AV

S UNIVERSIDADE ESTADUAL
unesp ™ PAULISTA“JULIO DE
MESQUITAFILHO”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO
CLARO

§
CIENCIAS BIOLOGICAS

§

EDUARDO CESAR PECORA PAES

ANALISE DA PRODUCAO DE LACASES E DA
EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL DO
FUNGODE ORIGEM MARINHA Peniophora sp.
CBMAI1063

Rio Claro - SP
2023



EDUARDO CESAR PECORA PAES

ANALISE DA PRODUCAO DE LACASES E DA EXPRESSAO
GENICADIFERENCIAL DO FUNGO DE ORIGEM MARINHA
Peniophora sp.CBMAI 1063

Trabalho de Conclusédo de  Curso
apresentado ao Instituto de Biociéncias —
Campus de Rio Claro, daUniversidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
para obtencdo do grau de Bacharel em
Ciéncias Biolégicas

Orientador: Dr. Igor Vinicius Ramos Otero

Coorientadora: Profa. Dra. Lara Durdes Sette

Rio Claro

2023



Paes, Eduardo César Pecora
P126a Anélise da producdo de lacases e da expressao génica diferencial do
fungo de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063 / Eduardo
César Pecora Paes. -- Rio Claro, 2023
36 p. : tabs.

Trabalho de concluséo de curso (Bacharelado - Ciéncias
Bioldgicas) - Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de
Biociéncias, Rio Claro

Orientador: Igor Vinicius Ramos Otero

Coorientadora: Lara Durdes Sette

1. Microbiologia. 2. Biorremediacdo. 3. Basidiomiceto. I. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de
Biociéncias, Rio Claro. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




EDUARDQ CESAR PECORA PAES

AN_ALISE DA PRODUCAO DE LACASES E DA EXPRESSAO
GENICA DIFERENCIAL DO FUNGO DE ORIGEM MARINHA
Peniophora sp.CBMAI 1063

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Instituto de Biociéncias —
Campus de Rio Claro, daUniversidade
Estadual Paulista “Julic de Mesquita
Filho”, para chtengéo do grau de Bacharel
em Ciéncias Bicldgicas

BANCA EXAMINADORA:

Dr. Igor Vinicius Ramos Otero
Dra. Patricia Giovanella
Dr. Caio Zamuner

Aprovado em: 09 de e IO de 2023

EA\!A\’JD Qi&\v Y(’.(O\‘A ‘?ﬁ LS 2%@

N
Eduardo César Pecora Paes Dr. Igor Vinicius Ramos Otero
Assinatura do discente Assinatura do orientador

/ Profa. Dra. Lara Dul;"ifﬁ Sette

Assinatura da coorien

dora



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer aos meus pais por todo apoio e confianca em todos 0s

momentos. Meu eterno agradecimento € amor.

Ao meu orientador Dr. Igor Vinicuis Ramos Otero pelo apoio, confianca e
ensinamentos, dentro e fora dos laboratorios.

A minha co-orientadora Profa. Dra. Lara Durdes Sette pelos ensinamentos e
colaboracéo.

As agéncias de fomento que financiaram meu projeto de pesquisa e meu trabalho.
Processo 2018/12098-9, Fundacdo de Amparo a pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP).

Ao Programa Institucional de Bolsas de Iniciacdo Cientifica (PIBIC), pela concesséo
da bolsa (Projeto 1227771/2022-2).

Ao grupo de pesquisa do Laborat6rio de Micologia Ambiental e Industrial pelo
acolhimento e suporte com 0s experimentos.

Ao meu irmdo Miguel por sempre deixar as piores fases mais leves.

Aos amigos, Agata e Caio, por sempre estarem ao meu lado e pela amizade

incondicional.



RESUMO

Lacases sdo enzimas que pertencem ao grupo das multicobre oxidases e possuem
utilidade paradiversos setores industriais e para o setor ambiental, uma vez que sua
aplicacdo biotecnologica possibilita a catalise de uma variedade de reacfes que oxidam
compostos aromaticos e aminicos. O fungo marinho Peniophora sp. CBMAI 1063 é um
basidiomiceto da decomposicdo branca (white-rot fungi), capaz de produzir grandes
quantidades de lacase em meio otimizado para a producdo dessa enzima. Em geral,
basidiomicetos da decomposicdo branca apresentam mais de um gene codificante para
lacase. Essas cOpias, ndo alélicas, codificam diferentes lacases no dmbito estrutural e
funcional. A taxa de producdo de lacases por esses fungos pode apresentar
grandesdiferencas dependendo da composicdo do meio de cultivo, presenga de indutores
(e.g. compostos fenolicos e cobre), concentracdo de carbono e nitrogénio ou da presenca
de xenobidticos. O fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 apresenta uma familia
multigénica com 17 genes codificantes para lacases potencialmente diferentes.
Considerando a auséncia de dados a respeito da influéncia de diferentes variaveis
(incluindo a salinidade) na producéo e no perfil de expressdo génica de um basidiomiceto
marinho, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes
varidveis (e.g. concentracdo de sais, presenca de xenobioticos, presenca de indutores
derivados de lignina e diferentes razdes de C:N) na producéo e no perfil de expressédodos 17
genes de lacase do fungo marinho Peniophorasp. CBMAI 1063. O fungo foi cultivadoem
50 mL de meio otimizado para producéo de lacase. Os frascos foram incubados a 28 °C e
140 RPM por 7 dias. Para os experimentos com corantes, indutores e ions metalicos, a
suplementacdo do meio foi feita apds o terceiro dia de cultivo. Para 0s experimentos com
salinidade, o meio liquido foi produzido com 1, 2, 3 e 4% de 4gua do mar artificial. Nos
experimentos que avaliaram a influéncia da razdo C:N, alteragcbes na quantidade dos
constituintes foram feitas de modo a obter as proporc¢des de 12:1; 6:1; 3:1; 1,5:1 e 0,75:1
de carbono e nitrogénio, respectivamente. Foram realizadas andlises de biomassa,
atividade enzimatica e expressao génica para cada uma das condicBes avaliadas (n=12).
Dentra as condicOes testadas a razdo C:N de 0,75:1 foi a que resultou em maior produgéo
de biomassa.Ja em condi¢cdo com sulfato de cobre foi obtida a maior atividade enzimatica,
mostrando quepara o fungo de origemmarinha Peniophora sp. CBMAI 1063 a producéo
de biomassa ndo esta diretamente relacionada com a producdo de lacase. Todas as
condicdes testadas influenciaram positiva ou negativamente tanto atividade de lacase
guanto producdo de biomassa em relacdo a condicdo controle. O perfil de expressdo
génica também apresentou diferencas entre as variaveis, sendo a condicdo com
pirocatecol a que resultou em maior taxade expressdo. Os resultados deste trabalho séo
relevantes para a compreensdo da inducdo de producdo da enzima lacase, bem como a
expressdo dos genes envolvidos no processo, do fungobasidiomiceto de origem marinha
Peniophora sp. CBMAI 1063, podendo servir comobase para novos estudos que buscam
otimizar a producdo e aplicacdo dessa enzima que apresenta grande potencial
biotecnoldgico.

