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Resumo

A biodestoxificacdo da torta de pinhdo-manso oferece vantagens sobre outros
métodos de destoxificacdo em termos de eficiéncia, custo e potencial para
desenvolvimento de produtos secundarios. No entanto, apesar de todas essas
vantagens ainda néo foi elucidado o mecanismo envolvido (genes, proteinas e
vias metabolicas) nesse processo de biodegradacdo dos EFs por
microorganismo. No cendario de biodestoxificacdo, o macro-basidiomiceto
Pleurotus pulmonarius EF-88 degrada com eficiéncia esse composto e ainda
produzir cogumelos comercialmente vidveis. O presente estudo foi conduzido
com a finalidade de identificar genes e mecanismos celulares envolvidos no
processo de destoxificagdo dantorta de pinh&o-manso. E para isso,
ferramentas transcritbmicas (RNA-seq) e protedmicas (LC-MS-MS) foram
utilizadas. A degradacdo dos EFs ao longo do cultivo sélido foi usada como
parametro para determinar os pontos criticos para analise transcritomica e
proteomica. O transcriptoma do P. pulmonarius EF88 foi montado usando a
estratégia de novoe foram mapeados um total de 23297 genes. O cultivo do
basidiomiceto P. pulmonarius em torta de pinhdo-manso toxica revelou um total
de 351 DEGs (genes diferencialmente expressos) dos quais 234 estavam
superexpressos e 117 reprimidos. As andlises protedmicas quantitativas
mostraram que 23 proteinas estavam moduladas em 9DAI e 40 proteinas em
12DAI. De acordo com os resultados obtidos em ambas estratégias foi possivel
estabelecer um modelo de degradacédo dos EFs por P. pulmonarius: Proteinas
hidrofobinas atuam no recrutamento e de esterases e metaloproteases e estas
enzimas hidrolisam as ligacbes C-13 e C-16 dos EFs, os produtos
sencundarios formados na hidrolise inicial sdo oxidados por monooxigenases
P450. Complexos proteicos formados por hidrofobinas e enzimas hidroliticas
(esterase e metaloprotease) podem aumentar a eficiéncia de degradacdo dos
EFs presentes na torta de pinhdo-manso. Os resultados obtidos nesse trabalho
fornecem os primeiros resultados a nivel molecular envolvidos na
biodestoxificagcdo dos EFs por microorganismos, e podem ser usados para
solucionar alguns gargalhos relacionados a biodegradacdo dos ésteres de
forbol, como tempo de cultivo e dificuldade de escalomamento.

Palavras-chave: Basidiomiceto, pinhdo-maso, éster de forbol, degradacéo,
téxico, RNA-seq, LC-MS-MS, metaloprotease, hidrofobina.
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Abstract

The biodetoxification of phorbol esters (PES) in jatropha cake offers advantages
over other approaches for detoxification in terms of efficiency, cost and the
potential for development of secondary products. However, despite these
advantages, the mechanisms (genes, proteins and metabolic pathways)
involved in the biodegradation of PEs by microorganisms has not yet been
elucidated. In this context, the macrobasidiomycete Pleurotus pulmonarius EF-
88 both enables efficient degradation of PEs and production of commercially
viable mushrooms. This study was conducted to identify genes and the cellular
mechanisms involved in the detoxification of PEs in jatropha cake. To this end,
transcriptional (RNA-seq) and proteomic (LC-MS-MS) approaches were
employed. The degradation of PEs throughout solid culture was used as a
parameter to determine the critical points for transcriptomic and proteomic
analysis. The P. pulmonarius EF88 transcriptome was assembled using a de
novo strategy, with a total of 23297 unigenes identified. Cultivation of P.
pulmonarius in toxic jatropha cake revealed a total of 351 differentially
expressed genes (DEGs), of which 234 were overexpressed and 117
repressed. Quantitative proteomic analyzes showed that 23 proteins were
modulated 9 DAI and 40 proteins 12 DAI. According to the results obtained in
both strategies, it was possible to establish the following model of degradation
of PEs by P. pulmonarius: Hydrophobin proteins act in the recruitment of
esterases and metalloproteases and these enzymes hydrolyze the C-13 and C-
16 bonds of PEs. The secondary products formed in the initial hydrolysis are
oxidized by P450 monooxygenases. Protein complexes formed by
hydrophobins and hydrolytic enzymes (esterase and metalloprotease) may
increase the degradation efficiency of PEs present in jatropha cake. The results
obtained in this work provides the first insights into the mechanisms, at the
molecular level, involved in the biodetoxification of PEs by microorganisms and
will be applicable to addressing difficulties related to phorbol ester
biodegradation such as culture duration and scaling.

Keyword: Basidiomycete, Jatropha Curcas, phorbol ester, degradation, toxic,
RNA-seq,LC-MS-MS, metalloprotease,hydrophobin.
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l. Introducéo geral

O pinh&@o-manso ou Jatropha curcas € uma oleaginosa pertencente a
familia das Euforbiaceas, trata-se de uma espécie perene, de crescimento
rapido e pode atingir mais de 5 m em 4 anos. Segundo alguns autores o centro
de origem de J. curcas seria a Ameérica do sul e Central (Abdelgadir et al.,
2013; Kumar e Tewari et al., 2015). No entanto, € facilmente disseminada em
regibes tropicais e subtropicais e amplamente distribuidas na Asia, Africa e
india (Marques et al., 2008; Laviola et al., 2011; Kumar e Tewari et al.,2015).

O plantio dessa oleaginosa permite recuperar e restaurar areas com
erosdo, solos pedregosos e pouco produtivos, além disso, possuem a
capacidade de se adaptar em regides mais secas e com baixo indice
pluviométrico (Heller, 1996; Makkar et al.,1997; Kumar e Tewari et al.,2015).

A literatura académica faz referéncia sobre o grande potencial dessa
espécie para producdo de biodiesel, sendo considerada umas das culturas
mais promissora para esse fim, no entanto, para sua real consolidacdo sdo
necessarios desenvolvimentos agronémicos fundamentais, como diferentes
variedades com alta produtividade e homogeneizacdo do tempo de colheita
(Laviola e Capdeville, 2013). O pinhdo-manso apresenta potencial de
rendimento de gréos/6leo superior as oleaginosas tradicionais, como a soja,
bem como, caracteristicas fisico-quimicas de 6leo favoraveis a producdo de
biodiesel como viscosidade adequada, e acidos graxos de boa qualidade
(Drumond et al., 2010; Gomes et al., 2018).

O o6leo presente nas sementes de J. curcas sdo constituidos de &cidos
graxos saturados (20%) e insaturados (80%), e uma média de 34,4% de
Oleo/grao pode ser convertido em biodiesel (Kalagatur et al., 2017). Além disso,
0s principais constituintes do 6leo de pinhdo-manso sdo o acido oleico, linoleico
e palmitico, e dessa forma substituiria de forma eficiente e adequada o Oleo
diesel padréao (Ha et al., 2018).

Mesmo ndo sendo originario do Brasil, o pinh&o-manso cresce

espontaneamente em diferentes regides do pais. Inicialmente era cultivada


http://ascidatabase.com/author.php?author=Akhilesh&last=Kumar
http://ascidatabase.com/author.php?author=S.K.&last=Tewari
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http://ascidatabase.com/author.php?author=Akhilesh&last=Kumar
http://ascidatabase.com/author.php?author=S.K.&last=Tewari
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para ser usada como cerca viva para animais e para recuperar solos
degradados. Apesar de ser amplamente distribuida, J. curcas ainda estd em
processo de domesticacdo e existem poucas informacdes agrondmicas sobre
essa espécie, dificultando o interesse e a consolidacdo dessa cultura. Segundo
Laviola et al. (2013) a partir do ano de 2006 o plantio de pinhdo-manso ganhou
forca no Brasil, mas a falta de critérios agrondmicos aliados a informacgdes
errbneas como a ndo necessidade de controle de pragas e doencas acarretou
em abandono dos plantios (Laviola & Capdeville, 2013).

Para Castro et al. (2010) existem pontos tecnologicos, politicos,
econdmicos, sociais e ambientais que condicionam a solidez de uma matriz
energética a nivel mundial. Dentre esses pontos podemos destacar a
necessidade de implementacdo de culturas ou empreendimentos que carecem
de mao-de-obra, oferecendo oportunidades com viabilidade econbmica a
agricultura familiar, e geracao de energia ou subprodutos com valor agregado a
partir dos residuos oriundos do processo de producdo de biocombustiveis.
Além disso, torna-se um grande diferencial em termos econdmicos e
ambientais, o fato da matéria-prima usada para producdo de bioenergia ndo
poder ser destinada a alimentacdo humana, nem causar impactos ambientais
negativos, caso contrario, causara desinteresse no apoio politico e social.

A cultura do pinhdo-manso ndo é empregada na industria alimenticia,
portanto ndo concorre com a agricultura de alimentos. Por se tratar de uma
planta com pouca exigéncia hidrica e a producao de graos ser alta a partir da
fase adulta, a fase inicial de estabelecimento permite o plantio consorciado, ou
seja, plantio de culturas anuais, especialmente culturas alimenticias, o que
seria uma alternativa de renda a mais para o produtor. Trata-se de uma cultura
altamente dependente de mao-de-obra j& que a maturacdo de seus frutos
acontece de forma desuniforme (Laviola et al., 2011; Saturnino, 2005). Diante
desse panorama, J. curcas se encaixa nas diretrizes citadas por Castro et al.
(2010) e se torna uma alternativa viavel para agricultura familiar sustentavel e
regides de clima semiarido.

O pinhdo-manso ainda néo teve sua cadeia produtiva estabelecida, por
ainda nao ter um sistema de producdo agrondmico definido para diferentes
regibes do pais e também pela falta de agregacgéo de valor ao seu coproduto, a

torta, que é toxica para uso em ragcdes animais (mono e poligastricos). A cadeia
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de biodiesel somente integrara outras oleaginosas se 0s coprodutos tiverem
um mercado tdo promissor quanto o das cadeias ja estabelecidas como a da
soja e algodao.

Portanto, um gargalo importante a ser resolvido dessa cadeia produtiva
€ a destoxificacdo da torta de pinhdo-manso. Dessa forma, o desenvolvimento
de métodos capaz de degradar de forma eficiente os ésteres de forbol, torna-se
imprescindivel. A literatura descreve inUmeros processos de destoxificacdo
desse residuo: quimica, fisica, bioldgica ou processos combinados (Gomes et
al., 2018).

O método de biodegradacdo dos ésteres de forbol é uma estratégia
promissora e apresenta vantagens como: i) maior eficiéncia, ii) menor custo, iii)
possivel obtencdo de outros produtos, que agregaria valor, como cogumelos
comestiveis ou enzimas de interesse biotecnolégico (lacases, fitases, xilanases
e proteases).

A produgdo e consumo de macrofungos ou macro-basidiomicetos
(cogumelos comestiveis), como o Pleurotus pulmonarius, cresce a cada ano
em nosso pais, de forma a possibilitar a integracdo desta cadeia de alimentos,
com a utilizacdo de um coproduto da cadeia do biodiesel e o uso da biomassa
pés-cultivo (SMS) na cadeia de racado animal, tornando assim uma possivel
solucéo tecnoldgica muito atrativa (Figura 1).

O grupo de pesquisa da Embrapa Agroenergia, por meio do projeto de
pesquisa “FungiDetox” — CNPg/Embrapa (projeto numero 404786/2013-8),
demostrou que a biodestoxificagdo da torta de pinhdo-manso pelo
basidiomiceto Pleurotus pulmonarius concomitante a produgédo de cogumelos
comestiveis € possivel (Gomes, 2015). A incorporacdo da torta de pinhéo-
manso biodestoxificada na alimentacdo de ratos, comprovou a eficiéncia do
processo de destoxificacdo por P. pulmonarius (dados néo publicados). Sendo
assim, a torta da semente do pinhdo-manso (TSPM) apresenta potencial para
ser usada como matéria-prima no cultivo em estado sélido de basidiomicetos
de modo a potencializar o seu uso como insumo (aditivo) em racdo animal,
como tem sido feito nos denominados “DFM — Direct-fed Microbial”’, de forma

independente a producéo de corpos de frutificacéo.
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Figura 1. Fluxograma ilustrando a integracdo da cadeia produtiva do biodiesel,
fungicultura (cogumelos comestiveis) e industria de processamento de insumos
para racao animal.

Apesar das vantagens desse bioprocesso, alguns gargalos ainda
precisam ser solucionados como: tempo de cultivo e dificuldade de
escalonamento. O mecanismo de biodegradacdo dos ésteres de forbol
permanece desconhecido, o que dificulta estrategias como melhoramento
genético de cepas, que seria 0 primeiro passo na tentativa de resolver os
gargalos citados.

Dessa forma, o presente trabalho tém como objetivo identificar os
genes candidatos a degradacao dos ésteres de forbol pelo basidiomiceto P.
pulmonarius EF88 (Colecdo de Microrganismos e Microalgas Aplicados a
biorefinaria da Embrapa Agroenergia - CMMABI0) por meio da andlise do
transcritoma via NGS (Next generation sequencing) e proteoma via LC_MS-MS

A tese sera apresentada em capitulos:O capitulo | trara uma revisao de
literatura, sobre os atuais metddos de degradacdo dos ésteres de forbol da
torta de pinhdo-manso. Este review, que tem como titulo: Current Strategies for

the Detoxification of Jatropha curcas Seed Cake: A Review, foi publicado na
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revista cientifica Journal of agricultural and food chemistry, com fator de
impacto atual de 3.154. Nos capitulos seguintes Il e Ill, os resultados de
degradacdo dos ésteres de forbol por P. pulmonarius e de expresséo
diferencial génica juntamente com analises protedmicas do fungo foram

apresentados e discutidos.
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2. Objetivos da tese

2.1 Objetivo geral

-3

O presente trabalho possui como objetivo identificar genes e
proteinas envolvidos no processo de biodestoxificacdo dos
ésteres de forbol pelo macro-basidiomiceto P. pulmonarius EF-88
por meio de abordagens moleculares como transcrittma e

proteoma.

2.2 Objetivos especificos

-3

Identificar os pontos criticos da degradacéo dos ésteres de forbol
ao longo de 30 dias de cultivo em torta de pinhdo-manso por P.
pulmonarius EF-88;

Analisar o transcritbma de P. pulmonarius EF-88 em resposta ao
cultivo em torta de pinh&o-manso téxica e atoxica e identificar
genes candidatos a degradacao dos ésteres de forbol in silico;
Validar a expressdo dos genes candidatos a degradacdo dos
ésteres de forbol por P. pulmonarius via RT-gPCR;

Analisar o proteoma de P. pulmonarius EF-88 em resposta ao
cultivo em torta de pinh&o-manso téxica e atdxica e identificar
proteinas envolvidas no processo de biodegradacdo dos ésteres

de forbol por P. pulmonarius EF-88;
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3. Estrutura da tese

A presente tese intitulada “Expressao diferencial de genes associados a
degradacdo enzimética e destoxificacdo da torta de pinhdo-manso em

Pleurotus pulmonarius EF88” sera organizada em Il capitulos:

Capitulo I: Esse capitulo trara uma revisdo de literatura sobre os
principais e atuais métodos de degradacéo dos ésteres de forbol da torta
de pinhdo-manso. Este review, que tem como titulo: Current Strategies
for the Detoxification of Jatropha curcas Seed Cake: A Review, foi
publicado na revista cientifica Journal of agricultural and food chemistry,
com fator de impacto atual de 3.154.

Capitulo Il: Este capitulo abordard os resultados relacionados a curva
de degradacao dos ésteres de forbol por P. pulmonarius EF-88 ao longo
de 30 dias de cultivo em estado solido em torta de pinhdo-manso. Esses
resultados foram usados como parametros para analisar os pontos
criticos de biodegradacdo por métodos transcritbmicos e protedmicos.
Também serdo abordados nesse capitulo resultados voltados a
atividadesenzimaticas.

Capitulo 1ll: Os resultados das andlises moleculares (transcritbma,
expressdo relativa por RT-qPCR e proteoma) serdo apresentados e

discutidos nesse capitulo.
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Capitulo I: Revisao da literatura

Current Strategies for the Detoxification
of Jatropha curcas Seed Cake: A
Review
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ABSTRACT: Jatropha curcas is an important oilseed plant, with considerable potential in the development of biodiesel.
Although Jatropha seed cake, the byproduct of oil extraction, isaresidue rich in nitrogen, phosphorus, potassium, and carbon,
with high proteincontentsuitable forapplicationinanimal feed, the presence oftoxic phorbol esters limits itsapplicationin feed
supplements and fertilizers. This review summarizes the current methods available for detoxification of this residue, based upon
chemical, physical, biological, or combined processes. The advantages and disadvantages of each process are discussed, and future
directions involving genomic and proteomic approaches for advancing our understanding of biodegradation processes involving

microorganisms are highlighted.

KEYWORDS: Jatropha curcas cake, phorbol ester, detoxification, microorganisms

B ~TRODUCTION

Nonrenewable fossil fuel energy sources are responsible for the
emission of pollutants linked to climate change. With the
gradual depletion of petroleum reserves, renewable energy
sources based on plant biomass have become ever more
important. Among the emerging renewable energy sources
today, biodiesel offers numerous advantagesover petroleum
diesel, with reduced contribution to global warming, low
toxicity, high biodegradability, and positive socio-economic
impact.! According to Castro et al.,? technological, political,
economic, social, and environmental factors are important in
determining the potential strength in any alternative global
bioenergy source. Appropriate crops should ideally provide
valuable byproducts from the biofuel production process,
guaranteeing economic viability for local smallholder farming.
In addition, the raw materials employed in bioenergy
production should also ideally not simultaneously serve as
human staple foods, nor cause negative environmental impact.
Jatropha curcas L., which is commonly known asphysic nut
or purging nut, is an important oleaginous plant species from
the Euphorbiaceae family with considerable potential as an
industrial cropasasource of biodiesel. Seeds fromthistropical
shrub are composed of approximately 60% kernel and 40%
shell, with kernel material comprising up to 50% oil.> Higher
yields of grains/oils are typically obtained than in many other
oleaginous plant species, and extracted oils offer physicochem-
ical characteristics which are appropriate for biodiesel
production. High quality fatty acids (monounsaturated oleic
and polyunsaturated linoleic acid) are stable at high temper-
atures, with appropriate semidrying properties, high burning
quality, high cetane numbers, and simple conversion into
biodiesel by chemical or biological trans-esterification.*-®

Additional important attributes of the crop include rapid
growth, resistance to drought and pests, propagation capacity in
differentsoils, perenniality, and, asanindustrial nonfood crop,
competition avoidance with food agriculture.”~*3

GiventhatJ. curcasisaplantthatisnotwater demandingand
that allows intercropping with annual crops, especially food
crops, such cultivation offers a potential additional income for
the producer. Given this panorama, J. curcas satisfies the
requirement guidelines recommended by Castro et al.? with
regard to bioenergy sources and represents a potentially viable
crop for sustainable family agriculture, especially in semiarid
production regions. For effective uptake, however, several R&D
challenges need to be resolved, including the lack of
commercial cultivars, the standardization of agricultural
practices for the crop, a lack of uniformity in fruit maturation,
and the need for establishment of economically viable
applications of residual cake following oil extraction.**4-16

Typically, for production of 1 ton of oil by solvent or
mechanical extraction, atotal of 2.85tonsof J. curcasseedsare
required as input, with approximately 70% of this plant material
still remaining as a crop residue after the extraction process,
constituting J. curcas seed cake (JCC).!%'7 This abundant
byproduct of oil extraction is a residue which is also rich in
nitrogen, phosphorus, potassium, and carbon and, with a
significant protein content (at least 16%), can theoretically
supply all the amino acids, with the exception of lysine, required
for healthy animal growth,'8%9
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Despite the significant volume and nutritional characteristics
of JCC, the presence of certain bioactive compounds prevents
application of this residue in animal feed. Such compounds
include antinutritional factors such as trypsin inhibitors and
phytates, toxins such as curcina and phorbol esters (PEs), and
allergens such as 2S proteins. PEs are the principal toxic
components in JCC, which, when ingested, can act either
acutely, inducing an intense inflammatory response, or
chronically, inducing tumor development. Although these
compounds are liposoluble, with most of the PE content of
the seed coextracted with the oil, those minimal amounts that
remain in the JCC are sufficient to harm several animal
species.820:2L

Efficient detoxification of JCC is therefore a necessary step
for subsequent application as fertilizer or as a supplement in
animal feed. Numerous detoxification processes for this residue
have been described, based on chemical, physical, biological, or
combined processes. This review discusses the advantages and
disadvantages of each process and highlights future directions
involving genomics and proteomics approaches for advancing

our understanding of biodegradation processes involving fungi.
The potential in value-added products is presented in relation
to both the crop and biodegradation products.

I PHORBOL ESTERS

Chemical Structure. PEs are natural substancescommonly
found in plant species of the families Euforbiaceae and
Timelaeaceae.®?? These toxins, which are classified as
tetracyclic diterpenes with a tigliane skeleton, are defined as
polycyclic compounds in which two hydroxyl groups on
neighboring carbon atoms are esterified with fatty acids. The
possibilities of ester linkages and the acid fraction, together with
the hydroxylation capacity of the parent structure, lead to
various PE compounds.?*23?* Tigliane diterpenes are based on
a tetracyclic ring system, comprised of A, B, C, and D rings.
Each ring possesses a distinct number of members: five
membersonring A, seven members onring B, a six membered
C ring, and a cyclopropane system on ring D. The skeleton
contains 20 carbon atoms.?* To date, six different types of PEs
have been characterized in J. curcas, all with the same primary
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structure as 12-deoxy-16-hydroxyphorbol. These PEs are
referred toas C1-C6 Jatropha factors, according to the carbon
distribution in their side chains (Figure 1).%
Toxicity. The toxicity for all PEs is typically high even at low
concentrations,? with the intensity of acute and chronic effects
of these diterpenes dependent upon the PE chemical
structure.??22¢ Different forms of PEs can activate distinct
cellular pathways in each affected animal species, leading to
specific symptoms in animal tissues that range from tumor
formation to inflammation, cell differentiation, and apoptosis.?*
PEs are amphiphilic molecules with an affinity for
phospholipid membrane receptors. During normal cellular
signal transduction processes, the enzyme diacylglycerol is the
natural activator of protein kinase C (PKC). This enzyme is
critical in signal transduction responses to various hormones
and inthe regulation of cell proliferation. PEs act analogously
to diacylglycerol, activating PKC.?! Saturable binding between
the molecules occurs through specific interactions between the
C1 factor domain and the regulatory region of the PKC
molecule.?*Prolonged activation of thishostenzyme may lead
to myogenic responses, enhancing the efficacy of other
carcinogens. PEs are considered as cocarcinogens,?* as they
do not directly induce the formation of tumors, but promote
their growth.?” Acute effects of PEs occur rapidly and intensely,
withaninflammatory response of the affected animal a typical
first symptom of Jatropha intoxication (Figure 2). Here, PEs
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Figure 2. Summary of inflammatory responses induced by phorbol
esters. Adapted from ref 21.
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will mobilize phospholipids that release arachidonic acid,
causing secretion of prostaglandins. In the case of external
contact with PEs, inflammation will generally occur in the
afflicted area and in the eyes, while, in the case of ingestion,
inflammation will mainly occur in the stomach,9:20:26:28
Concentration. The concentration of PEs in JCC will
depend upon the oil residue associated with the solid material
following seed processing.? According to Gogoi et al.,*° PEs
generally range from 1 to 3 mg/g in JCC and from 3 to 6 mg/g
in oil. Levels below 0.09 mg/g in seed cake are considered as
tolerable.3 The concentration of PEs can vary across
production areas, due to cultivation of different regional J.
curcas genotypes. In Mexico, for example, varieties free of PEs
or with only minimal amounts (0.11 mg/g) have been
described.*®?232 Here, safe human consumption of seeds,
either as peanuts or as pastes, iscommon in communitiesin the

Mexican state of Veracruz.'®**® Such nontoxic varieties,
however, are generally unsuitable for use in biodiesel
production, as fruit yields are low and plants are more
susceptible to biotic stresses than those containing PEs.
Conversely, elevated concentrations can be observed in
regional genotypes, with Makkar and Becker,°® for example,
describing elevated concentrations in seed from genotypes
grown in Nicaragua, Nigeria, and Cabo Verde, at2.17, 2.30, and
2.70 mg/g, respectively. In a study comparing PE concen-
trations in J. curcas seed from 18 different regions, Makker and
colleagues? also observed considerable variation, with PE
concentrations ranging from 0.87 to 3.32 mg/g. Similarly,
considerable variation in PE content in J. curcas seed from
different growing regions in China has been reported, with
concentrations ranging from 1.098 to 2.417 mg/g. Here, PE
derivatives (C1-C6 factors) also varied according to region.*

Biosynthesis. Although understanding of the biosynthesis
of PEs is incomplete, a recent study by Li et al.*® provided
evidence for the casbane diterpenoid as the precursor of PEs.
The cashane synthase genes JcJCASA163 and JcCASD168 have
been identified in Jatropha, with transcriptome analyses
reporting expression of JcCASD168 exclusively in seed, while
JcCASAL63 can be expressed in seeds, leaves, and inflor-
escences. Following expression in Escherichia coli, activity
analysis of the JcCASA163 casbane synthase protein was
shown to be functional on the substrate geranyl diphosphate
(GPP). Function validation of these genes through gene
silencing in J. curcas supported their involvement in PE
biosynthesis, with a significantly decreased PE concentration
when compared to control plants. Silencing expression of
JcCASAL163 was reported to have a greater effect on reducing
PE concentration when compared to its homologue
JcCASD168, although when both target genes weresilenced
the reduction in seeds increased, on average up to 80%. As
silencing of these two target genes did not result in complete
inhibition of PE biosynthesis, these data suggest that other
casbane synthases may also be involved in their synthesis, with
several homologues of this enzyme present in the J. curcas
genome.* Costa et al.®" analyzed the differential expression of
genes involved in seed development and germination in J.
curcas and identified additional genes potentially involved in PE
biosynthesis. These included those coding for enzymes
involved in terpene synthesis, such as farnesyl-diphosphate
synthase (FPS2) and geranylgeranyl diphosphate synthase
(GGR).

Biosynthesis of PEs has been reported to take place within
the tegmen, the seed inner layer tissue.*>* During the final
stages of seed development, the tegmen is crushed and the
hydrophobic PEs are believed to diffuse into the endosperm.
Recent analysis of the J. curcas proteome has indicated,
however, that PE synthesis may not be occurring in seeds but
in other tissues such as leaves or roots, from which they are
likely translocated to the developing seed.3%-*

Chemical and Physical Degradation. Numerous chem-
ical and physical methods have been described for degradation
of PEs, with degradation data for methods summarized in Table
1. PMA (Phorbol-12-Myristate-13-Acetate) is a synthetic
phorbol with a very similar structure to natural PEs. This
compound can be efficiently degraded within 10 min using
0zone in an aqueous solution. Such rapid degradation occurs
through oxidation of carbon—carbon double bonds, with the
conversion of the ester into a nontoxic compound. This proces
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Table 1. Comparison of Physical, Chemical, and Biological Methods for Degradation of Phorbol Esters

Initial PE® Time
Treatment Degradation method Final PE level period % Reduction  Reference
Physical ozone 12 ppm PE decreased to 10 min 100 42
nondetectable level
y radiation (125 kGy) 0.29 mg/g 0.012 mg/g not 96 30
specified
sunlight, room temperature 2.09 g/L 1.04 g/L 30 days 49 44
sunlight, room temperature 2.3 mg/L PE decreased to 9 days 100 47
nondetectable level
Chemical  Hydrogen peroxide oxidation was established and 0.52 mg/g PE decreased to 8h 100 43
optimized nondetectable level
methanol solvent extraction 3.6 mg/g 0.10 mg/g 8h 97.30 48
ethanol solvent extraction 3.07 mg/g PE decreased to 60 min 100 49
nondetectable level
surfactants 1.45 mglg 0.27mgg 15 min 80 50
alkaline (NaHCO3) 1.29 mg/g 0.70 mg/g not 55 52
specified
alkaline and heat 1.78 mg/g 0.13 mg/g not 92 31
specified
Combined alkaline and heat (Ca(OH), and NaOH) 135 mg/g 16 mg/g and 13.6 mg/g 2h 89 29
alkaline and heat (NaOH and Ca(OH),) 2.14 g/kg 0.32 g/kg and 0.36 g/kg not Fied 85 and 83.2 51
specifie
Bjerkandera adusta and Phlebia rufa 0.82 mg/g 0.05 mg/g and 0.02 mg/g 30 days 91 and 97 53
Pleurotus ostreatus 0.63 mg/g 0.0063 mg/g 60 days 99 54
Biological Ganoderma lucidum, Trametes zonata 1.072mg/g  PE decreased to 20 days 100 62
nondetectable level
Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju 1.072mg/g  0.28 mg/g and 0.37 mg/g 20 days 73 and 65 62
Pleurotus sapidus, Pleurotus florida and Phanerochaete  1.072mg/g  0.27 mg/g, 0.38 mg/g, and 20 days 74,64, and 45 62
chysosporium 0.6 mg/g
Trameteshirsute, Trametesversicoloand Trametesgibbosa 1.072mg/g 0.2 mg/g, /0.15 mg/g, and 20 days 81, 86, and 92 62
0.08 mg/g
Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum 0.13 mg/g 0.03 mg/g and 0.11 mg/g 7 days 76 and 15 63
Rhizopus oligosporus, Rhizopus nigricans, and Trichoderma  0.13 mg/g 0.12 mg/g, 0.10 mg/g, and 7 days 7,23,and 15 63
longibrachitum 0.11 mg/g
Aspergillus versicolor 0.832mg/g  0.158 mg/g 6 days 81 64
Trichoderma harzianum, Paecilomyces sinensis, and 2.78 mg/g 0.05 mg/g, 0.03 mg/g, and 30 days 99.7, 98.9, and 65
Cladosporium cladosporioides 0.08 mg/g 96.9
Morganella morganii not specified  not specified 4 days 92 66
Pseudomonas aeruginosa not specified  PE decreased to 9 days 100 67

nondetectable level

Bacillus sp. 0.60 mg/g PE decreased to 7 days 100 68
nondetectable level

Bacillus licheniformis 0.1199 mg/lg  0.04 mg/g 5 days 62 69

Acinetobacter calcoaceticus not specified  PE decreased to 5weeks 100 45
nondetectable level

J. curcas lipases 1.05 mg/g 0.06 mg/g 12h 94 71

Pleurotus ostreatus 0.5 mg/g 0.005 mg/g 45 days 99 72

2PE, phorbol ester.

has been applied with similar efficiency for the degradation of
natural PEs in JCC.*?

AsPEsaresusceptibletooxidation, yradiationiseffectivein
their degradation.*° Exposure of JCC to y radiation at different
doses was reported to decrease the concentration of PEs by
33.4% at 30 kGy and by 96% at 125 kGy. Here, water was also
employed as a sensitizing agent, accelerating and facilitating the
degradation of the toxic diterpene in the cake, likely as a result
of disassociation of water molecules into ions (H*and OH").*°
Oxidationof PEsinJCCusinghydrogenperoxide hasalsobeen
reported, with complete degradation after 8 h of exposure.*®

Phasukarratchai et al.* reported that sunlight and fluorescent
light can also accelerate degradation of PEs in oil extracted
from J. curcas in a time-dependent manner. While degradation
could also occur in pressed seed material, degradation efficiency
was lower than in oil, likely due to reduced light penetrationin
the solid residues.

High temperature treatment of cake has been shown to be
ineffective when applied as a single approach for PE
elimination, with heating to 160 °C for 30 min ineffectivein
reducing PE levels significantly.??

