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DELECAO PARCIAL DO FATOR DE TRANSCRICAO ACE1 PARA OTIMIZAGCAO
DA PRODUGAO DE CELULASES POR Trichoderma reesei RUT-C30

RESUMO

O bioetanol de segunda geracdo emprega materiais lignocelulésicos na sua
elaboracdo. Uma das etapas para a degradacao destes materiais utiliza celulases
produzidas por microrganismos. Dentre estes, o fungo Trichoderma reesei € um dos
principais produtores de celulases utilizadas na industria. A modificacdo genética
deste fungo pode levar a otimizagao da producao de suas enzimas, diminuindo o custo
e melhorando a fabricagcéo de biocombustiveis. Desta forma, o objetivo do trabalho foi
deletar a regido dos motivos dedos de zinco no gene que codifica o fator de transcricéo
repressor de celulase ACE1 do fungo T. reesei RUT-C30, buscando a otimizagéo na
producao enzimatica. Na construcdo dos primers para amplificacao das regides 5’ e
3’ de acel e do marcador de selegcado hph, que confere resisténcia a higromicina B,
utilizou-se o site Joint Genome Institute — JGI e o programa BioEdit®. A construgéo do
cassete de delecdo com o vetor pRS426 foi mediado pela levedura Saccharomyces
cerevisiae SC9721. Posteriormente, a construgdo do cassete, a transformacao de T.
reesei RUT-C30 foi realizada através de protoplasto e a confirmagdo desta
transformacao foi efetuada por amplificagdo de parte do hph utilizando os primers
hphNestF e hphNestR. Apéds a transformagdo, com os mutantes obtidos, a atividade
de endoglucanase, exoglucanase e celulase total foi quantificada com os substratos
carboximetilcelulose (CMC), celulose microcristalina (Avicel®) e papel de filtro
Whatman (PF), respectivamente. A producao enzimatica e a eficiéncia na hidrdlise da
biomassa foram realizadas comparando-se a linhagem RUT-C30 aos mutantes. Apos
a construcao do cassete de delegao, a amplificagcdo de um fragmento de 3501 pb
confirmou a formag&o do cassete. E, posteriormente a transformacdo da linhagem
RUT-C30, o amplificado de 989 pb foi observado, confirmando a delecédo da sequéncia
alvo em 3 mutantes. Com o ensaio de atividade de celulases, as 3 linhagens
transformadas mostraram maior produgao enzimatica quando comparadas a linhagem
RUT-C30. Nessa comparagdo, foi observada diferenca estatistica significativa da
linhagem RUT-C30Aace1-1 com Avicel® e PF (p<0,001), da linhagem RUT-
C30Aace1-2 com CMC (p<0,01) e PF (p<0,05) e da linhagem RUT-C30Aace1-3 com
Avicel (p<0,001), CMC e PF (p<0,01). Os mutantes também apresentaram maior
eficiéncia na hidrélise da biomassa, com aumento na liberacdo de agucar entre 21 e
42%. Com base nos dados deste estudo, os mutantes apresentam-se promissores
para a producdo mais eficiente e viavel de etanol. Apesar disso, testes adicionais
devem ser realizados para melhor entendimento da aplicabilidade destes fungos a
nivel industrial.

PALAVRAS CHAVE: Fungo, cassete de delegcdo, transformacgédo, material
lignocelulésico, bioetanol.
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PARTIAL DELETION OF ACE1 TRANSCRIPTION FACTOR FOR OPTIMIZATION
Trichoderma reesei RUT-C30 CELLULASE PRODUCTION

ABSTRACT

Second generation bioethanol employs lignocellulosic materials in its preparation. One
of the steps for these materials degradation utilizes cellulases produced by
microorganisms. Among these, Trichoderma reesei fungus is one of the main
cellulases producers used in industry. This fungus genetic modification can lead to
enzimes production optimization, reducing cost and improving biofuels manufacture.
Thus, the present work objective was delete the sequence encoding zinc fingers motifs
of cellulase ACE1repressor transcription factor from T. reesei RUT-C30 fungus,
seeking enzymatic production optimization. In primers construction for amplification
ACE1 regions 5 and 3' and the hph selection marker, which confers hygromycin B
resistance, Joint Genome Institute - JGI site and the BioEdit ® program were used.
The deletion cassette with pRS426 vector construction was mediated by
Saccharomyces cerevisiae SC9721 yeast. After the cassette construction, T. reesei
RUT-C30 transformation was made by protoplast and this transformation confirmation
was effected by part of the hph using hphNestF and hphNestR amplification primers.
After transformation with mutants obtained, endoglucanase, exoglucanase and total
cellulase activity was quantified with carboxymethylcellulose substrates (CMC),
microcrystalline cellulose (Avicel®) and Whatman paper filter (PF), respectively. The
enzymatic production and biomass hydrolysis efficiency were performed comparing
RUT-C30 strain for mutants. After deletion cassette construction, a 3501 bp fragment
amplification confirmed the cassette formation. Posteriorly, RUT-C30 strain
transformation, a 989 bp amplification was observed, confirming the 3 mutants target
sequence deletion. With cellulase activity assay, 3 transformed strain showed higher
enzymatic production when compared to RUT-C30 strain. In this comparison, a
significant statistical difference was observed of RUT-C30Aace1-1 strain with Avicel®
and PF (p <0.001) CMC (p <0.01), RUT-C30Aace1-2 strain with CMC (p<0,01) e PF
(p<0,05), and RUT-C30Aace1-3 strain with Avicel (p<0,001), CMC and PF (p<0,01).
The mutants also showed greater efficiency in biomass hydrolysis, with release sugar
increase between 21 and 42%. Based on this study, mutants are promising for most
efficient and viable ethanol production. Nevertheless, additional tests must be carried
out to better understand these fungi applicability in the industrial level.

KEY WORDS: Fungus, deletion cassette, transformation, lignocellulosic material,
bioethanol.
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1 INTRODUGAO

A maioria das fontes para producdo de combustiveis e eletricidade utilizados
mundialmente € proveniente de recursos fosseis. Com a demanda energética
crescendo a cada dia, a previsao de esgotamento desses recursos nao restauraveis
e 0 dano ambiental causado por eles, as fontes renovaveis de combustiveis tém sido
apontadas como uma opg¢ao para esta utilizagdo acentuada. O bioetanol, ou seja, 0
etanol obtido a partir de residuos de biomassa ou fontes reutilizaveis, representa uma
destas alternativas.

A segunda geracdo de combustivel é produzida a partir de materiais
lignoceluldsicos, que estdo presentes no ambiente em abundancia e possuem 6timo
potencial de produgdo. Uma das etapas para a fabricagdo do bioetanol de segunda
geracao envolve a utilizagado de celulases produzidas por diversos microrganismos,
dentre eles, o fungo Trichoderma sp. Entretanto, a necessidade da utilizagdo de
celulases para a elaboragdo deste combustivel contribui significativamente com o
custo final do produto. Com base nesta problematica, a otimizagao na producio de
enzimas para diminuicdo no custo deste biocombustivel esta em constante pesquisa.

O fungo Trichoderma reesei é 6timo produtor de celulases e algumas cepas
mutantes, como o fungo transformado RUT-C30, ja sdo mais eficientes na produgao
de celulases do que o tipo selvagem. Esta linhagem do fungo apresenta um gene
mutado que expressa o fator de transcricdo CRE truncado, que é um regulador
negativo para celulase. Visando isto, buscam-se constantemente diversas formas de
melhoramento para a producdo de celulases através da transformacido destes
microrganismos. Com a utilizagdo de métodos de manipulagdo genética, € possivel
modificar o microrganismo da maneira desejada, para a obtencdo de mutantes
adequados para as finalidades, como mutantes capazes de produzir maior quantidade

de enzimas.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Deletar a sequéncia que codifica o motivo dedo de zinco do fator de transcricédo
repressor de celulase ACE1 do fungo T. reesei linhagem RUT-C30, obtendo um

transformante otimizado para a produgao de celulase.
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2.2 Objetivos especificos
- Construcao do cassete de delecéo para acel mediado por levedura;
- Transformacgao da linhagem T. reesei RUT-C30;
- Confirmacéao da transformacao no mutante;
- Analise da atividade enzimatica para celulase dos mutantes;

- Hidrdlise enzimatica e dosagem de agucar redutor dos mutantes.