Palavras-chave: Basidiomiceto marinho, multicobre-oxidases, familia multigénica.



ABSTRACT

Laccases are enzymes that belong to the group of multicopper oxidases and are useful for
various industrial sectors and the environmental sector since their biotechnological
application allows the catalysis of a variety of reactions that oxidize aromatic and amine
compounds. The marine fungus Peniophora sp. CBMAI 1063 is a white basidiomycete
(white rot fungi), capable of producing large amounts of laccase in a medium optimized
forthe production of this enzyme. In general,white basidiomycetes have more than one
gene coding for laccase and these non-allelic copies that encodes different structural and
functional cases. The rate of laccase production by these fungican show great differences
depending on the composition of the culture medium, the presenceof inducers (e.g.,
phenolic compounds and copper), the carbon:nitrogen ratio, or the presence of
xenobiotics. The fungus Peniophora sp. CBMAI 1063 present a multigene family with
17 genes coding for different environmental laccases. Considering the lack of data
regarding the influence of different variables (including salinity) on the production and
gene expression profile of a marine basidiomycete, the present work aimed to evaluate
the influence of different condition for the production and expression profile in
Peniophora sp. CBMAI 1063 (e.g. salt concentration, presence of xenobiotics, presence
of lignin-derived inducers and different C:N ratios) expression profile of the 17 laccase
genes of the marine fungus Peniophora sp. CBMAI 1063. The fungus was cultivated in
50 mL of medium optimized for laccase production. Flasks were incubated at 28 °C and
140 RPM for 7 days. For experiments with dyes, inducers, and metal ions, the medium
was supplemented after the third day of incubation. For the salinity experiments, the
liquid medium was produced with 1, 2, 3 and 4% artificial seawater. In experiments that
evaluated the influence of the C:N ratio, changesin the quantity of constituents were
made in order to obtain proportions of 12:1; 6:1; 3:1; 1.5:1 and 0.75:1 of carbon and
nitrogen, respectively. Biomass, enzymatic activity and gene expression analysis were
carried out for each of the conditions evaluated (n=12). Among theconditions tested, the
C:N ratio of 0.75:1 was the one that resulted in the highest biomass production. In
conditions with copper sulfate, the highest enzymatic activity was obtained, showing that
for the fungus of marine origin Peniophora sp. CBMAI 1063 biomass production is not
directly related to laccase production. All conditions tested influenced laccase activity
and biomass production. The gene expression profile also showed differences between
the variables, with the condition of pyrocatechol resulting in the highestexpression rate.
The results of this work are relevant for understanding the induction of laccase enzyme
production, as well as the expression of the genes involved in the process, in the
basidiomycete fungus of marine origin Peniophora sp. CBMAI 1063, which can serveas a
basis for new studies that seek to optimize the production and application of this enzyme
that has great biotechnological potential.

Keywords: Marine basidiomycete, multicopper oxidases, multigene family.
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1. INTRODUCAO

Desde as civilizacdes antigas as enzimas sdo utilizadas pelo ser humano para
propositosvariados, como a fermentacéo e a digestdo quimica para producao de cerveja,
vinho e pdo (ANDUALEMA; GESSESSE, 2012). Atualmente, os conhecimentos
acerca da alta especificidade e da facil obtencdo dessas proteinas favoreceram sua
consolidacdo no mercado industrial, podendo ser utilizadas em larga escala
(BRUGNARI, 2021). Ao contrério das enzimas derivadas de animais e plantas, as
produzidas por microrganismosvém ganhando espaco na bioeconomia por serem mais
estaveis e terem uma maior gama deaplicacdes em atividades cataliticas, além da maior
facilidade de obtencdo (SILVA, 2013). Um exemplo dessas enzimas sdo as lacases,
pertencentes ao grupo das multicobre oxidases,que apresentam grande potencial
adaptativo para diferentes processos oxidativos. Quanto a aplicacdo industrial e
ambiental, sdo capazes de catalisar muitas reacbes que envolvem diferentes
compostos fendlicos e aminicos (RIVA, 2006). Apesar de sua ampladistribuicdo na
natureza, essas enzimas sdo principalmente relatadas em fungos da chamada
decomposi¢do branca, atuando na deslignificacdo do material vegetal promovida por
tais fungos (CHMELOVA et al.,2022).

A expressdo de lacases por fungos de origem marinha esta relacionada com o papel
de decomposicdo da matéria organica, porém essas enzimas possuem caracteristicas
bioguimicas e genes transcritores diferentes das produzidas por fungos terrestres
(BONUGLI-SANTOS et al., 2015; OTERO et al., 2017). O habitat marinho pode
proporcionar lacases com maior tolerancia a salinidade, presenca de ions metalicos e
maior termoestabilidade. Isto devido as adaptacGes evolutivas para o desenvolvimento
dos fungos produtores ao ambiente marinho. Portanto, esses organismos se apresentam
com grande potencial para o campo biotecnologico, havendo mercado para enzimas
produzidas por fungos marinhos, incluindo as lacases (BONUGLI-SANTOS et al., 2015;
MAINARDI et al., 2018).

O fungo basidiomiceto de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063 foi isolado
daesponja marinha Amphimedon viridis e descrito como produtor de 709 U/L de lacases
em meiosalino (BONUGLI-SANTOS et al., 2010). Em adig&o, o fungo Peniophora sp.
CBMAI 1063 foi capaz de descolorir eficientemente o corante Preto Reativo 5 com
concomitante producdo de lacases durante o processo de descoloracdo (BONUGLI-

SANTOS et al., 2016). Tal potenciallevou ao processo de otimizagdo das condigdes



de cultivo do fungo para producdo da enzima (SETTE et al., 2023). Apds 0 processo
de otimizacdo, a producgédo de lacases por esse fungo em meio salino em biorreator de
bancada ultrapassou 2.900 U/L (MAINARDI et al., 2018).

Especula-se que por conta da diversidade de lignina originada principalmente apos o
periodo Carbonifero e o surgimento de fungos degradadores de material vegetal
(FLOUDAS etal.,, 2012; RENAULT; WERCKREICHHART; WENG, 2019), tenha
ocorrido a irradiacdo adaptativa dos genes de lacase, promovendo o surgimento de
familias multigénicas codificantespara essa enzima (OTERO, 2022). Como exemplo, no
fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 existem 18 genes putativos de lacase, dos quais, 17
codificam proteinas com atividade extracelular (OTERO et al., 2017; BRENELLI et al.,
2019; OTERO, 2022). Anélises in silico demonstram que tais isoformas se diferenciam
guanto ao tamanho, ponto isoelétrico, taxa e sitios de glicosilacdo; levando a crer que
essas diferencas estruturais refletem diferencas funcionais; que por sua vez derivam de
atividades desempenhadas em diferentes condi¢cfes ambientais que o fungo pode ser
exposto (OTERO et al., 2017; OTERO,2022). Dentre as maisde 100 lacases purificadas
relatadas por Baldrian (2006), a maioria provém de basidiomicetos de decomposicdo
branca. Diferentes familias génicas de lacases ja foram descritas para fungosterrestres e
marinhos (RIVERA-HOYOS et al., 2013; OTERO et al., 2017).