Nakao et al.* investigated PE stability over time in soil, given
that JCC has been widely applied as a soil supplement. Their
study revealed that PEs could be completely degraded after 35
days of incubation, attributing degradation either to the action
of soil microorganisms and their oxidative enzymes or to
sunlight penetration and oxidation. Plants subsequently
cultivated in the supplemented soil did not show any
accumulation of PEs. Effective degradation of JCC PEs in soil
was also demonstrated by Devappa et al.,*s with only 9 days of
incubation necessary for complete degradation of the toxic
compound. Similarly, Yunping et al.*’ reported exposure to
sunlightasarapid method fordegradationand detoxification of
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Figure 3. Limitations, advantages, and disadvantages in methods for degradation of phorbol esters in Jatropha curcas cake.

PEs present in cake, irrespective of soil type, supporting the safe
application of this residue as a fertilizer.

Chemical extraction of PEs, mostly through employment of
surfactants and organic solvents, has also been employed for
detoxification of JCC. Guedes et al.*® reduced by 97.30% the
concentration of PEs in cake following an 8 h extraction
process. Here, a solute/solvent ratio of 1:10 (w/v) was
employed, using Soxhlet and a mixture of methanol (1/2) and
ethanol (1/2). Although both solvents were effective in the
extraction of PEs, methanol (80—100%) and a short extraction
time indicated that PEs have a high affinity for methanol. In
another study, by contrast, Nokkaew et al.*> were able to
extract 100% of PEsincake using atwo-step extractionprocess
with ethanol.

Surfactants can break surface tension between cake material
and the toxic hydrophobic compounds, thus releasing PEs from
the residue. Two different surfactant solutions have been shown
to be effective, one a single nonionic surfactant (Tween group
and Dehydol group) and the other a mixed surfactant
containing both nonionic and anionic compounds (sodium
bis(ethylhexyl) surfactant sulfosuccinate [AOT]).%° Here, the
Tween group surfactants were more efficient in reducing the
diterpene than the Dehydol surfactants, likely as a result of
greater compatibility of the polysorbate fraction of this
surfactant with the PE structure. The ethoxylate number
(EON) of the ethoxylate fatty acid present in the surfactants of
the Tween group also appeared to play a greater role in
detoxification than the length of the carbon chain tail. Although
both surfactant types were able to remove up to 80% of PEs,
safe levels could not be reached by this single approach.*

Combinations of physical and chemical treatments are also
promising approaches for PE degradation.?*! Rakshit and
collaborators®achieved an 89% degradation of PEs presentin
JCC when combining alkaline conditions (2% Ca(OH); and
2% NaOH) and heat treatment (autoclaving at 121 °C for 30
min). Despite the high level of degradation achieved, when
treated cake was tested as feed for lab mice, animals showed
severe symptoms of exposure to the toxins, with appetite loss,
weight loss, diarrhea, reduced motor activity, and death after 12
days. Aregheore et al.*! evaluated different concentrations of
NaOH and NaOCI followed by heat treatment (autoclaving at
121 °C for 30 min) for PE degradation in JCC. Here, although
all treatments were able to reduce PE levels, none were
sufficiently effective in reducing concentrations to safe levels.
Only a positive control method including quadruple washing

with 92% methanol was able to reach safe levels of toxicity
(0.09 mg/g). This study also revealed that heat treatment was
ineffective in reduction of PE concentrations. The most
efficient combined approach presented in this investigation
(4% NaOH (w/v) + 10% NaOCIl (w/v)) reduced PE
concentration to 0.13 mg/g. Toxicological tests, however,
showed that mice fed with JCC after this combined chemical
and heat treatment displayed difficulties in feeding, probably as
a result of alterations in taste, smell, and texture of the cake.
Here, adecreased growthrate, protein efficiency rate, and food
processing index were observed when compared to control
animals fed on cake detoxified using methanol. In another study
with combined approaches, chemical treatment of JCC using
NaOH and Ca(OH), was able to reduce 85% and 83.2% of
PEs, respectively, with each compound. After alkaline treatment
the cake was also subjected to soaking (overnight) and roasting
(100 °C for 30 min). Despite the effective reduction in PEs,
sheep fed witha formulation containing JCC as 10% of the diet
displayed altered blood metabolite levels and suffered reduced
nutrient intake.

Elangovan etal.>’reported areduction of 55% of PEsinJCC
using chemical treatment with sodium hydroxide and sodium
bicarbonate, with a minimum concentration of 3% of each
compound necessary for effective reduction of PE. As in similar
previous studies, however, cake treated with 3% sodium
bicarbonate, when incorporated into sheep feed, subsequently
resulted in symptoms of toxicity, including dizziness, poor
appetite, diarrhea, and death. Pathological alterations comprised
hydropericardium syndrome, heart enlargement, and kidney
congestion. Sheep that died within 6 days of feeding showed
normal liver pathologies, whereas sheep that died after 10 days
of feeding displayed darkened and congested livers.

In conclusion, although numerous chemical and physical
treatments have been described for degradation of PEs in J.
curcas, the majority of treatments are aggressive, causing
degradation of proteins and functional amino acids and thus
decreasing the nutritional qualities of JCC. Treatments with
organic solvents and NaOH can also modify the odor of the
crop residue, leading to decreased consumption by animals.
The presence of residual toxic solvents such as methanol will
also render treated JCC as unfit as a protein source,-5
restricting application of JCC to only fertilizers and soil
supplementation. Although chemical treatments candegrade
PEs rapidly, requiring considerably less time than biological
processes, numerous factors such as operational complexity,
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specialized equipment demands, adequate disposal of solvent
residues, and limitations in detoxification efficiency*® all limit
the consolidation of such methods for PE degradation in JCC.

Biodetoxification. The application of biodegrading micro-
organisms able to degrade toxic terpene metabolites represents
a promising strategy for elimination of PEs®*** (Table 1).
Terpenesare secondary plant metabolites, many of which play
keyroles in development and growth, ecological interactions,

and defense against pathogens and pests.>>%¢ While such
compounds are widely employed in industrial production of
edible products, pharmaceuticals, medicinal products, and
insecticides,®>5"°8 the bioprospection of microorganisms
capable of degrading such substances is important in
bioremediation, since these compounds are the main pollutants
in the cellulose and terpene-based industries. Such biodetox-
ification offersanumber of advantages to other methods, such
as (i) potential greater efficiency, (ii) lower cost, and (iii)
production of additional value-added products, such as edible
mushrooms or enzymes of biotechnological interest, including
laccases, phytases, xylanases, and proteases. Disadvantages with
such approaches exist, however, with the kinetics of
fermentation considerably slower when compared to chemical
and physical methods, and product safety dependent upon
microbial secondary metabolism. As numerous fungal species
can secrete mycotoxins,>® candidate microorganisms must
ensure terpene detoxification without simultaneous secretion
of toxic secondary metabolites (Figure 3).

Basidiomycete fungi are widely employed in bioconversion
processes, such as in the conversion of polymers in
lignocellulosic biomass into fermentable sugars, or in the
bioremediation of heavy metals and xenobiotic compounds.®
Numerous macrofungi have also been used to supplement
animal feed, improving the nutritional quality and digestibility
of agricultural residues through protein enrichment, lignin
degradation, and hemicellulosic fractioning. The cultivation of
such fungi onabundant agroindustrial residues thus represents
apotentially profitable and economically viable setup.®* Inthis
context, a number of groups have screened basidiomycete
White Rot Fungi (WRF) for its ability to degrade PEs in JCC.
Barros etal.> reported, for example, 91% and 97% reductions
in PE concentrations in JCC following 30 days of incubation
with Bjerkandera adusta and Phlebia rufa, respectively. Similarly,
Daluzetal.>*observed a99% reductionin JCC PE levels after
60 days of cultivation with the fungus Pleurotus ostreatus. Here,
protein content and in vitro digestibility of the residue also
increased, with decreased final lignin and cellulose content.
Edible mushroom production using this substrate was
enhanced through alteration of the carbon to nitrogen ratio,
mixing additional agroindustrial residues of eucalyptus and
coffee bark, as well as rice straw to JCC. Only minimal
concentrations of PEs were detected in mushrooms from JCC
(0.009 ug-g 1Y), representing a concentration 1000-fold lower
than that typically detected in nontoxic varieties of J. curcas.>
Bose and Keharia®?also reported effective degradation of PEs
in JCC after colonization for 20 days with Ganoderma lucidum,
Phanerochaete chysosporium, Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-
caju, Pleurotus sapidus, Pleurotus florida, Trametes gibbosa,
Trametes hirsute Trametes versicolor, and Trametes zonata, with
the former and latter species enabling complete degradation of
PEs in colonized cake.

Belewu and Sam® also analyzed the potential of the
Ascomycete fungi Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum,
Rhizopus oligosporus, Rhizopus nigricans, and Trichoderma

longibrachitum in PE degradation. Under solid state fermenta-
tion for 7 days, A. niger was identified as the most efficient
species for detoxification of PE, reducing concentrations to safe
levels (<0.009 mg/g). Veerabhadrappa et al.® also observed
significant degradation of PE with Aspergillus versicolor,
reporting an 81.1% reduction in PE levels following solid-
state fermentation. Optimized conditions of cultivation canalso
induce efficient secretion of proteases and lipases, enzymes of
importance for many industrial applications. Strains of
Trichoderma harzianum, Paecilomyces sinensis, and Cladosporium
cladosporioides also show potential in PE degradation, with 30
days of cultivation on JCC resulting in 99.7%, 98.9%, and 96.9%
reductions in PE content, respectively.®

In addition to fungi, certain bacterial species also show
promise in PE detoxification. Under optimized conditions of
solid-state culture, for example, a strain of the Gram-negative
bacterium Morganella morganii, isolated from J. curcas seed
kernel material, resultedina92.78%reductioninJCC PEsafter
4 days incubation.®® Similarly, Pseudomonas aeruginosa has also
been effectively employed in degradation of PEs, with complete
degradation in residual solid biomass observed after 9 days.
Numerous lipases were secreted by this bacterial species during
cultivation, which are likely to be involved in the degradation
process.®’ Certain spore-forming Gram-positive Bacillus species
are also able to degrade JCC PEs. In submerged cultivation
with JCC, five strains of Bacillus sp. were shown todegrade
PEs.% After 3 days of cultivation, the percentage of degradation
varied from 76.5% to 92.0%, while a seven day cultivation
period enabled complete degradation of PEs. Solid culture
increased the velocity of PE degradation, with a three day
period resulting in degradation of between 86% and 93% of
PEs, depending on the tested strain. Under both culture
conditions, these bacteria also secreted enzymes of industrial
interest, including amylase, cellulase, lipase, pectinase, protease,
and xylanase.%

Phengnuamand Suntornsuk®also investigated the potential
of Bacillussubtilisand Bacillus licheniformis in PE degradation in
JCC. In contrast to the previous study,®® submerged
fermentation resulted in greater bacterial growth, although PE
degradation was inferior, with B. licheniformis degrading only
60% and B. subtilis degrading only 40% of PEs after 5 days of
incubation. The authors also reported that degradation of PEs
was related not only to bacterial growth but also to esterase
activities, through the ability of these enzymes to hydrolyze
shortchainesters. Esterase activitiesappeared in both bacterial
cultures by the second day of cultivation, peaking after 5 days,
with activities of up to 300 U/mL.

Continuing investigations into the role of esterases in PE
degradation, Nakao et al.*® characterized the esterase KM109
from the Gram-negative Acinetobacter calcoaceticus, demonstrat-
ing its ability to degrade 13,16-diester of 12-deoxy-16-
hydroxyphorbol, 12-deoxy-16-hydroxyphorbol-4'-[12",14"-buta-
dienyl]-6"-[16",18",20"-nonatrienyl]-bicyclo[3.1.0] hexane-(13-
0)-2"-[carboxylate]-(16-0)-3'-]8"-butenoic-10"]ate  (DHPB),
which is the most abundant PE in Jatropha seed and in JCC.
In addition to esterases, lipases are also recognized as important
enzymes involved in PE degradation, due to their ability to
hydrolyze ester bonds, converting PEsto a phorbol moiety and
fatty acids.”®% In addition to microbial-derived lipases, plant
lipases have also been shown to degrade PEs in JCC, with
lipases extracted from germinated seeds of J. curcas reducing
PEs to nontoxic levels (0.06 mg/g) after 12 h."
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Additional microbial enzymes likely involved in the
degradation of PEs include proteases that hydrolyze diterpene
and its derivatives. Such enzymes are highly secreted in P.
aeruginosa during PE degradation.®” Kassuya et al.” raised the
hypothesis that the degradation of PEs by basidiomycete fungi
may involve enzymes also responsible for lignin depolymeriza-
tion, with a 45 day incubation period of Pleurotus ostreatus on
JCCresultinginPE degradation, with concomitant laccase and
manganese peroxidase activities.

MOLECULAR STRATEGIES FOR TOXIN DEGRADATION

though biodegradation of PEs can be achieved through
microbial cultivation and enzyme secretion, a complete
characterization of the genes, enzymes, and metabolic pathways
responsible for degradation of PEs may solve bottlenecks in
biodegradation, increasing degradation efficiency through the
development of modified microbial strains harboring genesand
promoters for increased enzyme secretion. While microbial
esterases, lipases, and oxidative enzymes are known to
participate in the direct degradation of such plant diterpenes,
additional enzyme groups are likely involved in the complete
degradation of these toxic compounds across prokaryotic and
eukaryotic biodetoxifiers.

Although the molecular mechanisms responsible for
biodegradation of PEs remain largely unresolved, genes and
enzymes involved in the degradation of related plant terpenes
have been identified, which are likely also involved in PE
degradation. For example, genes and enzymes involved in the
degradation of the diterpene abietane have been characterized
in Pseudomonas abietaniphila BKME-9.7*-7 This bacterium is
able to degrade nonaromatic abietans and dehydroabietic acid
into 7-oxodehydroabietic acid via the dioxygenigenic pathway.
Here, the dit gene cluster encodes ferredoxin and a- and -
subunits of a class of ring-hydroxylating dioxygenases as well as
an extradiol ring-cleavage dioxygenase.” According to Morgan
et al.,” tdt genes are also required for the degradation of
tricyclic diterpenes in Pseudomonas diterpeniphila A19-6a.
Knockout of the tdtL gene encoding a putative CoA resulted
in loss of degradation capacity for dehydroabietic acid
diterpenes and abietic acid. Similarly, knockout of the tdtD
gene (homologous to the ditQ gene in Pseudomonas
abietaniphila BKME-9), which encodes a cytochrome P450
monooxygenase, limited growth and the ability to degrade
tricyclic diterpenes.

Different Pseudomonas strains have also been screened for
growth on a selective medium with the diterpene dehydroa-
bietic acid (DhA) as sole carbon source. Here, the homologue
of the gene DitAl (catalytic a-subunit of the diterpenoid
dioxygenase) was identified in all strains able to grow on this
medium, with the gene either constitutively expressed or
expressed in response to DhA, indicating likely involvement in
DhA-degradation.”

Conifer tree species are known to produce monoterpenes
and diterpenes as plant defense mechanisms to pathogens and
pests. Certainbark beetles, however, suchasthe mountain pine
beetle Dendroctonus ponderosae, can overcome such host
defensesand cause severe damage to colonized trees. Through
a DGGE and metagenomic approach, Adams et al.”’ revealed
that symbiotic bacterial communities were likely responsible for
host terpene degradation, contributing to the beetle’s ability to
overcometree defenses. The maingeneraofbacteriaidentified
in this association were Pseudomonas, Rahnella, Serratia, and

Burkholderia, with metagenomic data indicating enrichment of
genes in these microbial communities involved in limonene and
pinene degradation, together with the genes fromthe diterpene
degradation gene cluster dit.

Using molecular techniques such as transpgson insertion
mutation, RT-PCR, and mass spectrometry, Diaz-Perez et al.”®
identified the participation of the gnyRDBHAL cluster in the
degradation of the acyclic terpene citronellol by Pseudomonas
aeruginosa, with Western blot data indicating gnyB and gnyA
genes encoding geranoyl-CoA carboxylase. Forster-Fromme
and Jendrossek’® similarly reported that Pseudomonas citronell-
olisisalso capable of catabolizing acyclic terpenes citronellol
and geraniol, again with geranyl-CoA carboxylase as the key
enzyme for degradation of these acyclic terpenes. A cluster of
eight genes (atuABCDEFGH) was identified in the genome of
this microorganism encoding proteins with high similarity to
the gnyRDBHAL cluster in P. aeruginosa.

Inadditionto genesand enzymes characterized inrelationto
terpene degradation, ligninolytic enzymes allow microorgan-
isms to grow on different recalcitrant lignocellulosic sub-
strates.®%8! Such enzymes, which are common to White Rot
Basidiomycete fungi, also play roles in the degradation of
aromatic pollutants and xenobiotic compounds.®?-84 In
addition to the secreted enzymes involved in degradation,
such as manganese peroxidases, lignin peroxidases, versatile
peroxidases, and laccases, such fungi also possess intracellular
systems of versatile metabolites, allowing them to metabolize
intracellularly fragments generated following aromatic lignin
degradation.®># Assuch, enzyme products of numerous genes
are involved in the degradation of xenobiotic substances in
Basidiomycetes.

Cytochrome P450 genes are present in the genomes of most
organisms and encode a superfamily of heme-containing
monooxygenases that metabolize a wide variety of xenobiotic
compounds such as polyaromatic hydrocarbons (PAHS),
alkanes, terpenes, herbicides, and insecticides.®”-% In fungi,
they also participate in the synthesis of membrane sterols and
in lipid carbon metabolism.® In Basidiomycetes, different
functions of these versatile monooxygenases may have
contributed to metabolic adaptations such as lignin degrada-
tion, production of secondary metabolites, and degradation of
xenobiotics.®® According to Suzuki et al.,*® Phanerochaete
carnosa contains numerous genes encoding P450 monoox-
ygenases, with enzyme products likely related to the ability of
this fungus to degrade phenolic extracts and to colonize
heartwood from both softwood and hardwood species. Hirosue
et al.®® also reported the action of Cytochrome P450
monooxygenases from Phanerochaete chrysosporium in the
catalytic conversion of aromatic petrochemical products and
environmental pollutants carbazole, dibenzofuran, dibenzothio-
phene, fluorene, biphenyl, and naphthalene.

Next generation sequencing (NGS) approaches are appli-
cable for identification of comprehensive data sets of genes and
pathways involved in toxin degradation. Recent RNA-seq
analysis of gene expression in fungi, for example, has been
widely applied in the identification of genes related to
degradation of lignocellulosic residues®°1-% as well as in the
unraveling of mechanisms involved in plant host/pathogen
interactions.'%-1% Such transcriptomic approaches for the
characterization of genes and metabolic pathways in micro-
organisms that are involved in the biodegradation of plant
toxins, by contrast, have been limited, with no specific data yet
available with regard to PE degradation.
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Figure 4. Applications of crop byproducts that offer added value to the planting of Jatropha curcas.

The literature, however, does provide anumber of examples
of gene discovery inrelation to biodegradation of similar plant
toxins. Young et al.,'% for example, investigated the expression
of genes in the fungus Punctularia strigosozonata related to
degradation of petroleum compounds. From a total of 14
transcripts up-regulated only when grown on medium
containing oil, transcripts encoding putative oxido-reductases
were identified as likely responsible for the degradation of the
carbon source. Using a similar approach, laniri et al.1% were
able to elucidate the mechanism for degradation of the
important mycotoxin Patulin by the yeast Sporobolomyces sp.
The toxin appeared to induce oxidative stress responses in the
fungus, with up-regulation of genes involved in redox and
transport, likely involved in detoxification and toxin expulsion.
In this organism, patulin degradation likely occurs in the
vacuole, with involvement of ABC transporters and vacuolar
proteins. NGS genomics and transcriptomics approaches also
enabled the identification of Pseudomonas species as predom-
inant microbial communities in pine tree resin, whichisrichin
terpenic compounds. Data identified over 40 bacterial genera
and numerous genes involved in the degradation of terpene
families, including the diterpene-degradation gene cluster and
acyclic terpene degradation pathway genes. %

Proteomics is also a powerful molecular tool with potential
for identification of proteins involved in biodetoxification
processes. Although no direct investigation of PE degradation
and characterization of enzymes involved has yet been
published, numerous proteomic based studies have been
conducted into the elucidation of biodegradation mechanisms
for other natural toxins. For example, Zammit et al.*%
characterized the proteome in the bacterium Cupriavidus
metallidurans, which is able to grow in the presence of a
number of heavy metals. Differentially expressed proteins were
detected by differential gel electrophoresis and identified by
liquid chromatography coupled with mass spectrometry.

Detoxification of Au(lll) was shown to be due to a CupC
chaperone, which binds to the Au(l11) complex. Data suggested
that the detoxification of Auand Cu occur inasimilar manner
or with shared metabolic routes. Proteins related to cell
membrane protection were also abundantly expressed,
suggesting attenuation of oxidative stress damage caused by
Au(l11).1°7 Using iTRAQ marking combined with proteomic
analyses (LC-MS/MS), Chen et al. % reported a short-chain
dehydrogenase (gi|190348612) with a key role in the
degradation of the mycotoxin Patulin by the Ascomycete
fungus Candida guilliermondii. A total of 30 different proteins
involved in 10 biological processes were identified, with 9
proteins up-regulated and 21 down-regulated, indicating a
complex mechanism involved in degradation of this mycotoxin.
Given that casbane is a precursor of PEs, in addition to
strategies based on the employment of microorganisms and
their genes for detoxification of PEs, the down-regulation of
casbene synthase may also be effectively applied to reduce PE
biosynthesis in J. curcas. Using an RNAI approach for cashane
synthase genes and a seed-specific promoter, engineering plants
with lowseed PE content has been reported, revealing promise
in PE biosynthesis interception strategies as well as those
focused on PE degradation.®

The high viscosity oil from Jatropha seed has appropriate
physicochemical characteristics not only for biodiesel produc-
tion after trans-esterification but also for application in the
manufacture of candles, soaps, and cosmetics.®

In addition to such potential in cultivation, potential
application of crop byproducts also offers added value to the
crop, as summarized in Figure 4. In addition to serving as an
industrial crop, Jatropha may also be used effectively in the
recovery of degraded soilsand asawind-break to protect crops
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and animals, when planted as a hedgerow. Given that the plant
has low water requirements, establishment of the crop is also
compatible with intercropping, providing greater income for
producers.*%¢ In order to encourage greater uptake of J. curcas
by smallholder farmers and cooperatives, however, a number of
obstacles still need to be overcome, such as the lack of
commercial cultivars, the definition of standardized agricultural
practices, and the need for profitable and safe applications for
crop residues. JCC shows considerable potential for recovery
nutrient poor soils,'® increasing organic carbon and soil
biological activity. Toxic PEs, although immediately present in
JCC, have been shown to degrade in soil environments, as
described previously, with no observable negative impact on
soil microbial activity.

Although JCC is a residue rich in nitrogen, phosphorus,
potassium, and carbon and high in protein content for
application as animal feed, with its potential highlighted in
the literature,>11%11! the presence of toxic PEs limits its
application as a feed supplement or fertilizer. The development
of appropriate processing methods for removal of PEs is
therefore key to enable JCC to be applied as a nutritive animal
feed. As described in this review, biodegradation of PEs has
been shown to be effective with numerous Prokaryotic and
Eukaryotic microorganisms. Given that Basidiomycete fungi are
among the most promising biodegraders, 2" their role in PE
degradation on JCC also shows potential for exploitation in
edible mushroom production and in spent mushroon substrate
for animal feed. Ongoing work by our group has revealed
numerous edible mushroom species that can degrade 100% of
PEs in JCC and with satisfactory biological efficiency and
productivity. Toxicological tests have shown evidence that both
mushrooms and spent mushroom substrate may be safely used
for human consumption and animal supplementation,
respectively.

JCC canalso serve as a suitable substrate for the production
of microbial-derived enzymes with industrial applications.
Important examples of producing microorganisms and their
enzymes include cellulolytic and xylanolytic enzymes secreted
by Aspergillus niger,'*? lipases and proteases from P. aeruginosa,
xylanases from Scytalidium thermophilum,'*® and amylases,
cellulases, lipases, pectinases, proteases, and xylanases from
Bacillussp.58JCChasalsobeenshowntobeasuitable substrate
for Pullulan production by Aureobasidium pullulans. This
exopolysaccharide polymer has a number of important
applications in the food, pharmaceutical, and cosmetic
industries. 4

Watanabe et al.'*® recently described physicochemical
conversion methods for J. curcas lignocellulosic biomass,
where seed coat, kernel, stem, xylem, bark, and leaf tissues
were submitted to torrefaction under different temperature
conditions. Physicochemical decomposition of cellulose, hemi-
cellulose, and lignin enabled conversion to value-added
compounds such as oligosaccharides, glucuronoxylan, and
maltodextrin, which can be applied as biorefinery feed stock
or fertilizer.

Although this review is focused on detoxification, the
recovery of PEs from Jatropha leaves with organic solvents
also has potential application in the pharmaceutical and
agrochemical industries. Antimicrobial, antiparasitic, and
antiviral activities have been described,'® with PEs isolated
from J. curcas oil also employed in prostratin synthesis.?®
Ratnadass and Wink''" also reported applications of PEs as
bioinsecticides and molluscicides. According to Devappa and

collaborators,?® methanol-based extraction and recovery is
simple and appropriate for scale up, although the storage
conditions and period remain limiting factors, given that PEs
degrade by auto-oxidation. Cold storage (-4 °C to —80 °C)
slows down degradation, although loss of biological activity
continues to be proportional to storage time.?®

I The chosen method for detoxification of JCC ultimately
depends onthe final destination of the crop residue, whether in
animal feed, fertilizer, mushroom, and/or enzyme production.
As mentioned, while a humber of chemical and physical
treatments are able to degrade PEs in J. curcas, the majority of
such treatments are aggressive, inactivating or decreasing the
nutritional qualities of JCC asaresult of proteinand functional
amino acid degradation. Treatments with organic solventsand
NaOH, for example, can modify residue odor, leading to
decreased consumption by animals. Methanol is also a toxic
solvent and may poison the final detoxified cake, making it unfit
asaprotein source.®5! As a consequence, the use of JCC may
become restricted to only fertilizers and soil supplementation.
Factors such as complexity of operation and equipment,
adequate disposal of solvent residues, and limitation in
detoxification efficiency*® all limit the consolidation of such
detoxification methods.

While biodetoxification shows potential in terms of efficiency
and specificity, this process still presents limitations in terms of
cultivation time and scale up. Such treatment with micro-
organisms, however, not only may enable PE degradation but
also may potentially improve the residue nutritional value,
through increasing available protein content and reducing lignin
fractions, and through contributing bioactives such as $-glucan
and ergosterol from fungal mycelium.

Transcriptomic and proteomic approaches offer considerable
potential for increasing our understanding of enzymatic
degradation of PEs by microorganisms. Elucidation of the
genes involved in such processes is an important first step
toward the accurate screening of efficient biodetoxifying
species, as well as in the genetic improvement of microbial
strains, enabling degradation time and efficiency to be
optimized.
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Resumo

O macrofungo P. pulmonarius EF88 é um eficiente biodegradador dos ésteres
de forbol presentes na torta do pinhdo-manso. No entanto, a degradacao
biolégica dos ésteres de forbol enfrenta alguns gargalos importantes que
podem ser resolvidos com métodos de melhoramento genéticos. Analises
referentes ao RNA-seq e proteoma foram escolhidas como estratégias para
tentar identificar genes e proteinas chave envolvidas nesse processo de
biodegradacdo. Dessa forma, o0 primeiro passo para realizar andlises
transcritbmicas e protedbmicas € a identificacdo dos pontos criticos a serem
avaliados. A curva de degradacéo dos EFs por P. pulmonarius ao longo de 30
dias de cultivo soélido foi usada como parametro para determinar os pontos do
transcritoma e proteoma. Também foram quantificadas atividades enzimaticas
de enzimas que possam estar relacionadas a acdo degradadora dos ésteres
de forbol e de interesse industrial. A degradacdo dos EFs ocorreu em todos
0s momentos analisados. No 21° dia de cultivo, a concentracdo desse
diterpeno foi reduzida para niveis considerados atoxicos (0,06 mg/g), e ao
final de 30 dias de cultivos restaram apenas 0,02 mg/g do composto toxico. O
pico de degradacdo ocorre entre os dias 7 e 11 de cultivo. Ndo foram
dectados atividades de lipases e esterases. Atividades de enzimas oxidativas
(lacases e MnP) e proteases permaneceram altas durante todo o cultivo,
principalmente no cultivo em substrato téxico. O extrato enzimatico bruto de
P. pulmonarius também foi capaz de degradar os EFs da torta de pinhéo-
manso, apos 36h de tratamento, em condi¢bes ndo otimizadas, comprovando
que a degracdo dos ésteres de forbol é decorrente de acdo enzimatica. A
eficiéncia de degradacéo dos ésteres de forbol pelo extrato enzimatico bruto
de P. pulmonarius esté relacionada ao substrato usado no cultivo.

Palavras-chave: éster de forbol, torta de pinhdo-manso, extrato enzimatico,
enzimas, proteases, lacases, macro-basidiomiceto.
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Abstract

The macro-basidiomycete P. pulmonarius EF88 can efficiently degrade the
phorbol esters present in jatropha cake. However, the biological degradation of
phorbol esters faces some important bottlenecks that can be solved with
genetic improvement. RNA-seq and proteome analysis were used to identify
key genes and proteins involved in this biodegradation process. Thus, the first
step to carry out transcriptional and proteomic analyzes were the identification
of the critical points to be evaluated. The PEs degradation curve were evaluated
over 30 days of solid culture and used as a parameter to determine the
transcriptome and proteome critical points. Enzymatic activities of other
enzymes of industrial interest that could be related to phorbol esters
degradation were also quantified. The degradation of EFs occurred at all
analyzed moments. On day 21 of cultivation, the concentration of the studied
diterpene was reduced to non-toxic levels (0.06 mg/g), and at the end of 30
days of cultivation only 0.02 mg/g of the toxic compound remained. The peak of
degradation occurs between days 7 and 11 of culture. Lipase and esterase
activities were not detected. Oxidative enzyme activities (laccase and MnP) and
proteases remained high throughout the culture, especially in toxic substrate
culture. The crude enzymatic extract of P. pulmonarius was also able to
degrade the PEs of jatropha cake after 36h of treatment under non optimized
conditions, attesting that the phorbol esters degradation is due to enzymatic
action. The degradation efficiency of phorbol esters by the crude enzymatic
extract of P. pulmonarius is related to the substrate used in the culture.

Keywords: phorbol ester, jatropha curcas cake, extract, enzymes, proteases,
laccases, macrobasidiomycete.
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1. Introducéao

A cadeia produtiva do biodiesel foi iniciada no Brasil a partir do
Programa de Producdo e Uso de Biodiesel (PNPB), em 2004. Embora tenha
evoluido de forma bastante eficiente, superando as metas iniciais e chegando a
5% de biodiesel no diesel de petréleo trés anos antes do previsto, o Programa
ainda enfrenta a forte dependéncia do Oleo de soja como Unica fonte de
matéria-prima. O Oleo de soja é responsavel por cerca de 80% do total de
biodiesel produzido no Brasil, sendo o restante distribuido entre sebo bovino,
Oleo de algodédo e todas as demais matérias-primas (Mendes e Costa, 2010;
Ramos et al., 2017; Silva e Silva et al., 2017). Idealizado com as premissas de
inclusdo social, a partir da diversificacdo da base econémica dos agricultores
familiares, o Programa ainda tem como desafio encontrar alternativas viaveis
de matérias-primas que atendam essa demanda (Castro, 2010).