3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 Biocombustivel

A economia mundial é altamente dependente de varias fontes fésseis, como
petréleo, carvao, gas natural, etc. Esses recursos sao utilizados para a produgao de
combustivel, eletricidade, entre outros (SARKAR et al., 2012). A energia sustenta a
civiizacdo e tem sido responsavel pelas mudangas econbmicas radicais que
transformaram o mundo ao longo dos ultimos dois séculos e meio (WORLD
ECONOMIC FORUM, 2013).

Devido ao aumento da populagdo, a demanda energética esta crescendo no
mundo e as principais fontes de energia fésseis sdo nao renovaveis (GUPTA; VERMA,
2015). Esse consumo excessivo de combustiveis fosseis, principalmente em grandes
centros urbanos, resultou na produgao de niveis elevados de poluicdo durante as
ultimas décadas. Assim, o nivel de gases do efeito estufa na atmosfera da Terra
aumentou drasticamente, conduzindo a muitos efeitos negativos, como alteragdes
climaticas, recuo de geleiras, aumento do nivel do mar, perda da biodiversidade, entre
outros (SARKAR et al., 2012; SAVALIYA; DHORAJIYA; DHOLAKIYA, 2015).

Uma vez que existe tendéncia ao esgotamento das fontes de combustiveis nao
renovaveis, além da presenca da emissdo de gases, aquecimento global e a
possibilidade do aumento de precos e flutuagdes inesperadas, reforgca-se o interesse
em alternativas renovaveis e sustentaveis (MAGRO et al., 2016; MOOD et al., 2013).
A bioenergia pode ser definida como renovavel porque é obtida de materiais biolégicos
que podem ser cultivados repetidamente em sistema sustentavel. Ela esta associada
aos processos fotossintéticos recentes, em oposicdo aos combustiveis fosseis, que
sdo derivados de processos fotossintéticos de organismos que viveram no passado
geoldgico (SOUZA et al., 2014). Os paises veem os biocombustiveis como alternativa
ou substituto para os produtos petroliferos (GONELA; ZHANG, 2014). Dessa forma,

os combustiveis renovaveis também surgiram como importante estratégia sustentavel
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de energia e sdo considerados relevantes para a limitagdo de emissao de gases do
efeito estufa, melhora da qualidade do ar e para encontrar novas fontes de energia
(SAVALIYA; DHORAJIYA; DHOLAKIYA, 2015).

Dos combustiveis utilizados hoje, surgiram os de primeira, segunda e terceira
geracao. Os de primeira geragao requerem um processo simples de fabricacao, sendo
produzidos a partir de agucares, graos e sementes. O etanol é extraido pela
fermentagao do agucar de plantas cultivadas e amido contido em graos de milho (60%
extraido da cana de agucar e 40% de outras culturas) e o biodiesel produzido a partir
de plantas oleaginosas, como graos de soja e mamona (GUPTA; VERMA, 2015;
MAGRO et al., 2016). Dentre os de primeira geragéo, tem-se o etanol, biodiesel,
biogas e biobutanol (GOMES et al., 2015; SARKAR et al., 2012).

Nos Estados Unidos, o etanol é primariamente produzido de matérias-primas
do milho, enquanto no Brasil € principalmente produzido a partir do caldo de cana e
do melago. Juntos, esses dois paises sao responsaveis por 89% da produgao global
de etanol (LIMAYEM; RICKE, 2012). Como esses processos competem com fontes
alimentares de consumo humano e ocupam terras agricolas, os combustiveis de
segunda e terceira geracao estdao em evolugao (KLEIN et al., 2016). O etanol obtido a
partir de residuos da biomassa ou fontes renovaveis € chamado de bioetanol e pode
ser utilizado como combustivel, matéria-prima quimica e solvente em diversas
industrias. Durante as ultimas décadas, a producado de etanol a partir de biomassa
recebeu maior atencdo de todo o mundo (DOMINGUEZ-BOCANEGRA; TORRES-
MUNOZ; LOPEZ, 2015).

Ao invés de milho nos Estados Unidos ou da cana de agucar no Brasil, o etanol
de segunda geragao emprega materiais lignoceluldsicos, que podem ser residuos da
planta usada na producdo dos de primeira geragao, culturas cultivadas com a
destinacdo de producdo de bioetanol, residuos florestais, residuos industriais ou
residuos solidos (GOMES et al., 2015; IMAMOGLU; SUKAN, 2013). Essa segunda
geracgao de etanol produzida a partir de materiais lignocelulésicos tem recebido maior
atencao devido a abundancia e imenso potencial para a conversao de agucares em
combustivel. No entanto, existem obstaculos relevantes que precisam ser superados,
tais como custo de produgéo, problemas de tecnologia e ambientais (RUIZ et al.,
2012).

As algas formam uma biomassa para a producgao de etanol de terceira geracao,
podendo ser utilizada na producdo de bioenergia. Esses organismos crescem

rapidamente, sao livres de lignina e ndo sao utilizados como alimento primario (JANG
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et al., 2012). Apesar das vantagens, muitos desafios ainda impedem a producéo de
biocombustiveis com viabilidade comercial a partir destes organismos, como a
selecao de espécies, desenvolvimento continuo do sistema de producgao, alcancando
maior eficiéncia fotossintética, desenvolvimento de técnicas de cultivo para reducao
da evaporacéo e perdas de difusdo de CO2, bem como a falta de dados para produgéo
em larga escala (BRENNAN; OWENDE, 2010).

Portanto, o etanol produzido a partir de materiais lignocelulésicos representa
uma das principais vias para a elaboragao da nova geragdao de biocombustiveis e

estudos relacionados a sua producéo estdo em constante desenvolvimento.

3.1.1 Bioetanol de segunda geracgao

O termo “biocombustiveis de segunda geragao” se refere a produgéo de etanol
a partir de biomassa lignocelulésica (CHIARAMONT et al., 2012). Essa biomassa
pode ser produzida a partir de materiais organicos, tais como palha, residuos de
madeira, residuos agricolas, madeira recuperada, serradura e madeira de baixo valor
(DOMINGUEZ-BOCANEGRA; TORRES-MUNOZ; LOPEZ, 2015).

Contrariamente a primeira geracao, o bioetanol emprega um substrato mais
complexo, que n&o é facilmente acessivel para a fermentagdo microbiana. Os
materiais lignocelulésicos sdo compostos principalmente por celulose (40 — 60% do
peso seco total), hemicelulose (20 — 40%), lignina (10 — 25%) e diversos materiais
inorganicos em quantidades variaveis (BAEYENS et al., 2015; GOMES et al., 2015;
TAHERZADEH; KARIMI, 2007). A utilizagdo dos componentes para converséo
quimica e enzimatica depende das varias fracbes da planta, bem como das diferentes
fases de desenvolvimento e diferentes tipos de parede celular (BARAKAT; VRIES;
ROUAU, 2013). A celulose € o principal componente da parede celular das plantas,
juntamente com a hemicelulose e lignina (Figura 1). Ela consiste em longos polimeros
de unidades de glicose com ligagao B (1,4) (Figura 2). A celulose encontrada na
parede celular da planta apresenta-se de forma cristalina, insoluvel em agua, de
grande extensao, e sua hidrélise consequentemente € um desafio para os saprofitas.
Os microrganismos celuloliticos, bactérias e fungos filamentosos, produzem um
conjunto de enzimas que hidrolisam sinergicamente a celulose cristalina em
oligossacarideos menores e finalmente em glicose (ILMEN et al., 1997; MOOD et al.,
2013). A hemicelulose, por outro lado, € menor (normalmente variando de centenas a
milhares de unidades) e ndo é composta estritamente de cadeias lineares de glicose;

pode-se encontrar, também, xilose, manose, galactose, ramnose e arabinose.
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Diferentemente da celulose, a hemicelulose apresenta uma estrutura amorfa com
frequente presenca de ramificagdes, tornando-a possuidora de uma estrutura mais
fragil e mais apropriada para a digestao. Finalmente, a lignina € um polimero composto
por trés compostos aromaticos principais: alcool p-cumaril, alcool coniferilico e alcool
sinapilico (GOMES et al., 2015).