Por conta da abundancia de genes codificadores de lacases, existem diversos meios
de induzir sua produgdo e que funcionam como varidveis que podem interferir nesse
processo, sendo alguns deles a proporgdo de carbono e nitrogénio, presenca de agentes
indutores como odlcool veratrilico (COVIZZI, 2007), ions metéalicos como o cobre
(FONSECA et al.,, 2010), oucompostos aromaticos como 0s corantes sintéticos
(FONTES, 2019).

Considerando os genes de lacase do fungo marinho Peniophora sp. CBMAI 1063
comoum valioso recurso genético ainda a ser explorado, qual isoforma seria mais apta a
ambientessalinos? Qual isoforma é mais expressa na presenca de derivados de lignina?
Qual isoformaseria mais expressa na presenca de xenobidticos? Para responder a essas
perguntas, foi realizada analise de expressdo génica diferencial dos 17 genes de lacase
do fungo marinho supracitado, cultivado em diferentes condicGes. A atividade
enzimética de lacases e a producdo de biomassa nessas mesmas condigdes também
foram avaliadas, visando a obtencdo do maior nimero de informacgfes a respeito da

regulacao desses genes.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo principal avaliar a influéncia de diferentes

variaveis na producéo de lacases pelo Peniophora sp. CBMAI 1063, bem como avaliara

influéncia dessas condi¢fes no perfil de expressdo dos 17 genes que codificam essas

enzimas(com atividade extracelular).

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a influéncia de diferentes indutores, ions metalicos, razdo C:N,
presencade xenobidticos e salinidade na producéo de lacases e de biomassa
pelo fungo Peniophora sp. CBMAI 1063;

Extrair o RNA total do fungo cultivado em todas as condi¢Ges

mencionadas ecriarbibliotecas de cDNA para posterior quantificacao;
Quantificar o nivel de expressdo dos 17 genes de lacase do fungo Peniophora
sp.CBMAI 1063 em cada uma das condicdes avaliadas.

Identificar os genes mais expressos em condi¢des de cultivo de interesse

biotecnologico (presenca de derivados de lignina e xenobidticos).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Basidiomiceto de origem marinha

O fungo de origem marinha Peniophora sp. isolado e identificado pelo grupo de
pesquisa da Profa. Lara Sette, encontra-se depositado na Colecdo Brasileira de
Microrganismos do Ambiente e Inddstria (CBMAI) sob o acrénimo CBMAI 1063 e
tambémna Central de Recursos Microbianos da UNESP (CRM-UNESP) sob o acronimo
CRM 1241.0 presente trabalho foi realizado no Laboratério de Micologia Ambiental e
Industrial, que é associado a CRM-UNESP. A partir de um tubo de preservacdo em
Castellani, o fungo foi reativado em placas contendo agar malte 2% (MA 2%), a 28 °C por
7 dias. Apos esse periodode incubacdo, o micélio em pleno crescimento foi utilizado como

indculo nos experimentos de cultivo em meio liquido.

3.2 Cultivo do fungo em meio liquido: condicdo controle e tratamentos

Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL
demeio para cada condicdo. Para os experimentos de cultivo na condicao controle, bem
comonapresenca de indutores, corantes e ions metalicos o meio de cultivo foi constituido
de 0,2%de extrato de levedura, 0,27% de peptona bacteriolégica de caseina, 0,14% de
extrato de malte, 0,27%, de glicose, 0,06% de fosfato de potassio monobasico e 0,04%
de fosfato de potassio bibasico, com pH inicial entre 6.1 e 6.3, dissolvidos em agua
destilada. Para o experimento derazdo C:N foram utilizadas as concentra¢Oes descritas

na tabela 1.

Tabela 1. Propor¢des de C:N que foram avaliadas e as respectivas quantidades de cada componente do meio
decultivo.

Proporcéo de C:N

Meio ou Reagente 1221 61 31 151 0,751
Extrato de levedura 0,10% 0,20% 0,40% 0,80% 1,60%
Peptona 0,13% 0,27% 0,54% 1,08% 2,16%
D-glicose 0,27% 0,27% 0,27% 0,27% 0,27%
Extrato de Malte 0,14% 0,14% 0,14% 0,14% 0,14%

Fosfato de potassio monobéascio 0,06% 0,06% 0,06% 0,06% 0,06%
Fosfato de potassio bibasico 0,04% 0,04% 0,04% 0,04% 0,04%

Para os ensaios de salinidade, os meios foram preparados em 1, 2, 3 e 4% de agua
domar artificial (ASW), adaptada de Bonugli-Santos et al. (2016), cuja composicdo é:
1,061 %deMgCl,, 0,147 % de CaCl., 0,004 % de SrCl,, 2,348 % de NaCl, 0,392 %, de



Na.SO. 0,066% de KCI, 0,019 % de NaHCO:;, 0,01 % de KBr e 0,003 % de H.BO:

Os indutores derivados de lignina utilizados foram: siringaldeido, pirocatecol,
acido p- cumarico, alcool veratrilico e guaiacol. Os ions metalicos utilizados foram o cobre
(CuSO.) e 0 zinco (ZnSO.). Quanto aos xenobiodticos foram utilizados os corantes
Vermelho Congo (VC), Preto reativo 5 (PR5) e Azul Brilhante de Remazol R (RBBR). A
concentracdo final dos ions metalicos foi 1 mM, a dos indutores foi 0,5 mM e a dos
corantes foi de 50 mg/L. AssolucBes estoques dos ions metalicos, indutores e corantes
foram previamente filtradas em filtro de seringa 0,22 um e acomodadas em frascos estéreis
e refrigerados até a utilizacéo.

A partir das placas de reativagdo com o cultivo do fungo Peniophora sp. CBMAI
1063,3 plugs (&gar + micélio) de 10 mm de diametro foram retirados e transferidos para
0s frascos contendo meio liquido. Os frascos ficaram incubados a 28 °C, 140 RPM por 7
dias. Para os experimentos comas variaveis indutores, corantes e ions metalicos, 0s
suplementos foram adicionados apds o terceiro dia de cultivo, nas concentracdes
anteriormente mencionadas. Todos os experimentos foram realizados em triplicata, com

pelo menos dois experimentos independentes.

3.3 Andlises de biomassa

Os cultivos descritos anteriormente foram transferidos para tubos de
polipropileno com fundo cénico (Falcon) de 50 ml e centrifugados a 12.000 RPM por 10
min a4 °C. Coma separacdo da biomassa e sobrenadante, duas aliquotas de 1 ml de cada
Falcon foram separadas para posterior quantificacdo enzimatica. A biomassa foi entéo
filtrada em papel filtro qualitativo com o auxilio de bomba a vécuo.

A anélise da biomassa foi realizada em papel filtro qualitativo com diametro de 9
cm, previamente seco em estufa. A biomassa, por sua vez, foi seca em estufa a 92 °C por
24 ou 48h,até a desidratacdo completa. Para o célculo da biomassa foi descontada a

massa do filtro seco.