Entre as matérias-primas com potencial para producéo de biodiesel o
pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) foi uma das apostas iniciais do PNPB.
Porém nao se concretizou no Brasil, por inGmeros motivos, mas o principal
deles foi a questdo agrondmica ndo estabelecida para cultura. Entretanto,
pesquisas voltadas para resolver essas questbes agrondmicas e visando
explorar potencias bioprodutos continuam sendo desenvolvidas no Brasil,
México, India, entre outros paises (Capdeville & Laviola, 2013).

O pinhdo-maso pertence a familia das Euforbidceas € uma espécie
arbustiva perene, de crescimento ripido e vegeta espontaneamente em
diversas regides do Brasil, podendo atingir mais de 5 m de altura (Duraes et al.,
2012; Laviola et al., 2012; Kumar et al., 2017). Essa oleaginosa apresenta
potencial de rendimento de graos/éleo superior as oleaginosas tradicionais,
como a soja, bem como, caracteristicas fisico-quimicas de 6leo favoraveis a
producdo de biodiesel e outros bioprodutos (Drumond et al., 2010; Gomes et
al., 2018). Para se obter 1t de 6Oleo de pinhdo-manso, mediante extracéo
mecanica, sdo necessarias 2,85 t de sementes (Makkar e Becker, 2009). O
residuo gerado apds o processamento da semente de pinhdo-manso (torta)
representa cerca de 70% do volume total (Achten et al., 2008; Gomes et al.,

2018). Assim, torna-se fundamental desenvolver formas de utilizacdo destes
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produtos a fim de agregar renda a cadeia produtiva desta oleaginosa
(Rodrigues e Rondina, 2013).

Por ser rica em minerais (nitrogénio, fésforo e potassio) a torta de
pinhdo-manso é utilizada como adubo organico, além disso, apresenta teor de
proteina significativo (no minimo 16%) com presenca de todos os aminoacidos
essenciais (exceto lisina) para crescimento e boa saude dos animais (Makkar
et al., 1997; Belewu et al., 2009). Diante disso, a composicédo desse coproduto
o torna um candidato potencial para ser usado na suplementacdo animal; no
entanto, faz-se necessaria a inativacdo de compostos toxicos e fatores
antinutricionais que estéo presentes nesta biomassa vegetal.

Os ésteres de forbol sdo os principais componentes toxicos presentes
nesse residuo, e quando ingeridos podem agir no organismo de forma aguda
(resposta inflamatoria intensa) ou cronica (inducdo de tumor). Por ser
lipossolavel, grande parte dos ésteres de forbol é extraida juntamente com o
6leo. No entanto, quantidades minimas que ficam nas tortas, ja sdo capazes de
causar danos a diversas espécies animais (Makkar et al., 1997; Goel et al.,
2007; Makkar e Becker, 2009). A semente de pinhdo-manso em diversos
estudos com animais, ruminantes (bovinos e caprinos) e monogastricos
(camundongos, ratos, frangos, peixe, humanos), demonstraram toxicidades, e
dependendo da dose podem levar os animais a morte em poucos dias
(Mendonca e Laviola, 2009).

No México, precisamente na regido Papantla no estado de Veracruz, ha
ocorréncia de variedades de pinhdo-manso naturalmente livres de ésteres de
forbol ou em quantidades minimas, estas variedades sdo consideradas
atoxicas (Makkar et al.,, 1998; Makkar & becker 1999). Essas sementes
atoxicas sdo inclusive incorporadas a alimentacdo das pessoas da regido
(Makkar et al., 2009). No entanto esses genotipos ndo sao usados para
prodrucdo de biodiesel. De acordo com Laviola et al. (2011) essas variedades
de pinhdo-manso apresentam menor vigor e produtivade de frutos em relacao
plantas toxicas, além de serem mais suscetiveis a doencas que ndo sao
observadas nas plantas onde o éster de forbol se faz presente.

Os ésteres de forbol nas variedades atdxicas depinhdo-manso estéo
presentes em niveis ndo detectaveis ou abaixo de 0.11 mg/g (Makkar et al.,

1997). Ratos e peixes nao apresentam nenhum sinal de toxidez quando
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alimentados com torta de pinhdo-manso provenientes das variedades atéxicas
da regidao de Papantla (Makkar et al., 1999). Como dito anteriormente, essas
sementes sao consumidas pelos moradores do estado de Veracruz e nenhum
sintoma intoxicacao foi exibido, a semente pode ser torrada e consumida como
amendoin ou incorporada a alimentacdo em forma de pasta (Makkar e becker
1998, Makkar et Makkar et al., 2009)

Diversas estratégias quimicas e bioldgicas tém sido abordadas na
tentativa de resolver este problema, no entanto algumas destas estratégias séo
inviaveis economicamente, ou entdo resolvem parcialmente o problema da
toxicidade, o que possibilita apenas a mistura de um percentual muito baixo da
torta na racdo animal (Gomes et al, 2018). Na linha biolégica de
destoxificacdo, os macro-basidiomicetos sao eficientes degradadores de
ésteres de forbol (De Barros et al., 2011; Luz et al., 2012).

Gomes (2015) realizou um screening com 13 cepas de macro-
basidiomicetos capazes de crescer em torta de pinhdo-manso. Dentre essas
cepas, P. pulmonarius EF88 foi o fungo mais eficiente na degradacdo dos
ésteres de fobol. Apds 60 dias de cultivo destoxificou de forma efetiva o
residuo e ainda foi possivel produzir cogumelos comestiveis de forma viavel.
Ensaios toxicologicos foram feitos para assegurar a destoxificagcdo, e 0s
animais (artémia salina e ratos) ndo apresentaram sinais de toxicidade (dados
nao publicados).

Os macro-basidiomicetos apresentam a capacidade de produzir
simultaneamente enzimas hidroliticas e oxidativas necessarias para degradar
substratos ligninoceluldsicos, e por isso sdo usados em tratamentos biolégicos
para degradacédo de lignina e compostos toxicos (Sharma & Arora , 2010; Yang
et al , 2010; Camassola & Dillon, 2009). Atualmente o grande foco nas
pesquisas envolvendo macro-basidiomicetos estéo voltadas para as principais
enzimas secretas por estes, tais como lacases e manganés peroxidase (MnP).
O complexo enzimatico secretado por esses fungos dependera do substrato
usado no cultivo, e é justamente essa ampla gama de enzimas que permite que
esses fungos sejam utilizados em diversos processos.

Apesar da alta eficiencia na degradacédo dos esteres de forbol, essa
biodegradacao apresenta alguns desafios como: tempo de cultivo e dificuldade

de escalonamento. O entendimento das vias metabdlicas e enzimas envolvidas
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nesse processo de destoxificagdo torna-se primordial para solucionar esses
desafios. Técnicas moleculares como sequénciamento do transcritoma e
analise do proteoma do fungo, em resposta a molécula toxica, sdo ferramentas
com vasto potencial e podem ser usadas para chegar em genes e proteinas
chave no processo de biodestoxificacao.

Nesse capitulo serdo discutidos e mostrados resultados referentes a
curva de degradacdo dos ésteres de forbol e atividade de vérios grupos
enzimaticos ao longo de 30 dias de cultivo. Esses dados também serviram
como parametros para a escolha dos tempos de cultivo para analise do

transcritoma via RNA-seq e proteoma via LC-MS-MS.
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2. Objetivos do capitulo

2.1 Objetivos especificos do capitulo

Analisar a curva de degradacdo dos ésteres de forbol pelo fungo P.
pulmonarius ao longo de 30 dias de cultivo, e assim determinar os
tempos de cultivo para andlise do transcritoma e secretoma do
basidiomiceto em resposta ao cultivo em torta de pinhdo-manso toxica
e atoxica.

Determinar a influéncia da torta de pinhdo-manso (toxica e atéxica)
nas atividades enziméticas oxidativas e hidroliticas de P. pulmonarius
EF88 com potencial envolvimento na degradacao dos ésteres de forbol.
Determinar a capacidade isolada do extrato enziméatico de P.

pulmonarius frente a degradacao dos ésteres de forbol.
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3. Metodologia

3.1 Cultivo de P. pulmonarius EF-88 em torta de pinhdo-manso toxica
e atoxica

A cepa de P. pulmonarius EF88 proveniente da Colegcao de
Microrganismos e Microalgas Aplicados a Biorefinaria (CMMABIO) da Embrapa
Agroenegia foi preservada no método Castellani (Castella, 1967).
Posteriormente, para a obtencdo da cepa de trabalho um dos discos em
estoque foi transferido para placas com meio de cultivo agar pinhdo-manso,
incubados a 28°C por 7 dias. Para o cultivo em estado solido foram usadas
placas de petri de vidro (150mm x 20mm) com 100g de cada substrato (torta
toxica e atoxica) e umidade de 70%. O material foi esterilizado em autoclave &
121°C, 1 atm por 120 minutos. Apés o resfriamento das placas, em camara de
fluxo laminar estéril, o micélio do fungo P. pulmonarius, previamente repicado
(como descrito anteriormente) foi inoculado em torta de pinhdo-manso téxica
(bioensaio T) e em torta de pinhdo-manso atoxica (bioensaio NT). O cultivo
ocorreu em estufa (BOD) com temperatura controlada (28°C). Foram retiradas
amostras de 3 em 3 dias para extracdo dos ésteres de forbol e quantificacdo

das atividades enzimaticas.

3.2 Obtencao dos extratos enzimaticos brutos

Para obtencdo do extrato enzimatico bruto, o substrato sdlido foi
diluido em agua destilada gelada na proporcdo de 1:2. Dessa forma, 25g de
substrato foram ressuspensos em 50 mL de agua destilada e adicionados em
erlenmeyer de 150 mL. A mistura foi entdo homogeneizada em shaker
(agitacdo mecanica) durante 40 min a 5°C. O extrato enzimatico foi filtrado em
funil de buchner com papel de filtro e auxilio de bomba de vacuo. Para evitar
contaminacgdes foi adicionado azida sédica junto ao extrato (1mL para 50mL de

extrato).
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3.3. Determinacdo dos Acucares Redutores - DNS

Para a determinagcdo dos acucares redutores liberados apds reagdes
enzimaticas, utilizou-se uma modificacdo do método do DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico), originalmente proposto por Miller (1959). O método do DNS
baseia-se na reducdo do acido 3-amino-5-nitrosalicilico, concomitantemente
com a oxidagdo do grupo aldeido do agucar a grupo carboxilico. Apds
aguecimento, a solucdo torna-se avermelhada, sendo Ilida em
espectrofotdbmetro a 540 nm. O preparo da solu¢cdo de DNS seguiu 0 método
de Ghose (1987).

3.4. Determinacao das atividades de holocelulases

Os ensaios enzimaticos para determinacdo de CMCase
(endoglicanase), xilanase, pectinase e mananase presentes no extrato bruto
enzimatico foram realizados utilizando 50 pL de enzima (extrato bruto) e 100 uL
de substrato (Carboximetilcelulose, xilana, pectina citrica ou galactomanana),
sendo os trés primeiros ensaios com solucéo de 1% do substrato e 0,5% para
mananase, que reagiram por 30 minutos a 50°C. ApOs este tempo foram
adicionados 300 pyL de DNS (preparado de acordo com 4.12) e os tubos com
os ensaios foram fervidos por 10 minutos. Adicionou-se 1,5 mL de agua para
leitura do ensaio no espectrofotbmetro a 540 nm. Para o ensaio de FPase
(celulase total) foi utilizado como substrato papel Whatman nimero 1 em forma
de tiras de 1x6 cm, com aproximadamente 50 mg de massa, e 150 pL de
enzimas (extrato bruto), que foram incubadas por 1 h a 50°C. Os ensaios de
FPase foram interrompidos e analisados como descrito acima para outras
holocelulases.

Para determinacdo da quantidade de acucar redutor liberado durante
0S ensaios enziméaticos foram construidas as curvas de calibracdo com os
monossacarideos que formam as cadeias principais dos respectivos
polissacarideos, seguindo os protocolos descritos no item 3.3. Para calibragédo
foi utilizado uma solucdo estoque de 2 mg/mL para cada acucar redutor
quantificado pelo método DNS, conforme descrito item 3.3 (glicose, xilose,

manose e &cido galacturénico). Variando a concentracdo do acgucar redutor
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com agua destilada, assim foram construidos 5 pontos do gréafico de regressao
linear, e a partir da equacdo da reta obtida pelo método DNS. Para todos os
ensaios enzimaticos foi utilizado Ul.mL?' como unidade de aclcar redutor
liberada durante todo o tempo do ensaio enzimatico. Unidade internacional (Ul)
representa a quantidade que a enzima necessita para liberar 1 umol de agucar

redutor por minuto.

3.5. Atividades de proteases

O método de determinacéo das atividadesproteoliticas foram realizados
de acordo com o protocolo de (Charney e Tomarelli, 1947), com adaptagoes.
Os ensaios para proteases presentes no extrato bruto ocorreram em tubos
plasticos de 2 mL. Foram adicionados 500 uL do filtrado (extrato bruto
enzimatico), 500 pyL de azocaseina, incubados em banho-maria a 37°C por 40
min. ApGs o termino de incubacdo (40 min) a reacao foi paralisada com TCA
(acido tricloroacético). No preparo do branco da amostra para que nao haja
reacdo enzimatica o TCA foi adicionado antes do extrato enziméatico. Para o
branco adicionou 500 yL de azocaseina, 500 pyL de tampao acetato de sodio
pH 5. As amostras foram a 6000 rpm, por 10 min a 4°C. Os sobrenadantes
foram transferidos para tubos limpos, entdo adicionou-se 1 mL de KOH 0,5 M.
A leitura em espectrofotbmetro foi a 430 nm. Para o calculo da atividade de
protease nao foi usada curva padrdo como a metodologia usando DNS, mas

sim uma férmula, descrita abaixo:

Abs
X= . 0.001 * Volume total ensaio
t(min)X V.enzimaX V.EC

X =wvalor U/mL

Onde:
e Abs = Absorbéancia ensaio - Absorbancia branco
e t=tempo em minutos no banho-maria;
e V =volume

e EC = ensaio colorimétrico
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3.6. Lacases

A atividade de lacases foi determinada com o uso do substrato 2,2’-
azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS). A mistura reacional para
ABTS continha 0,45 mM do ABTS preparado em tampéao acetato de (sédio pH
50 90 mM) e 1 mL de amostra diluida 10 vezes com &gua destilada. A
oxidacdo do ABTS foi monitorada pelo aumento da absorbancia em 420 nm,

durante 90 segundos a 25°C (Wolfenden & Wilson, 1982).

U
AAbs X 10° = Enzima (Z)

eXVXT

Onde:

AADbs = valor de absorbéancia

€ = Lacase: 36000 L.moltcm;

V = volume (mL) do sobrenadante

T = Tempo de reagao (min).

3.7. Atividade de Lignina peroxidase

A atividade de LiP foi determinada pela oxidacdo de alcool veratrilico
na presenca de peroxido de hidrogénio, segundo Tien & Kirk (1984). O meio
reacional foi composto de 500 uL de sobrenadante do extrato enzimatico
centrifugado, 200 uL de alcool veratrilico (2 mM) em tampé&o tartarato de sédio
(0,4 M; pH 3,0) e 200 uL de perdxido de hidrogénio (2 mM). A formacédo de
aldeido veratrilico foi acompanhada pela leitura da absorbancia a 310 nm em
espectrofotdometro UV-Vis (Spectrum SP-2000 UV) por 5 minutos, com registros

a cada 10 segundos.
U
AAbs x 10° = Enzima (f)

eEXVXT

Onde:
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AAbs = valor de absorbéancia

€ = LiP: 9300 L.moltlcm-1;

V = volume (mL) do sobrenadante;
T = Tempo de reagao (min).

3.8. Manganés peroxidases

A atividade de manganés peroxidases foi determinada pelo método
proposto por (Kuwahara et al., 1984). A mistura reacional consistiu de 50
mg.mL* de vermelho de fenol, 50 mM de sulfato de manganés, 50 mM de
H202, 12,5 mM de lactato de sédio, 500 mg.mL* de albumina bovina e tampéo
succinato de sodio pH 4,5, sendo adicionados 0,5 mL de amostra (extrato bruto
enzimatico). Apos 5 min a 30°C, as reac¢des foram interrompidas pela adi¢cao de
40 mL de NaOH- 2M. A formacéo do produto de oxidacéo foi quantificada pela
variagao da absorbéancia (610 nm).

U
AAbs X 10° = Enzima (f)

eXVXT

Onde:

AADbs = valor de absorbancia

€ = MnP: 460L.moltcm;

V = volume (mL) do sobrenadante;
T = Tempo de reagao (min).

3.9. Atividade esterase e lipase

A determinacdo da atividade esterase e lipase foi por método
titulométrico de acordo com protocolo de Diaz, (2006). O método baseia-se na
titulacdo com NaOH dos &cidos graxos liberados pela acdo da enzima a partir
dos triaglicer6is na reacdo de hidrolise. Para os ensaios enzimaticos foi feita
uma emulsdo com 2,5 mmol. L de tampé&o Tris-HCL pH 7,0; 150 mmol. L* de
NaCl; 2 mmol. L' de CaClz, com adicdo de 3% de goma ardbica. Para
determinacgdo de lipases usou-se como substrato 6éleo de oliva (66 mmol. L)

e tributirina (66 mmol. L) para ensaio enzimatico de esterases.
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3.10 Extracdo metandlica de éster de forbol e quantificacéo via
HPLC

Apés o término de tempo dos cutltivos do do P. pulmonarius EF88
foram feitas as extracdes dos ésteres de forbol. A extracdo desse composto
ocorreu conforme o protocolo estabelecido na Embrapa Agroenergia (Ribeiro et
al., 2014).

As amostras foram secas em estufa a 50°C durante 64 h e maceradas
em cadinhos de porcelana. Pesou-se 3 g da amostra macerada em tubos
falcon de 50 mL e adicionou-se 15 mL de metanol (grau PA) em cada tudo. As
amostras junto com o solvente foram agitados por 1 minuto com bastdo de
vidro e colocados em banho-ultrasson com gelo durante 3 minutos e
centrifugou-se a 9000 rpm a 25°C durante 8 minutos (etapa repetida por duas
vezes para obter maior acuracia da extracdo). Os sobrenadantes foram
transferidos para baldo de 100 mL de fundo redondo. O metanol foi removido
em rota-evaporador a 40°C (a temperatura do banho controlada abaixo de
40°C); apos a evaporacdao completa do solvente, o residuo foi ressuspendido
com 2,5 mL de metanol, o baldo foi submetido a banho-ultrasson durante 4
minutos a temperatura ambiente.

O material foi transferido para baldo volumétrico de 5 mL (acéo
repetida mais uma vez). A quantificacdo dos ésteres extraidos foi feita
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a um detector por
espectrometria de massas (UPLC-MS), com uma coluna C18 de fase reversa
HSS T3. A fase moével foi composta de porcdo aquosa, com 0,2% de &cido
férmico e porcdo organica, de 70% de acetonitrila e 30% de etanol, com as

porcdes na proporgao de 1:1 (v:v).

3.11. Cultivo sdlido de P. pulmonarius EF-88 em diferentes fontes de
carbono e obtencdo do extrato bruto enzimatico

O fungo EF-88 foi cultivado em trés substratos diferentes: torta de
pinhdo-manso (toxica), torta de pinhdo-manso (atoxica) e meio BDA (batata
dextrose agar). O cultivo ocorreu em placas de petri de vidro (ver tamahho),

com 80g de substrato (torta de pinhdo-manso) umedecidos com 80mL de agua
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destilada (75% umidade), e 200mL de meio BDA (tratamento controle). O
material foi autoclavado por 20 min, & 121°C e 1 atm de pressé&o. Inoculou-se
10 discos de 8mm de massa micelial em cada placa, o experimento foi
realizado em triplicata. O material foi entdo incubado a 28°C, por 7 dias. Para
obtencdo dos extratos brutos (enzimas extracelulares) os conteudos dos
frascos foram transferidos para Erlenmeyers estéreis de 250 mL, que foram
acrescidos de agua destilada estéril (1:2 m/v) e incubados em shaker & 4°C e
180 rpm, por 40 minutos. O material foi, entdo, filtrado utilizando gazes de fio
de algodao e funis de buchner, em falcons de 50 mL estéreis, que foram
centrifugados a 4°C por 10 minutos a 8.000g. O experimento foi conduzido sem
adicdo de azida sodica nos extratos enzimaticos brutos.

3.12 Biodegradacao enziméatica dos ésteres de forbol

Os ensaios foram realizados em erlenmeyer de 100 mL com 1g de torta
de pinh&o-manso e adicdo de 10 mL dos extratos brutos, sem adi¢cao de azida
sodica. Os ensaios foram conduzidos por 18h e 36h sob agitacdo 230 rpm &
37°C. Os controles foram feitos utilizando agua destilada autoclavada no lugar

dos extratos enziméaticos. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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4. Resultados

4.1.Degracao dos ésteres de forbol pelo basidiomiceto P. pulmonarius
ao longo de 30 dias de cultivo estado sdlido

Os resultados de degradacao dos ésteres de forbol, obtidos ao longo
de 30 dias de cultivo estado solido, estdo apresentados na figura 6. No 3° dia
de cultivo, primeiro ponto avaliado, € possivel observar uma reducéo de 28%
dos ésteres de forbol em relagédo ao controle in natura (residuo sem tratamento
bioldgico). No terceiro ponto quantificado, 9° dia de cultivo, houve uma reducao
significativa ndo somente em relacdo ao controle (70%), como também em
relacdo ao ponto anterior ou 6° dia de tratamento (52%). O mesmo padréo foi
observado no ponto posterior(12° dia) onde os ésteres de forbol presentes no
substrato foram reduzidos para 0,147 mg/g com taxa de degradacdo de 90%
em relacdo ao controle e de 68% em relacao ao nono dia.

Concentracbes de ésteres de forbol inferiores & 0,09 mg/g séo
consideradas atoxicas ou seguras biologicamente (Aregheore et al. 2003).
Apoés 21 dias de tratamento biolégico, os niveis de ésteres de forbol foram
reduzidos para 0,06 mg/g (llinha vermelha — figura 6), niveis seguros de
toxicidade. No final de 30 dias de cultivo restaram apenas 0,02 mg/g do

composto téxico, uma degradacéo de 98% em relacédo ao substrato inicial.

Ester de forbol (mg/q)

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Dias

Figura 6. Degradacdo dos ésteres de forbol por P. pulmonarius ao
longo de 30 dias de cultivo. Concentragdes abaixo da linha vemelha
séo consideradas atoxicas.
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A maior taxa de degradacao dos ésteres de forbol pelo macrofungo P.
pulmonarius se da nos primeiros 12 dias de cultivo. A curva de degradacéao foi
usada como parametro para determinar os tempos de cultivo para RNA-seq, e
a partir dos dados coletados foram escolhidos os dias 3, 7 e 11 de cultivo e,

dessa forma, observar trés pontos distintos frente a degradacao.

4.2. Quantificacdo das atividades enzimaticas de P. pulmonarius
cultivado em torta de pinhdo-manso toxica e atoéxica

Algumas enzimas extracelulares foram monitoradas, ao longo de todo o
processo de cultivo microbiano, afim de estabelecer uma possivel relacdo de
degradacédo de ésteres de forbol e atividades hidroliticas (proteases, esterases,
lipases) e lignoceluloticas. O cultivo do EF88 foi realizado em torta atoxica
(bioensaio NT) e téxica (bioensaio T) possibilitando, dessa forma, analisar o
perfil enzimatico do fungo em dois substratos distintos: com presenca de éster
de forbol e na auséncia de ester de forbol.

Dados da literatura apontam que esterases e lipases sao responsaveis
pela biodegradacéo desse diterperno, dessa forma, a quantificagcdo dessas
enzimas foi realizada ao longo dos 30 dias de cultivo. No entanto, por meio dos
meétodos utilizados (espectrofotometria e titulacdo), ndo foram constatadas
atividades dessas enzimas, em ambos substratos (bioensaiso NT e T).

As oxidases quantificadas, lacase e MnP, apresentaram alta atividade
ao longo de todo o cultivo (Figura 7). As lacases quantificadas no substrato
com auséncia dos ésteres de forbol (NT), atingiram maior atividade quando
comparadas ao substrato tdxico; sendo o0 pico dessa atividade em apenas 6
dias de cultivo, enquanto na torta toxica (T) a maior atividade foi identificada no
atimo dia (30 dias). O perfil enzimatico de MnP foi similar em ambos substratos,
com aumento gradual em func&o do tempo, principalmente no substrato atéxico
(NT), onde o pico da atividade ocorreu no ultimo ponto (30° dia) e atingiu 170
U/mL (Figura 7). Ao contrario das lacases, a atividade de MnP foi superior no
extrato enzimatico do substrato toxico, chegando a 700 U/mL no 24° dia, apés

esse ponto hd um declinio da atividade enzimética (Figura 7). Ndo foram
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detectadas atividades de LiP e oxidases do alcool veratrilico, por meio do

métodos usados.
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Figura 7. Degradacao dos ésteres de forbol e atividade enzimética de P. pulmonarius ao longo
de 30 dias de cultivo em torta de pinhdo-manso toxica e atéxica. O grafico A mostra 0s
resltados da quantificacdo de enzimas oxidativas em substrato toxico e o grafico B no
substrato atéxico (sem éster de forbol). Os graficos C e D mostram a quantificacdo de
proteases em substrato tdxico e atoxico, respectivamente.

As atividades de proteases (Figura 7) também permaneceram altas
durante todo periodo avaliado. No extrato enzimético bruto obtido no cultivo
téxico, o pico dessa atividade foi observada no 24°dia (3500 U/mL), com
drastico decréscimo nos dias subsequentes. As proteases quantificadas no
extrato enzimatico obtido do substrato atdxico, assim como as MnP, foram

inferiores e com um perfil distinto em relacdo ao substrato toxico. Houve um

MnP U/mL
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aumento gradual das atividadesproteoliticas a partir do 6° dia de cultivo, e
apesar da reducdo observada no 18° dia, a atividade volta a subir até atingir o
pico de 800 U/mL no ultimo ponto.

As xilanases quantificadas apresentaram um pico na atividade
enzimatica no 12° dia de cultivo atingindo 22 Ul/mL (Figura 8). Celulases totais
(FPase) e Endoglucanase (CMCase) apresentaram apenas atividades basais
como mostrado na figura 8.

Os graficos sobre as atividades enzimaticas obtidas do substrato
toxico, enfatizam um comportamento semelhante sobre as diferentes classes
de enzimas quantificadas. Tanto as enzimas oxidativas quanto as hidrolases
aumentaram sua atividade enzimética somente apds o 12°, quando os ésteres

de forbol sdo degradados em 90% (0,4mg/qg)
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Figura 8. Quantificacdo de holocelulases ao longo de 30 dias
de cultivo do fungo P. pulmonarius em torta de pinhdo-manso
toxica.
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4.3. Degradacédo de ésteres de forbol por extratos enziméticos brutos
de P. pulmonarius EF88 obtidos em diferentes fontes de carbono

Os ésteres de forbol podem ser degradados por oxidacdo ou hidrolise
(Gomes et al., 2018), acerca disso, foram conduzidos experimentos controles
para avaliar a influéncia da azida sodica, 4gua e agitacao na degradacéo desse
diterpeno. Fatores externos como luz e temperatura (28°C) também foram
investigados e, isoladamente ndo sdo capazes de degradar os ésteres de
forbol presentes na torta do pinhdo-manso apés 36h de exposicéo (Figura 9). O
tratamento térmico (autoclave) também nao teve influéncia na degradacédo do
composto téxico, 0 que ja era esperado, uma vez que se trata de uma molécula
termoestavel (Aregheore et al. 2003; Gomes, 2015). A azida sédica degradou
diretamente os ésteres de forbol, em cerca de 50% e sob agitacdo essa
degradacgédo aumenta para 60%.

A biodegradacao dos ésteres de forbol pelo cultivo de P. pulmonarius
foi comprovadamente demonstrada. No entanto, a acdo direta do extrato
enzimatico bruto sobre essa molécula toxica ainda nédo foi avaliada. Visando
comprovar a degradacao enzimatica desse processo e investigar se a presenca
da propria molécula de éster de fobol induz a atividade de enzimas que
promovam sua degradacdo, diferentes extratos enzimaticos brutos foram
testados: 1) obtido do cultivo em torta de pinhdo-manso toxico; 2) obtido do
cultivo em torta de pinhdo-manso atoxico; 3) obtido do cultivo em meio sintético
BDA.
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Figura 9. Controles externos aplicados a degradacdo dos ésteres de forbol.
Controle 1- Torta de pinhdo-manso autoclavada 20 min; Controle 2- Torta de
pinhdo-manso autoclavada + agua Controle 3-Torta de pinhdo-manso
autoclavada + agua sob agitacdo; Controle 4- Torta de pinhdo-manso
autoclavada + azida sodica; Controle 5- Torta de pinhdo-manso autoclavada +
azida sddica sob agitacdo. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Os extratos enzimaticos bruto foram obtidos apds 7 dias de cultivo e
usados diretamente na torta de pinhdo-manso sem adi¢do de azida sédica. Em
meio de cultivo com pinhdo-manso como fonte de carbono, o crescimento
micelial foi mais rapido quando comparado ao meio de cultivo controle (BDA).
No entanto, ndo houve diferenca no crescimento entre 0s meios com presenca
e auséncia de éster de forbol.

Os tratamentos apresentaram diferenca estatistica em relacdo a
degradacéo dos ésteres de forbol (Figura 10), o extrato obtido no cultivo de P.
pulmonarius EF88 em torta de pinhdo-manso téxica foi o mais eficiente na
degradacédo dos ésteres de forbol e o cultivo em meio sintético BDA foi o
menos eficiente. Ja em relacdo ao tempo de tratamento (18h e 36h) ndo houve
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diferenca estatistica, com excecéo ao extrato obtido no cultivo em meio BDA
(Figura 10). No entanto, quando o experimento foi conduzido por 72h a
degradacédo dos ésteres de forbol foi superior a 80% (dados ndo mostrados).

A eficiéncia na degradacao dos extratos brutos, provenientes do cultivo
a base de pinhdo-manso, pode estar relacionada com as enzimas secretadas
pela inducdo dos ésteres de forbol ou outros compostos quimicos que compde
essa biomassa vegetal.
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Figura 10. Influéncia do tratamento fisico (autoclave), quimico (azida sddica) e
enzimatico frente a degradacao dos ésteres de forbol, presentes na torta de
pinhdo-manso. Controle 1- Torta de pinhdo-manso autoclavada 20 min;
Controle 2- Torta de pinhdo-manso autoclavada + agua; Controle 3- Torta de
pinhdo-manso autoclavada + azida sodica sob agitacdo. Extrato bruto 1:
Extrato enzimatico bruto (sem adicdo de azida sodica) obtido do cultivo de P.
pulmonarius em torta de pinhdo-manso toxica; Extrato bruto 2: Extrato
enzimatico bruto (sem adicdo de azida sodica) obtido do cultivo de P.
pulmonarius em torta de pinhdo-manso atéxica; Extrato bruto 3: Extrato
enzimatico bruto (sem adicdo de azida sodica) obtido do cultivo de P.
pulmonarius em meio sintético BDA. As médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.
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5. Discussao

5.1 Degracéo dos ésteres de forbol ao longo de 30 dias

Existe na literatura sobre destoxificacdo de TSPM uma lista de
diferentes formas de tratamentos fisicos e quimicos para degradacdo dos
ésteres de forbol, como uso de solventes (metanol e etanol), surfactantes e
irradiacdo (Aregheore et al., 2003; Martinez-Herrera et al., 2006; Devappa et
al., 2010; Xiao et al., 2011; Phasukarratchai et al., 2012; Guedes et al., 2014).
No entanto, esses tratamentos sdo de alto custo e em alguns casos nao
degradam de forma eficiente os ésters de forbol (Gomes et al., 2018).

