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1. Introducao

A conversao de biomassa lignocelulésica em acucares fermentesciveis
representa uma etapa central para a viabilizacdo de biorrefinarias e produgao
sustentavel de biocombustiveis e bioprodutos. No entanto, apesar dos avangos em
tecnologias de pré-tratamento e no desenvolvimento de formulagcdes enzimaticas
mais eficientes, o custo associado aos coquetéis enzimaticos ainda constitui o
principal gargalo econémico do processo, especialmente no contexto brasileiro, onde
ha forte dependéncia de insumos importados (Lynd et al., 2017; Balan, 2014).

Nesse cenario, o desenvolvimento de solugdes nacionais competitivas como o
coquetel enzimatico OpEn é estratégico. A linhagem fungica de Trichoderma reesei
produtora desse coquetel vem sendo continuamente engenheirada no Laboratério
Nacional de Biorrenovaveis (LNBR), principalmente via expressdo de enzimas
heterélogas (Fonseca et al., 2020; Santos et al., 2025). Embora essa abordagem tenha
demonstrado ganhos relevantes, a modificacao de genes enddgenos do hospedeiro
surge como uma estratégia complementar promissora, permitindo ajustes mais finos
no metabolismo celular e no perfil do secretoma produzido pelo fungo.

2. Estado daArte

Trichoderma reesei é amplamente reconhecido como plataforma industrial para
producao de enzimas lignoceluloliticas, devido a elevada capacidade de secrecao
proteica, facilidade de manipulacdo genética e status de biosseguranca (Nivel 1).
Dessa maneira, € considerado um organismo modelo para estudos de secrecéo e
regulacdo génica, com genoma extensivamente caracterizado, permitindo a
identificagcdo de genes envolvidos na degradacdo de polissacarideos e seus
elementos regulatorios (Martinez et al., 2008).

O coquetel enzimatico OpEn vem sendo desenvolvido no LNBR (Fonseca et al.,
2020; Santos et al., 2025), com recentes otimizagdes voltadas ao balanceamento
entre enzimas hidroliticas (endo/exoglucanases e B-glicosidases) e enzimas de
atividades auxiliares, essencial para maximizar a eficiéncia da sacarificagao
(Rodrigues et al., 2026; submetido).

Paralelamente, a modulagcdo de genes endégenos também tem se mostrado uma
estratégia eficaz para otimizacao de linhagens de T. reesei. Neste sentido, a delegao
de repressores transcricionais, como Rce1 e Rce2, demonstrou aumentar a expressao
de genes celuloliticos ao aliviar a repressao sobre ativadores como Xyr1 e Ace3 (Cao
et al., 2017; Chen et al., 2021). De forma complementar, reguladores que integram
metabolismo e expressao génica, como TrTRC-1, também se mostram promissores
(Dai et al., 2025).

A regulacao da producgédo enzimatica envolve ainda multiplas camadas, incluindo
sinalizacao celular e controle pds-transcricional. A superexpressao de CRZ1 aumenta



a producao de proteinas (Li et al., 2024), enquanto RNAs longos nao codificantes
demonstraram participar da ativagao de genes celuloliticos (Till et al., 2018).

Além disso, fatores morfofisiologicos também demonstraram influenciar o
desempenho industrial, como observado em mutantes com viscosidade reduzida que
apresentam melhor comportamento em fermentacao (Bodie et al., 2021).

3. Objetivos

Diante desse cenario, hipotetiza-se que modificacdes genéticas em diferentes
niveis regulatérios na linhagem produtora do coquetel OpEn possam melhorar a
eficiéncia de desconstrucdo da biomassa lignoceluldsica. Assim, este projeto visa
avaliar o impacto da delecao ou superexpressao de genes enddgenos previamente
validados como relevantes na secrecao de proteinas e/ou na producao de enzimas
lignoceluloliticas. Duas modificagdes com maior potencial serdo selecionadas e
introduzidas na linhagem de T. reesei produtora do coquetel OpEn, com o objetivo de
aprimorar seu desempenho na desconstrugéo de biomassa pré-tratada.

4. Material e Métodos

Microrganismos e cultivo: a linhagem de T. reesei produtora do coquetel OpEn sera
utilizada como base para as modificagbes genéticas. A cepa parental e os mutantes
derivados serdo mantidas em meio PDA a 28 °C e armazenadas a 4 °C ou em glicerol
a —-80 °C. Cultivos para produgdo enzimatica serao realizados em meio liquido
contendo melago, conforme descrito previamente (Fonseca et al., 2020).

Engenharia genética e transformacao: Genes enddégenos selecionados serao
modificados utilizando-se a ferramenta CRISPR/Cas9 para delecdo ou
superexpressao. Cassetes de recombinagcdo homodloga serdo construidos contendo
regides flanqueadoras dos loci dos respectivos genes-alvo. As transformacdes serdo
realizadas via protoplastos, utilizando PEG/CaCl, para introdu¢cdo do DNA.
Transformantes serao selecionados em meio seletivo e validados por PCR.

Ensaios bioquimicos: Sobrenadantes dos cultivos liquidos serdo coletados para
determinagado de: a) proteina total (Método de Lowry); b) atividades enzimaticas:
FPase, CMCase, p-glicosidase, xilanase e p-xilosidase, conforme descrito
previamente (Fonseca et al., 2020).

Hidrolise de biomassa e analise de produtos: Sobrenadantes dos cultivos liquidos
serao aplicados em ensaios de sacarificagdo conduzidos com biomassa
lignoceluldsica pré-tratada, baseando-se em Fonseca et al., 2020. Amostras serao
coletadas ao longo do tempo e a concentragdao de monossacarideos (glicose e xilose)
sera determinada por HPLC.

Analise do proteoma extracelular: Os secretomas serdo obtidos a partir dos
sobrenadantes dos cultivos liquidos, seguido de digestdo com tripsina e analise por
LC-MS/MS, conforme descrito previamente (Rodrigues et al., 2026 submetido). As
proteinas serao identificadas por busca em banco de dados de T. reesei, com
quantificacao relativa por abordagem label-free.



5. Cronograma

Atividade

Desenho das estratégias de modificagao genética
Montagem vetores CRISPR/Cas9 e cassetes de
recombinagdo homdloga

Transformacgdes e selegao de mutantes
Validagdo molecular e cultivos de produgéo
enzimatica

Ensaios de dosagem de proteina e atividades
enzimaticas e analise protedmica por MS

Ensaios de sacarificagdo, andlise de dados,
redagao de relatorio/artigo.
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