3.4 Atividade enzimatica de lacases

As analises de atividade enzimatica foram realizadas em placas de 96 pocos, lidas
em leitor espectrofotdmetro UV/VIS Synergy H1 da marca BioTek. 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) foi utilizado como substrato enziméatico para
detectar aatividade oxidativa da enzima. Em cada poco foram adicionados 0,18 mL da

13



mistura contendo0,1 M de tampéo acetato de sodio (pH 5), 0,5 mM de ABTS e 0,02 mL
do caldo enzimético aliquotado anteriormente (totalizando 0,2 mL de meio reacional). A
quantificacdo da atividadeenzimatica das lacases foi realizada por meio da oxidacéo do
ABTS utilizando o comprimentode onda de 420 nm, ap6s 20 min de reacdo. Uma
unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar
1 nmol de ABTS por minuto (FONTES et al., 2021)

3.5 Extracdo de RNA total, quantificacdo e visualizagdo da integridade

A partir da biomassa obtida nos experimentos de cultivo em meio liquido, 0 RNA
totaldo fungo foi extraido utilizando o kit RNeasyPlant Mini Kit (QUIAGEN), de acordo
com o protocolo fornecido pelo fabricante. Inicialmente, a biomassa foi lavada com agua
ultrapura, estéril, contendo Dietilpirocarbonato (DEPC), visando a remogéo de possiveis
endonucleases da superficie do micélio. A lise celular foi feita em nitrogénio liquido,
com oauxilio de almofariz e pistilo previamente preparados para a extragdo (OTERO,
2016). A quantificacdo das extracdes foi feita utilizando o espectrofotémetro para acidos
nucleicos NanoDrop (Thermofisher Scientific). A visualizacdo da integridade e presenca
de DNA nasamostras foi feita utilizando gel de agarose a 0,7 % em cuba de eletroforese
pequena para oito pogos, apés corrida a 90 v por 45 min.

3.6 Purificacdo do RNA e conversdao em cDNA

Para a purificagdo do RNA foram adicionados 4 pl de tampao de DNAse (10X
com MgCl,) e 1 ul de DNAse (livre de RNAse) (ThermoFisher Scientific) em cada 40
pL de amostra. Em seguida, as reacdes foram mantidas por 35 min a 37 °C para reagdo da
DNAse. Apos essa etapa, foram adicionados 2 ul de EDTA (50 mM) em cada amostra, as
quais forammantidas por 10 min a 75 °C para a inativagdo da DNAse. Oligo DT, foi
utilizado como iniciador (primer) para conversdo do RNA mensageiro em cDNA
utilizando o Kit de RT-PCR RevertAid H MinusFirst strand cDNA synthesis
(ThermoFisher), de acordo com o protocolo definido pelo fabricante. O cDNA
proveniente de cada condi¢do de cultivo foi considerado como uma biblioteca de
transcritos diferente. Ao todo, foram obtidas 17 bibliotecas.

3.7 Quantificacdo dos genes de lacase por PCR quantitativo (qPCR)

Para a analise da expressdo génica diferencial dos genes de lacase do fungo
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marinho Peniophora sp. CBMAI 1063, foi realizada a qPCR a partir das bibliotecas de

cDNA (item 3.6).Primers especificos para todos os 18 genes de lacase do fungo marinho,

bem como trés genes para controle e normalizacdo da expressdo (Cyt-c, p-tubulin e

GAPDH) (tabela 2) previamentedesenhados por Otero (2022), foram utilizados no

presente trabalho.

Tabela 2. Primers especificos desenhados para as lacases e genes controle do fungo Peniophora sp. CBMAI

1063.

Tamanho
Nome Primer Sequencia do GC%
amplicon
Lccl F CTTTGGCGTCGAGGCTCTGGCA
Lecl - 109 587
Lccl R CGCTCCATTTACGAGGGAAGC
Lcc2 F CTCGCTCGGCATCCCTTGTC
Lcc2 - 111 541
Lcc2 R CAAGGGTGGTATCGTCGAGGTTA
. Lce3B_F  CGAGTCCCTCGCTGCCGTGGTGCA 06 sag
Lcc3B R GATCTCTTGGCCGTTAATAAGA '
oo Lccd F CCAATTTCCAGGCCCGGTTATCACA oo o g
Lcca R ATGTAGCGTAGTGACGGTGTG '
Lect Lcc5 F CCTACTCCAGTTGGCGCTGTTA 05 sa6
Lcc5 R GCAGGTCGGTAGTACCCGTCG '
Lot Lcc6 F CACCAAATCAGCCACTCTTGTC 11 sia
Lcc6 R CCGTTCGATTGGGTCAAGC '
Lcc7 F - CTTTGGGCTTGTCTTTGTCTG
Lect Lcc7 R CGAGAGAGACGTTGCGGTTGAC 103 505
Loc3 Lcc8 F GTACATGCGAGACACCGTCGTCGTC 0
Lcc8 R GTCCGTAAGAGCGTCGAAGAC
Pnh_Lacl F CTGAGCAGGAGCTCCGTCCTCG
PahLacl  bolacl R CATTGTGGTGTCGGTGAGGC 114 632
Pnh_Lac2 F GCGGGACACTGTCGTTGTGAAC
Prh_Lac2 o 17 a2 R CGAGACTCTTGTCAGTGAG 110 573
Pnh_Lac3 F GTCTCTCCGGTTTGCACTTG
Prh_Lacd  bnTLac3 R GGATTCACGTCCTCGACGAAG 102 608
Pnh_Lacs F CAAGCGAATCGGAACCTTGGTC
PAh_Lacs  bonTlacs R GCTGGTCGTATGTGAGGTTGTCG 110 536
Pnh_Lace_ F CGCATGACACCATCGTAGTGA
PahLact  boi7lace R GTCTGTATCTGAGAGAAGATTC 07 4n7
Pnh_Lac7 F CGGTGTCACTGTCAATGGTC
Prh_Lac? o il ac7 R GAGACTCGTCTTTCAAGTCG 101 545
oo Lacg  PMM_LACE F GAGACACGACGGTCGTCAATG 00 5
- Pnh_Lac8 R CCGTCCGTCAGAGCATCGAC
o Lacg  PUM_LACOF CGGTCCTGTCATTACTGGAAACAAG o0 o/,
- Pnh_Lac9 R CAGTGGACGGCGGTCACAAGGT '

Dnh | ar1N

Pnh_Lacl0_F CCTTTCTTGCCTCGACGCTTC

A7 Q
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Pnh_Lacl0_ R GAGGCGCGAGAATCCATCGAGA
B-tubulina B-tubuljn_F CTCGCGCGGTTCTCGTCGATC 132 636