A inclusdo de microorganismos capazes de degradar substancias
toxicas € uma estratégia promissora, e em alguns casos atingim maior
degradacdo que tratamentos quimicos (De Barros et al., 2011; Luz et al., 2012;
Gomes et al.,, 2018). O processo de biodestoxificacdo da torta de pinhéo-
manso apresenta vantagens além da eficiéncia de degradacdo, como o menor
custo, residuo com alto valor nutricional agregado, e ainda € possivel obter
outros co-produtos a partir do mesmo cultivo, como cogumelos comestiveis ou
enzimas de interesse biotecnoldgico (Gomes et al., 2018).

No entanto, a cinética dos processos fermentativos € mais lenta e para
tratamentos em larga escala podem ser necesséarias grandes areas. Além
disso, é necessario aprofundar-se no estudo da seguranca do produto final,
uma vez que estes microrganismos podem secretar micotoxinas,
principalmente os fungos pertencentes do filo Ascomycota como o0s géneros
Fusarium, Trichoderma e Penicillium, conferindo ao produto toxicidade
semelhante ou superior a previamente apresentada pelo produto in natura
(Singh et al., 2010).

Os fungos macro-basidiomicetos sdo amplamente empregados em
processos de bioconversdo, seja dos polimeros presentes em biomasss
lignocelulosicas em acgucares fermentesciveis, como também na bioconverséo
de metais pesados e compostos xenobidticos (Kulikova et al., 2011). Esses
macrofungos também sao usados para melhorar a qualidade nutricional de

residuos destinados a racdo animal, uma vez que agem no enriquecimento
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proteico, na degradacdo da lignina, aumento da fracdo hemicelulésica e da
digestibilidade (Gomes et al., 2018). O cultivo desses fungos em residuos
agroindustriais abundantes torna-se uma alternativa lucrativa e
economicamente viavel (Owen et al., 2012).

A partir dos resultados da curva de degradacao, apresentados na
Figura 6, o processo de degradacdo dos ésteres de forbol estad diretamente
relacionada ao tempo de cultivo, ou seja, quanto maior o tempo de incubacao
maior sera a degradacdo do composto toxico. No entanto, acdo biodegradativa
ocorre nos primeiros dias de cultivo. O metabolismo destes fungos avancam
sobre todas estruturas da parede celular (lignina e holocelulose) com passar do
tempo, de forma a descontruir toda biomassa e converte-los em estruturais
metabolizaveis.

A cepa de P. pulmonarius EF88 usada no presente trabalho ja foi
previamente avaliada quanto a degradacéo de ésteres de forbol e a viabilidade
de producdo de cogumelos comestiveis (Gomes, 2015). Ao final de 60 dias de
cultivo, P. pulmonarius foi capaz de degradar todos os ésteres de forbol
presentes no substrato, restando apenas quantidades residuais do composto
toxico. O substrato destoxificado foi submetido a analises toxicologicas (ratos)
e 0s animais avaliados nao apresentaram nenhum sintoma de toxidez (Gomes,
2015). Outros autores também relatam o potencial de macrofungos na
degradacdo de ésteres de forbol. Barros et al. (2011) mostraram que os fungos
de podridao branca (inglés White Rot fungi-WRF) Bjerkandera adusta e Phlebia
rufa foram capazes de degradar ésteres de forbol da torta de pinhdo-manso.0Os
fungos, foram inoculados em 30 g de substrato e o cultivo durou 30 dias em
agitacdo mecanica. A degradacao dos ésteres de forbol foram de 91 e 97% nos
cultivos de B. adusta e P. rufa, respectivamente.

Da luz et al. (2014) usaram o basidiomiceto Pleurotus ostreatus como
agente biologico para destoxificar a torta de pinhdo-manso, e apds 60 dias de
cultivo os teores de ésteres de forbol foram reduzidos em 99%. O residuo apos
ser submetido ao tratamento biolégico, apresentou aumento do teor proteico
(concentracao da biomassa microbiana) e aumento da digestibilidade in vitro, e
diminuicdo dos teores de lignina e celulose.

Fatores como espécie e origem da cepa usadas no processo de

biodestoxifcagcdo da torta de pinhdo-manso estdo intimamente relacionados a
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eficiéncia de degradacdo do composto téxico em questdo. Dessa forma, torna-
se imprescindivel o estudo prévio das espécies estudas e as condi¢des de
cultivo como: tipo de cultivo (sélido ou submerso), temperatura, umidade e
tempo de cultivo.

Bose e Keharia (2014) realizaram um screening de 10 fungos
basidiomicetos referente a capacidade de degradar ésteres de forbol.
Diferentes macrofungos como Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju,
Pleurotus sapidus, Pleurotus florida, Trametes zonata, Trametes gibbosa,
Trametes hirsuta, Trametes versicolar, Phanerochaete chysosporium e
Ganoderma lucidum foram inoculados em erlenmeyer de 250 mL com 25g de
TSPM, 70% de umidade a 30°C, durante 20 dias. Todos os fungos testados
nesse experimento foram capazes de degradar os ésteres de forbol presentes
na torta. Os melhores resultados foram obtidos com os macrofungos G.
lucidum e T. zonata, com a degradacao total dos ésteres de forbol, enquanto
que os cultivos com os macrofungos T. versicolor e T. gibbosa foram
detectadas apenas quantidades residuais. As quatro espécies de Pleurotus
testadas por Bose e Keharia (2014) conseguiram degradar em torno de 70%
dos ésteres de forbol presentes na TSPM, nas condi¢Bes estabelecidas. Estes
ainda observaram que o resultado menos eficiente foi do fungo P.
chrysosporium que reduziu em apenas 45% dos ésteres de forbol. Esses

fungos também foram capazes de aumentar os valores nutricionais da torta.

5.2. Atividades enziméticas associadas a degradacao de ésteres de
forbol

Alguns trabalhos tem associado a biodegradacéo dos ésteres de forbol
com enzimas microbianas, principalmente esterases e lipases. De acordo com
Phengnuam e Suntornsuk (2013) a degradacdo dos ésteres de forbol por
bactérias do genéro Bacillus é decorrente da atividade de esterases, enzimas
que hidrolisam ésteres de cadeia curta. As atividades de esterases foram
observadas nos cultivos bacterianos de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis,
que apesar de ndo apresentar total destoxificagao, foram capazes de degradar
0 composto toxico durante 5 dias de cultivo submerso. Outros trabalhos
também sustentam a participacdo de esterases e lipases bacterianas na

degradacdo desses diterpenos. Nakao et al. (2015) relatam que a enzima
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esterase KM109 obtida da bactéria Acinetobacter. calcoaceticus é capaz de
degradar os ésteres de forbol de pinhdo-manso.

Em contraste, Najjar et al. (2014) afirmam gque as esterases nao sao os
principais agentes degradadores do diterpeno toéxico. Trichoderma harzianum
apos 30 dias de cultivo em torta de pinhdo-manso, reduziu a concentracédo dos
ésteres de forbol para 0.06 mg/g. Nao foram detectadas esterases nesse
cultivo, dessa forma, os autores consideram que a degradacdo desse mesmo
composto pelo fungo T. harzianum foi decorrente da acao isolada de lipases.
Outros trabalhos também confirmam a acédo isolada de lipases frente os
ésteres de forbol. Lipases extraidas da prépria semente germinada de pinhao-
manso foi usada para degradar ésteres de forbol e apds 12 horas de
tratamento enzimatico os ésteres de forbol foram reduzidos a niveis néo toxicos
(Hidayat et al., 2014).

Tanto no presente trabalho, quanto em trabalho anterior do grupo,
descrito por Gomes (2015), ndo foram detectadas atividade de esterases e
lipases ao longo do cultivo de P. pulmonarius EF88 em torta de pinhdo-manso.
Essses dados indicam que os microorganismos (bactérias, fungos filamentosos
e macrofungos) capazes de degradar os ésteres de forbol podem atuar de
forma distinta nesse processo.

Outros autores apontam a participacdo de diferentes grupos de
enzimas na degradacdo dos ésteres de forbol. Para Joshi et al. (2011) além
das esterases, as proteases podem estar envolvidas na degradacdo dos
ésteres de forbol por microrganismos, com essas enzimas agindo via hidrolise
desse diterpeno e seus derivados. Kasuya et al. (2012) levantam a hipétese
gue a degradacao dos ésteres de forbol por basidiomicetos ou WRFs ocorre
por enzimas oxidativas responsaveis pela despolimeracdo da lignina,
principalmente por lacases e manganés peroxidase (MnP). Devappa et al.,
(2010) também sugerem que enzimas oxidativas estdo envolvidas na
degradacédo dos diterpenos presentes na torta de pinhdo-manso. Os autores
informam que os proprios microrganismos presentes no solo degradaram por
completo os ésteres de forbol do residuo, em apenas nove dias.

Os macrofungos de podriddo branca (WRF) s&do conhecidos pela
habilidade de produzir enzimas extracelulares oxidativas que iniciam um

processo de despolimerizagdo da lignina, componente da parede celular
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vegetal, onde estes microrganismos se desenvolvem. Esta capacidade permite
estender seu uso para uma série de aplicacdes biotecnologicas, baseadas na
degradacdo das estruturas de diversos compostos aromaticos presentes em
alguns processos industriais ou efluentes (biorremediacéo). Partindo desse
principio, enzimas oxidativas podem desempenhar um papel importante na
completa degradacao dos ésteres de forbol, agindo por exemplo, na oxidagao
de produtos secundarios.

As maiores atividades quantificadas ao longo de 30 dias de cultivo do
basidiomiceto P. pulmonarius foram das enzimas proteases e lacases (Figura 7
A e C). No entanto, o EF88 quando cultivado em substrato com auséncia dos
ésteres de forbol apresentou perfil enzimético similar ao cultivo em torta de
pinhdo-manso téxica. Quando comparadas as atividades em ambos substratos,
a quantificacdo de proteases e lacases foi superior na torta toxica, ainda assim,
essas enzimas apresentaram alta atividade no torta atéxica (figura 7 B e D). No
substrato atéxico também ndo foram detectadas atividades de lipases e
esterases. Ressalta-se que o0s macro-basidiomicetos s&o naturalmente
conhecidos pela capacidade de secretar enzimas lignoliticas (oxidativas) e que
0 substrato de pinhdo-manso, rico em proteinas, pode estimular atividade de
proteases.

Apesar da biodestoxificacdo de ésteres de forbol por enzimas
oxidativas ndo estar completamente compreendida, a efetivitidade de inUmeros
processos quimicos oxidativos ja foram descritos na literatura e esses
processos incluem a degradacao por peroxido de hidrogénio, por ozénio e raios
gamas (Gogoi et al., 2014; Kuvshinov et al., 2014; Zhang et al., 2014)

A producdo de hidrolases envolvidas na degradacdo de celulose e
hemicelulose por basidiomiceto é relativamente baixa e varia de acordo com a
espécie usada. Entretanto, Xiao et al. (2011) apontam que essas enzimas
podem desempenhar papel na degradacdo dos ésteres de forbol. Segundo
esses autores, 0 coquetel enzimatico contendo celulases e pectinases
aumentou a eficiéncia de remocéo dos ésteres de forbol por solvente organico
(etanol 65%).

A torta de pinhdo-manso como substrato para P. pulmonarius EF88
mostrou-se promissora para induzir a producdo de enzimas com apelo

industrial, como as lacases, MnP e proteases e xilanases. Demais trabalhos
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encontrados na literatura corroboram para tal afirmativa. Como por exemplo, o
fungo Sporotrichum thermophile ao ser cultivado em torta de pinh&o-manso,
sob condi¢fes otimizadas, foi capaz de produzir 1025 U/g de xilanase apds 96h
de cultivo (Sadaf e Khare, 2014). O cultivo em estado sélido de Aspergillus
niger em torta de pinhdo-manso foi efciente para producéo de celulales (3974
U/g de substrato) e xilanases (6087 U/g de substrato), apds 72h de incubacao
(Ncube et al., 2012). O fungo Scytalidium thermophilum produziu xilanases
termofilicas ao ser cultivado em torta de pinh&o-manso, em condicOes
otimizadas, a maxima atividade foi de 1455 U/g por substrato seco. Ao ser
usada no cultivo da cepa bacteriana de Pseudomonas aeruginosa PseA, a torta
de pinhdo-manso foi eficaz para producdo de lipases e proteases, com
atividade maxima de 625 U/g e 1818 U/g por grama de substrato,
respectivamente (Mahanta et al., 2008).

Diante dos resultados apresentados no grafico 8, o extrato enzimatico
bruto do EF88 possui acdo direta na degradacdo dos ésteres de forbol,
provavelmente em decorréncia das enzimas presentes em tal extrato.
Entretanto, ndo foi possivel afirmar quais enzimas estdo atuando nesse

processo de biodegradacao da molécula diterpenica.

6. Conclusodes

O macro-basidiomiceto P. pulmonarius EF88 possui acéo eficiente na
degracdo dos ésteres de forbol presente em torta de sementes de pinhdo-
manso. A curva de degradacdo desse composto demostrou que a atividade
degradadora dos diterpenos ocorre nos primeiros dias de cultivo, e ja em 21
dias de cultivo em estado soélido os niveis dos ésteres de forbol foram
reduzidos a concentracdes consideradas atéxicos. A partir dessa curva
também foram selecionados os pontos para analise RNA-seq do transcritoma
e secretoma global/proteoma. Assim, foram definidos 3, 7 e 11 dias de cultivo
para RNA-seq e 9 e 12 dias para analises proteicas. E dessa forma, analisar
momentos distintos da resposta do metabolismo do fungo frente ao substrato
e a molécula téxica de éster de forbol.

As atividades enziméticas, tanto hidrolases quanto oxidases,

aumentaram apos o 9° dia de cultivo, quando os ésteres de forbol foram
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degradados em 80%. Ambos os substratos, torta de pinhdo-manso toxica e
atoxica, mostraram potencial para producdo de enzimas de interesse industrial
como as lacases e proteases de P. pulmonarius EF88.

O extrato enzimatico bruto do fungo P. pulmonarius EF88 também
pode ser usado para degradacéo dos ésteres de forbol presentes na torta do
pinh&o-manso. No entanto, alguns parametros devem ser investigados afim
de aumentar a eficiéncia de degradagdo e diminuir o tempo de processo.
Esses parametros estédo relacionados ao tempo de cultivo do fungo, método
de obtencédo do extrato enzimatico bruto, temperatura e pH do processo de

degradacgéo.



Capitulo lll: Expressao diferencial de
genes do basidiomiceto P. pulmonarius
EF88 em respostas a molécula toxica de

éster de forbol
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Resumo

O mecanimo de bio-degradacao do composto toxico éster de forbol encontrado
na biomassa gerada apos a extracdo do 6leo de Jatropha curcas ainda nao foi
esclarecido. A principal hipotese é que essa degradacdo seria decorrente da
acao de enzimas secretadas pelos microorganismos. Na literatura ha relatos da
participacédo de lipases e esterases na degradacao direta desses diterpenos,
outros autores descrevem acao de enzimas oxidativas, no entanto é possivel
que vafios grupos enzimaticos estejam envolvidos na degradacdo total dos
ésteres de forbol. Conhecer os genes envolvidos na degradacéo dos ésteres
de forbol seria o primeiro passo para solucionar gargalhos importantes
relacionados a bio-degradacdo, como: diminuicdo do tempo de cultivo,
aumento da eficiencia de degradacéo de cepas pouco eficientes. Ferramentas
moleculares como transcriptoma e proteoma sao capazes de fornecer dados
robustos que seriam capazes de identificar por meio de estratégias
apropriadas, os genes e vias metabolicas envolvidas na degradacdo desse
composto toxico. Neste contexto, este capitulo teve objetivo de identificar
genes de P. pulmonarius EF88 envolvidos no processo de destoxificacao, a fim
de compreender e estabelecer o mecanismo de degradacdo dos EFs
encontrados em tortas de pinhdo-manso. A quantificacdo de atividades
enzimaticas juntamente com a degradacdo dos EFs ao longo do cultivo sélido
foram usados como parametros para determinar os pontos para analise
transcritomica e proteomica. O transcritoma do EF88 foi montado usando o
software Trinity e foram mapeados um total de 23297 genes. Sendo que, 351
genes diferencialmente expressos foram detectados no cultivo P. pulmonarius
em torta de pinhdo-manso téxica (T), dos quais 234 estavam superexpressos e
117 reprimidos. O resultados in silico de expressao diferencial génica indicou
gue genes que codificam para proteinas como esterases, metaloprotease,
citocromo P450, hidrofobinas e heat shock foram regulados positivamente pelo
fungo no cultivo em torta de pinhdo-manso téxica. Dessa forma, os genes
candidatos foram validados quanto sua expressdo por RT-gPCR, e os
resultados confirmaram a modulacdo positiva no cultivo toxico. Em relacédo as
analises de proteoma, tanto as metaloproteases quanto as esterases foram
moduladas positivamente no cultivo em torta de pinhdo-manso téxica, quando
comparados ao cultivo controle (torta ndo toxica — NT). Assim, metaloproteases
e esterases podem ser as principais enzimas envolvidas na degradacdo dos
ésteres de forbol pelo macro-basidiomceto P. pulmonarius. Além disso, as
funcdes dos genes e proteinas anotados foram classificadas pelas analises
GO. As andlises de expressao diferencial de genes obtidos nesse presente
trabalho, fornecem os primeiros dados relacionados os mecanismos envolvidos
na biodegradacéo de ésteres de forbol por P. pulmonarius EF88. Esses dados
podem ser usados para solucionar alguns gargalos relacionados a
biodegradacdo dos ésteres de forbol, como tempo de cultivo e dificuldade de
escalomamento.

Palavras-chave: éster de forbol; bio-destoxificdo; expressdo diferencial de
genes; hidrofobinas; esterase; metaloprotease; citocromo P450.
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Abstract

This chapter aimed to identify P. pulmonarius EF88 genes involved in the
detoxification process in order to understand and establish the mechanism of
degradation of PEs found in jatropha cake. The quantification of enzymatic
activities along with the degradation of PEs throughout the solid culture were
used as parameters to determine the points for transcriptomic and proteomic
analysis. The EF88 transcriptome was assembled using the Trinity software and
a total of 23297 genes were mapped. As a result, 351 differentially expressed
genes were detected in P. pulmonarius cultivation in toxic jatropha (T), of which
234 were overexpressed and 117 repressed. The in-silico differential gene
expression results indicated that genes encoding proteins such as esterases,
metalloprotease, cytochrome P450, hydrophobins and heat shock proteins were
upregulated by the fungus in toxic jatropha. Thus, the candidate genes were
validated for their expression by RT-qPCR, and the results confirmed positive
modulation in the toxic -culture. Regarding proteome analyzes, both
metalloproteases and esterases were positively modulated in toxic jatropha
cake cultivation when compared to the control (non-toxic cake - NT) culture.
Thus, metalloproteases and esterases may be the main enzymes involved in
the degradation of phorbol esters by the macro-basidiomycete P. pulmonarius.
In addition, the biological functions of annotated genes and proteins were
classified by GO analyzes. The differential expression analyzes of genes
obtained in this present work provide the first data related to the mechanisms
involved in the biodegradation of phorbol esters by P. pulmonarius EF88. These
data can be used to address some bottlenecks related to the biodegradation of
phorbol esters, such as time of culture and scaling.

Key words: phorbol ester; bio-detoxification; differential gene expression;
hydrophobins; esterase; metalloprotease; cytochrome P450.
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1. Introducéo

O mecanimo de biodegradacdo do composto tdxico éster de forbol
encontrado na biomassa gerada apés a extracdo do 6leo de Jatropha curcas
(torta) ainda n&o foi esclarecido. Uma das hipéteses sobre esse processo de
biodegradacdo de ésteres de forbol por microrganismos esta envolto de
enzimas extracelulares secretadas durante o crescimento microbiano. Na
literatura ha relatos da participacdo de lipases e esterases na degradacao
direta desses diterpenos, outros autores descrevem acdo de enzimas
oxidativas, no entanto €& possivel que vafios grupos enzimaticos estejam
envolvidos na degradacao total dos ésteres de forbol.

Os terpenos sdo compostos metabolitos segundarios de plantas, e
desempenham papel fundamental no seu desenvolvimento, interacao
ecolologica e na defesa contra ataques de pragas e patdgenos (Tholl, 2006;
Jia et al., 2016). Esses compostos sdo amplamente utilizados em diversos
processos industriais como: producdo de comésticos, farmacos, produtos
medicinais e inseticidas (Tholl, 2006; Maurya et al., 2012; Zerbe et al., 2014).

Segundo Vilanova et al., (2014) a bioprospec¢do de microorganismos
capazes de degradar essas substancias e seus derivados € de fundamental
importancia no que tange o cenario de biorremediacdo, uma vez, que esses
compostos estdo entre 0s principais poluentes oriudos dos processos
industriais de celulose e papel.

Apesar da biodegradacdo dos ésteres de forbol ainda permanecer
desconhecida, existe na literatura exemplos de investigacdes sobre genes
microbianos relacionados a degradacédo de outros diterpenos, via cultivo de
bactérias. Os genes envolvidos na degradacdo do diterpeno abietano por
Pseudomonas abietaniphila foi bem caracterizado (Martin et al., 1999; Martin e
Mohn, 2000; Morgan e Wyndham, 2002; Smith et al.,, 2004). Pseudomonas
abietaniphila BKME-9 foi capaz de degradar abietanos ndo aromaticos e acido
dehidroacético, por meio da via dioxigenolitica, codificada pelo “cluster dit”. O
cluster dit codifica para uma ferredoxina e para subunidades a e B de
dioxigenases (Martin e Mohn, 2000).
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Conhecer os genes microbianos envolvidos na degradacéao dos ésteres
de forbol seria o primeiro passo para solucionar gargalos importantes
relacionados a biodegradagdo, como: diminuicdo do tempo de cultivo, e
aumento da eficiéncia de degradacdo de cepas pouco eficientes. Ferramentas
moleculares voltados a analise global do transcritoma e proteoma possibilitam
a identificacdo dos genes e vias metabdlicas envolvidas na degradacao desse
composto toxico, além de informacdes complementares importantes, como por
exemplo a expresséo de enzimas de aplicacéo industrial (Gomes et al., 2018).

Os dados de degradacdo dos ésteres de forbol, apresentados no
capitulo Ill, foram usados como parametros para escolher tempos de cultivo
distintos que melhor represente a resposta do fungo frente a molécula toxica de
éster de forbol. Dessa forma, optou-se por analisar a resposta inicial do fungo
guando exposto a altas concentracdes de ésteres de forbol, analisar o ponto
em que ocorre maior degradacdo desse diterperno e apds a degradacdo da
molécula todxica.

Com base na curva de degradacédo (Figura 6) os dias selecionados
foram 3DAI, 7DAI e 11DAI para RNA-seq e 9DAI e 12DAI para as analises de
proteoma. Sendo assim, esse capitulo versard sobre os os dados do
transcritoma de P. pulmonarius EF88 em resposta a torta de pinh&o-manso,
obtidos por Next Generation Sequencing (NGS) e do proteoma/secretoma

obtidos por espectrometria de massas.
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2. Objetivo

2.1 Objetivos especificos do capitulo

“® Analisar o transcritoma e proteoma do basidiomiceto P. pulmonarius
EF88 em respostas ao cultivo em torta de pinhdo-manso toxica (T), e
identificar os genes e proteinas envolvidos na degradacdo dos ésteres
de forbol. Selecionar as sequéncias génicas diferencialmente expressas
nas diferentes fases do crescimento do fungo, candidatas a degradacao
dos ésteres de forbol;

* Validar a expressdo de genes candidatos e de interesse biotecnoldgico

via qRT-PCR.
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Figura 11. Fluxograma apresentnado as estratégias utilizadas na obtenc¢éo do transcriptoma e proteoma do P. pulmonarius
cultivado em tortas de pinh&o-manso toxica e ndo-toxica..
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3.1 P. pulmoraius EF88 e condi¢cdes de cultivo

A cepa de P. pulmonarius, proveniente da colecdo de basidiomicetos
da Embrapa Agroenergia, foi preservada no método Castellani (Catella, 1967).
Posteriormente, para a obtencdo da cepa de trabalho um dos discos em
estoque foi transferido para placas com meio de cultivo agar pinhdo-manso,
incubados & 28°C por 7 dias. Para o cultivo em estado soélido foram usadas
placas de petri de vidro (150mm x 20mm) com 100g de cada substrato (torta
toxica e atoxica) e umidade de 70%. O material foi esterilizado em autoclave a
121°C, 1 atm por 120 minutos. Apés o resfriamento das placas, em camara de
fluxo laminar estéril, o micélio do fungo P. pulmonarius, previamente repicado
(como descrito anteriormente) foi inoculado em torta de pinhdo-manso téxica
(tratamento T) e em torta de pinhdo-manso atoxica (tratamento NT). O cultivo
ocorreu em estufa (BOD) com temperatura controlada (28°C). Foram retiradas
amostras do micélio fungico em 3, 7 e 11 dias para extracdo de RNA. Todos

0s biensaios foram realizados em triplicadas.

3.2 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

A massa micelial do EF88 foi coletada em 3, 7 e 11 dias (DAI) apés
inoculacédo foi rapidamente congeladas com nitrogénio liquido. A extracdo e
purificacdo do RNA total de cada tratamento, foi realizada por meio do kit
INVITRAP® SPIN PLANT RNA (Stratec Molecular GMBH, Berlin, Germany),
seguindo as instrucdes dos fabricantes. O RNA total foi tratado com DNase |
(New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) para remocdo do DNA gendmico
residual.

A integridade de RNA total extraidos foi avaliado em gel de agarose
(1%), revelado com 1pl de brometo de etidio, visualizado em transiluminador-
UV e foto-documentado com camara EDAS 290 (Kodak). Foi utilizado como
referéncia o marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (Invitrogen®).

A quantidade e pureza dos RNAs totais foi estimada por analise da
absorbéancia a 260 nm, utilizando como padrao 1 unidade A260=40 ug de RNA,
por meio de espectrofotbmetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA), que pela razdo A260/A280, indica possiveis



76

contaminagcbes de RNA como: proteinas, sais caotropicos (guanidina
isotiocianato) ou fenol. Baseado na lei de Beer-Lambert, uma mudanca linear
na absorbancia ocorre com a concentragdo do acido nucleico. Uma relacdo OD
260/280 maior do que 1,8 foi considerado um indicador de RNA de alta
qualidade. Taxas para A260/A230 proximas a 2,0 sdo indicativos de um RNA
puro. Ao final dos processos, o RNA total eluido foi estocado a -80°C.

Foram preparados conjuntos contendo quantidades equimolares de
RNA total a partir de trés replicas biolégica. No total, oito pools foram
preparados, um para cada condigdo experimental. Esses pools de RNAs totais
foram enviados para sequenciamento (item 3.3) e para sintese dos cDNAs que
foram usados para validacdo dos genes candidatos a degradacao dos ésteres
de forbol via RT-gPCR. Um total de 2 ug de cada pool de RNA total foi
transcrito reversamente em cDNA usando Super Script Il RT e Oligo (dT) 16-18
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A seguir uma ilustracdo do delineamento
experimental (figura 12).

| Experimento torta téxica (T) | | Experimento torta Atoxica NT

, ﬂ \ , [ NN
o S S Pooldasrepicatss | 4

/\
/\/—\ m ‘RNAstabIe ‘ ‘Sl’ntesecDNA ‘

Construgdo das bibliotecas

. . de cDNA = =
7 dias de cultivo Eurofins 7 dias de cultivo

Sequenciamento RNAseq

/—\\m mﬂ via lllumina HiSeq 2500

|11 dias de cultivo | \ 11 dias de cultivo \

Figura 12. Esquema ilustrativo do delineamento experimental usado para o RNA-
seq de P. pulmonarius EF88.
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Tabela 2. Resumo do delineamento experimental para a analise do
transcritoma de P. pulmonarius EF88. 3DAI — 3 dias apoés inoculagéo; 7DAI — 7
dias apoés inoculagcédo; 11DAI — 11dias apoés inoculagcéo; B1 — bioensiao 1; B2 —
bioensiao 2; T — torta de pinhdo- manso toxico; NT — torta de pinhdo-manso
atoxica.

Tratamento Flowcell do canal lllumina (replica técnica)

3DAI_T_B1
3DAI_NT_B1
7DAI_T B1
7DAI_NT_B1
11DAI_T_B1
11DAI_NT_B1
3DAI_T_B2
3DAI_NT_B2
7DAI_T_B2
7DAI_NT_B2
11DAI_T_B2
11DAI_NT_B2
3DAI_T_B1
3DAI_NT_B1
7DAI_T B1
7DAI_NT_B1
11DAI_T_B1
11DAI_NT_B1
3DAI_T_B2
3DAI_NT_B2
7DAI_T B2
7DAI_NT_B2
11DAI_T_B2
11DAI_NT B2

NNNNNNMNNNNMNNMNNNNRFRPRPRPRPRPRPRPRPRERRRE

3.3 Sequenciamento RNAseq via lllumina HiSeq 2500

A construcdo das bibliotecas de cDNA e o sequenciamento foram
realizadas na Empresa EUROFINS (Eurofins MWG Operon Kentucky,
Louisville, Kentucky, EUA), utilizando a  tecnologia lllumina
(http://illumina.ucr.edu/ht/). Os pools de RNAs totais foram previamente
guantificadas e transportadas em RNAstable (Biomatrica), de acordo com as
instruc6es do fabricante. Apds ressuspensdo, a integridade do RNA foi avaliada
utilizando o sistema do Agilent 2100 Bioanalyzer e RNA LabChip® kit (Agilent
Technologies). Foram sequenciadas 12 bibliotecas em duas canaletas (replicas

técnicas). O sequénciamento RNAseq via lllumina HiSeq 2500 foi conduzido
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com sequenciamento Paired-end (2 X 100 bases), nos dois sentidos da fita de

cDNA, usando a quimica TruSeq RNA Chemistry v3.

3.4 Avaliacéo da qualidade das sequéncias e filtragem dos dados

Inicialmente, um relatério das andlises de qualidade de todas as
sequéncias obtidas por RNAseq foi gerado por meio do programa Fastq Quality
Control Report (Fastq QC Report). Os fragmentos de sequéncias (reads) foram
aferidos por qualidade superior a 20 e tamanho minimo igual a 36 pares de
bases (pb) utilizando o programa Trimmomatic (Bolger et al., 2014). Para
garantir que somente sequencias com alta qualidade fossem selecionadas,
optou-se pela eliminagéo de 5 nucleotideos da extremidade 5 e 1 nucleotideo

da extremidade 3’ de cada uma das sequéncias analisadas.

3.5 Mapeamento dos reads e identificagdo dos transcritos

O transcritoma de P. pulmonarius EF88 foi montado por de novo
assembly e para isso foram usados os softwares STAR e gsnhap para mapear
todos os reads. SPAdes, Trinity e SOAPdenovo-Trans-31mer foram utilizados
para gerar de novo transcritos. Todos esses transcritos foram juntados pelo
EvidentialGene. Como parametros utilizaram-se: i) penalidade para
mismatches: 2; ii) penalidade para insercao: 3; iii) custo para delecao: 3; iv)
fracdo minima de comprimento: 0,90 v) fracdo minima de similaridade: 0,95; v)
namero maximo de hits por read: 10; e distancia entre paired reads

determinada automaticamente.

