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Caracterizacio de fatores de transcricio que regulam a expressiao de enzimas
lignoceluloliticas em Penicillium echinulatum.
Fernanda Pessi de Abreu e Scheila de Avila e Silva

Em razao do alto custo dos complexos enzimaticos, a etapa de hidrélise enzimatica
corresponde a 40% do total dos gastos no processo de produgdo de etanol 2G. O fungo
filamentoso Penicillium echinulatum ¢ um eficiente degradador de biomassa lignocelulosica,
devido ao potencial do seu sistema enzimatico extracelular. Uma grande variedade de enzimas
CAZy ¢ secretada pelo fungo, particularmente celulases e hemicelulases que sao classificadas
em familias de glicosil hidrolases. Essas enzimas atuam sinergicamente na degradacdo da
parede celular vegetal. A hidrdlise enzimatica transforma a celulose, um polissacarideo
insoluvel, em unidades de glicose. Esse processo ¢ importante para que a fermentagdo possa
ocorrer, € por conseguinte a produ¢do de etanol a partir de fontes alternativas de biomassa
vegetal. Nos mecanismos de regulacdo génica estdo envolvidos fatores de transcricdo que
regulam a expressdo de enzimas lignoceluloliticas, dentre os quais destacam-se:
CLR1/CLRA, CLR2/CLRB, ACE1/ACEA, CREI/CREA e XYRI/XLNR, que atuam na
ativagdo ou repressao dos genes das enzimas lignoceluloliticas. O sequenciamento do DNA da
linhagem 2HH foi realizado através da plataforma Illumina HiSeq 2500. As reads paired-end
filtradas pelo Illumina foram montadas usando o programa de montagem SPAdes v3.11.0. A
predicdo e anotacdo dos genes foi realizada utilizando o pipeline Funannotate v1.3.4. O
genoma possui tamanho igual a 30,5 MB, foram preditas 8744 proteinas, sendo 132 anotadas
como IPR07219: Fungal-specific TF domain e 162 anotadas como IPRO1138: Fungal
Zn(2)-Cys(6) binuclear cluster domain. Para a analise evolutiva dos principais fatores de
transcrigdo de P. echinulatum foram utilizadas suas sequéncias de proteinas preditas além das
proteinas ortélogas em outras 11 espécies de Ascomycota, cujas sequéncias foram extraidas
do banco de dados Uniprot e a ortologia foi verificada utilizando o software Proteinortho5
v5.16.b. Através do Software MEGA7 v7.0.26, opcao Aling By Muscle, foram realizados os
alinhamentos e os dendrogramas foram geradas pelo método de méxima verossimilhanga com
1000 replicagdes. A andlise dos dendrogramas mostrou que o alinhamento das proteinas de
todos os fatores de transcri¢cdo analisados de P. echinulatum 2HH estdo mais proximos do
fungo P. oxalicum 114-2. Essa informag¢do sugere que in vivo os fatores de P. echinulatum
atuam de forma equivalente aos fatores de transcri¢cao do fungo P. oxalicum. Em P. oxalicum
os fatores de transcrigdo CLR1/CLRA e CLR2/CLRB sao regulados por celulose e regulam
positivamente a transcricdo de genes de celulases. CRE1/CREA ¢ regulado pela fonte
preferida de carbono, sendo um regulador negativo de celulases e hemicelulases, ja
ACEI/ACEA ¢ regulado por celulose e reprime a transcricdo de genes de celulases. A
expressdo de celulases e hemicelulases também ¢ ativada pelo fator de transcri¢do
XYRI1/XLNR, o qual ¢ regulado por celulose e hemicelulose. S3o necessarias analises
experimentais in vivo para comprovar a atuacao dos respectivos fatores de transcricdo em P.
echinulatum. A caracterizagao dos fatores de transcrigdo ¢ fundamental para compreender os
mecanismos de regulagdo das enzimas lignoceluloliticas. Tendo em vista que a engenharia
dos fatores de transcri¢do, bem como dos sitios de ligacdo dos mesmos nas regides
promotoras das enzimas, pode permitir a potencializa¢do da expressdo génica e a otimizagao
da producdo enzimatica, tornando mais acessivel o processo de hidrolise enzimatica da
biomassa lignoceluldsica. A diminuicao dos custos dos complexos enzimdticos ¢ fundamental
para alavancar a produ¢do de biocombustivel de segunda geracao, contribuindo para transi¢ao
energética global.