Parede da Célula

Hermice lulose
de Celulosae . Carliilo s

FMoldoulas
da Acticar

Figura 1 Componentes da parede celular vegetal (ARAUJO JUNIOR, 2014)
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Figura 2 Estrutura da celulose (ARAUJO JUNIOR, 2014)

A lignocelulose € processada para a produgédo de bioetanol através de trés
grandes operagdes: pré-tratamento (para deslignificagdo, necessaria para libertar
celulose e hemicelulose antes da hidrolise), hidrélise da celulose e hemicelulose (para
produzir agucares fermentaveis, como a glicose, xilose, arabinose, galactose,
manose) e a ultima etapa, que € a fermentacéo de agucares redutores (RUIZ et al.,
2012; SARKAR et al., 2012). O sucesso do etanol de segunda geragao dependera do
desenvolvimento de tecnologias simples de pré-tratamento para diferentes biomassas
lignocelulésicas como matéria-prima e na redugao do custo enzimatico, reforcando

simultaneamente a eficiéncia da hidrolise da celulose (W1 et al., 2015).
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O pré-tratamento envolve deslignificagdo da matéria-prima para tornar a
celulose mais acessivel na etapa de hidrdlise, usando tratamento fisico, fisico-
quimico, quimico e biolégico, como auto-hidrélise, hidrolise acida, exploséo extrema
e solventes organicos (BAEYENS et al., 2015; GOMES et al., 2015; SAMBUSITI,
MONLAU, BARAKAT, 2016). A segunda etapa (hidrélise enzimatica) também é
importante e tem sido feita por microrganismos eficientes, que possuem a habilidade
de secretar enzimas celuloliticas. Essas enzimas estdo envolvidas na hidrdlise de
celulose em glicose. Diversas espécies microbianas de Clostridium, Cellulomonas,
Thermonospora, Bacillus, Bacteriodes, Ruminococcus, Erwinia, Acetovibro,
Microbispora, Streptomyces sdo capazes de produzir enzimas celuloliticas. Muitos
fungos como Trichoderma, Penicillium, Fusarium, Phanerochaete, Humicola,
Schizophillum sp. também tém sido reportadas como produtores de celulases
(GUPTA; VERMA, 2015). Essas enzimas contribuem significativamente com o custo
final do bioetanol, tornando-se o segundo elemento mais caro do processo global,
apos a matéria-prima (GOMES et al., 2015).

Os processos de pré-tratamento e hidrélise sdo projetados para otimizar a
terceira etapa, o processo de fermentagao. Este caminho biolégico natural depende
das condi¢cdes e da matéria-prima utilizada e requer a presenga de microrganismos
para fermentar agucar em alcool, acido latico ou outros produtos finais. As leveduras
industriais, tais como Saccharomyces cerevisiae, sao utilizadas ha milhares de anos
na industria de cervejaria e vinho. Essa levedura também tem sido utilizada para a
producao de biocombustivel com base em acucar e milho na fermentagéo primaria.
Posteriormente ao pré-tratamento e a hidrélise, a pasta celulésica &
subsequentemente convertida em agucares fermentaveis livres (LIMAYEM; RICKE,
2012). Outros microrganismos podem ser utilizados, como Escherichia coli,
Zymomonas mobilis, Pachysolen tannophilus, Candida shehatae, Pichia stipitis,
Candida brassicae, Mucor indicus, Fusariummoxys porum, Schizosaccharomyces
pombe, etc. Esses microrganismos, e principalmente S. cerevisiae e S. pombe,
representam os organismos de escolha para produgao industrial de etanol, por serem
capazes de fermentar uma diversidade de agucares para a producdo de etanol em
condigdes anaerdbicas (DOMINGUEZ-BOCANEGRA; TORRES-MUNOZ; LOPEZ,
2015; GUPTA; VERMA, 2015).

Dentre as operagbdes necessarias para a produgdo de bioetanol, o fungo
Trichoderma sp. tem se mostrado promissor no processo de hidrélise enzimatica, uma

vez que este fungo é excelente produtor de celulases.
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3.2 Trichoderma reesei

Trichoderma reesei (anamorfo Hypocrea jecorina) € um fungo filamentoso
mesofilo que cresce aerobicamente no solo em biomassa vegetal morta (RIES et al.,
2014). Inicialmente isolado a partir de tendas de algodao durante a Il Guerra Mundial
(GOMES et al., 2015), sendo denominado originalmente de QM6a, varias cepas
mutantes foram derivadas a partir dele, incluindo RUT-C30 e QM9414. Essas
linhagens sdo mais eficientes na produgédo de celulases sob condigdes
biotecnolégicas do que a estirpe do tipo selvagem (RIES et al., 2014).

T. reesei € um fungo relevante para a biotecnologia, devido a sua notavel
capacidade de produzir amplo numero de enzimas celuloliticas (LV; WANG; WEI,
2012; SILVA-ROCHA et al., 2014). Para garantir a sua sobrevivéncia em diferentes
habitats, T. reesei deve detectar a celulose presente no meio ambiente, produzir
celulases para degradar o substrato insoluvel, transportar os produtos soluveis através
da membrana citoplasmatica e assimilar os agucares. Além disso, o fungo deve
responder a mudangas na composi¢cao nutricional do ambiente para competir com
outros microrganismos (ANTONIETO et al., 2014).

Atualmente, T. reesei € o mais eficiente produtor de enzimas que degradam a
parede celular de plantas (SCHUSTER et al., 2012). A sua alta performance
celulolitica tem sido demonstrada devido a boa eficiéncia de adsor¢ao da enzima ao
substrato e devido a fatores de transcricdo que aumentam a producao e secrecao de
proteinas (GOMES et al., 2015). As celulases e polissacarideos relevantes deste
fungo tém recebido atencdo fundamental em pesquisas e desenvolvimento
tecnolégico, devido ao seu grande potencial em converter lignocelulose, a mais
abundante e renovavel fonte de energia do planeta, em glicose e agucares soluveis
(FANG; XIA, 2015).

As celulases produzidas por este fungo sao utilizadas em diversos processos
industriais, desde o biobranqueamento de téxteis e reciclagem de papel, até como
aditivo em alimentos para animais (SCHUSTER et al., 2012). Devido a necessidade
crescente de combustiveis alternativos, estas enzimas tém ganhado atencao por
causa da sua capacidade de transformar biomassa lignoceluldsica em
biocombustiveis (STEIGER et al., 2011). O alto custo da producdo de enzimas se
tornou o principal entrave para o processo de comercializagdo em larga escala de
celulases. O desenvolvimento de melhores enzimas e o excesso de producido de
celulases tém sido considerados para atender a demanda de enzimas e o custo de
produgdo (MENG; WEI; WANG, 2013).
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O sistema celulolitico de T. reesei consiste em 3 diferentes tipos de enzimas:
exoglucanases (celobiohidrolases), endoglucanases e p-glicosidases, que podem
estar presentes em diversas isoformas. As celobiohidrolases sdo encontradas como
0s mais importantes componentes na mistura de celulases para hidrélise enzimatica
da biomassa lignocelulésica (FANG; XIA, 2015). As celobiohidrolases produzem
celobiose pela hidrélise processiva das cadeias de celulose, sendo que as
celobiohidrolases | (CBHI) clivam as extremidades redutoras e as celobiohidrolases |l
(CBHII) clivam as extremidades nao redutoras. As endoglucanases clivam as cadeias
de celulose em regides nao cristalinas. E as B-glicosidases clivam os oligossacarideos
produzidos pelas celobiohidrolases e endoglucanases e produzem glicose (KAWAI et
al., 2013) (Figura 3). Adicionalmente, hemicelulases também sao necessarias para
hidrolise da biomassa vegetal, atuando na hidrélise de hemicelulose (CASTRO et al.,
2014).
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Figura 3 Esquema da hidrdlise enzimatica da lignocelulose (adaptada de GOMES et al. 2015).
Simbolos: CBHI — celobiohidrolase I; CBHII — celobiohidrolase II; G — glicose; R — extremidade
redutora; NR — extremidade n&o redutora.