3.6 Analise quantitativa da expressao génica

A contagem do numero de reads mapeados por mdédulos génicos
foram obtidas pelo HTSeg-count (Simon et al., 2014), um software Python
aplicado para o processamento de dados a partir de ensaios de
sequenciamento de alto rendimento. Andlises estatisticas foram empregadas
para identificar genes com mudancas significativas no numero de reads
unicamente mapeados entre os tratamentos experimentais realizados. Os

calculos foram realizados com software EdgeR (Robinson et al., 2010) e para
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cada tratamento foram adotadas expressdes com significancia estatisticamente
diferentes, aceitando como ponto de corte, valores menores que 0,01 para o
valor de p ajustado para multiplos testes utilizando o método Benjamini-
HochBergh (padj), e valor da razéo entre tratamentos T/NT na base logaritmica
de 2 (log2FoldChange) maior que 1 ou menor que -1, ou seja, foram
considerados como diferencialmente expressos 0s genes que tiveram

expressao igual ou maior que duas vezes entre 0s tratamentos avaliados.

3.7 Anotacéado das sequéncias

A anotacdo dos genes foi realizada por homologia entre as sequéncias
gendmicas mapeadas e as presentes no banco de dados
Uniprot/SWISSPROT. Para isso, foi utilizado a plataforma Blast2GO®, verséo
2.8 (Conesa et al., 2005). As sequéncias foram comparadas com aquelas
presentes no banco de dados do Uniprot/SWISSPROT, empregando o
algoritmo BLASTp e considerando um numero maximo de 10 hits por entrada e
o valor minimo esperado de 10 (Evalue < 1.10%). Em seguida, realizou-se a
anotacao das sequéncias e seus respectivos termos de ontologia génica (Gene
Ontology, THE GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2000) usando os
parametros padrdes do Blast2GO. As analises de sub-representacao e sobre-
representacdo associadas aos genes e produtos de acordo com a categoria de
ontologia génica foram feitas com o teste hipergeométrico do programa FUNC
(Prufer et al., 2007). Posteriormente, os termos redundantes foram eliminando

e as categorias sumarizadas pelo programa REVIGO (http://revigo.irb.hr/).

3.8. Validacao dos genes de referéncia

Anterior a validacao dos genes candidatos a degradacdo dos ésteres
de forbol via RT-gPRC, foi conduzido um experimento para garantir a eficiéncia
dos genes de referéncia endogenos para esta condicdo especifica (Pleurotus
pulmonarius EF88 cultivado em torta de pinh&o-manso toxica e atoxica). Para
tal, foram usados os mesmos cDNAs (pools) sintetizados no item 3.2.
Conforme mostrado na tabela 3, foram testados 10 genes de reféncia para P.

pulmonarius na condicao analisada (cultivo em torta T e NT).


http://revigo.irb.hr/
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3.9. Desenhos dos primers para validacao dos genes de referéncia

expressdo estavel em P. pulmonarius EF-88,

Para o experimento de validacdo de genes de referéncia com

foram selecionados 10 genes

candidatos que codificam para proteinas envolvidas em atividades celulares

basais em espécies de Pleurotus sp. descritos na literatura (Tabela 3). O

programa PrimerQuest Tool (Integrated DNA Technologies - IDT) foi usado

para o desenho de todos os primers especificos para cada gene de referéncia

candidato. As sequéncias génicas foram usadas para desenhar primers curtos

(20-22 pb), com Tm de 62°C, para amplificar produtos entre 90-120pb.

Tabela 3. Dez genes alvo usados na validacdo dos genes de referéncia de P.
pulmonarius EF88 cultivado em torta de pinhdo-manso toxica e atdxica.

Gene Amplicon Length Tm (C°) ID Referéncia

beta-tubulin (1|00b2) 62 117235 Castanera et al., (2012); Garrido-
Bazan et al., (2016)

GAPDH 102 62 1090672 Soden et al., (2001); Feldman et .,
(2015)

VP 119 62 JX021525.1 Este estudo

MYP 121 62 AB353725 Yamaguchi et al., (2009)

LAC 118 62 AY836675.1 Este estudo

Actin 1 109 62 1087906 Castanera et al., (2012); Garrido-
Bazan et al., (2016); Musa et al.,
(2017)

Phos 105 62 49987 Castanera et al., (2015)

EF-1 90 60 Este estudo

Mnp3 107 62 1089546 Castanera et al., (2015)

Trpho 113 60 EF645805.1 Este estudo

3.10 Real-time gPCR


https://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index
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A analise RT-gPCR da expressao dos genes de referéncia candidatos, foi
realizada utilizando o kit iTag™ universal SYBR® Green (Bio-Rad, CA , EUA).
As amplificagbes por PCR foram realizadas em um termociclador Real-Time
PCR da ABI StepOne® (Applied Biosystems, Foster City, EUA), utilizando trés
repeticbes experimentais independentes e trés replicatas técnicas por
amplificacdo. Para reacdes de PCR, as misturas continham 2 uL de uma
diluicdo de 1:20 de cada cDNA estoque, 0,2 uM de cada primer (Tabela 3) e 5
ML de kit iTag™ universal SYBR® Green, com volume final de 10 uL. A
amplificagéo por PCR foi conduzida utilizando um passo inicial de 52°C durante
2 min, 95 °C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C
durante 15 s, hibridizac&o dos iniciadores e extensdo a 60°C durante 60 s. A
especificidade do primer foi verificada analisando a Tm (dissociacdo) de
produtos amplificados usando o software SDS 2.2.2 (Applied Biosystems,
Foster City, USA). Dados ARn brutos foram aplicados para determinar a
eficiéncia de RT-gPCR para cada gene usando o programa LinRegPCR,
versédo 2017.1. O mesmo programa foi usado posteriormente para calcular os

ciclos médios de quantificacdo (Cqgs) por gene.

3.11 Estabilidade de expressado e analise de expressao relativa dos
genes de referéncia

Os dados de expressédo para cada gene de referéncia candidato foram
visualizados como um valor do ciclo de quantificacdo (Cq) de cada amostra de
RNA. Este valor representa o numero de ciclos de amplificacdo necessarios
para atingir um valor limite padrédo para deteccdo durante a fase de
amplificacdo exponencial da reacdo de PCR. A estabilidade de expressao de
cada gene de referéncia candidato foi determinada usando os algoritmos
geNorm (Vandesompele et al., 2002), NormFinder (Anderson et al., 2004) e
BestKeeper (Pfaffl et al., 2004). O GeNorm também foi empregado para
calcular a variagdo pareada (Vn / n +1) entre cada gene de referéncia, para
indicacdo do numero oOtimo de genes de referéncia para emprego na
normalizag&o da expressao génica. Um ranking global dos genes candidatos foi
realizado usando a ferramenta baseada na web RefFinder

(http://www.leonxie.com/referencegene.php).



https://www.google.com.br/search?q=Hercules+(Calif%C3%B3rnia)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MC4wzDVPUeIAsQsrCwu1tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUALCJywkQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwif_qzbs9LeAhXDWpAKHUX8CXIQmxMoATASegQIBRAK
http://www.leonxie.com/referencegene.php
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3.12 Validacdo dos genes candidatos a degradacdo dos ésteres de
forbol

Foram selecionados 21 genes candidatos a degradacao dos ésteres de
forbol, que estavam diferencialmente expressos in silico, para validacdo via
RT-gPCR. O design dos primers para cada gene seguiu 0S passos descritos no
item 3.9 usando as sequéncias dos transcritos especificos gerados do
transcritoma de P. pulmonarius EF88. Os primers para 0S genes estao
descritos na tabela 4. A PCR em tempo real seguiu 0S mesmos passos
descritos no item 3.10.

A analise de expressao relativa dos genes candidatos foram obtidas pelo
software gBase+. A normalizacdo da expressdo génica foi realizada utilizando
os genes referencia Elongation Factor (EF-1) e Methioadenosine
Phospharylase (Phos), resultante das analises descritas no item 3.11. Os
resultados de expressdo relativa foram analisados utilizando o programa
RESTO- Relative espression programa tool (Pfaffl et al., 2002) e ANOVA para

comparar e gerar um nivel de significancia entre os grupos T e NT.

Tabela 4. Genes candidatos a degradacdo dos ésteres de forbol selecionados
para validacédo de expressao por RT-qPCR.

Tamanho esperado do

Gene Proteina amplicon
HYD-1 Hidrofobina 114pb
POH2 Hidrofobina 100pb
Hydph7 Hidrofobina 90pb
Hydph8

Hidrofobina 92pb




G3Y416

WOLCODRAFT_167
027

patl

af510

Cyp4fs

ppoA 3

KUTG_07618

PPOA

DFR76_10551

SMAC_06893

CHU_2040

sdhaflA,

PLEOSDRAFT_509
2

PLEOSDRAFT_1083
952

Monooxigenase P450

Monooxigenase P450

Monooxigenase P450

Monooxigenase P450

Monooxigenase P450

Monooxigenase P450

Monooxigenase P450

Monooxigenase P450

Thiolase

Metalloprotease

Esterase

Succinate
dehydrogenase

Very-long-chain 3-
oxoacyl-CoA

flavin reductase

114pb

100pb

83pb

100pb

113pb

106pb

92pb

107pb

100pb

96pb

108pb

100pb

99pb

105pb
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axIA alpha-xylosidase 123pb

NCU00937 B-glucuronidase 99pb

3. 13 Secretoma global

3.13.1 Cultivo de P. pulmonarius EF-88 em torta de pinhdo-manso
toxica e atoxica

A cepa de P. pulmonarius proveniente da cole¢do de basidiomicetos da
Embrapa Agroenegia foi preservada no método Castellani (Castella, 1967).
Posteriormente, para a obtencdo da cepa de trabalho um dos discos em
estoque foi transferido para placas com meio de cultivo agar pinhdo-manso,
incubados a 28°C por 7 dias. Para o cultivo em estado sélido foram usadas
placas de petri de vidro (150mm x 20mm) com 100g de cada substrato (torta
toxica e atoxica) e umidade de 70%. O material foi esterilizado em autoclave a
121°C, 1 atm por 120 minutos. Apoés o resfriamento das placas, em camara de
fluxo laminar estéril, o micélio do fungo P. pulmonarius, previamente repicado
(como descrito anteriormente) foi inoculado em torta de pinhdo-manso téxica
(bioensaio T) e em torta de pinhdo-manso atoxica (bioensaio NT). O cultivo
ocorreu em estufa (BOD) com temperatura controlada (28°C). Foram retiradas

amostras no 9° dia de cultivo-9D e no 12° dia de cultivo-12D.

3.13. 2 Obtencao dos extratos proteicos bruto e preparo das amostras

Para obtencéo do extrato proteico bruto, o substrato sélido foi diluido em
agua destilada gelada na proporcédo de 1:2. Dessa forma, 259 de substrato
foram diluidos em 50 mL de agua destilada e adicionados em erlenmeyer de
150 mL. A mistura foi entdo homogeneizada em shaker (agitacdo mecanica)
durante 40 min a 5°C. O extrato enzimatico bruto foi filtrado em funil de

Buchner com tecido composto por 50% viscose e 50% poliéster.
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As amostras dos extratos extratos secretados foram dessalinizadas em
filtracdo tangencial com filtros de 5Kda e dosadas quanto a concentragao de
proteinas brutas (método BCA) e padronizados para uma concentracao final de
100ug/mL (todo o experimento foi realizado em triplicata). As amostras foram
analisadas em 4 condicdes: cultivo toxico e atdéxico, em dois tempos de cultivo
9 dias (9D) e 12 dias (12D). As amostras preparadas préviamente passaram
por novas etapas de dessalinizacdo, dosagem de proteinas (método BCA),
reducdo com DTT, alquilacdo com iodoacetamida e digestdo triptica. Os
peptidios obtidos foram dessalinizados em micro-colunas C-18 e quantificados
usando-se o sistema Qubit (Rappsilber et al., 2007; Crowell et al., 2013).

De forma mais descritiva, aliquotas dos secretomas contendo 10 pg de
proteina total foram precipitadas (Crowell et al., 2013), secas sob vacuo,
reconstituidas em 150 pL de uréia (8 M). NaCl (7,5 M), bicarbonato de
trietlamio 50 mM (TEAB), NaCl 7,5 mM, bicarbonato de trietilamio 50 mM
(TEAB), ditiotreitol 5 mM (DTT), pH 8,2 e incubado a 55 °C durante 25 min.
Adicionou-se iodoacetamida a uma concentracao final de 14 mM seguida de 40
min de incubacgdo a 25 ° C no escuro. Adicionou-se DTT numa concentracao
final de 10 mM e a mistura reacional foi entdo diluida cinco vezes em 25 mM de
TEAB, pH 7,9, seguido por adi¢cdo de CaCl2 até uma concentracdo final de 1
mM. As amostras foram entdo digeridas com tripsina porcina modificada (1 pg
por 50 pug de proteina total) durante a noite a 37 ° C, seguindo da adi¢do de
acido trifluoroacético (TFA) até uma concentracdo final de 0,5% (v / v). As
amostras foram secas a vacuo, reconstituidas em TFA a 0,1% (v / v) e
dessalinizadas usando StageTips (preenchidas com membrana Empore C18)
(Rappsilber et al., 2007). Os péptidos tripticos foram quantificados por
fluorometria (Qubit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).

3.13.3 Anélise por LC-MS-MS

A andlise cromatografica e de espectrometria de massas foi realizada
como descrito em Arshid et al. (2017), com adaptacdes descritas

resumidamente a seguir.
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Cromatografia:

Os peptidios obtidos foram injetados em sistema cromatografico (Dionex
Ultimate 3000 RSLCnano UPLC, Thermo, USA), configurado com coluna de
aprisionamento (trap column) de 3 cm x 100 um contendo particulas de C18 5
um, 120 A (ReprosilPur, Dr. Maich GmbH), conectada em série & coluna
analitca de 24 cm x 75 pm contendo particulas de C18 3 um, 120 A
(ReprosilPur, Dr. Maich GmbH). As amostras foram injetadas de forma a se
obter 1 pug na coluna, submetidas a gradiente linear de eluicdo entre solventes
A (acido férmico 0,1% em agua) e B (acido férmico 0,1% em acetonitrila) de 2%
B a 35% B durante 155 min.

Espectrometria

As fracOes separadas no sistema cromatografico foram eluidas
diretamente na fonte de ionizacdo de um espectrdmetro de massas Orbitrap
Elite (Thermo, USA), configurado para operar em modo DDA (data dependent
acquisition), sendo que os espectros de MS1 foram adquiridos no analisador
Orbitrap, com resolugéo de 120000 e faixa de m/z entre 300 e 1650. Os 20 ions
mais intensos, acima do limite de intensidade de 3000 foram fragmentados,
gerando espectros de MS2, ao analisador ion trap por CID (Kalli et al., 2013;
Hawkridge et al., 2014). A reandlise de ions ja fragmentados foi inibida por
exclusdo dinamica (Andrews et al., 2011), favorecendo a identificacdo de

peptidios menos abundantes.

3.13.4 Anélise de dados

Os espectros obtidos foram analisados de forma qualitativa e
quantitativa, de forma a permitir a identificacdo do conjunto total de proteinas
detectaveis nas amostras, bem como avaliar quantitativamente as proteinas
gue apresentaram abundancia relativa significativamente diferente entre as
condicdes. Estas proteinas foram analisadas em maior detalhe, fornecendo
informacgdes sobre os componentes que melhor distinguem entre as condicbes
e agrupadas quanto a vias, termos GO e interacfes. Os métodos utilizados, de

forma geral, seguem a estratégia descrita em Arshid et al. (2017) com
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adaptacdes detalhadas a segquir.

Analise qualitativa

O conjunto completo de espectros foi analisado utilizando-se o software
Peaks versdo 7.0 (BSI, USA) , com o banco de dados obtido do repositorio
Uniprot em outubro de 2018, filtrado para o género Pleurotus, tax. ID 5320,
adicionado ao banco filtrado para a espécie Jatropha curcas, tax ID 180948, o
banco combinado foi submetido a remocdo de sequéncias redundantes
utilizando-se software FASTAtools. A busca foi realizada com base em
sequenciamento de novo e em PSM, tolerancia para a massa do precursor de
10 ppm, e dos fragmentos de 0,5 Da, tolerancia de até 2 clivagens perdidas,
carbamidometilacdo de cisteinas como modificacdo fixa e oxidacdo de
metionina como modificacdo variavel. Além disso foram ativados os moddulos
de busca por modificacbes do banco Unimod com base em padrdes de
fragmentacdo, bem como busca de mutagbes pontuais (Zhang et al., 2012).
Foram identificados 2776 grupos de proteinas de maneira confiavel -FDR <

1%, pelo menos 2 peptidios.

3.13.5 Analise quantitativa

Os espectros foram analisados com auxilio do programa Progenesis QI
for Proteomics (Valikangas et al., 2017), com o qual foi realizado o alinhamento
dos cromatogramas, a quantificacdo por area dos picos extraidos (XIC —
extracted ion chromatogram), normalizacdo e analise estatistica (ANOVA) dos
eventos de MS1. Os eventos significativamente diferentes (p-valor <0,05)
tiveram seus espectros de MS2 submetidos a identificacdo utilizando-se o
programa Peaks, com 0s mesmos parametros descritos no tépico anterior.
Apos a inferéncia de proteinas, a quantificacdo foi refinada considerando a
média dos peptidios atribuidos a cada proteina e foi realizada a andlise
estatistica em nivel de proteinas, sendo consideradas reguladas as proteinas
que apresentaram ANOVA p-valor <0.05. Tais proteinas foram submetidas a
analise multivariada de PCA e agrupamento em clusters de acordo com 0s

perfis de abundancia relativa.
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4. Resultados

4.1 Expressao diferencial de genes do macro-basidiomiceto P.
pulmonarius EF88 cultivado em torta de pinhdo-manso toxica e
atoxica

O sequenciamento lllumina HiSeq 2500, das 12 bliliotecas de cDNA do
macro-basidiomiceto EF88, gerou um total de 110.515.557 pares de reads no
bioensaio 1 e no bioensaio 2 um total 90.145.288 pares de reads (tabela 5). O
transcritoma do P. pulmonarius EF88 foi montado pela estratégia de novo
assembly, SPAdes, Trinity e SOAPdenovo-Trans-31mer foram utilizados para
gerar de novo transcritos, todos os transcritos gerados foram juntados pelo
software Evidential Gene, e assim identificados um total de 23.297 unigenes.
Como forma de orientagcdo e comparagdao dos dados obtidos nesse trabalho
(unigenes), buscou-se na literatura trabalhos recentes relacionados ao
trancritbma de macro-basidiomicetos sequénciados por RNA-seq e montados
De novo (tabela 6).

O cutoff usado para definir os genes diferencialmente expressos entre
os tratamentos foram baseados no Log2FoldChange (<2; =2) e FDR(<0,1),
seguindo padrdes estabelecidos na literatura. O biensaio NT foi usado como
controle da expressdo génica, sendo assim, os DEGs identificados estédo
expressos pelo EF88 durante o tratamento T, em comparacdo com NT.
Seguindo essas diretrizes, 351 genes diferencialmente expressos foram
detectados no cultivo do P. pulmonarius em torta de pinhdo-manso toxica, dos
quais 234 estavam superexpressos e 117 menos expressos em relacdo ao
cultivo controle. O panorama geral de DEGs em cada tempo analisado foram
descritos no diagrama de Venn (Figura 13).



Tabela 5. Dados do sequénciamento via lllumina Hiseq 2500 de P. pulmonarius

EF88 cultivado em torta de pinhdo-manso toxica e ndo-toxica

Biblioteca de cDNA

High quality
reads (Q30)* Lane 1

High quality

reads (Q30)* Lane 2

Bioensaio 1
3DAI_T _B1 17427915 17429098
7DAI_T_B1 15274455 15256660
11DAI_T_B1 24733156 24764719
3DAI_NT_B1 12387032 12400348
7DAI_NT_B1 26647413 26647978
11DAI_NT_B1 14045586 14048639
Bioensaio 2
3DAI_T B2 15475575 15454642
7DAI_T_B2 12269506 12280299
11DAI_T B2 20200518 20198008
3DAI_NT_B2 15441662 15433568
7DAI_NT_B2 9070858 9079182
11DAI_NT_B2 17687169 17677139

Tabela 6. Unigenes de diferentes basidiomicetos obtidos por sequénciamento

de alto rendimento (RNA-seq) e montados de novo (de novo assembly).

Basidiomiceto

Unigenes

Referéncia

P. pulmonarius EF-88

Peniophora sp.
Coriolopsis gallica
Pleurotus eryngii

Flammulina velutipes

23.297
16.663
28.034
21.558
20.157

Este estudo
Otero et al. (2017)
Chen et al. (2017)

Fu et al. (2016)
Wu et al. (2018)
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Figura 13. Diagrama de Venn, resumindo nimeros de DEGs identificados nos tempos de
cultivo 3, 7 e 11 DAI. A regido de sobreposicdo do diagrama representa DEGs em comum
nos cultivos de P. pulmonarius EF88. A: Diagrama de Venn Global; B: Diagrama de Venn
comparativo entre 0os pontos analisados com DEGSs reprimidos e superexpressos.

A plataforma Blast2GO foi usada para anotar os 23.297 genes
expressos em resposta ao cultivo de P. pulmonarius em torta de pinh&o-manso,
e foram encontrados hits para 12.207 genes, dentre os quais 6.804 estavam

anotados (Figura 14). Dentre as seis principais classes de enzimas, genes que



91

codificam para hidrolases foram mais expressas, seguidas de transferase e
oxidoreductase (Figura 15).

As categorias funcionais de Gene Ontology (GO) foram geradas para
os 351 DEGs identificados por BLAST e categorizados de acordo com funcéo
molecular, processos biolégicos e componente celular. Em 3DAI foram
atribuidas 23 anotagfes relacionadas a funcdo molecular, 11 a processos
biolégicos e 3 a componente celular (Figura 16). Em 7DAI a maior parte dos
genes enriquecidos estdo relacionados a processos biolégicos ao qual foram
atribuidas 20 anotacbes, 11 anotacdes para funcdo molecular e 3 para
componente celular (Figura 17). Em 11 DAI foram identificadas 22 anotacdes
para funcdo molecular, 11 referentes a processo biolégico e 2 a componente
celular (Figura 18).

Os GOs de funcdo molecular atribuidos aos unigenes, de uma forma
geral, desempenham funcdes relativas a sintese de proteinas e na atividade
catalitica de enzimas oxirredutases e hidrolases. No que se refere aos GOs
dentro de processos bidlogicos, as funcdes estdo relacionadas ao metabolismo
e sintese se acidos graxos, processamento de proteinas, manutencdo e
regulacdo do material genético. GOs responsaveis pela resposta ao estresse,
resposta a substancias toxicas e destoxificacdo estdo enriquecidos em 11DAI.
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Figura 14. Total de sequéncias anotadas e mapeadas por Blast2GO pelo banco
de dados INTERPRO para o transcritoma do P. pulmonarius cultivado em torta

toxica e atoxica de pinhdo-manso.
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Figura 15. Numero de sequéncias referentes a grupos de enzimas
identificados durante o crescimento de P. pulmonarius EF8 em torta de pinh&o-

manso.
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Molecular function

[_Jglutathione transferase activity
[l transition metal ion binding
[ structural constituent of cell wall
catalytic activity
Il oxidoreductase activity
[l metal ion binding
[ cation binding
[ zinc ion binding
[l cation-transporting ATPase activity
copper ion binding
[l protein C-terminal S-isoprenylcysteine carboxyl O-methyltransferase activity
iron ion binding
heme binding
[l oxidoreductase activity, acting on paired donors, with incorporation or reduction of molecular oxygen
ATPase coupled ion transmembrane transporter activity
[ primary active transmembrane transporter activity
[ carboxyl-O-methyltransferase activity
hydrolase activity, acting on acid anhydrides, lyzing tr brane mo of
B3] P-P-bond-hydrolysis-driven transmembrane transporter activity
[l O-methyltransferase activity
[l active ion transmembrane transporter activity
[P ATPase activity, coupled to movement of substances
[ ATPase activity, coupled to transmembrane movement of substances

Biological process
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single-organism metabolic process

|j metabolic process

- cation transmembrane transport
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- C-terminal protein methylation

- C-terminal protein amino acid modification
- post-translational protein modification
- macromolecule methylation
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Figura 16. llustracdo das categorias de GO enriquecidos em 3DAI de P.
pulmonarius cultivado em torta de pinhdo-manso.
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Il small molecule binding

[l carbohydrate derivative binding

[ alcohol oxidase activity

- L-methionine secondary active transmembrane
Il ATP binding

Il zinc ion binding

[l high-affinity zinc uptake transmembrane

[l 2-dehydropantoate 2-reductase activity
Il =ndopeptidase activity

Il ketoreductase activity

Il protein processing

[@] cysteine transport

I drug transmembrane transport

D L-alpha-amine acid transmembrane transport
Il zinc ion binding

[T methionine transport

] methionine import

I fatty acid elongation

[ maintenance of DNA repeat elements

Il pantothenate biosynthetic process

[ high-affinity zinc Il ion transport

B replication fork processing

Bl r<plication fork protection

Il n=oative regulation of mitotic recombination
gene conversion at mating-type locus

[ ] mitotic sister chromatid cohesion

] replication fork arrest

mitotic DNA replication checkpoint

[ cell differentiation

! negative regulation of DNA metabolic process

Figura 17. llustracdo das categorias de GO enriquecidos em 7 DAI de P.
pulmonarius cultivado em torta de pinhdo-manso.
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Molecular function

uracil DNA N-glycosylase activity

- hypoxanthine DNA N-glycosylase activity

I hydrolase activity, hydrolyzing N-glycosyl compounds
Il deaminated base DNA N-glycosylase activity

[l RNA-directed DNA polymerase activity

E oxidoreductase activity, acting on CH-OH group of donors
[ antioxidant activity

I oxidoreductase activity, acting on peroxide as acceptor
BB high-affinity zinc uptake transmembrane transporter activity
I ] glucosylceramidase activity

[ aromatase activity

|:| inositol phosphoceramide synthase activity

[ ketoreductase activity

- zinc ion transmembrane transporter activity

Il iron ion binding

[l peroxidase activity

Biological process

RNA-dependent DNA biosynthetic process
response to stress

DNA metabolic process

: cellular oxidant detoxification

- sphingolipid metabolic process

- membrane lipid metabolic process

[ ]detoxification

= response to toxic substance

- cellular detoxification

|___| fatty acid elongation

- inositolphosphoceramide metabolic process

Figura 18. llustracdo das categorias de GO enriquecidos em 11DAI de P.
pulmonarius cultivado em torta de pinhdo-manso.
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Os resultados mostraram que a expressao génica foi diferente em cada
dia analisado e esses dados estéo ilustrados no HeatMap (Figura 19). A cores
em tons amarelos representam que naquele ponto a expressdo génica foi
positiva (genes superexpressos) e a cor vermelha representa uma expressao
negativa (genes menos expressos). No primeiro ponto analisado-3DAI, a
maioria dos genes estdo menos expressos em relacdo ao tratamento controle
(NT). Nos dias subsequentes (7 e 11 DAI) esse cenério foi alterado, ou seja a
expressao génica no tratamento toxico foi maior em relacédo ao tratamento néo
toxico, no entanto grupos génicos estdo menos expressos nos trés momentos.
Deste modo, pode-se obervar também, que a expressdo génica em 7DAIl e 11
DAI foi mais homogénia.

-20 20

3DAI
TDAl
T1DAI

46.887317

23.443909

0.0

g il

Pl ]

£71

W

il

e

Figura 19. Heatmap dos genes diferencialmente expressos em P. pulmonarius
durante 11 dias de cultivo em torta de pinhdo-manso. A expressao génica
diferencial apds o cultivo em torta téxica foi relativo ao cultivo em torta atoxica.
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Em 3 DAI apenas 50 genes foram diferencialmente expressos, dentre
0S quais 37 estavam regulados positivamente (upregulated) no tratamento NT e
reprimidos (downregulated) no tratamento T, e apenas 13 regulados
positivamente no tratamento T. Nesse primeiro ponto, trés genes foram
expressos mais de 5x. Esses DEGs codificam para, Cu (+)-transporting
ATPase, Furin-like cysteine-rich domain e Major intrinsic protein (Tabela 7).
Dois DEGs que codificam para proteinas hidrofobinas também foram reguladas
positivamente no tratamento com torta de pinhdo-manso téxica. Assim como
duas distintas monooxigenases do citocromo P450. Genes que codificam para
proteinas importantes para o metabolismo de lipideos, carboidratos e sintese
de metabdlitos secundérios, como: flavodoxin, acetylxylan esterase, Acyl-CoA
dehydrogenase, Glycoside hydrolase family 16 protein, alpha-D-phospho
hexomutase,6-phospho glucono lactonases e pyro phospho hydrolases, nesse

primeiro momento, foram reprimidos ou menos expressos no tratamento T.
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Tabela 7. Os genes diferencialmente expressos (DEGs) no cultivo de P. pulmonarius EF88 em torta de pinhdo-manso téxica em
comparacao com atoxico, durante o 3° dia de cultivo (3 DAI).

