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Abstract 

Due to the depleting fossil fuel resources, price of gasoline and environmental concern, 

research on alternative sources of energy, such as bioethanol, has accelerated in the last few 

decades. Coupled with this is to look for environmentally friendly technologies in the area of 

bioremediation. Production of bioethanol from the lignocellulosic wastes has gained significant 

attention in the last many decades and removal of lignin is an essential pre-requisite for 

availability of cellulose for hydrolysis to glucose. In this study, work was carried out to identify 

the lignin degrading enzymes from the white-rot fungus Cyathus bulleri, which is an avid lignin 

degrader. A total of 13 laccase (Lcc) encoding and 6 manganese peroxidase or MnPs (MnP) 

encoding genes were identified in the draft genome of C. bulleri. The Lcc genes could be sub-

divided in to 3 classes based on their structural organization whereas no common structures 

were identified in the MnPs. Similarity at the genomic level for all laccases (except Lcc12) 

indicated their evolution as a result of gene duplication and these appeared to be very closely 

related based on the phylogenetic relationship. All the copper binding domains and the heme 

signature sequences were conserved in the laccases and the MnPs respectively. Various online 

tools were used to predict basic physico-chemical properties of these isoforms. A temporal 

analysis of the transcription of the Lcc and the MnP genes was carried out on wheat bran (WB) 

and the data indicated Lcc1 to be transcribed the most on Day 4 while Lcc12 was transcribed 

during later stages of growth.  Importantly, the crude culture filtrate obtained from WB-grown 

fungus released reducing sugars from rice husk (~18.5 mg/g of rice husk) and wheat straw 

(~9.5 mg/g of WS) without any prior pre-treatment of these materials. This indicated effective 

delignification as well as saccharification of these materials by the enzymes produced by this 

fungus. Due to production of effective ligno-cellulases by C. bulleri and textile dyes sharing 

structural similarities with the lignin molecule, the effectiveness of these enzymes was also 

investigated on dyes and effluent. Several dyes and highly derivatized crystal violet (in the 
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combined effluent from denim dyeing units) were acted upon and decolorized by the crude 

enzyme produced on WB which was accompanied by degradation as well as detoxification. 

Treatment of the combined effluent resulted in nearly 90% decolorization with concomitant 

removal of dimethyl-amino units and accumulation of o-dimethyl amino dimethyl aniline (m/z 

164) indicating an oxidative breakdown pathway which is reverse of the chemical synthetic 

route of these dyes.  

        It was observed that C. bulleri was able to grow well in presence of a number of dyes and 

decolorize/degrade them. The stimulation of growth by the addition of indigo carmine (5, 5 

indigo disulfonic acid sodium salt, IC) was studied on solid media (at 5000 mg/L level) as well 

as in the liquid medium. IC was degraded into anthranilic acid by oxidoreductases, particularly 

the laccases, present in the culture broth of the fungus grown on WB which was confirmed by 

treatment of IC with purified laccase. Anthranilic acid was proposed to further enter into the 

tryptophan (TRP) biosynthetic pathway, as demonstrated by up-regulation of newly identified 

trpD, trpC and trp1 genes from this fungus. These genes encode anthranilate phosphoribosyl 

transferase, a multi-functional enzyme with phosphoribosyl anthranilate isomerase/other 

activities and tryptophan synthase respectively. No such increased transcription of these genes 

was observed in the absence of IC. In order to identify the mechanisms used by the fungus to 

resist/degrade the dyes, the general transcriptome response of this fungus to two azo dyes was 

studied. Transcriptome analysis was carried out followed by validation of the expression of 

differentially expressed genes by real time (RT) -qPCR.  The data indicated that genes 

responsible for protection against oxidative stress, oxidoreductases, several channels, 

transporters, efflux pump, chaperones and other genes were mostly up-regulated in presence of 

RO16, indicating this dye to be posing more oxidative stress for the fungus, while most of the 

genes were down-regulated and some did not show much effect in presence of RV5. This 

indicated that RV5 is less toxic for the fungus and is being co-metabolized by the fungus 
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leading to enhancement in fungal growth. The data provided a deeper insight into the 

mechanisms employed by the fungus to resist the dye toxicity. 