B-tubulin R GTCCTTTCGCCCAGTTGTTAC '
Cyt-c Cyt-c F GATTGGAATTATCAGCTCCAG 160 33,8

Cyt-c R GCTCCTACTTGTAATGGTAAG
GAPDH_F GTTCGTCGTCGGCGTTAACCTC

GAPDH GAPDH R CTTGTCGTGGACGGCCTTGGCG

112 60,7

As reacdes de gPCR foram realizadas no equipamento QuantStudio 3 (Life
Technologies, USA) de acordo com protocolo descrito previamente por Otero (2022).
Cadareacdo foi constituida de 5 ng de cDNA, 0,4 pL de cada primer (10 uM), 10 pL de
SYBR Green gPCR Master Mix (ThermoFisher) e H.O para um volume final de
20 pL. A amplificacdo foi realizada da seguinte forma: uma etapa inicial de
desnaturacdo a 94 °C por 2 min, seguida de 40 ciclos de 94 “C por 30 s, 60 ‘C por 30 s e
72 °C por 30 s. Apo6s a amplificacdo, foram realizadas analises de curva de melting, de 70
*C a95 °C com rampa del °C/s, visando avaliar a especificidade dos primers. Todas as
reacOes foram feitas em triplicata técnica e o controle negativo (NTC) foi aquele
contendo agua e Master Mix, mas sem cDNA. A expressao génica relativa das lacases
expressas em cada condicdo de cultivo foi quantificada através da férmula2+ (YANG et
al., 2016).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fungo de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063 foi submetida a
diferentescondigdes de cultivo para avaliar o crescimento de biomassa e a producéo de
lacases sob a influéncia de diferentes variaveis. No ensaio de salinidade o fungo marinho
apresentou maior producdo de biomassa no cultivo com 4% de agua do mar artificial
(6,02 g/L),diminuindo conforme a reducgéo da salinidade, sendo que na condi¢édo controle
(sem salinidade) a médiade biomassa foi de 3,2 g/L (Figura 1A). Em relacdo a atividade
enzimatica pode-se ver umainversao dos resultados, sendo o cultivo com 0% o que mais
produziu lacases (7,64 U/L) eo com 4% o que menos produziu (1,71 U/L). Dessa forma,
0 experimento demonstra que salinidades maiores proporcionam maior crescimento de
biomassa provavelmente por contadascondi¢Ges do habitat natural do fungo de origem
marinha, porém a producdo de lacases nas condi¢fes de salinidade testadas diminuiram
com o0 aumento da salinidade. Em estudo realizado por Bonugli-Santos et al. (2010), o
fungo marinho Peniophora sp. CBMAI 1063 foi cultivado em meio 2% de caldo extrato
de malte, suplementado com &gua do mar artificial (4%) (v/v). Os autores do referido
estudo obtiveram uma producdo de aproximadamente 410 U/L de lacases na condicao
salina, apos 7 dias de cultivo (BONUGLI-SANTOS et al., 2010). Em nosso trabalho o
fungo marinho Peniophora sp. CBMAI 1063 apresentou aumento da taxa de crescimento
fangico com o aumento de salinidade no meio, porém obteve atividade
enzimaticareduzida conforme o aumento de salinidade, ponto este que entra em
discordancia com o trabalho de Bonugli-Santos et al. (2010), visto que no trabalho
mencionado, a producéo de lacases pelo Peniophora sp. CBMAI 1063 no meio de cultivo
contendo 2% (v/v)de extrato de malte 4% (v/v) de agua do mar artificial (BONUGLI-
SANTOS et al., 2010), foi superior a producdo de lacases no meio utilizado em nosso
trabalho. Os autores ainda ressaltam a importancia da salinidade para a boa expressao de
lacases pelo basidiomiceto marinho (BONUGLI-SANTOS et al., 2010). Dessa forma,
fica evidenciado que a composi¢do do meio de cultivo e a salinidade sdo variaveis que
influenciam na producéo daenzima de maneira conjunta. Ou seja, a depender do meio de
cultivo, a salinidade pode ser favoravel ou ndo para uma melhor taxa de producdo de

lacases.
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Figura 1. Atividade enzimética de lacases, producdo de biomassa e expressao génica na condicdo controle e nas condi¢gdes com salinidade. A - Ensaio de
producdo de biomassa e atividade enzimatica em diferentes salinidades. B - Expressdo génica relativa na condi¢cdo 1% de agua do mar artificial. C -
Expressdogénica relativa na condicdo 2% de dgua do mar artificial. D - Expressdo génica na condicdo 3% de &gua do mar artificial. E - Expressao génica na
condi¢do 4%de agua do marartificial.
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Em relacdo a expressao génica, pode-se ver que nos cultivos com 1 e 2% (Figuras 1B
e 1C)o gene de lacase mais expresso pelo fungo foi o Lac10 (com 7,56 e 10,2 vezes mais
expresso do que a condicdo controle, respectivamente), ja nas condicdes 3 e 4% (Figuras
1De 1E) o gene mais expresso foi o Lacl (5,58 e 4,99 vezes mais expressao do que a
condicdo controle, respectivamente). Os mecanismos que regulam a expressao de lacases na
presenca desalinidadendo séo claros (LI et al., 2018; LI et al., 2020) e ainda ndo existem
estudos publicados que tenham explorado a expressdo génica diferencial de lacases em
funcéo da salinidade em microrganismos. Lacases foram inicialmente descritas ha mais de
100 anos como parte constituinte da resina da planta Rhus vernicifera (YOSHIDA et al.,
1883), e ultimamente lacases vegetais tém despertado grande interesse biotecnolégico. Ao
investigara expressdo génica diferencial dos 30 genes de lacase da planta de arroz (Oryza
sativa spp. japonica), Liu et al. (2018) encontraram algo semelhante aos resultados do
nosso estudo. Enquanto a salinidade estimula a expresséo de alguns genes de lacase de O.
sativa, a variavel reprime a expressdo de outros. Tanto em plantas de arroz, como de
Arabidopsis thaliana (planta modelo), genes de lacase superexpressos parecem estar
envolvidos na resisténcia ao estresse celular promovida pelo excesso de sais no meio (LI1U
et al., 2018; TURLAPATI et al., 2011), elementos responsivos a salinidade ja foram
descritos para a planta haléfita Suaeda fruticosa (MYB, CAMTA, MADS-box and bZIP)
(DIRAY-ARCE et al., 2019). Portanto, é possivel que os genes de lacase do fungo
Peniophora sp. CBMAI 1063 também apresentemalgum tipo de regulacdo responsiva ao
sal, porém mais estudos precisam ser conduzidos nesse sentido para a elucidacdo dessa
hipotese.

Os cultivos do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 em condic¢édo salina na presenca
dosions metalicos Cu» e Zn~foram os que mais apresentaram atividade de lacases, tendo
como resultado 589 U/L e 229 UI/L, respectivamente (Figura 2A), ainda que o crescimento
de biomassa ndo tenha apresentadovalores tdo expressivos (2,77 g/L e 1,08 g/L), quanto
na presenca de 4% de &gua do mar artificial. No estudo de Vasina et al. (2015), que
utilizou o fungo de decomposi¢do branca Trametes hirsuta 072 foram montados dois
cultivos, um coma presenca de ions de cobre e outro sem. Na presenca de ions de cobre o
fungo foi capaz de produzir 27 vezes mais lacases do que na auséncia desses ions ja no
terceiro dia de incubacdo, indicando a elevada atividade desse ion como indutor na
producdo da enzima. Outro estudo, realizado por Yang et al (2015), utilizou o fungo de
podriddo branca Cerrena sp. HYBO7 e teve como resultado a producdo de 280.000U/L