O genoma de T. reesei compreende 9143 genes (KUBICEK, 2013) e a
regulacdo dos genes que codificam celulases e hemicelulases tem sido
extensivamente estudada. Cinco fatores de transcricado importantes nesse processo

foram descritos. Como reguladores positivos, tem-se XYR1, ACE2 e complexo HAP
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2/3/4 e reguladores negativos como ACE1 (repressor da expressao de celulase 1) e
CRE1 (repressor catabdlico carbono) (CASTRO et al., 2014).

O papel repressor de ACE1 foi sugerido em estudos demonstrando que a
delegao do acel resulta em aumento da expressao de todos os principais genes de
celulase e hemicelulase em culturas induzidas por soforose e celulose. ACE1 também
€ repressor da expressao de xyrl durante o crescimento com D-xilose (PORTNOY et
al., 2011). E sugerido que ACE1 é um fator especifico para fungos filamentosos, uma
vez que nenhuma similaridade significante na sequéncia foi encontrada em banco de
dados ou no genoma de Saccharomyces cerevisiae. Vale destacar que ACE1 contém
sequéncias dedos de zinco do tipo Cys2His2 e também é capaz de se ligar in vitro a 8
sitios contendo a sequéncia 5° AGGCA ao longo dos 1.15 kb do promotor do gene da
celobiohidrolase | (cbh1l), auxiliando no controle dos genes da celulase (ARO et al.,
2003).

CRE1 é um repressor catabolico de carbono que reprime os genes que
codificam a celulase, na presenca de glicose, para priorizar a absor¢ado de agucares
facilmente metabolizaveis, como a glicose do meio de cultura. CRE1 suprime
diretamente a transcri¢cao de cbhl (RIES et al., 2014), sendo possivel que a repressao
catabdlica do carbono em T. reesei ocorra por mecanismos similares ao existente em
Aspergillus (STRAUSS et al., 1995).

O grande interesse no fungo T. reesei e as diversas informacgdes elucidadas
sobre ele durante os anos geraram o estudo e a produgado de mutantes melhores

produtores de celulases, como ao mutante T. reesei RUT-C30.

3.2.1 Trichoderma reesei RUT-C30

A cepa mutante de T. reesei RUT-C30 produz mais celulases quando
comparada ao tipo selvagem. Essa cepa hipercelulolitica produz cerca de 2,7 vezes a
quantidade de proteinas extracelulares, tem 2,8 vezes mais atividade sobre papel filtro
e tem o dobro de atividade de endoglucanases do que o tipo selvagem (SONG et al.,
2016).

Em um estudo realizado pelo programa da Universidade de Rutgers, em Nova
Jersey, um método eficiente foi utilizado em conjunto com ultravioleta (UV) e
mutagénese quimica para gerar mutantes de QM6a com maior atividade de celulase.
A cepa hipercelulolitica de RUT-C30 foi obtida através de um procedimento de 3

passos: mutacao por luz UV, mutagénese por N-nitroguanidina e outra rodada de
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mutagénese por UV, para posterior isolamento de RUT-C30 (PETERSON;
NEVALAINEN, 2012).

A linhagem T. reesei RUT-C30 expressa uma forma truncada do gene crel
(crel-1). Foi demonstrado que este transformante produz RNAm de celulase em meio
contendo glicose e a transformagcao do gene crel completo para esta cepa causa
repressao da expressdo de cbhl com glicose, demonstrando que CRE1 regula a
expresséo de celulase (ILMEN; THRANE; PENTTILA, 1996; NAKARI-SETALA et al.,
2009).

3.3 Transformagao

A melhoria de cepas é um importante foco de investigagdo em curso, porque
pode aumentar sua produtividade e alargar sua aplicagao potencial (STEIGER et al.,
2011). A fim de desenvolver mutantes de T. reesei com alto nivel de produgéao
enzimatica, existe um grande interesse em elucidar os mecanismos moleculares que
controlam a expressao de genes de celulase em resposta as condigbes ambientais
(SILVA-ROCHA et al., 2014).

No passado, a criagdo de novas cepas fungicas era conseguido através da
combinagao da mutagénese classica, na qual o fungo € exposto a diferentes agentes
mutagénicos, como raios X, raios v, raio UV, ou produtos quimicos, como N-metil-N’-
nitro-N-nitrosoguanidina (NTG) e etilmetasulfonato (SEM), em combinagdo com
diferentes procedimentos de triagem para isolar cepas que superexpressam
celulases. Com a disponibilidade de métodos de manipulagdo genética e a
decodificagdo do genoma de T. reesei, ferramentas de genética molecular foram
introduzidas para realizar essas mutacdes (SEIBOTH; IVANOVA; SEIDL-SEIBOTH,
2011). Contudo, essas abordagens nao sao téo eficientes como as disponiveis para
leveduras e bactérias, devido a complexidade adicional dos fungos filamentosos,
como morfologia multicelular, diferenciacao celular, espessura das paredes celulares
de quitosana e falta de plasmideos adequados (LIU et al., 2015).

Uma técnica chave para avaliar as funcbes dos genes e para alterar as
caracteristicas das cepas dos fungos € a inativagdo de genes por eliminagéo
sistematica ou nocaute. A utilizacdo de um marcador & essencial para distinguir
células fungicas que foram transformadas e as nao transformadas. Genes marcadores
podem também conferir resisténcia a antibiéticos ou completar a auxotrofia e assim
permitir a selecdo de células transformadas (SEIBOTH; IVANOVA; SEIDL-SEIBOTH,
2011).
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A recombinagao homologa tem sido a principal abordagem para a produgao de
cepas de T. reesei com nocaute em diferentes niveis de sucesso. Os recentes
avancos no desenvolvimento de métodos tém resultado na geragdo de alto
rendimento de nocaute ou substituicdo de genes das cepas por estratégias eficientes,
aumentando a eficiéncia de recombinagao homaologa e permitindo a delegcéo de genes
sequenciais (PETERSON; NEVALAINEN, 2012).

Apos a obtencdo dos mutantes, sdo necessarios varios tipos de analises. O
primeiro passo é tipicamente a verificacdo dos mutantes através de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), posteriormente outros testes podem ser realizados, como
variagdes fenotipicas e alguns indices bioquimicos (JIANG et al., 2013).

As técnicas de modificagdo genética envolvem o conhecimento do DNA do
microrganismo que se deseja trabalhar e a maneira como é regulado esse DNA. As
proteinas regulatérias geralmente se ligam em sequéncias de DNA especificas,
chamadas de motivos de ligagdo do DNA. Dentre elas, destacam-se o motivo hélice-
volta-hélice e os dedos de zinco. Possuindo esses conhecimentos, torna-se possivel
a alteragao genética da maneira desejada (NELSON; COX, 2014).

3.3.1 Dedos de zinco

Muitas proteinas de ligagdo ao DNA tém varias copias de pequenos dominios
dobrados independentemente, que contém regides conservadas com cisteinas e
histidinas coordenadas com zinco. Essas moléculas s&o comumente chamadas de
proteinas dedos de zinco (BROWN, 2005). Os dedos de zinco variam amplamente em
termos de estrutura, assim como em funcédo, variando na ligacdo do DNA ou RNA,
interagbes com proteina e associagbes de membrana (LAITY; LEE; WRIGHT, 2001).

As proteinas de ligacdo ao DNA coordenadas com zinco podem ser
subdivididas em pelo menos 3 classes, com base na sua estrutura e forma de
coordenacgao do zinco: (i) uma classe € caracterizada pela presenca do motivo Cyse-
zinco (as vezes chamado de Cyss aglomerado binuclear), que pode ser encontrado
em reguladores metabdlicos dos fungos (por exemplo na levedura GAL4); (ii) a
segunda classe contém dedos de zinco Cys2Cys2 (ou Cyss4) com a sequéncia
consenso conservada de ligagcdo zinco de Cys-X2-Cys-X13-Cys-X2-Cys, que séo
encontradas principalmente em receptores hormonais para esterdides (por exemplo,
receptor para glicocorticoides); (iii) a terceira classe contém o dominio classico dos
dedos de zinco Cys2His2, que estd presente em grande numero de proteinas

regulatorias representadas em quase todos os ramos da arvore evolucionaria. Os
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elementos conservados da sequéncia sao (Tyr,Phe)-X-Cys-X2-5-Cys-X3-(Tyr,Phe)-
X5-Leu-X2-His-X3-5-His (em que X representa qualquer aminoacido) (PAPWORTH;
KOLASINSKA; MINCZUK, 2006).