     . 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



अमूर्त 

घटते जीवाश्म ईंधन संसाधन ,ं गैस लीन की कीमत और पर्ाावरणीर् च ंता के कारण, चपछले कुछ दशक  ं

में बार् एथेनॉल जैसे ऊजाा के वैकल्पिक स्र त  ंपर श ध में तेजी आई है। इसके साथ-साथ बार् रेमेचिएशन 

के के्षत्र में पर्ाावरण के अनुकूल प्रौद्य चगचकर्  ंकी तलाश करना भी शाचमल है। चलग्न सेलू्यल चसक अपचशष्  ं

से बार् एथेनॉल के उत्पादन ने चपछले कई दशक  ंमें महत्वपूणा ध्यान आकचषात चकर्ा है और गू्लक ज क  

हाइिर  चलचसस के चलए सेलूल ज़ की उपलब्धता के चलए चलचग्नन क  हटाना एक आवश्यक पूवा-आवश्यकता 

है। इस अध्यर्न में, सफेद-सड़न कवक साइथस बुलेरी से चलचग्नन चिगे्रचिंग एंजाइम  ंकी पह ान करने 

के चलए काम चकर्ा गर्ा था, ज  एक उग्र चलचग्नन चिगे्रिर है। सी. बुलेरी के िर ाफ्ट जीन म में कुल 13 

लैकेकेस (एलसीसी) एन्क चिंग और 6 मैंगनीज पेर क्सीिेज र्ा एमएनपी (एमएनपी) एन्क चिंग जीन की 

पह ान की गई थी। एलसीसी जीन क  उनके संर नात्मक संगठन के आधार पर 3 वगों में उप-चवभाचजत 

चकर्ा जा सकता है जबचक एमएनपी में क ई सामान्य संर ना की पह ान नही ंकी गई थी। सभी लैकेकेस 

(Lcc12 क  छ ड़कर) के चलए जीन चमक स्तर पर समानता ने जीन द हराव के पररणामस्वरूप उनके 

चवकास का संकेत चदर्ा और रे् फाइल जेनेचटक संबंध के आधार पर बहुत चनकटता से संबंचधत प्रतीत 

हुए। सभी कॉपर बाइंचिंग ि मेन और हेम हस्ताक्षर अनुक्रम क्रमशः  लैकेकेस और एमएनपी में संरचक्षत 

चकए गए थे। इन आइस फॉमों के बुचनर्ादी भौचतक-रासार्चनक गुण  ं की भचवष्यवाणी करने के चलए 

चवचभन्न ऑनलाइन उपकरण  ंका उपर् ग चकर्ा गर्ा था। गेहं की भूसी (िबू्ल्यबी) पर एलसीसी और 

एमएनपी जीन के प्रचतलेखन का एक अस्थार्ी चवशे्लषण चकर्ा गर्ा था और िेटा से संकेत चमलता है चक 

एलसीसी1 क   ौथे चदन सबसे अचधक प्रचतलेल्पखत चकर्ा गर्ा था जबचक एलसीसी12 क  चवकास के बाद 

के  रण  ंके दौरान प्रचतलेल्पखत चकर्ा गर्ा था। महत्वपूणा बात र्ह है चक िबू्ल्यबी-चवकचसत कवक से 

प्राप्त कू्रि कल् र चफल्ट्र ेट इन सामचग्रर्  ं के चकसी पूवा-उप ार के चबना  ावल की भूसी (~ 18.5 

चमलीग्राम/ग्राम  ावल की भूसी) और गेहं के भूसे (~9.5 चमलीग्राम/ग्राम िबू्ल्यएस) से कम करने वाली 



शका रा जारी करता है। इससे इस कवक द्वारा उत्पाचदत एंजाइम  ंद्वारा इन सामचग्रर्  ंके प्रभावी पररश धन 

के साथ-साथ पचवत्रीकरण का संकेत चमला। सी. बुलेरी द्वारा प्रभावी चलग्न -सेलू्यलस के उत्पादन और 

चलचग्नन अणु के साथ संर नात्मक समानताएं साझा करने वाले कपड़ा रंग  ंके कारण, इन एंजाइम  ंकी 

प्रभावशीलता की रंग  ंऔर अपचशष्  ंपर भी जां  की गई थी। कई रंग  ंऔर अत्यचधक वु्यत्पन्न चक्रस्टल 

वार्लेट (िेचनम रंगाई इकाइर्  ंसे संरु्क्त प्रवाह में) पर िबू्ल्यबी पर उत्पाचदत कचे्च एंजाइम द्वारा कारावाई 

की गई और रंगहीन कर चदर्ा गर्ा, चजसके साथ-साथ चगरावट के साथ-साथ चवषहरण भी हुआ। संरु्क्त 