Transcritos

Proteina LogFC FDR
Upregulated
evgsoapTRINITY_DN63324_c0_g1_il Cu-transporting P-type ATPase 7.65 3.5e-05
evgsoapTRINITY_GG_8 ¢2557_g1 i2 Furin-like cysteine-rich domain 6.66 0.022
evgsoapTRINITY_GG_2 c505 gl i4 Major intrinsic protein 5.50 0.0116
evgsoapTRINITY_DN57622_cl1 g2_il Hydrophobin SC3 4.82 9.9e-06
evgsoapTRINITY_DN62114 c0 g1 il Cytochrome P450 monooxygenase yanC
4.03 0.021
evgsoapNODE_27677_length 744 cov_63.3208 915975 i0 Predicted protein
4.03 0.042
evgsoapNODE_11382_length_1453 cov_622.414_g5870_i0 Peroxisomal membrane protein PEX14 3.72 0.009
evgsoapNODE_15919 length 1159 cov_86.9547_g2758 i3 Protein-S-isoprenylcysteine O-
methyltransferase 3.06 0.0129
evgsoapNODE_33374 length 624 cov_583.204_g20404 _i0
Beta 1,3 exoglucanase 3.053 0.011
evgsoapNODE_15306 length 1191 cov_327.81_g7979_i0 i
Hydrophobin SC3 3.036 0.0007
evgsoapNODE_2117_length_3130_cov_397.871_g1137_i0 _
Ostreolysin A6 2.36 0.034
evgsoapNODE_8786_length_1708_cov_180.031_g4315_il Multifunctional cytochrome P450 9 27 0.033

monooxygenase af510



evgsoapTRINITY_DN60104 c1 g1 i3

Downregulated

evgsoapTRINITY_DN63678 cl g1l i3

evgsoaploc5134t3

evgsoapTRINITY_GG_14 c778 gl il
evgsoapNODE_42229 length_489 cov_1675.78_¢g28031_i0
evgsoapTRINITY_GG_8 c2476 gl il
evgsoapTRINITY_DN62310 cO g1 il
evgsoapTRINITY_GG_11 ¢2636 gl il
evgsoapTRINITY_GG_7 _c¢655 gl il
evgsoapTRINITY_GG_2 ¢1353 gl _i2
evgsoapNODE_5865 length 2104 cov_35.2318 g3062_i0
evgsoapTRINITY_DN63384 c0 g1 i2

evgsoaploc80720t1

evgsoapNODE_47520_length_434 cov_6701.98_g32964 i0

Uncharacterized protein

dNTPase

Protein kinase-like

6-phosphogluconolactonases (6PGL)
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

tRNA (adenine(58)-N(1))-methyltransferase
catalytic subunit TRM61

Vegetative incompatibility protein HET-E-1
Cytochrome P450 52E1
Phosphopantetheine

alpha-D-phosphohexomutase

2.09

-10.23

-8.12

-7.87

-7.87

-7.42

-7.34

-6.51

-6.37

-6.33

-6.30

-5.33

-4.37

-4.285

99

0.044

8.49e-12

0.0004

0.002

0.002

0.0069

0.0126

3.453e-10

0.0027

0.0031

0.0067

0.031

0.0053

0.0040



evgsoapTRINITY_DN60732_c0 g1 il
evgsoapTRINITY_GG_10 c246 g1 il
evgsoapTRINITY_GG_2 ¢1316_g1 i3
evgsoapNODE_23410 length 858 cov_148.171 911854 il
evgsoapTRINITY_DN63282 c4 gl i3
evgsoapTRINITY_GG_13 ¢1638 gl i3
evgsoapTRINITY_DN57602_c0 gl i2
evgsoapTRINITY_DN60516 _cO0 g1 il
evgsoapTRINITY_DN63376_c0 g2 il
evgsoapNODE_2794 length_2830 _cov_139.768 g1367_il
evgsoapNODE_36007_length_577_cov_613.99 g22585 i0
evgsoapNODE_22636_length_881 cov_265.783_g12460_il
evgsoapTRINITY_DN55940 c0 g2 il
evgsoapNODE_1781_length_3334 cov_1116.08_g960_i0

evgsoapNODE_14399 length 1245 cov_560.482_g6991 il

Acyl-CoA dehydrogenase

Thymidylate synthase

Vacuolar protein sorting-associated protein
45

flavodoxin

Uncharacterized protein

(S)-coclaurine N-methyltransferase
Uncharacterized protein

Vegetative incompatibility protein HET-E-1
Cutinase/acetylxylan esterase
Cytochrome P450 monooxygenase
Aldehyde oxidase GLOX

Alcohol dehydrogenase

Alpha/Beta hydrolase

NADH:flavin oxidoreductase/NADH oxidase

Alcohol dehydrogenase

-3.91

-3.62

-3.31

-3.26

-3.21

-2.97

-2.93

-2.72

-2.67

-2.55

-2.54

-2.43

-2.42

-2.42

-2.357

0.0164

0.0318

0.0187

0.0040

0.0212

0.031

0.094

0.034

0.0318

0.0475

0.0287

0.0318

0.0225

0.0002

0.0160

100



101

evgsoapTRINITY_GG_8 ¢2598 g1 i2 pyrophosphohydrolases -2.35 0.0187
evgsoaploc13101tl 4-O-methyltransferase 1 -2.327 0.0002
evgsoapNODE_49645 length 415 cov_1485.02_g29778 il Hydrophobin SC3 -2.32 0.0556
evgsoapTRINITY_GG_12 c976 gl i2 Oxidoreductase AflY -2.30 0.0166
evgsoaploc282120tl Thioredoxin-like superfamily -2.21 0.0391
evgsoapTRINITY_DN61004 c2 g1 il Uncharacterized protein -2.18 0.0475
evgsoapTRINITY_DN60351 cO gl i4 Glycoside hydrolase family 16 protein -2.14 0.0318
evgsoapTRINITY_DN58981 cO0 g1 il Uncharacterized protein -2.04 0.0302

evgsoapTRINITY_GG_11 ¢1776 gl il Nitrilase -2.006 0.0558




102

No entanto, em 7 DAI foram identificados 110 DEGs, dos quais, 75
estavam regulados positivamente no tratamento T e 35 DEGs reprimidos ou
menos expressos, em relacdo ao tratamento NT. Quatro DEGs que codificam
para proteinas transportadoras e para uma oxirredutase (2-dehydropantoate 2-
reductase) foram expressos mais de 11x no tratamento T (Tabela 7). Genes
que codificam para proteinas como: Beta-glucuronidase, carbohydrate-binding
module family 13 protein, glycoside hydrolase family 92, Alpha-xylosidase,
aspartic-type endopeptidase, metalloprotease, metalloendopeptidase, Lipase
class 3, Laccase-1 entre outras envolvidas no metabolismo de carboidratos,
lipideos e peptideos, foram superexpressas no tratamento T, de forma
antagbnica ao 3° dia de cultivo (tabela 8). Genes que codificam para
Hidrofobinas, monooxigenases do citocromo P450 e proteinas heat shocks
também foram moduladas positivamente. Em contraste, genes que codificam
para proteinas como: Translation initiation factor IF-2, Zinc finger (Znf), Protein
kinase-like, ABC transporter-like foram reprimidas no tratamento em torta de
pinhdo-manso toxica (T) e reguladas positivamente no cultivo controle (NT).

Ja em 11 DAI o numero de DEGs aumentou para 191, e a expresssao
génica manteve o padrdo observado no ponto antecedente, com 145 genes
positivamente regulados no tratamento T, e 46 genes reprimidos. Como pode
ser observado na Tabela 8, genes que participam do metabolismo de
carboidratos, lipideos e peptideo foram expressos positivamente no substrato
toxico. Genes que codificam para proteinas hidrofobinas, monooxigenases do
citocromo P450 e proteinas heat shocks também foram regulados
positivamente no tratamento T, da mesma forma que em 7DAIl. Genes
envolvidos em processos como replicacdo, transcricdo, sintese de proteinas
mantiveram uma menor expressao em relacdo ao tratamento controle (tabela
9).
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Tabela 8. Os genes diferencialmente expressos (DEGs) no cultivo de P. pulmonarius EF88 em torta de pinhdo-manso téxica em
comparacao com atoxico, durante o 7° dia de cultivo (7 DAI).

Gene Proteina LogFC FDR

Upregulated

Uncharacterized protein

evgsoapTRINITY_DN56991 cO gi_il 15.40 3.2e-07
2-dehydropantoate 2-reductase/Ketopantoate
evgsoapNODE_4866_length 2280 _cov_810.653_g440_i4 reductase 12.96 1.4e-13
evgsoapTRINITY_GG_7_c410_gl_il Uncharacterized protein 12.77 2.9e-09
evgsoapTRINITY_DN60801_c0_gl il Uncharacterized protein 11.61 0.0067
evgsoapNODE_18816_length 1018_cov_468.795_g9295 1 Jncharacterized protein P. ostreatus 8.60 1.766-05
Uncharacterized protein (Pleurotus ostreatus
evgsoaploc281705t1 PC15) 6.51 0.0005
evgsoapNODE_11881_length_1414_cov_106.525_g6124 jo ¢!l surface protein 6.16 0.0214
evgsoapNODE_3297_length_2671_cov_31.7718_g1744_i0 Uncharacterized protein (Pleurotus ostreatus
6.055 0.0067
PC15)
evgsoapTRINITY_DN58115_c0_g1_i1 Extracellular metalloprotease 4.69 0.0015
evgsoapNODE_38532_length 538 cov_3950.52_g24746_i0 transcriptional regulator 4.66 0.0285
evgsoaploc6140t1 carbohydrate-binding module family 13 protein 4.53 0.028
Uncharacterized protein (Pleurotus ostreatus 4.47 0.0071

evgsoapNODE_12034 length_1402_cov_162.068_g5455_i2 PC15)
evgsoaploc56944t1 Uncharacterized protein (Pleurotus ostreatus 4.42 0.054



evgsoapTRINITY_DN61177 cl1 g1 i3

evgsoapTRINITY_GG_13 ¢1007_g1 i1

evgsoapTRINITY_DN60947 c2_gl i4

evgsoapTRINITY_DN61177_c1 gl_i4
evgsoapNODE_41572_length_497 cov_708.007_g27439_i0

evgsoaploc282388tl

evgsoapNODE_26773_length_766_cov_1529.43 5858 i4

evgsoapTRINITY_DN54364_c0_g1_i2

evgsoapNODE_19043_length_1009_cov_12641.4_g10176_i0

evgsoapTRINITY_DN57602_c0 gl i2

evgsoapNODE_33504 length 621 cov_4106.56_g20513 i0

evgsoapTRINITY_GG_8 ¢2183_gl1_i3
evgsoaploc282430t1

PC15)

Uncharacterized protein (Pleurotus ostreatus
PC15)

serum paraoxonases/arylesterases

Uncharacterized protein (Pleurotus ostreatus
PC15)

Uncharacterized protein (Pleurotus ostreatus
PC15)

Nitrite reductase

Very-long-chain 3-oxoacyl-CoA reductase

Putative ankyrin repeat protein
Predicted protein

Uncharacterized protein (Pleurotus ostreatus
PC15)

Uncharacterized protein (Pleurotus ostreatus
PC15)

Uncharacterized protein (Pleurotus ostreatus
PC15)

Beta-ketoacyl synthase
Beta-glucuronidase

4.36

4.29

4.26

4.03

3.91

3.87

3.816

3.73

3.71

3.69

3.68

3.63
3.58

104

0.001

0.0005

0.0214

7.863e-06
0.0437

0.0071

0.0102

0.0392

0.0091

0.007

0.050

0.020
1.87e-08



evgsoapTRINITY_GG_10 c246 gl il
evgsoapTRINITY_GG_11 c1491 g1 i1

evgsoaploc84064t1
evgsoapTRINITY_GG_10 ¢798_g1_il
evgsoapTRINITY_GG_2 ¢1128 gl1_il
evgsoapTRINITY_DN55070_c0_g1_il
evgsoapTRINITY_DN60327 cl gl i2
evgsoaploc79199t1

evgsoapTRINITY_DN57622 cl g2 il
evgsoapNODE_27677_length_744 cov_63.3208_g15975 i0
evgsoapTRINITY_DN52296_c0_g1_il

evgsoapTRINITY_DN64212 cl g2 _i8

evgsoapNODE_25922 length 788 cov_213.948 g14726_i0

evgsoapTRINITY_DN60192_cl1_g2_i7

evgsoapTRINITY_DN61038_c0_g1_i3
evgsoapTRINITY_DN67746_c0_gl1_il

Thymidylate synthase

Uncharacterized protein (Pleurotus ostreatus
PC15)

Methyltransferase

glycoside hydrolase family 92 protein

class | heat shock protein
carbohydrate-binding module family 13 protein
Uncharacterized protein

serine proteases

Hydrophobin SC3

Predicted protein

Uncharacterized protein (Pleurotus ostreatus
PC15)

Uncharacterized protein (Pleurotus ostreatus
PC15)

Uncharacterized protein (Pleurotus ostreatus
PC15)

growth factor receptor

cytochrome P450 monooxygenase
Uncharacterized transporter C1002.16¢

3.57

3.48

3.47

3.45

3.44

3.437

3.42

3.41

3.36

3.31

3.25

3.22

3.14

3.11

3.09
3.08

105

0.028

0.0073

7.83e-06
0.0224
0.007
0.015
0.00795
0.0083

0.039

0.079

0.020

0.0795

0.064

0.071

0.07
0.0027



evgsoapNODE_62091 length_334 cov_1943.77_g47323_i0

evgsoapTRINITY_GG_10 c2072 g1 i1

evgsoapNODE_1433 length 3576 _cov_876.904_g773_i0
evgsoapTRINITY_GG_10_¢260_gl_il
evgsoapTRINITY_GG_7 _c720 g1 il
evgsoapTRINITY_GG_14 c567 gl il
evgsoapTRINITY_DN63601 c4 gl i1l
evgsoapNODE_13911 length 1275 cov_196.655 g7242_i0
evgsoapTRINITY_DN60587 _c0 gl il
evgsoapNODE_29929 length_693_cov_1125.23 g7351_il
evgsoapNODE_27096 length_758 cov_233.967_g15551 i0
evgsoapTRINITY_GG_7 ¢330 g1 il

evgsoaploc281124t1

evgsoaploc36467t1

evgsoapNODE_30565 length 679 cov_2463.36_g7201_i2

evgsoaploc10579t1
evgsoapTRINITY_DN63399 c0_gl1_il

PREDICTED: neurobeachin-like protein 2

U5 small nuclear ribonucleoprotein 40 kDa
protein

Alpha-xylosidase A

Aspartic protease

Uncharacterized protein

Ferredoxin

aspartic-type endopeptidase
carbohydrate-binding module family 13 protein
metalloendopeptidase

No hits found

carbohydrate esterase family 16 protein
lipoprotein LpgB

Uncharacterized protein

Nuclear transcription factor

Uncharacterized protein
ZIP superfamily

Uncharacterized protein

3.08

3.076

3.056

2.98

2.97
2.97

2.96

2.95

2.90

2.86

2.81

2.796

2.61

2.54

2.46

241
2.39

0.067

0.0001

0.08

0.0065

0.0001
0.0013

0.058

0.013

0.00976

0.0079

0.051

0.0503

0.026

0.020

0.0015

0.089
0.001

106



evgsoapNODE_9731 length_1603_cov_123.413 g4102_i2

evgsoapTRINITY_GG_2 ¢1213 g1 i2

evgsoapNODE_35993 length 577 cov_1666.01_g22574 i0
evgsoaploc278283tl

evgsoapTRINITY_DN61823 ¢3 gl i3
evgsoapNODE_6942 length_1938 cov_576.367_g1853 i2
evgsoapTRINITY_DN62402 _c0 gl _i2
evgsoapTRINITY_DN61132 c0 gl i2
evgsoapTRINITY_DN63302_c0_gl1 i2
evgsoapTRINITY_DN61823 ¢3 gl i6
evgsoapNODE_15306 length_1191 cov_327.81_g7979 i0
evgsoapTRINITY_DN46650 _cO gl il
evgsoapTRINITY_DN58573 c0 gl il

evgsoapNODE 44111 length 468 cov_4267.23 29758 i0

Dowregulated

evgsoapTRINITY_DN63828_c0_g1_il

evgsoapNODE_4859 length 2281 cov_549.846_¢g2558 i0
evgsoapTRINITY_DN62310_c0_g1_i3

Lipase class 3

Uncharacterized protein

glycoside hydrolase family 31 protein

Succinate dehydrogenase

Heat shock protein 16

COBW domain-containing protein
MFS general substrate transporter
Transcription factor HIVEP3
Topoisomerase l-associated factor 1
Heat shock protein 16

Hydrophobin SC3

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Laccase-1

Glucan endo-1,3-alpha-glucosidase agnl

SKP1/BTB/POZ domain
2-carboxy-1,4-naphthoquinone

2.38

2.32

2.37

2.33

2.30

2.27

2.23

2.20

2.165

2.15

2.14

2.11

2.106
2.073

-13.44

-8.22
-7.11

0.083

0.094

0.002

0.074

0.005

0.026

0.026

0.054

0.079

0.026

0.017

0.016

0.0111
0.020

0.0001

1.8e-07
0.000464

107



evgsoapTRINITY_DN62756 c2 g3 i5
evgsoapTRINITY_DN60801 c0 gl i5

evgsoapNODE_34434 length 604 cov_149.685 921278 i0

evgsoapTRINITY_DN63844_cl1_gl1_i2

evgsoapNODE_6657_length 1980 cov_138.398 3295 il

evgsoapNODE_7830 _length_1818 cov_37.6222_g4045 i0
evgsoapNODE_22097_length_899 cov_81.686_g12099 i0
evgsoapNODE_22635 length 881 cov_275.953 g12460_i0
evgsoapTRINITY_DN60468_c0_g1_il

evgsoapTRINITY_DN55868_c0_g1_i2

evgsoapTRINITY_GG_11 c2093 gl il
evgsoapTRINITY_DN59202 c0 gl il
evgsoapTRINITY_DN62932 cl1 gl i7
evgsoapNODE_3846 length 2515 cov_24.8675_g2034 i0

evgsoapTRINITY_DN62522_c0_g1_i2
evgsoapTRINITY_DN63507_c3_g5_i3

phytyltransferase

L-type lectin-domain containing receptor
kinase 1V.3

Leucine-rich repeat domain superfamily

basic-leucine zipper (bZIP)

monocarboxylate transporter 1-like isoform X2

glycoside hydrolase family 115 protein
[Pleurotus ostreatus PC15]

Fucose permease

Aromatic amino acid hydroxylase

NADP-dependent oxidoreductase RED1
3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1

Quinoprotein alcohol dehydrogenadehyase-like
superfamily

Kinase-like protein
(R,R)-butanediol dehydrogenase
Protein kinase-like

ABC transporter-like

Uncharacterized protein

ATP dependent RNA helicase

-3.95

-3.79

-3.59

-3.51

-3.33

-3.24

-3.20

-3.17

-2.91

-2.89

-2.75

-2.66

-2.64

-6.84

-4.63

-4.38

108

0.001
0.00232
0.011

0.008

0.0041

0.026
0.033
0.006

0.00873

0.0023

0.085
0.00046
0.0285
0.0734
0.063

0.071



evgsoapNODE_22483_length_886_cov_326.331_g12358_i0

evgsoapTRINITY_DN55868 c0 gl il

evgsoapTRINITY_DN63922 c0 gl i3

evgsoapNODE_20603_length_948 cov_121.207_g11165_i0

evgsoapNODE_7142 length_1910 _cov_516.763_g3700_i0

evgsoapTRINITY_DN61371 cO gl i2

evgsoapTRINITY_DN62965_c1_gl1_il

evgsoapTRINITY_DN62446_c0_g1_i7

evgsoapTRINITY_DN64228 c2 gl i6

evgsoaploc54907t1

evgsoapNODE_3852 length 2514 cov_82.0643_¢g2038_i0

evgsoapTRINITY_DN60121_c0_g2_il

Uncharacterized protein

PE-PGRS family protein

acetyl-CoA synthetase-like protein

Major facilitator superfamily

Zinc finger (Znf)

High-affinity methionine permease

Calcium-transporting ATPase 3

Thioredoxin-like superfamily

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Translation initiation factor IF-2

Zinc finger (Znf)

-2.61

-2.54

-2.461

-2.41

-2.39

-2.35

-2.31

-2.26

-2.231

-2.145

-2.12

-2.100

109

0.054

0.0545

0.073

0.091

0.079

0.001

0.0010

0.051

0.06

0.08

0.094

0.054



evgsoapTRINITY_DN64228 c4 g2 i9

evgsoapNODE_2607_length 2901 cov_941.176_g423 i4

evgsoapNODE_6060_length_2073_cov_95.8023_g3155 i0

evgsoapTRINITY_DN63519 cl1 gl1_i3

Uncharacterized protein

Elongation factor 2

Tip elongation aberrant protein Tea4

Alcohol oxidase 1

-2.08

-2.06

-2.046

-2.006

110

0.041

0.01

0.089

0.0082

Tabela 9. Os genes diferencialmente expressos (DEGs) no cultivo de P. pulmonarius EF88 em torta de pinhdo-manso téxica em
comparacdo com atoxico, durante o 11° dia de cultivo (7 DAI).

Gene

Proteina LogFC FDR
Upregulated
evgsoapNODE_12481 length 1370 _cov_334.84_g6452_i0 ABC transporter substrate-binding protein 7.2 2.81e-07
evgsoapNODE_6942 length_1938 cov_576.367_g1853 i2 COBW domain-containing protein C15D4.05 7.14 1.4e-22
evgsoaploc282388t1 Very-long-chain 3-oxoacyl-CoA reductase 7.02 8.7e-18
evgsoapNODE_52475 length_393 cov_518.74 g37764 i0 6.37 1.846e-05

Uncharacterized protein




evgsoapTRINITY_GG_10_c1048_ gl il

evgsoapTRINITY_DN60192 cl1 g2 i7

evgsoapTRINITY_GG_11 ¢2867 g1 il

evgsoapNODE_19706_length 981 cov_5963.57_g10611 i0

evgsoapTRINITY_DN58115 c0_g1_il

evgsoapTRINITY_GG_5 ¢1791 gl il

evgsoapNODE_33504 length_621 cov_4106.56_g20513_i0

evgsoapTRINITY_DN62374_c0_gl_i4

evgsoapTRINITY_GG_7_c410_g1_i1

evgsoapNODE_41407_length_499 cov_3010.33_g27289_i0

evgsoapTRINITY_DN59286 c0 gl il

evgsoaploc280142t1

evgsoaploc280372t1

Aspartic protease

growth factor receptor

Rhodanese-like protein

Cuticle-degrading protease

Extracellular metalloprotease SMAC_06893

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Sphingomyelinase

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Lipoxygenase 3

Carbamoyl-phosphate synthase

Uncharacterized protein

6.27

5.84

5.56

5.23

5.18

5.05

5.01

4.82

4.47

4.32

4.16

3.95

3.90

111

2.04e-05

1.01e-12

2.96e-15

0.008

5.26e-35

2.51e-09

8.3e-18

3.2e-09

8.4e-19

5.7e-11

8.38e-17

7.3e-08

5.3e-18




evgsoapTRINITY_DN54424 c0 g1 il

evgsoapTRINITY_DN54364 c0 gl i2

evgsoapTRINITY_DN54424 c0 g1 i2

evgsoapNODE_7779_length_1824_cov_8638.01_g4015_i0

evgsoapNODE_60194 length_344 cov_6334.08_g45426_i0

evgsoapNODE_38532_length 538 cov_3950.52_g24746_i0

evgsoapTRINITY_DN62513_c0_g6_i12

evgsoapTRINITY_GG_13 ¢1007_g1_il

evgsoaploc281124t1

evgsoapTRINITY_GG_8 c2751 gl _i2

evgsoaploc276309t1

evgsoapNODE_ 45509 length 453 cov 1962.1 g31054 i0

2-oxo acid dehydrogenase

Predicted protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Hydrophobin SC1

transcriptional regulator

Uncharacterized protein

arylesterases

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

T-complex protein 10

Glutamyl aminopeptidase

3.82

3.81

3.71

3.67

3.57

3.56

3.51

3.47

3.458

3.451

341

3.409

112

2.4e-07

3.4e-22

3.01e-09

9.88e-09

8.7e-18

1.3e-07

5.85e-06

5.37e-05

3.8e-11

6.08e-07

0.014

2.5e-07




evgsoaploc56944t1

evgsoapTRINITY_GG_1 ¢1990 gl i6

evgsoapNODE_19043 length_1009 cov_12641.4_g10176_i0

evgsoaploc282130t1

evgsoaploc84064tl

evgsoapTRINITY_GG_14 c697 gl il

evgsoapNODE_8140_length_1778_cov_4505.24_g3989_il

evgsoapTRINITY_GG_8 ¢2183 g1 i3

evgsoapNODE_19188 length_1002_cov_5763.64_g10269_i0

evgsoapNODE_25922 length 788 cov_213.948 g14726_i0

evgsoapNODE_11036_length_1485 cov_2728.82_g5045_i2

evgsoapTRINITY_DN62717 cl gl _i7

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Carbohydrate-binding module family 13 protein

methyltransferase

SAM-dependent methyltransferase

Uncharacterized protein

Beta-ketoacyl synthase

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

3.34

3.31

3.28

3.24

3.23

3.20

3.19

3.161

3.15

3.11

3.11

3.05

113

8.5e-13

0.001

1.31e-07

1.36e-07

3.96e-17

0.0001

1.8e-10

2.01e-07

7.49e-18

1.5e-15

1.79e-15

0.0001




evgsoaploc77723t1

evgsoapTRINITY_GG_10 c246 gl il

evgsoaploc282430t1

evgsoaploc36467t1

evgsoapTRINITY_DN58573 c0 gl il

evgsoapTRINITY_GG_1 ¢1990 gl i4

evgsoapTRINITY_GG_12_c1251 gl il

evgsoapTRINITY_GG_14 c778 gl il

evgsoapNODE_29152 length_710_cov_11160_g17099 i0

evgsoapNODE_5383_length_2180_cov_48.0499 g2810_i0

evgsoapNODE_41051 length 504 cov_97.1114 g26970_i0

threonine-protein phosphatase PP-Z

Thymidylate synthase

Beta-glucuronidase

Nuclear transcription factor

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

6-phosphogluconolactonases (6PGL)

Uncharacterized protein

FAD-linked oxidoreductase patO

Inositol phosphorylceramide synthase catalytic
subunit aurl

3.04

3.04

3.03

3.03

3.03

2.94

2.94

291

2.87

2.86

2.860

114

0.065

1.10e-06

2.05e-17

3.42e-11

9.54e-14

7.291e-14

3.41e-15

0.013

1.43e-19

0.03

0.03




evgsoapNODE_8376_length_1751 cov_51.2594 g4337_i0

evgsoapTRINITY_DN63930 ¢3 gl il

evgsoapTRINITY_GG_10 c2076_g1 i3

evgsoapNODE_38782_length 535 cov_123.658 g24965 i0

evgsoapTRINITY_DN60947 c2 gl i4

evgsoapTRINITY_GG_8 ¢3080 g1 il

evgsoapNODE_7238 length 1895 cov_65.537_g3746_i0

evgsoaploc281533t1

evgsoapNODE_9791 length_1598 cov_252.955 g4793 i3

evgsoapNODE_5865 length 2104 cov_35.2318 g3062_i0

evgsoapNODE_5269_length_2201_cov_78.5322_g1745_il

evgsoapNODE_8098 length 1783 cov_270.533_g4197 _i0

Cytochrome P450 monooxygenase patl

Uncharacterized protein

14-3-3 proteins

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

DNA primase

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

cytochrome P450 monooxygenase af510

protein HET-E-1

protein HET-E-1

Aldehyde dehydrogenase

2.84

2.82

281

2.80

2.80

2.80

2.79

2.75

2.72

271

271

271

115

0.027

0.001

0.001

1.09e-05

2.75e-07

5.75e-11

0.007

3.10e-07

7.59795e-10

0.001

1.80646e-05

7.478e-06




evgsoapTRINITY_GG_2 c1621_gl il

evgsoapNODE_26570_length 772 cov_708.614 g15178 i0

evgsoapTRINITY_DN62963 c2 gl il

evgsoapNODE_20735 length 943 cov_1348.18 g11245 i0

evgsoapTRINITY_GG_7 ¢330 g1 il

evgsoapNODE_7108_length_1914 cov_67.3755 93679 il

evgsoapNODE_23816 length 846 cov_537.043_g13258 i0

evgsoaploc66177tl

evgsoapNODE_4045 length_2464 cov_1756.77_g2134 i0

evgsoapTRINITY_DN61177 cl gl i4

evgsoapNODE_7444 length_1867_cov_47.8477_g3847_i0

evgsoapTRINITY_DN58327_c0_g2_il

Helicase

Uncharacterized protein)

Homocysteine synthase

Uncharacterized protein

lipoprotein LpgB

Uncharacterized protein

Plant-expansin-like protein

Aspartic peptidase

Aromatic amino acid aminotransferase

Uncharacterized protein

isoprenoid synthase

threonine-protein kinase PLK4

2.69

2.69

2.681

2.66

2.65

2.63

2.62

2.62

2.61

2.56

2.55

2.55

116

8.2848e-10

0.0001

0.0008

9.6e-10

1.6e-06

0.071

0.00012

1.3e-08

2.52e-11

0.001

0.036

0.003




evgsoapNODE_11004_length_1488 cov_3929.53_g5045 i1

evgsoapNODE_26820 length 765 cov_100.851_g15356 i0

evgsoapTRINITY_GG_11 c1748 g1 i1

evgsoapNODE_16238_length_1142 cov_343.519_¢g7877_il

evgsoaploc10579t1

evgsoapTRINITY_DN63448 c0 g2 il

evgsoapTRINITY_DN63483_c1 g3_i4

evgsoaploc10253t1

evgsoapTRINITY_DN58246 cl gl i5

evgsoapTRINITY_DN64236 _c2 g5 i13

evgsoapTRINITY_GG_2 c1474 g1l il

evgsoapNODE_8214 length_1772_cov_23.9575_g4235_il

Carbohydrate esterase family 4 protein

Glycoside hydrolase family 61 protein

Ribonuclease T1

Uncharacterized protein

ZIP superfamily

Polysaccharide monooxygenase Cel6la

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

oxidoreductase EphD

Cytochrome P450 4F5

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

2.54

2.53

2.52

2.52

2.51

2.50

2.49

2.49

2.48

2.475

2.467

2.46

117

5.8e-15

0.008

0.007

2.3e-06

8.3e-20

0.0006

0.060

0.065

0.0002

0.00065

0.0004

0.078




evgsoaploc278283tl

evgsoapNODE_34801 length 597 cov_111.614 921577 _i0

evgsoapTRINITY_DN56534 c0 g2 il

evgsoapTRINITY_DN58664_c0_g1_i2

evgsoapNODE_52357 length_394 cov_107.811 g37647_i0

evgsoapNODE_38691 length 536 _cov_728.089 g24886_i0

evgsoaploc13101tl

evgsoapTRINITY_GG_5 ¢1526_g2_il

evgsoapTRINITY_DN62629 c1 gl1_il

evgsoapTRINITY_GG_8 ¢2281 gl il

evgsoapNODE_2621 length 2893 cov_43.0539 g1391 i0

evgsoapNODE_1478 length 3544 cov_64.9834 g801 i0

evgsoapNODE 1433 length 3576 cov 876.904 g773 i0

Succinate dehydrogenase

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Fatty-acyl-CoA synthase

4-O-methyltransferase 1

Putative glutathione-dependent formaldehyde

Glycoside hydrolase family 61 protein

Flavin-containing monooxygenases (FMOSs)

protein HET-E-1

Uncharacterized protein

Alpha-xylosidase A

2.45

2.43

241

241

2.40

2.39

2.38

2.37

2.36

2.36

2.361

2.36

2.35

118

0.0002

0.002

0.0004

1.2e-05

0.0802

0.050

0.0183

1.34e-07

0.054

3.1e-05

0.005

0.0017

0.042




evgsoapNODE_17647_length_1071 _cov_70.312_g9313 i0

evgsoapTRINITY_GG_13 ¢1838 g1 i3

evgsoapNODE_76943 length_270 cov_2173 g62172_i0

evgsoapTRINITY_DN60733_c0_g1_il

evgsoapNODE_12444 length_1373_cov_36.9469 g6436_i0

evgsoapTRINITY_GG_8 ¢2751 gl1_i3

evgsoapTRINITY_DN62036_c1_gl1_i2

evgsoapNODE_15263 length 1193 cov_70535.2_g4296_i2

evgsoapNODE_3299 length_2670_cov_65.678_g1745 i0

evgsoapTRINITY_GG_5 ¢1215 gl il

Class Il chitinase ARB_03514

Glycoside hydrolase family 92 protein

2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate

cytidylyltransferase

histidine phosphatase

Protein kinase

Uncharacterized protein

lipase

Uncharacterized protein

protein HET-E-1

Cytochrome P450

2.355

2.34

2.32

2.327

2.32

2.30

2.30

2.29

2.294

2.29

119

0.0008

0.0002

0.034

9.27e-07

0.0209

3.85e-09

1.5e-06

4.83e-06

0.002

5.94e-05




evgsoapTRINITY_DN62681 c0_gl i9

evgsoapNODE_45860_length 450 cov_83.2354 31383 i0

evgsoapTRINITY_DN61177 cl1 g1 il

evgsoapTRINITY_DN21651_c0_g1_il

evgsoapTRINITY_DN62382_c0_g1_i2

evgsoapTRINITY_DN63678 cl gl i3
evgsoapTRINITY_DN61177 cl gl i3

evgsoapTRINITY_DN58664_c0_g1_il

evgsoapNODE_25818 length 790 cov_3224.96 _g14651 i0

evgsoapTRINITY_GG_13 c2241 gl il

evgsoapTRINITY_DN60310 cl1 gl i1

evgsoapTRINITY_GG_5 ¢1406_g2_i2

evgsoapTRINITY_DN60332_c0_g1_i2

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Isocitrate lyase

Deoxynucleoside triphosphate
triphosphohydrolase SAMHD1

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

aromatic-L-amino-acid decarboxylase

Cytochrome P450

4-hydroxy-2-oxoglutarate aldolase

Prolyl aminopeptidase

2.27

2.27

2.27

2.27

2.265

2.25

2.23

2.230

2.22

2.220

2.20

2.207

2.2
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0.0006

0.083

0.060

5.71e-12

0.00063

0.013

0.00090

0.0014

0.0016

0.040

2.6379e-09

0.002

2.1661e-05




evgsoapNODE_32503 length_640 cov_5370.74_g10843 i1

evgsoapTRINITY_GG_5 ¢1642 g1 il

evgsoapNODE_1426 length 3586 cov_560.93 g769 il

evgsoapTRINITY_DN61612_c0_g1_il

evgsoapNODE_11881 length 1414 cov_106.525 g6124 i0

evgsoapTRINITY_GG_7 ¢720 g1 il

evgsoapNODE_3412_length_2632_cov_92.1731_g1809_i0

evgsoapTRINITY_DN60493_c0_g1_i2

evgsoapTRINITY_DN58501 cO0 gl il

evgsoapTRINITY_GG_12 c1131 g2 il

evgsoapTRINITY_DN64330_c1_gl1_i8

evgsoapTRINITY_DN46901_c0_g1_il

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Carboxylic ester hydrolase

Glycoside hydrolase family 30 protein

cell surface protein

Uncharacterized protein

F-box domain

Uncharacterized protein

Pre-mRNA splicing factor

Uncharacterized protein

Stabilin-2

Hydrophobin SC3

2.18

2.17

2.17

2.17

2.17

2.17

2.16

2.15

2.13

2.12

2.11

2.098
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1.4071e-10

1.70579e-13

0.0798085

0.002

0.0001

0.0048

1.5e-05

3.5e-06

6.5e-06

2.1e-05

0.0001

0.0005




evgsoapNODE_19456 length_992 cov_412.815 g8460 i1

evgsoapNODE_20594 length 948 cov_439.831_g10295 il

evgsoapTRINITY_DN58326 c0 gl il

evgsoapTRINITY_DN61823_c3_gl1_i6

evgsoapTRINITY_DN61132 c0 gl i2

evgsoapNODE_25842 length_790_cov_106.766_g14668_i0

evgsoapTRINITY_DN58307_c0_g1_il

evgsoapNODE_1525 length 3506 _cov_53.0835_g826 i0

evgsoapNODE_ 3958 length 2488 cov 1737.04 g2100 i0

Dowregulated

evgsoapTRINITY_GG_8 ¢2158 gl il

evgsoapNODE_28256 length 730 _cov_639.904 g16426 i0

evgsoapNODE 5627 length 2140 cov 625.068 g2943 i0

Cytochrome P450

Cytochrome P450

Putative uncharacterized oxidoreductase

Heat shock protein 16

Transcription factor HIVEP3

mannosyl-oligosaccharide alpha-1

Uncharacterized protein

Vegetative incompatibility protein HET-E-1

Uncharacterized protein

GTP-binding protein rhol

Uncharacterized protein

Glyoxylate reductase/hydroxypyruvate reductase

2.08

2.07

2.07

2.070

2.05

2.047

2.0345

2.03

2.028

-9.93

-6.49

-4.81

122

1.06e-05

0.0027

0.0004

0.0490

1.09e-10

0.021

0.0280

4.24e-05

4.5e-11

2.7e-27

6.9e-05

6.53e-17




evgsoapTRINITY_GG_10 c1521 g1 il

evgsoapTRINITY_DN59618 ¢3 g2 il

evgsoapNODE_42229 length 489 cov_1675.78_g28031_i0

evgsoapNODE_4471_length_2358_cov_1050.76_g2215_il

evgsoapNODE_22483 length_886_cov_326.331_g12358 i0

evgsoapNODE_6426 length 2018 cov_443.434_g2206_i5
evgsoapTRINITY_DN62511 c4 gl i4
evgsoapTRINITY_DN59202_c0_g1_il

evgsoaploc26654t1

evgsoapTRINITY_DN62808 c0 g1 il
evgsoapTRINITY_DN64330 _cl gl i2
evgsoapTRINITY_DN62728 c0 g2 i3
evgsoapTRINITY_GG_11 ¢c2636 gl il

evgsoapTRINITY_DN64277_c0_gl1_i7

evgsoapNODE 10683 length 1516 cov 665.949 g5502 i0

Growth arrest-specific protein 2 (GAS2)