de lacases em meio contendo Cuz e Zn=. Nesse mesmo estudo, a atividade enzimatica
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foi reduzida em 31,78% no meio sem a adic¢do de ions de zinco e em 99,95% em meio sem
adicao de ions de cobre (YANG et al., 2015). Nonosso trabalho, os resultados da expresséo
génica de lacase em cultivo suplementado tanto com ions de cobre quanto de zinco
(Figuras 2B e 2C) o gene mais expressofoi 0 Lccl, sendo 68,45 vezes mais expresso
quando na presenca de ions de cobre e 68 vezes mais expresso, napresenca de ions de
zinco. Em estudo de Yang et al. (2016), utilizando o fungo basidiomicetode decomposicéo
branca Cerrena sp., 0 gene de lacase mais expresso emmeio suplementadocom ions de
cobre foi o Lac7, sendo que na condicdo em que os ions ndo foram adicionados a
expressdo do Lac7 reduziu em 1000 vezes. Na presenca de ions de zinco, o gene de lacase
mais expresso pelo fungo Cerrena sp. também foi o Lac 7, diminuindo em cerca de 50%
suaexpressdao na condicdo de cultivo sem esses ions. Era esperado que os ions de cobre
fossem bons indutores da expressdo génica de lacases, isso porque as lacases sao enzimas
multicobreoxidases, e portanto possuem cobre em sua estrutura. Para a atividade catalitica
da enzima é necessario a presenca de quatro ions de cobre no sitio ativo da enzima,
formando dois clusters, um mononuclear responsavel pela oxidacéo inicial dos substratos e
um aglomerado trinuclear ondeocorre a reducdo do oxigénio e formacdo da agua
(subproduto da reacdo enzimatica) (CLAUS,2004). As lacases sdo frequentemente
induzidas por diversos fatores fisioldgicos em fungos, portanto, sua regido promotora pode
conter elementos que sdo responsaveis por responder estimulos de diferentes indutores
(JANUSZ et al., 2013), sendo um desses elementos o chamado elemento responsivo de
metal (MRE do inglés metal response elements), essencial para a transcri¢do induzida por
fons metalicos. Portanto, nossos resultados indicam que o fungomarinho Peniophora sp.
CBMAI 1063 possui mecanismos para responder a presenca de ions metalicos no meio,

muito provavelmente por conta da presenca de MRES em sua regido promotora.
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Figura 2. Atividade enzimética de lacases, produgdo de biomassa e expressao génica na presenca de ions metalicos. A - Ensaio de producéo de biomassae
atividade enzimatica na influéncia dos fons metalicos Cu?* e Zn?*. B - Expressdo génica na presenca de Cu?*. C - Expressdo génica na presenca de Zn?".
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Nos experimentos realizados com cultivo do fungo marinho Peniophora sp. CBMAI
1063na presenca de xenobidticos (corantes sintéticos), os resultados para crescimento de
biomassa ndo foram expressivos comparados a outras condicOes testadas, indicando que a
toxicidade dos corantes sintéticos pode ter influenciadonegativamente no crescimento do
fungo. Em meio com o corante Vermelho congo a média de biomassa foi de 2,13 g/L; para
omeio com RBBR de 2,54 g/L e para o Preto reativo 5 de 2,62 g/L. Atualmente, os
corantes sintéticos sdo os mais utilizados na industria téxtil por serem mais econémicos e
terem grandevariedade de cores, portanto 0s corantes sintéticos sao os principaispoluentes
de efluentes téxteis (ROSSI et al., 2017). Grande parte dos corantes sintéticos utilizados na
industria téxtil,apresentam estrutura complexa, de dificil degradacéo e elevada toxicidade,
variando de acordo com a composi¢cdo quimica do grupo cromoéforo e das
diferentessubstituicGes no ndcleoaromatico, fornecendo compostos com estruturas diversas
e versateis, 0 que os torna recalcitrantes e com elevada toxicidade (KHAN et al. 2012).
Alguns corantes sintéticos apresentam riscos para varios organismos aquaticos, plantas,
peixes e microrganismos, alémde também causar disturbios a saide humana ao ocasionar
danos a 6rgdos humanos (BONUGLI-SANTOS et al., 2016; GIOVANELLA et al., 2020).
Em relacdo a atividade de lacases, o meio com Vermelho Congo foi 0 que apresentou o
maior producéo (83,8 U/L), seguido do RBBR (64,97 U/L), e por ultimo o meio contendo o
corante Preto reativo5 (56,49 U/L). Em todos 0s casos a presenca dos corantes pareceu
induzir a producéo de lacases,vistoque na condi¢é@o controle (sem corantes) a producgéo foi
de 7,64 U/L. A producéo de lacases na presenca de corantes sintéticos ndo € um fendmeno
exclusivo do fungo Peniophorasp. CBMAI 1063, em estudo realizado por Garrido-Bazan
et al (2016), o fungo Pleurotus ostreatus em meio de cultivo suplementado com RBBR
(500 ppm) teve o pico de atividade delacases em 452.000 U/L. Outro estudo, realizado por
Sharma et al (2023), mostrou que o fungode podridao branca Trametes flavida WTFP2 foi
capaz de produzir cerca de 360.000 U/L de lacase apos 24h de cultivo do fungo na
presenca de 100 mg/L de Vermelho Congo. Adnan et al. (2015), demonstraram em estudo
que o fungo ascomiceto Trichoderma atroviridae FO3 emmeio otimizado suplementado
com o corante Preto reativo 5 teve o pico deatividade enziméaticaem 5.800 U/L, no quarto
dia de incubacgdo. Sabe-se que as enzimas ligninoliticas possuem grande capacidade de
degradar compostos aromaticos, demonstrandoalta eficiéncia na descoloracdo de corantes
sintéticos (GIOVANELLA et al., 2020). Considerando que o fungo marinho Peniophora

sp. CBMAI 1063 apresentou aumento na producéo de lacases em meio suplementado com



corantes sintéticos mesmo ndo precisando recorrer ao xenobidtico como fontede macro
e/ou micronutrientes, € possivel que o fungo tenha produzido lacases como um mecanismo
de degradar os xenobidticos e combater a toxicidade do meio gerada pelos corantes