प्रवाह के उप ार के पररणामस्वरूप िाइचमथाइल-एचमन  इकाइर्  ं के सहवती चनष्कासन और ओ-

िाइचमथाइल एचमन  िाइचमथाइल एचनचलन (एम/जेि 164) के सं र् के साथ लगभग 90% रंग फीका पड़ 

गर्ा, ज  एक ऑक्सीिेचटव बे्रकिाउन मागा का संकेत देता है ज  इन रंग  ंके रासार्चनक चसंथेचटक मागा 

के चवपरीत है।  

     र्ह देखा गर्ा चक सी. बुलेरी कई रंग  ं की उपल्पस्थचत में अच्छी तरह से चवकचसत ह ने और उन्हें 

रंगहीन/क्षीण करने में सक्षम था। इंचिग  कारमाइन (5, 5 इंचिग  चिसल्फ चनक एचसि स चिर्म नमक, 

आईसी) के अचतररक्त चवकास की उते्तजना का अध्यर्न ठ स मीचिर्ा (5000 चमलीग्राम/एल स्तर पर) के 

साथ-साथ तरल माध्यम में भी चकर्ा गर्ा था। िबू्ल्यबी पर उगाए गए कवक के कल् र श रबा में मौजूद 

ऑक्सीि रिके्टस, चवशेष रूप से लैकेकेस द्वारा आईसी क  एन्थ्राचनचलक एचसि में बदल चदर्ा गर्ा था, 

चजसकी पुचष् शुद्ध लैकेस के साथ आईसी के उप ार से हुई थी। एंराचनचलक एचसि क  आगे चटर प्ट फैन 

(टीआरपी) बार् चसंथेचटक मागा में प्रवेश करने का प्रस्ताव चदर्ा गर्ा था, जैसा चक इस कवक से नए पह ाने 

गए टीआरपीिी, टीआरपीसी और टीआरपी1 जीन के अप-चवचनर्मन द्वारा प्रदचशात चकर्ा गर्ा था। रे् जीन 

क्रमशः  फॉस्फ ररब चसल एंराचनलेट आइस मेरेज़/अन्य गचतचवचधर्  ंऔर चटर प्ट फैन चसंथेज़ के साथ एक 

बहु-कार्ाात्मक एंजाइम एन्थ्राचनलेट फॉस्फ ररब चसल टर ांसफरेज़ क  एनक ि करते हैं। आईसी की 

अनुपल्पस्थचत में इन जीन  ंका ऐसा क ई बढा हुआ प्रचतलेखन नही ंदेखा गर्ा। रंग  ंका चवर ध/चनम्नीकरण 

करने के चलए कवक द्वारा उपर् ग चकए जाने वाले तंत्र की पह ान करने के चलए, द  एज़  रंग  ंके प्रचत इस 



कवक की सामान्य टर ांसचक्रप्ट म प्रचतचक्रर्ा का अध्यर्न चकर्ा गर्ा था। वास्तचवक समर् (आरटी) -

कू्यपीसीआर द्वारा चवभेचदत रूप से व्यक्त जीन की अचभव्यल्पक्त के सत्यापन के बाद टर ांसचक्रप्ट म चवशे्लषण 

चकर्ा गर्ा। आंकड़  ं से संकेत चमलता है चक ऑक्सीिेचटव तनाव, ऑक्सीि रिके्टस, कई  ैनल, 

टर ांसप टार, इफ्लक्स पंप,  ैपेर न और अन्य जीन  ंके ल्पखलाफ सुरक्षा के चलए चजमे्मदार जीन क  ज्यादातर 

आरओ 16 की उपल्पस्थचत में चवचनर्चमत चकर्ा गर्ा था, ज  इस िाई क  कवक के चलए अचधक 

ऑक्सीिेचटव तनाव उत्पन्न करने का संकेत देता है, जबचक अचधकांश जीन  ंक  िाउन-रेगुलेट चकर्ा गर्ा 

और कुछ ने आरवी5 की उपल्पस्थचत में ज्यादा प्रभाव नही ंचदखार्ा। इससे संकेत चमलता है चक आरवी5 

कवक के चलए कम चवषाक्त है और कवक द्वारा सह- र्ाप र् चकर्ा जा रहा है चजससे कवक के चवकास 

में वृल्पद्ध ह  रही है। िेटा ने िाई चवषाक्तता का चवर ध करने के चलए कवक द्वारा चनर् चजत तंत्र में गहरी 

अंतर्दाचष् प्रदान की। 
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