DNA-directed RNA polymerase subunit beta

Uncharacterized protein

Diacetyl reductase [(S)-acetoin forming]

Uncharacterized protein

short-chain dehydrogenases/reductases family

Lytic transglycosylase catalytic
(R,R)-butanediol dehydrogenase
Uncharacterized protein

cytochrome P450 monooxygenase af510
Laminins

ketoacyl-ACP synthase

Uncharacterized protein

Acylcarnitine hydrolase

transglycosylase

-3.30

-3.08

-2.84

-2.78

-2.78

-2.72

-2.65

-2.64

-2.63

-2.59

-2.56

-2.551

-2.53

-2.459

-2.45

123

1.0e-09

3.9e-05

0.001

1.9e-10

2.31e-06

4.7e-05

0.0001
2.2e-14
4.2e-05
1.9e-11
2.0e-06

0.002
6.5e-17
9.6e-07

9.6e-06




evgsoapTRINITY_GG_7 c1478 g1l il

evgsoapTRINITY_GG_12 ¢1190 g1 i1

evgsoapTRINITY_DN47446 c0_g1 il

evgsoapNODE_22309 length 892 cov_297.366_g12245 i0

evgsoapTRINITY_DN63519 cl1 gl i3

evgsoapTRINITY_DN58877 _c0 gl il

evgsoapNODE_35224 length 590 cov_199.617_g21923 i0

evgsoapNODE_5378 length 2181 cov_666.36_g1863 i3

evgsoapNODE_32262_ length 645 cov_517.481_g19514 i0

evgsoapTRINITY_DN62821 c4 g4 i2

evgsoapTRINITY_DN59794_c0_g1_il

evgsoaploc281849t1

5'3'-exonuclease -2.43
alcohol dehydrogenase -2.385
Glycosyltransferase family 87 -2.37
ABC transporter-like protein -2.35
Alcohol oxidase 1 -2.33
Uncharacterized protein -2.33
Uncharacterized protein -2.318
Uncharacterized protein -2.24
Adenine deaminase -2.23
Aminotransferase -2.22
Uncharacterized protein -2.17
acyl-CoA N-acyltransferase -2.16

124

1.2e-14

1. 8e-09

0.0002

7.4e-06

4.33e-11

3.4e-09

0.0004

1.0e-09

1.80e-05

0.004

0.0002

0.074




evgsoapNODE_12191 length 1391 cov_71.8937_g6290 i0

evgsoapTRINITY_DN63448 c0 g2 i4

evgsoapNODE_1119 length 3846 cov_65.2706_g606_il

evgsoapNODE_14071 length_1265 cov_556.575_g7320_i0

evgsoapNODE_37070_length_560_cov_104.242 923487 _i0

evgsoapTRINITY_DN57749 c0 gl i2

evgsoapNODE_16993 length 1103 cov_176.797_g8938_i0

evgsoapNODE_4968 length 2260 cov_26.317_g2603_i0

evgsoapTRINITY_DN60486_c3 gl il

evgsoapNODE_48357_length_426_cov_1819.99 g33759_i0
evgsoapTRINITY_GG_12 c944 _¢g1_il

evgsoapTRINITY_DN60220 _c1_gl1_il
evgsoapTRINITY_GG_12 ¢1193 gl1_i2

AB hydrolase superfamily protein YdjP

Glycoside hydrolase family 61 protein

Bifunctional solanapyrone synthase

RNA-directed DNA polymerase from mobile

element jockey

heat shock protein

DNA excision repair protein ERCC-1

Glutamine amidotransferase (GATase)

Uncharacterized protein

Glycosyl transferase

Uncharacterized protein
Farnesyl pyrophosphate synthase

Amino-acid permease indal

N-glycosidase R617

-2.15

-2.153

-2.15

-2.136

-2.12

-2.10

-2.10

-2.066

-2.06

-2.06

-2.062

-2.062
-2.04

125

5.9e-05

0.019

0.001

0.0022

0.0002

0.0143

0.002

0.004

0.0325

0.0325

7.3e-05

2.5e-12
2.5e-07
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evgsoapNODE_20113 length_966_cov_54.9232_g10857_i0 Uncharacterized protein 203 0.001

evgsoapTRINITY_DN62479 c0 gl i5 . .
Uncharacterized protein 2014 0.053

evgsoapNODE 49870 length 413 cov 511.855 g35197 i0 Uncharacterized protein -2.006 4.5e-06
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Somente um DEG, identificado como tms1, foi comum nos trés pontos
avaliados, esse 0 gene codifica para Thymidylate synthase (TS). Sete DEGs
foram compartilhados entre 3DAI e 7DAI, dentro os quais, dois codificam para
diferentes proteinas hidrofofinas e estdo superexpressos em ambos os dias.
Sete também foi o nUmero de DEGs em comum nos dias 3 e 11. Apenas dois
desses genes mativeram o padrdo comportamental e continuaram regulados
negativamente durante todo o periodo avaliado, esses genes codificam para
proteinas ainda ndo caracterizadas. Genes que codificam para metabdlitos
secundéarios em 3DAI estdo reprimidos, no entanto em 7DAI a expressao
torna-se positiva (Figura 21). Tais informacdes ressaltam as diferentes
respostas moleculares e bioldgicas do fungo em decorréncia do tempo de
cultivo ou em funcéo do composto téxico.

Nos dias 7 e 11 dias o numero de DEGs em comum foi maior (33), e
todos apresentaram o0 mesmo padrdo, ou seja, O gene permaneceu
upregulated ou downregulated. Apenas trés desses genes foram reprimidos ou
menos expressos no bioensaio T. Esss genes sé&o identificados como:
METBIDRAFT_ 42631, bdhA e AOX1, dos quais os dois ultimos DEGs
codificam para duas oxirredutases butanediol dehydrogenase e Methanol
oxidase 1, respectivamente (Figura 21).

Genes que codificam para proteinas envolvidas na degradacdo de
compostos téxicos como esterase e metaloprotease estdo reguladas
positivamente em 7DAI e 11DAIl. Assim como genes que codificam para
hidrolases envolvidas no metabolismo de carboidrato e lipideo. Como discutido
no capitulo Il, a degradacéo dos ésteres de forbol foi mais acentuada entre os
dias 7 e 12 de cultivo.
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protein HET-E-1

Uncharacterized protein

6-phosphogluconolactonases (6PGL)

4-O-methyltransferase 1
dNTPase

Uncharacterized protein

Predicted protein
Protein kinase-like

Hydrophobin SC3

Hydrophobin SC3
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein

Thymidylate synthase

10 8 6 -4 -2 0 2 4 6

LogFC

Figura 20. Genes em comum que estdo diferencialmente expressos pelo
basidiomiceto P. pulmonarius EF88 nos trés momento analisados (3DAI, 7DAI e

11DAI).

Uncharacterized protein
Succinate dehydrogenase L N R R U - 3D
Uncharacterized protein - 11D
Very-long-chain 3-oxoacyl-CoA reductase —] 7D

Cell surface protein ]
Transcriptional regulator
Alpha-xylosidase A

Methyltransferase
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein

Beta-ketoacyl synthase ]
Beta-glucuronidase ]

Transcription factor HIVEP3
Lipoprotein LpqB [ s
Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

Growth factor receptor ]

Uncharacterized protein
ZIP superfamily
Metalloprotease

Alcohol oxidase 1 o 1

Uncharacterized protein
COBW domain-containing protein

Heat shock protein 16 1
Predicted protein
Uncharacterized protein

Arylesterases .
R.R)-butanediol dehydrogenase
Nuclear transcription factor
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein
Uncharacterized protein o e i e e e B
Thymidylate synthase T ———

LogFC

Figura 20. Genes em comum que estdo diferencialmente expressos pelo
basidiomiceto P. pulmonarius em 7 e 11DAI.
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Genes que codificam para proteinas hidrofobinas e para monooxigenases
do citocromo 450 estao expressas em todos os tempos de cultivo analisados 3,
7 e 11DAI (tabela 10). Proteinas envolvidas no metabolismo de lipideo e
carboidratos estdo expressas positivamente em 7 e 11 DAI, tempos de cultivo
onde a resposta de degradacdo dos ésteres de forbol se intensifica. Genes
candidatos a degradacdo dos ésteres de forbol estdo apresentados na tabela
10 e 11, a sequir, e serdo discutidos posteriormente.

Tabela 10. DEGs candidatos a degradagdo dos ésteres de forbol por P.
pulmonarius EF88 expressos em todos os tempos de cultivo analisados.

Gene LogFC Proteina

3 DAI

G3Y416 4.03 Monooxigenase P450
HYD-1 4.82 Hidrofobina
POH2 3.03 Hidrofobina
7DAI

WOLCODRAFT_167027 3.09 Monooxigenase P450
HYD-1 3.36 Hidrofobina
POH2 2.14 Hidrofobina
11DAI

patl 2.84 Monooxigenase P450
af510 2.72 Monooxigenase P450
Cyp4fs 2.47 Monooxigenase P450
ppoA_3 2.20 Monooxigenase P450
KUTG_07618 2.08 Monooxigenase P450
ppoA 2.07 Monooxigenase P450
Hydph7 3.57 Hidrofobina

Hydph8 2.09 Hidrofobina
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Tabela 11. DEGs candidatos a degradacdo dos ésteres de forbol por P.
pulmonarius EF88 expressos em 7DAI e 11DAI.

Gene 7DAI 11DAI Proteina
LogFC LogFC

DFR76_10551 2.79 2.65 acetoacetyl-CoA thiolase
sdhaflA 2.33 2.45 Succinate dehydrogenase
PLEOSDRAFT 50927 3.87 7.02 Very-long-chain 3-oxoacyl-

CoA reductase

CHU_2040 3.63 3.16 Esterase
axIA 3.05 2.35 Alpha-xylosidase
NCU00937 3.58 3.03 B-glucuronidase
SMAC 06893 4.69 5.18 Metalloprotease

PLEOSDRAFT_1083952 4.29 3.47 flavin reductase
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4.2 Validacao genes candidatos a degradacado de ésteres de forbol

Baseados nos resultados de expressao génica diferencial obtidos in
silico, foram selecionados um total de 21 genes do EF88 candidatos a
degradacédo dos ésteres de forbol presentes na torta de pinhdo-manso (tabela
9 e 10). Todos os 21 genes candidatos foram validados quanto sua expressao
via RT-gPCR e a andlise de expressado génica foi dada pela diferenga entre as
médias da expressao relativa entre os tratamentos T e NT.

Dados in silico de expressao diferencial génica indicou que quatro
diferentes genes (HYD-1, POH2, Hydph7, Hydph8) codificadores de proteinas
hidrofobinas, foram diferencialmente expressos em todos os dias de cultivo
avaliados. Sendo assim, esses genes foram selecionados como potenciais
candidatos a degradacédo dos ésteres de forbol.

Como possivel observar na figura 22 o gene HYD-1 estava regulado
positivamente em 3DAIl e 7DAI, com expressdo relativa de 0,75 e 0,48,
respectivamente. No entanto em 11DAIl a expressdo génica se altera, e 0
gene passa a estar regulado negativamente (-0,1095) no tratamento T. O
Gene POH2 esta superexpresso em todos os dias analisados. A expressao foi
maior em 3 e 7 DAI com expressao relativa de 0,87 e 0,83, respectivamente.
Em 11DAI a expressdo continua postitiva, no entanto, diminui para 0,36.
Dentre os quatros diferentes genes que codificam para hidrofobinas, a menor
expressao foi do gene Hydph7, que em 3DAI estava regulado negativamente
com expressao relativa de -2,2. Em 7DAI e 11DAIl a expressdo passa a ser
positiva, com maior expressdo em 11DAI. J& o gene Hydph8 estava expresso
positivamente em todos os dias. Em 3 DAI a expressao relativa foi de 0,65,
em 7DAI a expressdo aumenta para 3,2 e no ultimo dia analisado (11DAI) a

expresséo foi de 0,6 (Figura 22).
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HYD-1 POH2
1.54

1.0

0.5

-0.5 T T T 0.0-
3 7 11 3 7 11
DAYS DAYS
Hydph7 Hydph8
1 4- *
* *

DAYS

Figura 22. Niveis de expressao relativa dada pela raz&o entre os tratamentos T
e NT dos genes que codificam para hidrofobinas, que sé@o proteinas candidatas
a degradacdo dos ésteres de forbol da torta de pinhdo-manso. * Modulagéo
estatisticamente diferente em relacdo ao tratamento téxico e ndo toxico.

As monooxigenases do citocromo P450 também sdo enzimas
candidatas a degradacao dos ésteres de forbol, como indicado nos resultados
in silico. Diferentes genes que codicam para essas enzimas estdo
positivamente expressas em todos 0os momentos analisados. Dessa forma, os
genes G3Y416, Q4WAZ6, WOLCODRAFT_ 167027, patl, af510, Cyp4f5,
ppoA_3, ppoA, KUTG_ 07618 que codificam para monooxigenases do
citocromo P450 foram validadas quanto sua expressao relativa via RT-qPCR.

Dos 9 genes que codicam para essa classe de enzima, apenas 0s genes
Q4WAZ6 e KUTG_07618 mostraram uma expressdo génica diferente dos
demais (Figura 23). O gene Q4WAZ6 apesar da expressdo positiva em todos
0s momentos 3-7-11 DAI, apresentou uma diminicdo na expressao em 7DAI,
como obervado na figura 23. O gene KUTG_07618 foi o0 menos expresso

guando comparado aos demais, em 3DAI sua expressao estava reprimida ou
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menos expressa em relacéo ao tratamento controle NT (-0,6). Em 7 e 11 DAl a
expressdo passa a ser positiva, com valores relativos de 0,35 e 0,06,
respectivamente. O perfil de expressdo relativa dos genes G3Y416,
WOLCODRAFT_167027, patl, af510, Cyp4f5, ppoA_3, e ppoA foi semelhante-
aumento da expressao nos primeiros dias (3-7DAI) e em 11DAIl a expresséo

diminui ou esté reprimida em relacdo ao tratamento atoxico-NT.

Gene G3Y416 Gene Q4WAZ6 Gene WOLCODRAFT_167027
1.5 1.0 * 1.0 *
¥ T = .
* e * 0.5 ==
1.0 —I— 06 I
] * i 0.4 . = 00
0.5 0.24
0 e il ==
Em °' i i
0.0 v T T 0.2 . . . 1.0 r
2 7 11 3 7 11 3 7 1
DAYS DAYS DAYS
Gene patl Gene af510 Gene Cyp4fs

*
-
1.04 * 10 * =]=
0.5 .
0.5 . e
: 0.5
0.0

0.0

* *
1.0 0.5 . ; as *
3 7 1 3 7 1 3 7 11
DAYS DAYS DAYS
Gene ppoA_3 Gene ppoA Gene KUTG_07618
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* 1
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0.2 0.5 =
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Figura 23. Niveis de expressao relativa dada pela raz&o entre os tratamentos T
e NT dos genes de EF88 que coficam monooxigenases do citocromo P450,
proteinas candidatas a degradacao dos ésteres de forbol da torta de pinh&o-
manso. * Modulacédo estatisticamente diferente em relacdo ao tratamento téxico
e nao toxico.

Os resultados in silico também indicaram que genes que codificam para
enzimas envolvidas em outros processos de degradacdo de xenobidticos

estavam diferencialmente expressos. Como por exemplo, 0S genes
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DFR76_10551, SMAC_06893 e CHU_ 2040 gque codificam para uma thiolase,
metalloprotease e esterase, respectivamente.

Os resultados de expressao génica por RT-gPCR mostrou que o gene
DFR76_10551 estava superexpresso na torta toxica em todos os dias
analisados. A maior expressao foi em 3 DAI, onde a expressao relativa foi de
1,05, em 7DAI a expressdo diminui para 0,64 e em 11DAI a expressao foi de
0,01. A expressao do gene SMAC_06893 foi positiva na torta toxica em todos
0S momentos, com expressao relativa de 0,91; 0,67 e 1,02. O gene CHU_2040
que codifica para uma esterase apresentou expressao positiva nos primeiros
dias analisados (3 e 7) com maior expressao em 7DAI. Nao houve diferenca

significativa nos valores de expressao dos tratamentos em 11DAI (figura 24).

Gene DFR76_10551 Gene SMAC_06893
1.5+ * 1.5+
10{ == %
1.04
-
0.5 K
*
0.5-
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0.5 : . : 0.0
3 7 1
DAYS DAYS

GENE CHU_2040
1.0 *

0.3 *

0.6 ——

0.4

0.2

0.0

-0.2

3 7 11
DAYS

Figura 24. Niveis de expressao relativa dos genes de EF88 que coficam para
thiolase, metalloprotease e esterase, proteinas candidatas a degradacdo dos
ésteres de forbol da torta de pinh&o-manso. * Modulagcdo estatisticamente
diferente em relacéo ao tratamento toxico e néo téxico.
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Os resultados in silico mostraram que o0s genes sdhaflA,
PLEOSDRAFT_50927, PLEOSDRAFT_1083952 que codificam
respectivamente para Succinate dehydrogenase, Very-long-chain 3-oxoacyl-
CoA reductase, flavin reductase estavam positivamente expressos no
tratamento toxico. No entanto, nos dados de expresséao relativa via RT-gPCR
0s trés genes apresentaram comportamento diferente dos dados de expressao
diferencial in silico, como apresentado na figura 25, os genes estavam

negativamente expressos no substrato toxico.

Gene sdhaf1A PLEOSDRAFT_50927
0.2- 0.0
-0.2
0.0-
-0.4 * *
0.2+ -0.6-
* 0.8
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Gene PLEOSDRAFT_1083952
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===
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3 7 11
DAYS

Figura 25. Niveis de expressao relativa dos genes que coficam para Succinate
dehydrogenase, Very-long-chain 3-oxoacyl-CoA reductase, flavin reductase,
proteinas candidatas a degradacao dos ésteres de forbol da torta de pinh&o-
manso. * Modulacao estatisticamente diferente em relagédo ao tratamento toxico
e nao toxico.
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De acordo com os dados in silico, dois genes envolvidos no metabolismo

de carboidratos foram diferencialmente expressos na torta toxica. No entanto,

de acordo com os dados de expresséo relativa via RT-gPCR, o gene axIA que

codifica para uma alpha-xylosidase, ndo apresentou diferenca estatistica entre

os tratamentos em 3 e 7 DAIL. Em 11 DAI, a expressdao relativa em torta toxica

foi negativa. O gene NCUO00937 que codifica para uma B-glucuronidase

apresentou expressao relativa positiva em todos os momentos em torta téxica

nos dados de RT-qPCR (figura 26).

GENE axIA Gene NCU00937
0.2 - 1.51 *
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Figura 26. Niveis de expressao relativa dos genes de EF88 que coficam para
alpha-xylosidase e B-glucuronidase, proteinas candidatas a degradacdo dos
ésteres de forbol da torta de pinhdo-manso. * Modulacdo estatisticamente
diferente em relacéo ao tratamento toxico e ndo téxico.
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4.3 Secretoma global e analise proteémica do P. pulmonarius

Foram identificadas 106 proteinas reguladas entre os tratamentos
toxicos-T e nao toxico-NT em 9 dias de cultivo, sendo apenas uma delas
identificada no banco do vegetal, que permitiram o agrupamento de replicatas e
distincdo entre condicbes. Como critério adicional de estringéncia, foram
consideradas apenas as proteinas identificadas com dois ou mais peptidios,
limitando o total de proteinas reguladas a 23, nenhuma das quais pertencente a
Jatropha curcas (pinhdo-manso). Em 12 DAI foram identificadas 119 proteinas
reguladas entre as condigcbes analisadas, sendo apenas duas delas
identificadas no banco de pinhdo-manso, que permitiram o0 agrupamento de
replicatas e distingdo entre condicfes. As proteinas reguladas foram agrupadas
em clusters de acordo com seus perfis de abundancia. Como critério adicional
de estringéncia, foram consideradas apenas as proteinas identificadas com
dois ou mais peptidios, limitando o total de proteinas reguladas a 40, ainda
contendo as duas proteinas vegetais, as quais foram excluidas a partir das
analises de agrupamento de proteinas, vias metabdlicas e ontologia génica

Dessa forma foi realizada uma segunda etapa de analise estatistica
utiizando-se a plataforma MetaboAnalyst (Chong et al.,, 2018). Foi
incrementada a andlise multivariada de forma a se obterem os Variable
Importance Projection scores (VIP-scores), indicando as proteinas que melhor
discriminam entre as condicOes e partial least squares discriminant analysis-
PLS-DA como forma de aprimorar, em relagdo a andalise de PCA, a deteccao
de grupos de proteinas diferencialmente abundantes (Le Cao et al.,, 2011),
mostrado na figura 28. Foram também gerados graficos de correlacées entre
as todas proteinas reguladas (figura 29). Apds as correcdes estatisticas, foi
gerado novo mapa de correlacdo entre condicbes por perfis de abundancia
para as 23 principais proteinas em 9DAI e 40 principais proteinas em 12DAI,
apontadas pela nova analise (30).

A andlise de PLS-DA mostrados na figura 28 dos grupos de proteinas
diferencialmente abundantes nos tratamentos T e NT, confirmam a hipotése
que P. pulmonarius EF88 apresenta resposta metabdlica diferente quando

cultivado em torta de pinhdo-manso com presenca e auséncia de éster de


https://pt.wikipedia.org/wiki/An%C3%A1lise_de_componentes_principais
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forbol. Os resultados de correlagbes entre o conjunto completo de proteinas
analisadas mostrando a raz&o entre as abundancias relativas normalizadas de
cada proteina regulada, 23 em 9DAI e 40 em 12DAI, estéo ilustrados na figura
28. Tons de vermelho indicam correlacdo positiva, tons de azul, correlacdo
negativa.

As proteinas que melhor discriminam entre as condi¢des, em 9DAIl e 12
DAl estdo apresentados na figura 30. Dentre as proteinas que mais se
discriminam nos tratamentos T e NT em 9DAI, destacam-se AOA067T9i9,
AOAO67NYTS5, AOAO67NRLS6, AOA067NZ51, identificadas como
metalloproteinase, heat shock protein, Cytochrome b5 e hidrolase de éster
carboxilico, respectivamente. J& em 12DAIl dentre as proteinas que melhor
discriminam entre os tratamentos AOA0O67NTAO, AOAO67NEB2, AOA067P2R6,
AOA067P227, AOAO67NLX2, AOAO67NYG5, AOA067NHH3 identificadas como
metalloprotease, keto reductase, aminoendopepitidase, Glutamine
amidotransferase, Cytochrome b5, Polysaccharide Ilyase e Aldehyde

dehydrogenases, respectivamente.
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4.4 Gene Ontology e Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

As categorias funcionais de Gene Ontology (GO) e vias de Kegg (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes), foram geradas para as proteinas
reguladas nos tratamentos avaliados, toxico (T) e ndo toxico (NT). Para permitir
uma andlise adequada de representacédo de vias e termos GO, foi realizado um
mapeamento dos cbédigos de acesso das proteinas para codigos de genes nos
bancos pertinentes aos programas de predicdo. Para isso, foi utilizada as
plataformas de mapeamento BLASTKoala para identificar as vias de Keeg e
Blast2GO para gerar os termos de GO. A plataforma Revigo revelou
agrupamentos semanticos entre os termos GO mais frequentes associados as
proteinas reguladas.

Sobre as analises de Kegg, duas vias distintas contendo proteinas
reguladas foram detectadas por BLASTKoala. Em 9DAI foram atribuidos 12
anotacdes para a categoria de funcdo molecular, relacionados principalmente a
hydrolase activity. Em relacdo a categoria de processos bioldgicos foram
identificados 9 anotacfes, ao qual a maior parte esta relacionada a organic
substance metabolic process e primary metabolic process. Em relacdo a
categoria de componente celular foram atribuidas 10 anota¢Bes, envolvidos
principalmente em processos intracelulares.

Em 12DAI foram identificadas 9 anotacdo para fungdo molecular, e
assim como em 9DAI a maior parte também esta relacionada a hydrolase
activity. Os GO relacionados a categoria de processos bioldgicos em 12DAI se
assemelharam aos resultados encontrados em 9DAI. J4 em relacdo a categoria
de componente celular foram atribuidas 11 anotacdes também relacionados,
em sua maioria, a processos intracelulares.

No que se refere aos agrupamentos semanticos de funcdo molecular
mais frequentes em 9DAI e 12DAI, destacam-se atividade catalitica, de
hidrolase, de metaloproteinase, peroxiredoxin, ligacdo de celulose e
carboidrato. Entre os termos mais frenquentes agrupados na categoria de
processos biologicos, as fun¢des que mais se destacam estéo relacionadas a
cellular oxidant detoxification response to reactive oxygen species, oxydation-

reduction process e cell redox homeostasis.


https://www.genome.jp/kegg/
https://www.genome.jp/kegg/
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Figura 32. A-C: Distribuicdo geral de termos GO dentre as proteinas reguladas em 9DAI por P. pulmonarius cultivado em torta de
pinhdo-manso. A: FuncBes moleculares; B: Processos bioldgicos; C: Componentes celulares.
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Figura 33. Distribuicao geral de termos GO dentre as proteinas reguladas em
12DAI por P. pulmonarius cultivado em torta de pinhdo-manso. A: Funcdes
moleculares; B: Processos biologicos; C: Componentes celulares
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Figura 35. A-C: Agrupamento semantico das proteinas reguladas em 9DAI
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5. Discussao

5.1 Anélise Gene Ontology (GO)

As trés classificacbes de termos de Gene Ontology (GO): funcao
molecular, processos biolégicos e compomente celular foram enriquecidas
durante todos os dias avaliados, tanto no dados transcritbmicos quanto
protedmicos. Esses dados mostram a complexidade da resposta do macro-
basidiomiceto EF88 em relacdo ao cultivo em torta de pinhdo-manso. A
categoria de funcdo molecular apresentou o maior nimero de subcategorias
de termos GO, e dentro dos quais se destacaram: atividade transportadora e
atividade de oxirretudases. Em relacdo as subcategorias de processos
biolégicos se destacam: resposta ao stress, detoxificacdo, resposta a
substancia toxica, celular destoxificacao enriquecidos em 11DAI.

No que se refere aos dados proteicos, a categoria componente celular
apresentou maior numeros de subcategorias (11) em ambos os dias
analisados, das quais se destacam 0s processos intracelulares. Ja entre as
subcategorias de processos biologicos, destacam-se: processo metabdlico de
nitrogénio, processo metabdlico de substéncias organicas e processo de
oxidacao-reducdo. Com relacdo a funcdo molecular, duas subcategorias de
termos GO foram mais abundantes: atividade hidrolase, principalmente
atividade de metalopepitidase e atividade de oxiredutase.

Em 11 DAI GO relacionados a atvidade antioxidante esta enriquecido,
indicando que o microrganismo esta sofrendo um stress oxidativo e dessa
forma aciona enzimas antioxidantes para manter a homeostase redox do
organismo. Os resultados de Gene Ontology proteicos indicam que o cultivo de
P. Pulmonarius EF88 em torta de pinhdo-manso pode desencadear um
estresse oxidativo, processos biolégicos relacionados cell redox homeostasis e
cellular oxidant detoxification foram identicados tanto em 9DAI quanto em
12DAI.

Segundo Inari, a micotoxina PAT desencadeia um estresse oxidativo

na levedura Sporobolomyces sp, que em reposta a esse desequilibrio ativa a



expressédo de sistemas antioxidantes e de desintoxicagdo celular. A analise
transcritdmica de comunidades microbianas encontradas em resina de
pinheiro, substrato rico compostos terpénicos, identificou 40 géneros
bacterianos presentes nesse microbiota. Também foram identificados genes
envolvidos na degradacdo de terpenos, incluindo o cluster génico (dit)
envolvido na via de degradacdo de terpenos aciclicos. Os GOs enriquecidos
nesse trabalho estdo relacionados a atividade transportadora, NADH

dehydrogenase e hidrolase de éster carboxilico (Vilanova et al., 2014).