Proteinas contendo os dedos de zinco classico CyszHis2 sdo as mais
abundantes nos genomas eucarioticos. Muitas dessas proteinas sao fatores de
transcricdo que funcionam por reconhecerem sequéncias especificas de DNA.
Modificagao nas sequéncias ligantes in vivo podem causar profundas consequéncias
funcionais e fisiolégicas (LAITY; LEE; WRIGHT, 2001; NELSON; COX, 2014).

Uma vez que o gene acel de T. reesei possui regides dedos de zinco CyszHis2,
a modificacdo deste motivo de ligacdo ao DNA altera a forma da regulagdo da

expressao génica deste fungo, tornando-o um mutante.
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DELECAO PARCIAL DO FATOR DE TRANSCRICAO ACE1 PARA OTIMIZACAO

DA PRODUCAO DE CELULASES POR Trichoderma reesei RUT-C30

RESUMO

O bioetanol de segunda geragdo emprega materiais lignoceluldsicos degradados por celulases
microbianas na sua producao. O fungo Trichoderma reesei ¢ um dos principais microrganismos
produtores de celulases utilizados na industria e a modificacdo genética deste fungo pode levar
a otimizacdo na obten¢do de suas enzimas, diminuindo o custo e melhorando a produgdo de
biocombustiveis. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi deletar a sequéncia que codifica o
motivo dedo de zinco do fator de transcri¢do repressor de celulase ACE1 do fungo 7. reesei
RUT-C30. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificar as regides 5’ e 3° da
sequéncia alvo e do marcador de selecdo /aph, que confere resisténcia a higromicina B, foram
produzidos utilizando-se o site Joint Genome Institute — JGI e o programa BioEdit®. Apds a
amplificagdo dos fragmentos, a construgdo do cassete de delecdo com o vetor pRS426 foi
realizada através da recombinag¢do mediada por levedura Saccharomyces cerevisiae SC9721.
Os protoplastos do fungo T. reesei foram transformados com o cassete de deleg@o por choque
térmico e a confirmagdo desta transformacdo foi efetuada por amplificacdo de parte do
marcador de selegdo Aph. Apos, a producdo de celulases foi mensurada pela dosagem da
atividade enzimdtica dos substratos carboximetilcelulose (CMC), celulose microcristalina
(Avicel®) e papel de filtro Whatman (PF). Posteriormente a construgdo do cassete de delegio,
a amplificacdo de um fragmento de 3501 pb confirmou a formacao do cassete e a transformagao
da linhagem RUT-C30 foi confirmada com a amplifica¢do do fragmento de 989 pb referente a
parte do marcador de selecao em 3 mutantes. Em ensaios de atividade enzimadtica, os mutantes
mostraram melhor atividade de celulase quando comparados a linhagem RUT-C30. A

producdo de celulases do fungo T reesei RUT-C30 transformado comparado a linhagem RUT-
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C30 foi mensurada. Nessa comparagao, foi observada diferenca estatistica significativa da
linhagem RUT-C30Aacel-1 com Avicel® e PF (p<0,001), da linhagem RUT-C30Aacel-2 com
CMC (p<0,01) e PF (p<0,05) e da linhagem RUT-C30Aacel-3 com Avicel (p<0,001), CMC e
PF (p<0,01). Da mesma forma, todos os mutantes apresentaram maior producdo de aglicar
redutor (p<0,001) apos teste de hidrolise da biomassa em 24h e 72h, quando comparados ao
RUT-C30 n3o mutado. Sendo assim, os mutantes obtidos no trabalho sdo promissores nos
estudos para a produ¢do de bioetanol.

Palavras-chave: fungo, cassete de delecdo, transformacdo, material lignoceluldsico, bioetanol.

INTRODUCAO

A economia mundial ¢ altamente dependente de vérias fontes fosseis ndo renovaveis,
como petréleo, carvao, gas natural, etc. Esses recursos sdo utilizados para a producdo de
combustivel, eletricidade, entre outros (Sarkar et al., 2012). Com a tendéncia ao esgotamento
das fontes de combustiveis ndo renovaveis, além da presenca da emissao de gases, aquecimento
global e a possibilidade do aumento de precos e flutuacdes inesperadas, reforca-se o interesse
em alternativas renovaveis e sustentdveis de fontes energéticas (Magro et al., 2016; Mood et
al., 2013).

Os biocombustiveis surgiram como importante estratégia sustentavel de energia
(Savaliya et al., 2015). O bioetanol tem recebido maior atencao devido a abundancia e imenso
potencial para a conversdo de aglicares em combustivel. No entanto, existem obstaculos
relevantes que precisam ser superados, tais como custo de producdo, problemas tecnoldgicos e
ambientais (Ruiz et al., 2012). O termo “combustiveis de segunda geragao” se refere a produgao
de etanol a partir de biomassa lignoceluldsica (Chiaramont et al., 2012), proveniente de

residuos vegetais oriundos da producao de etanol de primeira geragdo, culturas destinadas a
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producdo de bioetanol, residuos florestais, residuos industriais ou residuos solidos (Gomes et
al., 2015; Imamoglu, Sukan, 2013).

O etanol de segunda geracdo emprega um substrato mais complexo, que nio ¢
facilmente acessivel para a fermentagdo microbiana. Esses materiais sdo lignocelulosicos e
compostos principalmente por celulose (40 — 60% do peso seco total), hemicelulose (20 —
40%), lignina (10 — 25%) e diversos materiais inorganicos em quantidades variaveis (Baeyens
etal., 2015; Gomes et al., 2015; Taherzadeh, Karimi, 2007).

A lignocelulose dos substratos ¢ processada para a producdo de bioetanol através de
trés grandes operagdes: pré-tratamento (para deslignificagdo, necessaria para libertar celulose
e hemicelulose antes da hidrdlise), hidrdlise da celulose e hemicelulose (para produzir agucares
fermentaveis, como a glicose, xilose, arabinose, galactose, manose) e, a ultima etapa, a
fermentagdo de agucares redutores (Ruiz et al., 2012; Sarkar et al., 2012). O processo de
hidrolise enzimatica tem sido realizado por microrganismos que possuem a habilidade de
secretar enzimas celuloliticas (Gupta, Verma, 2015). Os microrganismos celuloliticos,
bactérias e fungos filamentosos, produzem um conjunto de enzimas que hidrolisam
sinergicamente a celulose cristalina em oligossacarideos menores e finalmente em glicose
(Ilmén et al., 1997; Mood et al., 2013).

Trichoderma reesei (anamorfo Hypocrea jecorina) ¢ um fungo relevante para a
biotecnologia, devido a sua notavel capacidade em produzir amplo nimero de enzimas
celuloliticas (Lv et al., 2012; Silva-Rocha et al., 2014). T. reesei ¢ um fungo filamentoso
meso6filo, que cresce aecrobicamente no solo em biomassa vegetal morta (Ries et al., 2014). As
celulases produzidas por esse fungo sdo utilizadas para diversos processos industriais, desde o
biobranqueamento de téxteis, reciclagem de papel até como aditivo em alimentos para animais

(Schuster et al., 2012). Devido a necessidade crescente de combustiveis alternativos, essas
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enzimas tém ganhado atengdo por causa da sua capacidade de transformar biomassa
lignoceluldsica em biocombustiveis (Steiger et al., 2011).