sintéticos.
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Figura 3. Atividade enzimética de lacases, produgdo de biomassa e expressdo génica na presenca de corantes sintéticos. A - Ensaio de producgdo de
biomassa eatividade enzimatica na presenca dos corantes Preto reativo 5 (PR5), Vermelho congo (VC) e Azul brilhante de remazol R (RBBR). B -
Expresséo génica na presenca do PR5.
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Quanto a expressdo génica de lacases na presenca dos corantes, ndo foi possivel
apresentar os resultados na condig¢do de cultivo com 0 RBBR e 0 Vermelho Congo, isso
porque a taxa de expressdo desses genes na presenca desses corantes foi muito baixa, o
que provavelmente facilitou a formacdo de dimeros dos primers especificos utilizados
para cadagene e por conseguinte a maioria dos genes apresentou duas ou mais temperaturas
de melting, quando o correto é apresentar apenas uma. Outra justificativa possivel é a
presenca de inibidoresde PCR nas bibliotecas de cDNA (dados ndo apresentados), o que
também pode terfavorecido nos erros do experimento. Como os dados obtidos ndo foram
confiaveis, decidimos apresentar apenas os resultados para Preto Reativo 5, condigdo em
que a quantificagdo da expressdo génicafuncionou como nas outras condigdes
apresentadas no presente trabalho. O fungo marinho Peniophora sp. CBMAI 1063 em
meio de cultivo com ocorante sintético Preto reativo 5 (Figura3B) teve como gene mais
expresso o Lac2 (223,36 vezes mais expresso). E possivel que o genelLac2 possua em sua
regido promotora o elemento de resposta a presenca de xenobioticos (XRE - do inglés
Xenobiotic Response Elements); esses elementos sdo induzidos pela presenca de
compostos aromaticos e fendlicos, visando a expressdo de enzimas que desempenham
funcdo defensiva contra o estresse oxidativo proporcionado por radicais de oxigénio
originados da reacdo desses compostos (PISCITELLIet al., 2011). Em estudo realizado por
Bonugli-Santoset al. (2016) o fungo de origem marinhaPeniophora sp. CBMAI 1063 foi
cultivado em meio contendo extrato de malte e farelo de trigo, com salinidade de 1,2 %,
suplementado com 200 mg/L de corante sintético Preto reativo 5 durante sete dias; a
expressdo génica da lacase no meio foi obtida desde o primeirodia de cultivo, no entanto
sua atividade extracelular teve inicio apenas apds o quinto dia de cultivo, enquanto que a
enzima ligninolitica Manganés peroxidase (também avaliada no estudo) teve pico de
atividade enzimatica e expressao génica entre o segundo e o quinto dia, periodo em que
houve a maior taxa de descoloracdo, levando a crer quea lacase esteja menosenvolvida no
processo de descoloracdo, mesmo tendo genes de lacases expressos desde o primeiro dia
(BONUGLI-SANTOS et al., 2016). Dessa forma é possivel que a regulacdo daproducéo
de lacases pelo fungo de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063, em meio contendo
xenobidticos, pode ocorrer ndo s6 a nivel transcricional, como também traducional. De
acordo com Buccitelli e Selbach (2020), ndo € porque existem genes expressos que
necessariamente havera proteinas correspondentes.

Nos experimentos que envolveram o cultivo do Peniophora sp. CBMAI 1063 em

meioscom diferentes razdes de carbono e nitrogénio foram 0s que apresentaram a



maior média de biomassa produzida, sendo os resultados 6,62 g/L (0,75:1), 4,58 g/L
(1,5:1), 3,44 g/L (3:1), e 2,75 (12:1) (Figura 4A), indicando que a condigdo que mais
favorece a formacdode biomassa fungica é a em que a propor¢éo de nitrogénio € maior em
relacdo ao carbono. Onitrogénio desempenha papel fundamental no crescimento fangico e
na atividade enzimatica, sendo que geralmente fontes inorgénicas de nitrogénio fornecem
menor atividade de lacasesdo que fontes organicas (PISCITELLI et al.,2011). A maior
concentracdo de nitrogénio em relacdo ao carbono (0,75:1), também foi a condi¢do onde
houve maior producdo de lacases (89,63 U/L); em contrapartida, no meio coma maior
razdo C:N (12:1), obtivemos a menor producdo de lacases (1,53 U/L) (Figura 4A). Dados
da literatura demonstram que o substratoutilizado como fonte de nitrogénio, bem comosua
concentragdo no meio, influenciam a atividade de enzimas ligninoliticas de fungos
basidiomicetos (MIKIASHVILI et al., 2005). Em estudo realizado por Yang et al. (2015),
o0 fungo de decomposicédo branca Cerrena sp. foicultivado em diferentes concentragdes de
carbono e nitrogénio. Nesse estudo, os cultivos que tinham altas concentragdes de
nitrogénio ecarbono resultaram em mais lacases (280.000 U/L) do que os cultivos que
tinham baixa concentracdo de nitrogénio (5.300 U/L), independentemente da concentracéo
de carbono, além disso, o experimento com alta concentracdo de nitrogénio e baixa de

carbono produziu 91.000U/L da enzima.
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Figura 4. Atividade enzimética de lacases, producdo de biomassa e expressao génica em diferentes razées de C:N. A - Ensaio de producdo de biomassa
eatividade enzimatica nas razoes 0,75:1; 1,5:1; 3:1; 6:1 e 12:1. B - Expressdo génica na condi¢éo 0,75:1. C - Expresséo génica na condigdo 12:1.
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No cultivo com razdo 0,75:1 o gene de lacase mais expresso foi o Lacl0 (169,77
vezes mais expresso do que na condicdo controle), com alta expressdo também dos genes
Lcel (73,14vezes mais expresso) e Lac2 (94,24 vezes mais expresso) (Figura 4B). Ja na
condicdo12:1 o gene de lacase mais expresso foi o Lac2 (27,79 vezes mais expresso do
que na condicdo controle) (Figura 4C). No trabalho de Yang et al. (2016), a condigédo com
alta concentragéo denitrogénio e baixa de carbono, o gene Lac2 do basidiomiceto Cerrena
sp. foio mais expresso (117,5 vezes mais expresso); ja a condi¢cdo com baixa concentracdo
de nitrogénio e alta de carbono favoreceu a expressdo do gene Lac4 (86 vezes mais
expresso). Nitrogénio é um macronutriente essencial para a sintese de proteinas. Tanto
genes estruturais (housekeeping) quanto genes envolvidos no metabolismo secundario de
fungos, podem estarsujeitos a regulacdo por nitrogénio (Tudzynski, 2014). Em condicgdes
onde ha limitacdo de nitrogénio, elementos responsivos a esse elemento tendem a
restringir a sintese de proteinas e enzimas envolvidas no metabolismo secundario
(Tudzynski, 2014), lacases sdo enzimas ligninoliticas que até poderiam ser consideradas
como pertencentes a vias do metabolismo primario, para a obtencéo de carbono (lignina e
seus derivados sdo compostos ricos em carbono), mas ndo de nitrogénio (lignina ndo é um
composto nitrogenado). Dessa forma, é possivel que na auséncia de outros estimulos
externos, a expressao e sintese de lacases pelo fungo de origem marinha Peniophora sp.
CBMAI 1063 fique estritamente condicionada a abundéncia de nitrogénio no meio.

