flanqueadoras de aproximadamente 1.000 pb nas extremidades 5’ e 3’
do gene a ser deletado (mutante knockout). Os oligos externos 5’-UTR forward e 3’-UTR reverse terdao uma tag de
20 pb para anelar no plasmideo pRS426, e os oligos internos 5’-UTR Reverse e 3’-UTR Forward outra tag de 20 pb
para anelar nas extremidades do gene pyr4. As duas regiGes flanqueadoras do gene alvo e o gene pyr4 serdo
amplificados por PCR pela DNA polimerase Phusion® High-Fidelity (New England Biolabs) e utilizados para
transformacgdo e recombinag¢do na levedura SC9721 pelo método de acetato de litio, como descrito anteriormente
por Schuster e colaboradores (2012). As col6nias transformadas serdo selecionadas em meio seletivo sélido YNB
ura- (7g/L de YNB, 20g/L de glicose, 20g/L de agar) e crescidas em meio YNB ura- liquido para extracdo do DNA
total. Em seguida, sera feita a transformacdo por eletroporagdo na cepa E. coli DH5a e os transformantes serao
crescidos em meio LB sélido (10 g/L de NaCl, 10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura e 12 g/L de agar) com
ampicilina (100 pg/mL).

Colonias isoladas serdo crescidas em meio LB liquido mais ampicilina e os plasmideos com os cassetes serao
purificados utilizando-se o kit de extracdo QIAprep Spin Miniprep (Qiagen). Este DNA serd utilizado como template
para amplificacdo dos cassetes utilizando-se os oligos forward 5 e reverse 3’ de cada gene. Os cassetes
amplificados serdo separados por tamanho por eletroforese em gel de agarose, terdo suas bandas purificadas e
sequenciadas para confirmacgdo, utilizando o kit de reagdo Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Life
Technologies) no sequenciador Applied Biosystems® 3500xL Genetic Analyzer (Life Technologies).

Em seguida, serdao utilizados para transformar os protoplastos de uma ou das trés linhagens de T. reesei
(dependendo da eficiéncia de cada transformacgdo) obtidos a partir da digestdo das hifas do fungo por um

complexo enzimatico comercial (Lysing Enzymes, Sigma). A transformacdo dos cassetes nos protoplastos sera feita



de acordo com o protocolo proposto por Penttild e colaboradores (1987), e a eficacia da transformacdo sera
avaliada pelo crescimento dos transformantes em meio sélido sem uridina e uracila. Os transformantes positivos
serdo crescidos em meio seletivo liquido e o DNA gendmico extraido sera usado como template em uma reacao de
PCR com os oligos do gene deletado e do marcador de sele¢do para confirmacdo da dele¢do. A metodologia
utilizada para construir o mutante knockout por CRISPR-cas9 é similar ao descrito acima, contudo alguns passos
intermedidrios sdo necessarios a fim de que a caspase seja expressa dentro do fungo juntamente com o RNA guia
(Liu et al., 2015).

Confirmada a transformacdo, serd avaliado se houve alteracdo no poder lignocelulolitico da cepa
transformada, em relacdo a cepa parental. Serdo analisados: (i) o crescimento das cepas em meios contendo
diferentes fontes de carbono, como por exemplo bagaco de cana, soforose, CMC, avicel, xilose e glicose (Stricker et
al., 2008; Dos Santos Castro et al., 2014), (ii) a atividade enzimatica do sobrenadante da cepa mutante e controle
crescida nestas condi¢Ges contra diferentes substratos (Borin et al., 2015), (iii) potencial de sacarificacao,
analisando a quantidade de acgucares liberados no sobrenadante e a expressdo génica de celulases e hemicelulases

importantes por PCR em tempo real (Portnoy et al., 2011).
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