O genoma de T. reesei compreende 9143 genes (Kubicek, 2013). Cinco fatores de
transcricdo importantes que codificam celulases e hemicelulases foram descritos; como
reguladores positivos, tém-se XYR1, ACE2 e o complexo HAP 2/3/4 e reguladores negativos,
como ACEI (repressor da expressdo de celulase I) e CRE1 (repressor catabdlico carbono)
(Castro et al., 2014). ACE1 contém sequéncias dedos de zinco do tipo Cys2His2 e também ¢
capaz de se ligar in vitro a 8 sitios, contendo a sequéncia 5> AGGCA ao longo dos 1.15 kb do
promotor da celobiohidrolase 1 (cbhl) (Aro et al., 2003). Uma cepa mutante de 7. reesei foi
desenvolvida e ¢ capaz de produzir mais celulases quando comparada ao tipo selvagem, sendo
denominada 7. reesei RUT-C30. Esta linhagem hipercelulolitica produz cerca de 2,7 vezes a
quantidade de proteinas extracelulares, tem 2,8 vezes mais atividade de papel filtro e tem o
dobro de atividade de endoglucanases do que o tipo selvagem (Song et al., 2016). A linhagem
T. reesei RUT-C30 expressa uma forma truncada do gene crel (crel-I), que ¢ um regulador
negativo para celulase (Ilmén et al., 1996; Nakari-Setéli et al., 2009).

O objetivo deste trabalho foi deletar a sequéncia que codifica o motivo dedo de zinco
do fator de transcricdo repressor de celulase ACE1 do fungo 7. reesei linhagem RUT-C30,

obtendo um transformante otimizado para a producao de celulase.

MATERIAL E METODOS
Linhagens e plasmideos

A linhagem de 7. reesei RUT-C30 foi utilizada como alvo dos experimentos. Esse
fungo ¢ armazenado em meio agar extrato de malte (MEX - 0,3% de extrato de malte; 0,5% de
peptona micologica; 1,5% de agar e 1% de glicose com pH final de 5,4) e repiques periddicos

a cada 15 dias para manutencdo da cepa sdo realizados. Essa linhagem possui o fator de
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transcri¢do repressor CRE1 truncado. Para construcdo do cassete de delecdo, foi utilizado o
vetor pRS426 (Christianson et al., 1992), assim como a linhagem da levedura Saccharomyces

cerevisiae (SC9721).

Construcao dos primers e amplificacoes das regioes 5’ e 3’ de acel e do marcador de
seleciio hph

Para promover apenas uma delecdo parcial, na regido dos motivos dedos de zinco do
fator de transcrigdo ACEI, primers especificos foram gerados para as sequéncias que
flanqueiam esta regido do gene. A sequéncia genética de acel de T. reesei sob niimero de
acesso 75418 depositada no site Joint Genome Institute — JGI (http://genome.jgi-psf.org/) foi
utilizada para geracao da sequéncia fasta e para tradu¢do da sequéncia de DNA deste gene foi
utilizado o programa BioEdit® (versio 7.1.3.0). Posteriormente, as sequéncias das regides dos
motivos dedos de zinco: (Tyr, Phe)-X-Cys-X2-5-Cys-X3-(Tyr, Phe)-X5-Leu-X2-His-X3-5-
His foram procuradas para construcao dos primers. A fim de permitir a recombina¢do mediada
por levedura para a montagem do vetor de delecdo, sequéncias complementares especificas
foram adicionadas aos primers para amplificagdo das regides 5’ e 3°, que flanqueiam a
sequéncia alvo, com o auxilio do banco de dados gerado por Schuster e colaboradores (2012).
Os primers utilizados para amplificar as regides 5’ e 3’ que flanqueiam a sequéncia alvo e o
marcador de selecdo sph, que confere resisténcia a higromicina B, sdo mostrados na Tabela 1.
Para amplificacdo das regides 5’ e 3°, a amostra utilizada foi o fungo 7. reesei QM6a e, para
amplificagdo do Aph, utilizou-se o pAku70. A mistura da reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
conteve 2,5 uL de tampao Taq DNA polimerase, 0,5 pL de desoxirribonucleotideos fosfatados
(ANTP) (10 mM), 1,0 uL. de MgClLz (25 mM), 0,5 pL de Primer Forward (100 pmol/uL), 0,5
pL de Primer Reverse (100 pmol/uL), 1 pL de amostra DNA (0,2 pg/ uL), 1,0 pL de Taqg DNA

polimerase e 18,5 pL de agua MilliQ. Nas seguintes temperaturas: 1 ciclo de 95° C por 3min;
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35 ciclos de 94° C por 30s, 60° C por 30s e 72° C por 2min; 1 ciclo de 10min a 72° C e 4° C
infinito. Posteriormente, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,7%,
acrescido de 2,5 pL de brometo de etidio (1 mg/mL). Os amplificados foram purificados

utilizando o kit PureLink® (Invitrogen) seguindo as orientacdes do fabricante.

Construcdo do cassete de delecio mediado por levedura (Saccharomyces cerevisiae
SC9721)

Para a construcdo do cassete de delecdo para 7. reesei, foi utilizado o marcador de
selecdo hph (Figura 1). O vetor plasmidial utilizado para a montagem do cassete de dele¢ao
por recombinag¢do mediada por levedura foi o pRS426. Antes da transformagao, o vetor foi
linearizado através da reacdo de digestdo com as enzimas de restricdo EcoRI e Xhol.

A metodologia utilizada para construgdo do cassete de delecdo foi adaptada de Mota
Junior (2008) e Colot et al. (2006). Preparou-se um pré-indculo da levedura em 10 mL de meio
YPD (1% de extrato de levedura; 2% de peptona e 2% de glicose), que foi incubado por 16h a
30° C sob agitagdo de 200 rpm. No dia seguinte, foram inoculados 2,5 mL desse pré-inoculo
em 100 mL do meio YPD e incubado por 4h nas condigdes anteriores. Posteriormente, o
indculo foi centrifugado a 5000 g por Smin, o precipitado ressuspendido em 20 mL de agua
estéril e o processo de centrifugagdo foi repetido. O precipitado foi ressuspendido com 1 mL
de uma solucdo 1x de tampao TE (100 mM de Tris-HCI, 100 uM de EDTA) e acetato de litio
1 M. Apos, 100 pL das células competentes foram adicionadas ao mix 1, que continha os
fragmentos 5’ e 3°, que flanqueiam a sequéncia alvo, marcador de selecdo (hph), vetor pRS426
digerido e 100 pg de esperma de salmdo. Foram adicionados a mistura 600 pL. do mix 2 (800
uL de polietilenoglicol (PEG) 3550 50%, 100 uL de acetato de litio 1 M e 100 pL de 4gua
Milli-Q). A homogeneizagao foi realizada por inversdo e a mistura incubada a 30° C por 30min

sob agita¢do de 200 rpm. Adicionou-se 70 uL de dimetilsulféxido (DMSO), misturou-se por
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inversdo e a mistura foi incubada a 42° C por 15min, seguidos de 2 minutos em banho de gelo.
Apos, acrescentou-se 700 uL de dgua Milli-Q e misturou-se por inversdao. Outra centrifugacao
foi realizada por 30s a 6080 g. Foram descartados 800 pL do sobrenadante e o restante
plaqueado em meio SC-URA (Saccharomyces cerevisiae menos uridina - 0,7% de YNB (Yeast
Nitrogen Base) sem aminodacidos; 2% de glicose; 1,7% de 4gar e os aminoacidos: 0,01% de
leucina; 0,01% de lisina; 0,01% de triptofano e 0,005% de histidina) com auxilio de alga de
Drigalski. A incubagao foi realizada a 30° C por 3 —4 dias para crescimento de colonias visiveis
das leveduras. Como controles do experimento, foram realizados controle negativo I, com
somente levedura e agua, controle negativo II, com o vetor aberto e esperma de salmao, e
controle positivo, com vetor fechado e esperma de salmao.

A metodologia para extragdo do DNA gendmico da levedura apds a construcdo do
cassete de delecdo foi seguida conforme descrita por Mota Junior (2008). A etapa seguinte
consistiu na realiza¢io de PCR utilizando Taq DNA polimerase High Fidelity® (Invitrogen),
segundo as condigdes descritas anteriormente com modificagdes no tempo de extensdao de 4min

e utilizagdo dos primers acel hphSF e acelhph3R.