Em relacdo a presenca de derivados de lignina no meio de cultivo, o guaiacol foi o
guemais proporcionou formacéo de biomassa do Peniophora sp. CBMAI 1063 (4,54 g/L),
seguidopor acido p-cumarico (4,51 g/L) e Siringaldeido (3,87 g/L) (Figura 5A). O &cido p-
cumarico foi o principal indutor de atividade de lacases dentre os derivados de lignina
testados, tendo o fungo marinho produzido 49,33 U/L da enzima sob a influéncia deste
composto que é tambémconsiderado um indutor de lacases (TERRON et al. 2004) (Figura
5A). Em ensaio, realizado por Valle et al. (2015), com o fungo basidiomiceto Agaricus
blazei a presenga de guaiacol no meio resultou no aumento da atividade enzimatica do
fungo, porémo tempo necessario para atingir o pico de atividade de lacases aumentou de 6
para 15 dias, oque significa uma queda deprodutividade em torno de 43%, enquanto que o
alcool veratrilicodiminuiu o tempo para atingiro pico de atividade enzimatica de 21 para 6
dias, o que significa300% de aumento de produtividade. Tais resultados coincidem com a
baixa atividadeenzimatica na presenca de guaiacol e alta atividade na presenca do alcool
veratrilico apresentado pelo fungo de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063 neste
trabalho. Em outro trabalho, realizado por Terrénet al. (2004), o fungo basidiomiceto
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Trametes sp. 1-62 foi cultivado na presenca de &cido p-cumarico e pirocatecol em meio
liquido, tendo como resultado o aumento de atividade de lacases em 253 vezes em meio
suplementado com acidop-cumarico logo no terceiro dia de cultivo e 0 pequeno aumento
(9 vezes) na atividade enzimatica em meio suplementado com pirocatecol; o acido p-
cumaérico foi o derivado de lignina que mais influenciou a atividade de lacases para o
fungo Trametes sp. 1-62, assim como também foi o principal indutor de producdode
lacases para o fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 neste trabalho.
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Figura 5. Atividade enzimatica de lacases, producdo de biomassa e expressdo génica na presenca de xenobidticos derivados de lignina. A - Ensaio de
producdode biomassa e atividade enzimatica na presenca de Guaiacol (GUA), Pirocatecol (PCT), Siringaldeido (SHD), Acido p-cumarico (PCA) e Alcool
veratrilico (AVT). B - Expresséo génica na condi¢cdo com Pirocatecol. C - Expressdo génica na condicdo com Siringaldeido. D - Expressdo génica na

condigiocom Acidop-cumarico.
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A expressdo génica do fungo marinho Peniophora sp. CBMAI 1063 em meio de
cultivo suplementado com os derivados de lignina pirocatecol, siringaldeido e &cido
p-cumarico (Figuras 5B, 5C e 5D, respectivamente) favoreceu a maior expressdo de um
dos genes e reprimiu a expressao dos outros. Em meio com pirocatecol o gene mais
expresso foio Lccl (446,64 vezes mais expresso), em meio com siringaldeido também foi
0 Lccl (72,95vezes mais expresso) e em meio com &cido p-cumérico foi Lac10 (232,48
vezes mais expresso). Em estudo realizado por Moiseenko et al. (2018), o basidiomiceto
de podridao branca Trametes hirsuta 072 foi cultivado em meio contendo 2 mM de alcool
veratrilico; 0,4mM de guaiacol; 0,2 mM de siringaldeido e 0,4 mM de acido p-cumarico,
para avaliar a influéncia desses compostos na expressdo dos 8 genes de lacase do
basidiomiceto. O resultado foi que o acido p-cumarico suprimiu expressivamente a
expressdo de todos os genes de lacase, o guaiacol suprimiu dois dos genes, o alcool
veratrilico aumentou a expressao de dois genes (em aproximadamente dez vezes) e o
siringaldeido aumentou significativamente a expressdo de trés genes de lacase. Nos
resultados do nosso trabalho nota-se que, embora os compostos aromaticos utilizados
tenham estrutura molecular semelhante, a presenca desses compostos induziu a expressao
de genes de lacase diferentes, ou com taxa de expressao diferentes (Figuras 5B e 5C).De
acordo com Tero6n et al. (2004), compostos aromaticos estruturalmente relacionados a
lignina tem papel importante no aumento de produgdo de lacases em fungos
basidiomicetos, porém os estudos acerca do mecanismo de inducdo destes compostos
relacionado a transcricdodos genes de lacase sdo raros. No entanto, alguns autores
acreditam que a inducdo de lacases por substancias fenolicas ocorre pois a enzima seria
capaz de polimerizar tais compostos, diminuindo sua toxicidade (THURSTON, 1994).
Outra possibilidade é que essa expressdo diferencial decorrente da presenca de
xenobioticosdistintos possa ocorrer, no &mbito da transcri¢do, provavelmente em resposta
a fatores de transcricdo especificos que podem estar relacionados, além da indugéo
transcricional em si, ao aumento da estabilidade da transcricdo ou a fatores pos-

traducionais, a fim de aumentar ameia-vida da proteina (TERON et al., 2004).
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5. CONCLUSOES

Todas as condicOes testadas neste trabalho influenciaram na formacdo de
biomassa ea producdo de lacases. A producdo de biomassa foi maior quanto maior a
proporcdo de nitrogénioem relagdo ao carbono (0,75:1 - C:N). Por outro lado, a maior
producdo de lacasesocorreu na presenga de sulfato de cobre. Dessa forma, a producéo
de lacases no fungoPeniophora sp. CBMAI 1063 ndo esta diretamente relacionada com a
formac&o de biomassa.E possivel aindaespecular que a regulacio da expresséo dos genes
de lacase desse fungo ndo é coordenada por promotores constitutivos, mas sim por
promotores indutivos. Contudo, estudos in silico utilizando o genoma do fungo
Peniophora sp. CBMAI 1063 precisam serrealizados visando encontrar os promotores
responsaveis pela regulacdo génica desses genes.

O RNA total do fungo foi extraido em todas as condi¢cbes com sucesso,
possibilitando a criagdo de 12 bibliotecas de cDNA. A partir disso foi realizada
quantificacdo e andlise de expressdo dos 17 genes de lacase do fungo marinho
Peniophora sp. CBMAI 1063, que codificam lacases extracelulares.

Da mesma forma que para a biomassa e para a producdo de lacases, o perfil de
expressaogénica dos 17 genes avaliados também alterou conforme a variavel analisada. A
maior taxa deexpressdo foi obtida na presenca do composto fendlico pirocatecol, contudo
comdestaque paraum Unico gene que foi superexpresso nessa condi¢do. De maneira geral
foi possivel identificaros genes mais expressos em condicOes de interesse biotecnoldgico,
por exemplo, em salinidadeos genes mais expressos foram Lacl0 e Lacl. Na presenca do
corante sintético Preto Reativo 5, 0 gene mais expresso foi o Lac2. Na presena de
diferentes compostos derivados da lignina, tanto Lccl quanto o gene LaclO tiveram
destaque. Importante ressaltar que esses compostos fenolicos foram os que mais inibiram
a expressdo dos outros genes de lacase avaliados. Comparando nossos resultados com
outros trabalhos ja publicados, é possivel que os genes de lacase do fungo marinho
estejam sob a regulacdo de elementos responsivos ao nitrogénio, ions metalicose
xenobidticos (NIT2, MRE e XRE, respectivamente), mas, como mencionado
anteriormente, estudos adicionais precisam ser realizados nesse sentido para compreender
aregulacdo desses genes.

Os dados obtidos neste trabalho s&o relevantes para a compreensao da inducdo de
producdo da enzima lacase, bem como a expressdo dos genes envolvidos no processo, no
fungobasidiomiceto de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063, podendo servir

comobase paranovos estudos que buscam otimizar a producdo e aplicacdo dessa enzima



que apresenta grande potencial biotecnoldgico.
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