Transformacgao de T. reesei RUT-C30

Apods a montagem do cassete de delecdo, foi realizada a transformagao dos protoplastos
da linhagem de 7. reesei RUT-C30 de acordo com Schuster et al. (2012). Para o preparo dos
protoplastos, a linhagem desejada do fungo foi inoculada em MEX e incubada a 30° C por 4
dias. Com metade da placa de fungo recém-crescido, foi preparado 1 mL de solugdo de esporos
(0,8% de NaCl e 0,05% de Tween 80). Novas placas com meio MEX foram utilizadas para
colocacao de discos de celofane estéreis para posterior adi¢do de 50 pnL da solucdo de esporos.
Para cada linhagem, foram feitas 5 placas que foram incubadas a 30° C por 16-20h. Em uma

placa de Petri de 90 mm foram pipetados 3 mL da solucdo de lise (0,075 g de “lysing enzymes”
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de Trichoderma harzianum® — Sigma Aldrich em 15 mL de solugio A - 0,1 M de KH2POs, 1,2
M de sorbitol e 4gua Milli-Q pH 5,6) e adicionado um disco de celofane com o fungo
germinado; acrescentou-se novamente 3 mL da solugdo de lise e outro disco de celofane na
mesma placa, até completar 5 camadas de celofanes. A placa foi incubada por 90min a 30° C
com agitacao suave para homogeneizagao da solugdo de lise. Apds, os discos de celofane foram
retirados, deixando o micélio dentro da placa. Com o auxilio de ponteiras de 1 mL, a suspensao
com o micélio foi pipetada e filtrada em 13 de vidro e funil estéril para um tubo de 50 mL.
Depois, a 13 de vidro foi lavada com 10 mL da solug@o A. O tubo foi centrifugado a 380 g por
10min a 4° C com rotor swing out. O sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido em
4 mL de solucdo B gelada (50 mM de CaClz, 1 M de sorbitol, 10 mM de Tris-HCL pH 7,5 e
agua Milli-Q). Outra centrifuga¢do a 380 g por 10min a 4° C em rotor swing out foi realizada;
o sobrenadante foi descartado e os protoplastos foram ressuspendidos em 600 pL de solugdo
B. Em uma lamina, foram colocados 3 pL da solug¢@o com os protoplastos e 2 pL de agua estéril
préoximo aos protoplastos que foram cobertos com laminula. Assim, foi realizada a visualizacao
do rompimento dos protoplastos por plasmolise, atestando a viabilidade dos mesmos.

Para transformacao dos protoplasto da linhagem do 7. reesei, um tubo de 15 mL foi
acrescentado 100 pg do cassete de delecdao, 200 puL da suspensdo de protoplastos e 50 pL. da
solu¢do de PEG 6000 (25% PEG 6000, 50 mM de CaClz, 10 mM de Tris-HCI pH 7,5 e agua
Milli-Q). Foram adicionados mais 2 mL de PEG, realizada agitacdao orbital suave do tubo e
incubac¢do a temperatura ambiente por 5 minutos. Adicionou-se ainda 4 mL da solu¢do B e foi
realizada agitagdo cuidadosa. Posteriormente, foi acrescentado 1 mL desta solu¢do em 4 mL
de meio overlay (2% agarose, 1 M sorbitol, meio minimo [0,01% de MgS04.7H20; 1%
KH2PO4; 0,6% (NH4)2SO04; 0,3% de citrato de trisddio.2H20; 1% de glicose; 2 mL de solugdo
tracos de elementos 50 X, que continha 0,025% de FeSO4.7H20; 0,007% de ZnSO4.2H:0;

0,01% de CoCl2.6H20; 0,0085% de MnSO4.H20] e reagente de selegdo [100 pg/mL de
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higromicina] quando necessario) previamente aquecido a 48° C, sendo agitado brevemente e
adicionado sobre placas preparadas com meio Botton (2% agar, 1 M sorbitol meio minimo e
reagente de sele¢do quando necessario) por metodologia de pour plate. A incubagao foi a 30°
C por 4 dias. Apés o crescimento visivel dos transformantes, estes foram removidos e
transferidos para diversas placas com meio MEX com reagente de selegdo e incubados a 30° C
por alguns dias até esporulagdo. A partir destas placas, foi preparada uma solugdo de esporos
que foi inoculada com auxilio de al¢a de Drigalski em meio MEX acrescido de 0,1% de Triton
X-100 para obtencdo de colonias isoladas. As coldnias crescidas foram inoculadas em placas
com meio MEX acrescido de reagente de selecdo e incubadas a 30° C até esporulagdo para

extracdo do DNA genomico de T. reesei.

Confirmacao da delecio de acel de T. reesei RUT-C30

A transformacao da linhagem de 7. reesei foi confirmada através de PCR realizado com
oligonucleotideos para amplificacdo do gene Aph utilizado como marcador de selecdo (Primer
hphNest F e Primer hphNest R) (Tabela II). A mistura da PCR conteve 12,5 pL de GoTaq®
Long PCR Master Mix, 0,5 uLL de cada um dos primers (100 pmol/uL), 1,0 pL do DNA de T.
reesei RUT-C30 mutado (0,15ug/uL) e 10,5 pL de agua Milli-Q. Nas seguintes temperaturas:
1 ciclo de 95° C por 3min, 35 ciclos de 95° C por 30s, 55° C por 30s e 72° C por 1min30s.
Seguidos de 1 ciclo de 10min a 72° C e 4° C infinito. Posteriormente, as amostras foram

submetidas a eletroforese para verificagdo do produto de amplificagao.

Producio de enzimas
Para a producao enzimatica, utilizou-se a metodologia adaptada de Ahamed e Vermette
(2008). As culturas de T. reesei RUT-C30 transformadas foram inoculadas em Erlenmeyer de

125 mL com 20 mL de meio de cultura para produgao de celulase (1% celulose; 1% extrato de
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levedura; 1% glicose; 0,03% MgS04.7H20; 0,2% KH2PO4; 0,14% (NH4)2S04; 0,04%
CaCl2; 4 mL de solucdo tragos de elementos 50X), e incubadas a 30° C sob agitacdo orbital de
150 rpm por 24h. Apoés este periodo, adicionou-se 5 mL do meio para producdo de celulase
sem glicose e celulose, com adicdo de 25% de lactose em cada Erlenmeyer. E incubou-se
novamente nas mesmas condi¢des por mais 24 h. As culturas obtidas dos meios liquidos foram
filtradas a vacuo em funil de Biichner e papel de filtro Whatman n° 1, obtendo-se um filtrado

livre de células, utilizado para a determinacao das atividades de celulase.

Ensaios enzimaticos

Para verificar a atividade da celulase (endoglucanase, exoglucanase e celulase total),
foram utilizados carboximetilcelulose (CMC), celulose microcristalina (Avicel®) e papel de
filtro Whatman (PF) como substratos, respectivamente. A metodologia de dosagem foi a
descrita por Miller (1959) através do reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). O sistema foi
padronizado por uma curva de calibragdo de glicose de 0,1 a 1,0 mg/mL. Uma unidade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de glicose

por minuto dentro das condi¢des de ensaio.

Hidrolise da biomassa

Para identificar a eficiéncia na hidrélise da biomassa pelos extratos enzimaticos de cada
mutante, comparados com a linhagem RUT-C30, foi utilizada a metodologia descrita por
Damasio (2016) (comunicacao oral). Utilizou-se 20 mg de bagaco de cana moida, 0,2 mg de
proteina do extrato e quantidade suficiente de tampao acetato de s6dio 100 mM pHS5,0 para
uma reagao final de 1,5 mL. As amostras foram incubadas a 30° C e aliquotas foram retiradas

com 24 e 72 h, seguido de fervura por 10min. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas
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por 10min a 10.000 g e o sobrenadante foi utilizado para dosagem de agucar redutor, segundo

Miller (1959) com o reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).

Reprodutibilidade e analise estatistica dos resultados
A andlise estatistica ANOVA foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism®
versdao 7.02. Em caso de significancia estatistica e dependendo do experimento, as médias

foram comparadas de acordo com o teste de Bonferroni.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Montagem e obtencido do cassete de deleciao

O cassete de delecao foi montado por recombinagdo mediada pela levedura S. cerevisiae
SC9721, com os fragmentos das regides 5’ e 3’ purificados, o marcador de sele¢do hph
purificado e o plasmideo pRS426 previamente digerido e purificado.

Posteriormente a transformagdo da levedura, procedeu-se a extracio do DNA
gendmico, resultando em 4 amostras dessa extragdo. Utilizaram-se as amostras, na
concentracdo de 0,15 pg/ulL, para amplificagdo do cassete de delegdo com Taq DNA
polimerase High Fidelity® (Invitrogen). O produto de amplificagio do cassete foi de 3501 pares

de base, fornecendo duas amostras purificadas (Figura 2).

Transformacio de T. reesei RUT-C30 e confirmacio da delecio de acel

Ap6s a transformagdo da linhagem RUT-C30 de 7. reesei, realizou-se a extragdo do
DNA gendmico do fungo. Obtiveram-se trés amostras, as quais foram denominadas RUT-
C30Aacel-1, RUT-C30Aacel-2 e RUT-C30Aacel-3.

A presenga do cassete de delecdo foi confirmada através da amplificagdo do marcador

de selecdo hph, para os trés transformantes conforme mostrado na Figura 3. O fragmento
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observado foi de 989 pares de base, confirmando a inser¢do do marcador de selecdo e

consequente delecdo parcial de acel nos mutantes.

Producio de celulases pelos mutantes

Os resultados obtidos da atividade enzimatica e desvio apds andlise estatistica,
comparando-se o fungo 7. reesei RUT-C30 aos mutantes RUT-C30Aacel-1, RUT-C30Aacel -
2 e RUT-C30Aacel-3 e seus substratos Avicel®, CMC e PF, sio apresentados na Figura 4.

Para o mutante RUT-C30Aacel-1 houve diferenca estatistica significativa na producao
de celulase com os substratos Avicel® e PF (p<0,001). Com o mutante RUT-C30Aacel-2, o
resultado foi significante estatisticamente para os substratos CMC (p<0,01) e PF (p<0,05). E
da linhagem RUT-C30Aacel-3, o resultado foi estatisticamente significativo para todos os
substratos, com Avicel® (p<0,001) e CMC e PF (p<0,01).

A linhagem T. reesei RUTC-30 ¢é melhor produtora de celulases quando comparada ao
fungo selvagem QM6a, porque possui o fator de transcricdo CRE truncado (Song et al., 2016,
Nakari-Setéld et al., 2009). Os mutantes produzidos neste trabalho possuem, além do CRE
truncado, a delecdo de parte do fator de transcrigdo ACE]1, responséavel pela regulacdo negativa
da produgdo de celulase. Conforme comparado estatisticamente com RUT-C30, o
RUT- C30Aacel-1 apresentou maior producdo de exoglucanase e celulose total nos ensaios
com Avicel e PF. O RUT-C30Aacel-2 mostrou melhor atividade de endoglucanase e celulase
total quando comparado ao RUT-C30 com os substratos CMC e PF. Ainda, o
RUT- C30Aacel- 3 obteve melhores resultados para exoglucanase, endoglucanase e celulase
total com os 3 substratos (Avicel, CMC e PF).

A literatura reporta que a delecdo do gene acel mostra alteracdo no crescimento destas
linhagens em cultura. Segundo Aro et al. (2003), o crescimento das cepas com Aacel foi

superior quando comparado ao crescimento da cepa sem delecdo e a cepa deletada foi capaz de
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degradar celulose mais eficientemente. Este relato estd de acordo com o encontrado no presente
estudo, no qual ocorreu aumento da producdo de celulases quando comparado ao RUT-C30
ndo mutado. Além disso, este resultado demonstra que o gene acel esta ligado a regulagdo da
producdo de celulases, corroborando o que estd descrito na literatura (Castro et al., 2014;

Portnoy et al., 2011).

Hidrdlise da biomassa

Na dosagem de agticar redutor para verificar a eficiéncia da hidrolise da biomassa do
bagaco de cana triturado, quando comparada a linhagem RUT-C30 com os mutantes, todos
tiveram maior liberagdo de agucar (Figura 5). Observam-se diferengas significativas (p<<0,001)
entre a eficiéncia na hidrolise pela linhagem RUT-C30 e os mutantes RUT-C30Aacel-1, RUT-
C30Aacel-2 e RUT-C30Aacel-3 no tempo de 24 h e 72 h.

O RUT-C30Aacel-1 apresentou atividade celulolitica 21% maior nos tempos de 24 e
72h, quando comparado ao RUT-C30. A linhagem RUT-C30Aacel-2 apresentou a mesma
liberacdo do anterior em 24h, mas mostrou aumento de 24% em 72h. O mutante RUT-
C30Aacel-3 obteve a maior eficiéncia de hidrélise no experimento, de 42% com 24h.

Uma das principais fontes de energia renovavel para os biocombustiveis € a conversao
de carboidratos derivados de plantas em bioetanol. Uma das etapas para producdo deste
combustivel ¢ a hidrolise de polissacarideos de parede celular utilizando enzimas, como as
celulases (Souza et al., 2013). A hidrdlise da celulose produz glicose que sera utilizada no
processo de producgdo de bioetanol (Buckeridge et al., 2012).

O fungo T. reesei RUT-C30 foi produzido com o objetivo de aumentar a producdo de
celulase (Borin et al., 2015). Os fungos provenientes das mutagdes realizadas no trabalho,
quando comparados a linhagem RUT-C30, apresentaram maior produgdo de agucar redutor, o

que indica maior potencial para melhor producdo de bioetanol em escala industrial.
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Nos diversos ramos da induastria, como na produg¢do de combustiveis, produtos
quimicos, alimentos, bebidas, ragcdes para animais, nos processos téxteis, no beneficiamento da
polpa e do papel e na agricultura, o potencial bioldgico associado as celulases garante a sua
aplicagdo (Mehboob et al., 2014). Estratégias para reduzir o custo da produgdo do bioetanol
sdo realizadas e o pré-tratamento bioldgico da biomassa lignocelulosica para produgdo de
etanol ¢ um destes processos (Garcia-Torreiro et al., 2016). A maior produgdo de celulase
devido a modificacdo genética da linhagem fingica de 7. reesei RUT-C30, evidentemente
melhorard a viabilidade para a produgado de bioetanol.

A modificagdo genética para melhorar a produgdo de celulases pelo fungo 7. reesei é
uma realidade e o aumento de pesquisas neste contexto torna o fungo muito promissor para a

sua utilizag¢@o na producdo de bioetanol.

CONCLUSAO

A delegdo parcial do gene acel no fungo 7. reesei RUTC-30, que possui CRE1
truncado, aumentou a producao de exoglucanase, endoglucanase e celulase total. Esse resultado
torna o fungo promissor para a utilizagdo na producdo de bioetanol. No entanto, sdo
necessarios testes adicionais para verificar a viabilidade de sua aplicagdo em processos

fermentativos em escala industrial.
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TABELAS

Tabela I — Primers para amplificacdo das regides 5°, 3 e hph.
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Primer Sequéncia (5' - 3") Tm Amplificado
cO)* (pb)

acelhphSF  GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGGC 70,8 958
ATGAACAAACAAGAGCCTG

acelhphSR ATCCACTTAACGTTACTGAAATCTCCAACAC 70,3
AGCTCCTCGGGGGTGGCG

acelhph3F  CTCCTTCAATATCATCTTCTGTCTCCGACGGC 69,6 1021
TGGACCTATGTCCGCACC

acelhph3BR  GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCGC 70,1
TCAACTCAAGCCTGCTGCTG

hphF GTCGGAGACAGAAGATGATATTGAAGGAGC 59,8 1447

hphR GTTGGAGATTTCAGTAACGTTAAGTGGAT 56,9

* Tm °C — Temperatura de melting em graus Celsius.



Tabela II Primers para amplificacdo de parte do gene do /ph.
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Primer Sequéncia (5' - 3") Tm Amplificado
°C)* (pb)
hphNest F GCGATTTGTGTACGCCCGACAG 60,8 989
hphNest R  CGCCCTTCCTCCCTTTATTTC 55,7

* Tm °C — Temperatura de melting em graus Celsius.
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RUT-C30Aacel-3 e 4 — controle positivo da reacao (hph).

Figura 4 — Comparagido entre RUT-C30 e mutantes para Avicel®, CMC e PF. Simbolos: * p
<0,05; ** p <0,01 e *** p <0,001.
Figura 5 — Comparacdo da hidrolise da biomassa de cana de agucar e producdo de aglcar

redutor entre RUT-C30 e mutantes. Simbolos: *** p<0,001.
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