5.2 Metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas

Diferentes enzimas relacionadas ao metabolismo de carboidratos, lipideos
e proteinas estdo reguladas positivamente durante o crescimento de P.
pulmonarius EF88 em torta de pinhdo-manso. Resultados de expressao
diferencial in silico indicaram que os genes axlA e NCUO0O0937 que codificam
para Alpha-xylosidase e B-glucuronidase, respectivamente, estavam
modulados positivamente no cultivo de P. pulmonarius em torta de pinhéo-
manso toxica. No entanto, nos dados de RT-gPCR apenas o gene NCU00937
estava diferencialmente expresso no cultivo toxico, a expressdo do gene axIA
ndo diferiu estatisticamente do cultivo controle em 3DAI e 7DAI, em 11DAI a
expresséo foi negativa.
Andlises de expressao diferencial de genes, Gene Ontology- GO e
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes-KEGG indicam que genes e
proteinas envolvidas na degradacdo de lipideos, carboidratos foram
encontrados tanto na cultivo téxico quanto no cultivo controle. A torta de
pinhdo-manso tem em sua constituicdo fracdes hemicelulésicas (25%), lignina
(24%), proteinas (46-63%), lipideos (19%) e minerais (Gomes, 2015). Dessa
forma, vias relacionadas a degradacdo de carboidratos e lipideos se tornam
essenciais para a sobrevivénvia de P. pulmonarius em torta de pinhdo-manso,
sendo assim estdo acionadas pelo fungo em ambos o0s substratos,
independente da presenca do éster de forbol. No entanto, o cultivo em
substrato toxico intensificou a expressdo génica de proteases e do

metabolismo de nitrogénio.



5.3 Influéncia da molécula téxica de éster de forbol na expressédo
diferencial de genes em P. pulmonarius EF88

Os ésteres de forbol presentes na torta do pinhdo-manso sao
diterpenos tigliane e podem agir no organismo de duas formas; aguda
acarretando uma resposta inflamatéria intensa ou crénica que leva a formacgéao
de tumores, a intensidade da acdo desse composto no organismo depende de
sua estrutura quimica (Makkar et al., 1998; Makkar e Becker, 2009). A atividade
biolégica do éster de forbol é altamente especifico-estrutural, mesmo em
concentracdes baixas podem causar intoxicacdo (Goel et al., 2007). Diferentes
formas de PE podem ativar vias distintas na resposta celular, e dessa forma,
cada organismo pode apresentar sintomas distintos, como a formacédo de
tumores, inflamacgéao, diferenciacdo e apoptose nos tecidos animais (Goel et al.,
2007; Gomes et al., 2018).

Esses diterpenos também podem ser usados como agentes
antimicrobianos e antivirais (Insanu et al., 2013). Trabalhos anteriores
mostraram a interferéncia desse composto no crescimento fungico, onde
apenas 13 éspecies de basidiomicetos, de um total de 30, foram capazes de
crescer em meio seletivo a base de pinhdo-manso (Gomes, 2015).

A anadlise dos genes diferencialmente expressos de P. pulmonarius
revelou que os genes reprimidos no cultivo do macrofungo em torta téxica
estdo relacionados em sua maioria com fung¢des celulares como: replicacédo,
regulacéo transcricional, sinalizacdo e complexos proteicos.

Diante desses resultados foi possivel inferir que a molécula téxica de
éster de forbol interfere na resposta metabodlica e desenvolvimento inicial do
macro-basidiomiceto EF88. Tal comportamente também fica evidenciado nos
resultados transcritdbmicos obtidos pela analise de Gene Ontology, onde
processos biolégicos como: processamento de forquilhas de replicacéo,
regulacdo negativa de recombinacdo de DNA, manutencédo de fidelidade na
replicacdo de DNA, resposta ao eestressee, resposta a substancia toxica e
destoxificacao celular estdo enriquecidos.

Os ésteres de forbol podem causar danos nas células do fungo e a
recuperacdo dos danos e equilibrio metabdlico exige um alto gasto energético

e dessa forma, outras vias metabolicas s&o reduzidas. Essa hipétese também



foi levantada por laniri et al. (2016) que analisaram o transcritoma da levedura
Sporobolomyces sp. em resposta a exposicdo e degradacdo da micotoxina
patulina produzida por Penicillium expansum, genes envolvidos nos processos
de sintese e modificacdo de proteinas, e genes que codificam para proteinas
envolvidas no transporte de ions, divisdo celular e ciclo celular foram

reprimidos na presencga da micotoxina.

5.4 Mecanismo de proteacao: Heat Shock protein e Hidrofobinas

Nos dados in silico de expressdo diferencial de genes, foram
identificados DEGs que codificam para proteinas de choque térmico ou heat
shock protein- HSP. Os genes PLEOSDRAFT_ 1090083 e hspl6, estavam
expressos positivamente na torta toxica em 7DAI com LogFoldChange de 3.44
e 2.3, respectivamente. O gene PLEOSDRAFT 1090983 foi identificado tanto
em 7DAI quanto em 11DAI, com LogFoldChange de 2.15 e 2.07,
respectivamente. Os dados proteicos suplementam os dados de expressao
diferencial de genes. A proteina AOAO67NYT5, identificada como uma heat
shock protein, estava regulada positivamente no cultivo toxico 9D. Essas
proteinas sdo conhecidas por serem induzida sob uma variedade de fatores de
eestressee como na presenca de metais pesados, substancias toxicas e
temperatura elevadas. As HSPs impedem a desnaturacdo, dobramento
incorreto ou agregacao em tais condicOes de eestressee e sdo capazes de
restabelecer o equilibrio entre sintese de proteinas, montagem e desmontagem
de complexos proteicos e degradacado (Hall, 2002; Kregel, 2002).

A analise transcritbmica in silico do basidiomiceto P. pulmonarius
cultivado em torta de pinhdo-manso revelou que genes que codificam para
proteinas hidrofobinas, foram superexpressas em todos 0S momentos
avaliados (3, 7 e 11 dias). Os resultados da expressdo génica por RT-gPCR
confirmaram a modulacdo positiva desses genes em relacdo ao cultivo
controle.

Wadsten e Scholtmeijer, (2015) em uma publicacdo recente sobre o
estado da arte das proteinas hidrofobinas, afirmam que estas desempenham
um papel importante para o crescimento e desenvolvimento de fungos
filamentosos. Hidrofobinas séo proteinas de baixo peso molecular (€20 kDa)

secretadas exclusivamente por fungos. S&o constituidos de 100 a 140



aminoacidos com 8 residuos de cisteina conservados (Bayry et al., 2012;
Wadsten e Scholtmeijer, 2015).

Essas proteinas se montam em filmes estaveis anfipaticos que cobrem
células fangicas, e dessa forma, contribuem para a hidrofobicidade superficial.
A formacédo desse filme permite o crescimento de hifas fungicas e os protegem
em ambientes desfavoraveis (Peddireddi et al., 2006). A hidrofobicidade
superficial € importante também em processos de associacdo de hifas nas
estruturas reprodutivas, dispersdo de esporos aéreos e adesao de agentes
patogénicos as estruturas hospedeiras (Bayry et al., 2012)

De acordo com andlise de sequéncias as hidrofobinas podem ser
divididas em duas classes | e II. Hidrofobinas pertencentes a classe | formam
membranas estaveis do tipo amildide e apenas sao rompidas em condicdes
severas, como a utilizacdo de acidos fortes (acido trifluoroacético e éacido
férmico), enquanto as hidrofobinas da classe Il formam estruturas menos
resisténtes e podem ser dissociados usando etanol 60%, SDS 2% ou por
exposicdo a pressao (Morris et al.,, 2011; GrunéR et al.,, 2012; Wosten e
Scholtmeijer, 2015). Em ambas as classes, as membranas parecem ter
multiplas funcdes, como adesdo, formagédo de revestimentos em esporos ou
corpos frutiferos, e até mesmo facilitar a formacéo de estruturas ou complexos
(Kubicek et al., 2008; GrunéR et al., 2012).

Essas pequenas proteinas podem ser secretadas em respostas a
mudancas no desenvolvimento fangico, condicbes ambientais (Plett et al.,
2012), resposta e proteacdo a condicOes estressantes de crescimento
(Mukherjee et al., 2006; Ying et al., 2006).

Dados do genoma e analises transcriptomas do macro-basidiomicetos
halofilico ~ Wallemia ichthyophaga indicou que as hidrofobinas podem
desempenhar funcdo importante na fortificacdo da parede celular de W.
Ichthyophaga contra ambientes extremos saturados com NaCl (Zajc et al.,
2013). O transcritoma do macro-basidiomiceto Rigidoporus microporus
cultivado nos residuos da seringueira Hevea brasiliensis revelou que os genes
gue codificam para hidrofobinas foram diferecialmente expressos durante todo
o crescimento fungico (Oghenekaro et al., 2016) .

Os resultados de RT-gPCR mostraram que a expressao relativa dos

genes que codificam para hidrofobinas foi maior nos primeiros dias analisados



(3 e 7DAI), e nos dados proteicos, a proteina AOAO67NYT5 foi modulada
positivamente somente no 9° dia de cultivo. Diante disso, proteinas como heat
shock e hidrofobinas podem fornecer protecdo ao estresse causado ao fungo
P. pulmonarius no cultivo em substrato toxico de pinhdo-manso e essa
protecdo pode ser fundamental para sobrevivéncia inicial do basiodimiceto em

torta de pinhao-manso.

5.5 Genes e proteinas do EF88 envolvidos na degradacdo dos
ésteres de forbol presentes na torta do pinhdo-manso

5.5.1 Hidrolases de ésteres carboxilicos

As hidrolases de ésteres carboxilicos (3.1.1.x) mais conhecidas
pertencem a superfamilia dobra alfa/beta hidrolase, e hidrolisam as ligagfes
éster em solugdes aquosas formando um &lcool e um &acido carboxilico
(Hotelier et al., 2004; Wang et al., 2010). Essas enzimas estdo envolvidas
diretamente da degradacdo de compostos xenobidticos dentre 0s quais se
destacam as carboxilesterases (3.1.1.1), arilesterases (3.1.1.2), lipases
(3.1.1.3), acetylxylan esterases (EC 3.1.1.72) e feruloyl esterases (EC 3.1.1.73)
(Chang et al., 2008; Sood et al., 2016; Haernvall et al., 2017). Esterases como
acetyl xylan esterase e feruloyl esterase participam da degradacéo completa da
parede celular vegetal por microrganismos celuloliticos (Hashimoto et a., 2010).

Os dados de expresséao diferencial mostaram que o gene CHU_2040 que
codifica para uma ezima pertencente a familia 1 das carboidrato esterase,
estava diferencialmente expresso pelo EF88 no cultivo toxico. Os resultados de
RT-gPCR confirmaram a expressdo génica positiva em relacdo ao tratamento
controle. Os dados do secretoma global indicaram que a proteina
AOAO067NZ51, identificada como uma carboxiesterase, estava regulada
positivamente no cultivo de Pleurotus pulmonarius em substrato toxico.

A familia 1 das carboidratos esterases (CE1) representa a maior e mais
diversificada familia de CE, dentre essa variedade enzimatica, podemos
destacar as classes de acetilxilan esterases (EC 3.1.1.72), feruloil esterases
(EC 3.1.1.73), cinamoil esterases (EC 3.1.1-), carboxilesterases (EC 3.1.1.1),
diacilglicerol O-aciltransferases (EC 2.3.1.20) (Lombard et al., 2014).



Carboxiesterases sdo enzimas encontradas em macro e microrganismos
que catalalisam a clivagem de ligacdes éster simples e triglicérides de cadeia
curta (C <8 ) (Chahinian et al., 2009; Sood et al., 2016; Hussein et al., 2015).
Possuem preferéncia por substratos solUveis em agua, sdo enzimas que
geralmente ndo requerem cofator e exibem alta regioespecificidade e
estereoespecificidade ao substrato (Panda & Gowrishankar, 2005; Hussein et
al., 2015). As carboxiesterases desempenham papel importante na degradacéo
e destoxificacdo de varios compostos xenobidticos como piretroides e
organofosfato encontrados em inseticidas e herbicidas (Wheelock et al.,2008).

Trabalhos anteriores ja mostraram a participacdo de carboxilesterase na
degradacdo do éster de forbol 12-0-Tetradecanoyl Phorboll3-Acetate -TPA
(Mentlei et al., 1986). Essas enzimas atuam na hidrolise da ligacéo éster C-12
do esqueleto principal tigliane, o principal metabdlito dessa reacdo € o forbol
13-acetate (PA) (Mentlei et al.,, 1986). Esterases e lipases microbianas séo
apontadas como as principais enzimas envolvidas na biodegradacdo dos
ésteres de forbol, enzimas oxidativas e proteases podem atuam na degradacao

de produtos secundarios (Gomes et al., 2018).

5.5.2 Metaloprotease

Proteases sdo enzimas hidroliticas que clivam ligag6es peptidicas entre
0os aminoacidos das proteinas, sdo classificadas com base no tipo de reacgéo
catalisada, natureza quimica do sitio catalitico e relacdo evolutiva com
referéncia a estrutura (Barett,1994; Rao et al., 1998).

De forma geral, as proteases podem ser divididas em dois grupos: I)
Exopeptidases que atuam somente nos finais das cadeias polipeptidicas na
regido N ou C terminal, as enzimas que atuam na regido amino terminal livre
liberam um Unico residuo de aminoacido, um dipeptideo ou um tripeptideo. As
exopeptidases que atuam na regido carboxi terminal livre liberam um uUnico
aminoacido ou um dipeptideo. ii) Endopeptidases atuam preferencialmente nas
regides internas da cadeia polipeptidica, entre as regiées N- e C-terminal (Rao
et al., 1998).

Aléem disso, as proteases podem ser classificadas em sete grupos
principais: serina, cisteina, aspartato, metaloprotease, glutamicas, peptidases

treonina e peptideo-liase da asparagina nao-hidrolitica (Rawlings et al. 2011,



Silva 2017; da Silva et al., 2017). Essa classificacdo baseia-se no mecanismo
de acdo de cada enzima e nos nos grupos funcionais do sitio ativo (Rao et al.,
1998; . Sabotic et al.,2007; Inacio et al., 2015). As Metaloproteases sdo 0s mais
diversos tipos cataliticos de proteases, e precisam de de um ion metalico
divalente para sua atividade, como zinco e cobalto (Rao et al., 1998).

Tanto dos dados transcritdmicos quanto protedmicos indicaram que a
atividade de metaloproteases foi maior no cultivo de P. pulmonarius em torta de
pinhdo-manso toxica em relacdo ao cultivo controle. Como foi abordado no
capitulo Il, as atividades de proteases foram maiores em P. pulmonarius no
cultivo em torta de pinh&o-manso téxica. Inimeros trabalhos relatam que a
torta de pinhdo-manso tem sido um substrato promissor para producao de
proteases (Gomes et al., 2018).

Fungos cultivados em residuos agroindustriais apresentam alta
expressdo de proteases extracelulares como metaloproteases e serina
proteases, enzimas de ampla especificidades de substrato, essa expressao foi
induzida pela presenca de uma fonte de nitrbgenio presente nos substratos
lignocelulésicos (Zorn et al., 2005; Scully et al., 2011).

Entretanto, j& estd bem caracterizado que algumas metaloproteases
conseguem hidrolisar ligacBes éster (Bornscheuer et al., 2004; Pedersen et al.,
2002; Grogan,2009; Kim et al., 2000). Dessa forma, essas enzimas poderiam
ser protagonistas, juntamente com as esterases, na degradacao dos ésteres de
forbol. Baseado nos resultados de expressédo relativa (RT-qPCR) e no
secretoma, as metaloproteases ainda foram diferencialmente expressas
mesmo apods a drastica resucdo dos ésteres de forbol, diferentemente das
esterases, que sO foram diferencialmente expressas em relacdo ao cultivo
toxico quando os niveis de esteres de forbol eram altos. Com isso, foipossivel
inferir que as metaloproteases podem exercer dois papeis no metabolismo do
basiodiomiceto P. pulmonarius: i) degradando a fonte de nitrogénio do
substrato (funcdo essencial para sobrevivéncia do fungo), ii) degradando os

ésteres de forbol em decorréncia de sua ambiguidade de acéo.



5.5.3. Os genes do Citocromo P450

Os macro-basidiomicetos de podriddo branca sdo 0s maiores
degradadores de substratos lignocelulésicos, e usados frequentemente para
biodegradar poluentes aromaticos e compostos xenobiéticos (Mori e Kondo,
2002; Arun e Eyini, 2011; Chen et al., 2016; Feofilova e Mysyakina, 2016).
Enzimas ligninoliticas permitem que os fungos consigam crescer em substratos
recalcitrantes de estruturas aleatOrias, uma vez que essas enzimas nao
necessitam de alta especificidade para aturar sobre o substrato, essa
caracteristica provavelmente decorre de uma adaptacdo dos fungos as
diversas estruturas da lignina (Bonugli-Santos et al., 2012). Dessa forma
conseguem atuar sobre uma gama de compostos (Bonugli-Santos et al., 2012;
Feofilova e Mysyakina, 2016).

Além de secretar enzimas responsaveis pela degradacdo de materiais
lignoceluldsicos, os macro-basidiomicetos possuem um sistema intracelular de
metabdlicos versateis, uma vez que os fragmentos aromaticos gerados pela
degradacédo da lignina, sdo metabolizados e mineralizados intracelularmente
(Hirosue et al., 2011; Ichinose e Wariishi, 2013). Dessa forma, a acdo de uma
gama de genes estdo envolvidas na degradacao de substancias xenobidticas,
como por exemplo, os genes do Citocromo P450.

Os genes do Citocromo P450 estdo presentes no genoma de quase
todos os organismos e codificam uma superfamilia de monooxigenases
contendo hemo que metabolizam uma grande variedade de compostos
xenobidticos como hidrocarbonetos poliaromaticos (PAHS), alcanos, terpenos,
herbicidas e inseticidas (Bernhardt, 2006; Hsu et al., 2011; Urlacher e Girhard,
2012; Girvan e Munro, 2016). As monooxigenases catalisam a incorporagao de
um unico atomo de oxigénio em um substrato organico e reducdo concomitante
do outro atomo a agua (Bernhardt, 2005; Ichinose et al., 2012). A diversidade
de aplicacdo dessas enzimas se d& justamente por essa capacidade de inserir
atomos de oxigénio em posicdes especificas de moléculas complexas (Girvan
& Munro, 2016). Em fungos, também participam da sintese de esterois de
membrana e no metabolismo de carbono lipidico (Hsu et al., 2011).

Nos macro-basidiomicetos as  diferentes fungbes  dessas

monooxigenases versateis podem ter contribuido para adaptacOes



metabdlicas, como degradacdo da lignina, producdo de metabdlitos
secundéarios e degradacdo de xenobibticos (Ichinose e Wariishi, 2013). De
acordo com dados publicados por Suzuki et al. (2012) o genoma do
basidiomiceto Phanerochaete carnosa foi enriquecido por genes que codificam
P450 monooxigenases e essas enzimas podem estar relacionadas com a
capacidade do fungo em degradar extrativos fenolicos e de colonizar tanto
madeiras folhosas (heartwood) como coniferas (softwood). Em outro trabalho,
Hirosue et al. (2011) relatam que o macro-basidiomiceto Phanerochaete
chrysosporium  degradou substédncias aromaticas como carbazole,
dibenzofurano, dibenzotiofeno, fluoreno, bifenilo e naftaleno. Segundo esse
autores os resultados obtidos confirmam a capacidade desses fungos em
metabolizar uma grande variedade de produtos petroquimicos aromaticos e
poluentes ambientais por meio de reacdes mediadas por monooxigenases do
Citocromo P450.

No presente trabalho, os resultados in silico de expressao diferencial
génica, indicaram que 9 genes que codificam para essa superfamilia de
oxirredutases foram expressos positivamente em todos os dias de cultivo. Os
resultados de expressao génica via RT-gPCR também mostraram expressao
positiva no cultivo téxico, em pelo menos dois momentos, dos trés analisados.
Ainda sobre os dados de RT-gPCR, € importante ressaltar a similitude entre o
comportamento dos genes do Citocromo P450. Os genes apresentaram maior
expressdo em 3DAI e 7DAI, jA em 11DAI (degradacéo de 90% dos ésteres de
forbol) a expresséo diminui ou se torna negativa em relacao ao cultivo controle.
O secretoma de P. pulmonarius mostrou que enzimas do complexo citochromo
b5 estavam reguladas positivamente no cultivo de P. pulmonarius EF88 em
substrato toxico.

Existem dois sistemas enzimaticos redox centrais para reduzir as
enzimas P450 eucaridticas, a oxidorredutase P450 (POR) e as citocromo b5
(cyt b5; b5 redutase) (Syed et al., 2011). O complexo cyt b5 desempenha um
papel importante nas reagdes do citocromo P450, essas enzimas sao capazes
de doar o segundo elétron dos dois requeridos pelo citocromo P450,
aumentando a eficiéncia da reagéo e a afinidade com o substrato (Parkinson et
al., Syeda et al., 2011).



Os ésteres de forbol sdo moléculas sensiveis ao oxigénio e podem ser
rapidamente degradados por oxidagcdo externa e autoxidagdo (Gogoi et al.,
2014; Goel et al.,2007). Diversos processos fisicos de degradacdo desses
diterpernos usam como principio a degradacdo oxidativa (Gomes, 2018).
Devappa et al. (2010) sugerem que enzimas oxidativas da microbiota do solo
podem estar envolvidas na degradacéo dos diterpenos presentes na torta de
pinh&o-manso.

Traballhos anteriores também apontam a participacdo dessas enzimas na
degradacbes de outros terpenos. Segundo Morgan e Wyndham, (2002) e
Smith et al. (2004) monooxigenases do citocromo P450 estdo diretamente
envolvidas na degradacéo do diterpendides abietano por cepas bacterianas de
Pseudomonas. Quando o gene tdtD que codifica uma monooxigenase do
citocromo P450 sofreu knockout, limitou o crescimento e a capacidade de
degradacdo dos diterpenos triciclicos pela cepa de Pseudomonas
diterpeniphila A19-62 (Morgan e Wyndham, 2002). De acordo com Martins et al.
(2017), enzimas P450 foram responséaveis pela biodegradacdo do terpendide
acido labandlico pelo fungo Penicillium janczewskii. Monooxigenases do
citocromo P450 foram diferencialmente secretadas pelo fungo na presenca do
terpenoide, e a bioconversdo do mesmo foi inibida na presenca de um inibidor
de P450.

5.5.4 Proteinas hidrofobinas

Dados da literatura fornecem informacdes relevantes sobre essas
enzimas e suas possiveis acfes em processos de degradacdo de compostos
aromaticos recalcitrantes e na fixagdo na parede celular vegetal, e serdo
discutidas a seguir.

O fungo Aspergillus oryzae foi capaz de hidrolizar o polimero
polybutylene succinate-coadipate (PBSA) em decorréncia da acdo de enzimas
de polyesterase como a CutLl. Takahashi et al. (2005) investigaram outras
possiveis proteinas envolvidas no processo de degradacao desse composto. O
gene que codifica para a hidrofobina RolA foi altamente transcrito pelo fungo A.
oryzae cultivado em meio com PBSA como uUnica fonte de carbono. A co-

expressao dos genes RolA e CutL1l em uma cepa recombinante de A. oryzae



aumentou sua capacidade de degradar o polimero. Tais resultados indicam que
a expressdo da hidrofobina RolA estimula a hidrolise de PBSA pela enzima
CulLl. Segundo os autores, RolA e CutLl podem formar um mecanismo
molecular para a degradar compostos hidrofébicos, no caso o polimero
polybutylene succinate-coadipate. A hidrofobina ao ser adsorvida a superficie
hidrofobica da molécula de PBSA recruta a enzima CutL1, ocasionando o seu
acumulo e assim estimula a hidrolise do polimero em questdo. O mecanismo e
cinética da interacdo entre RolA-PBSA nao esta totalmente elucidado, no
entanto, os residuos de aminoacidos L137 e L142 localizados no loop C7 — C8
da proteina RoIA esta diretamente envolvido em sua interacdo com materiais
sélidos (Tanaka et al., 2014). Para Tanaka et al.,(2017) existe uma interacéo
ibnica entre hidrofobinas e cutinases e essa interacdo pode ser comum entre
os fungos do genéro Aspergillus e demais fungos filamentosos.

As hidrofobinas-HFB também foram relatadas por aumentar a taxa de
degradacdo enziméatica do polimero recalcitrante de polyethylene terephthalate-
PET (Espino-Rammer et al., 2013; Ribitsch et al., 2015). Hidrofobinas (HFB4 e
HFB7E) da classe Il isoladas de Trichoderma sp. estimularam a hidrolise
enzimatica do polimero aromatico-alifaticos PET pelas cutinases, no entanto
essa proteinas podem exibir propriedades diferentes no processo de
degradacéo (Espino-Rammer et al., 2013). Ribitsch et al. (2015) relatam ainda
gue a hidrdlise de PET pode ser significativamente aumentada pela fusdo de
cutinases a hidrofobinas. Com a fusdo dessas proteinas a degradacdo do
polimero foi 16x maior em relacdo a enzima livre, enquanto que 0 mix
enzimatico com as enzimas individuais aumentou somente em 4x a hidrolise de
PET. Esse aumento pode ser em decorréncia de alteracBes conformacionais
no centro ativo das cutinases (Ribitsch et al., 2015)

De acordo com Mgbeahuruike et al. (2013), o macro-basidiomiceto
Phlebia brevispora possui em seu genoma 10 genes que codificam para
hidrofobinas a mais que o genoma do basidiomiceto patogénico Heterobasidion
annosum, a partir desses dados o0s autores sustentam a teoria que a
distribuicdo e o numero de genes codificadores de hidrofobinas podem ser
associados a preferéncias ecoldgicas nas espécies de basiodiomicetos

analisadas.



Foram identificados dois DEGs que codificam para hidrofobinas, em
todos os tempos de cultivo. Em 3 DAI, esses genes apresentaram
LogFoldChange de 4.82 e 3.03, em 7DAI o LogFoldChange foi de 3.36 2.14 e
em 11DAI 3.57 e 2.09.

Diante de tais fatos, € possivel que as hidrofobinas expressas
positivamente no presente trabalho, interajam com a superficie hidrofébica da
torta de pinhdo-manso e dessa forma auxiliam e potencializam a acdo de
enzimas necessarias para a sobrevivéncia do fungo no residuo em questao.
Consequentemente a acdo dessas enzimas (esterases e proteases) que foram
diferencialmente expressas, mesmo que de forma indireta, resulta na
degradacdo dos ésteres de forbol. Dado o fato que essas proteinas possuem a
capacidade de recrutar enzimas hidroliticas necesséarias para penetracdo de
um substrato (Takahashi et al., 2005).

Outra hipétese levantada esta na interacao direta dessas proteinas
com a superficie hidrofobica dos ésteres de forbol, uma vez que os DEGs que
codificam para essas proteinas foram encontrados no bioensaio toxico, estas
por suas vez recrutam esterases ou lipases responsaveis pela degradacao
dessa molécula, similar ao modelo proposto por Takahashi et al. (2005),
ilustrado pela figura 36. De acordo com Wang et al. (2016) a hidrofobina HFBI
de T. reesei melhorou a hidrofobicidade da superficie da célula da levedura
recombinante P. pastoris e dessa forma aumentou a atividade catalitica da
lipase B de Candida antarctica CALB. Varios genes que codificam para
proteinas hidrofobinas séo encontrados no genoma dos fungos, esta variedade
pode estar relacionada a diferentes funcfes funcionais, expressao diferencial

ou relacionados a condigdes ambientais (Zajc et al., 2013)
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Figura 36. Modelo proposto por Takahashi et al. (2005) entre a interacao
entre polyesterase CutLl e a proteina hidrofobina RolA para degradacao
do polimero PBSA.
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Como ja foi abordado no capitulo I, os ésteres de forbol sdo diterpenos
tetraciclicos do tipo tigliane que contém 4 anéis designados como A, B, C e
D. Todos os seis tipos de ésteres de forbol (Jatropha factors C1-C6)
encontrados no pinhdo-manso compartilham o mesma esqueleto diterpénico
(12-desoxi-16-hidroxiforbol), que se ligam por ligacbes éster a residuos de
acidos graxos através do C-13 e C-16 (figura 2).

Esses compostos diterpenos podem ser degradados por
transesterificacdo, hidrélise (quimica e enzimatica) e como sdo moléculas
sensiveis ao oxigénio, podem ser rapidamente degradados por oxidagao
externa ou autoxidacéo (Gogoi et al., 2014; Goel et al.,2007).

Baseados nos resultados in silico de expressao diferencial génica,
foram escolhidos 21 genes candidatos a biodegradacdo dos ésteres de
forbol, por P. pulmonarius. Todos esses genes apresentaram expressao
positiva em torta toxica, a expressdo também foi validada via RT-gPCR. Os
genes que codificam para esterases, metalloprotease e monooxigenases do
citochromo p450 podem desempenhar papel fundamental na degradacao dos
ésteres de forbol. Dados protedmicos indicam que essas proteinas estao
reguladas positivamente no cultivo toxico em 9D, dia em que a degracéo se

acentua.



Isto posto, a degradacdo dos ésteres de forbol pelo basiomiceto P.

pulmonarius pode ocorrer em duas estapas:

1)

Degradacao hidrolitica das ligacdes éster nas posi¢cdes C-13 e
C-16, mediadas por esterases ou metalloproteases, a clivagem
dessa ligacao causard a dissociagdo da molécula de forbol e
de seus acidos graxos (Figura 37). Atualmente a literatura
ainda é escassa sobre os produtos gerados a partir da
degradacdo dos ésteres de forbol, seja por métodos quimicos,
fisicos ou biol6gico. No entanto, trabalho recente publicado por
Ahluwalia et al. (2017) relata que a biodegradacédo dos ésteres
de forbol da torta de pinhdo-manso (microrganismo nao
publicado) gera subprodutos como forbol, acido miristico e
acido acético

Degradacao oxidativa dos possiveis produtos gerados na etapa
I, por monooxigenases do citochromo p450. Segundo
Kongmany et al. (2013) a oxidacdo e degradacao dos ésteres
de forbol por irradiacdo de plasma se inicia pelo radical
hidroxila (¢ OH). Isto posto, as p450 podem agir de forma
similar ao modelo proposto por esses autores (Kongmany et
al., 2013). As monooxigenases podem atuar sob as ligacbes
duplas do anel A e / ou B da estrutura principal tigliane,
adicionando um ou dois radicais « OH. Tal reacao acarretara na
clivagem das ligacdes duplas e destruicdo dos aneis (figura
36). A degradacao oxidativa dos ésteres de forbol podem gerar
produtos finais como: acidos carboxilicos, diéxido de carbono e

agua (Kongmany et al., 2013).
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Figura 37. Modelo proposto para as etapas de degradacdo dos ésteres de forbol por P.
pulmonarius.



6. Conclusoes

Dados de expressdo diferencial génica in silico, analisado em diferentes
tempos de culivo, revelou que a mélecula toxica de éster de forbol forbol interfere no
desenvolvimento inicial do basidiomiceto, inibindo fungbes celulares e vias metabdlicas.
Os dados obtidos também indicam que vias relacionadas ao metabolismo de lipideo e
carboidratos estdo acionadas durante o crescimento de P. pulmonarius em ambos 0s
tratamentos (T e NT), no entanto o metabolismo de proteinas parece se intensificar no
cultivo em torta de pinhado-manso toxica.

A andlise de expressdo diferencial de genes e do secretoma de P.
pulmonarius forneceu dados importantes quanto aos genes e proteinas
candidatas a degradacdo do diperteno éster de forbol, como por exemplo:
hidrofobinas, heat shock protein- HSP, monooxigenases do citocromo P450,
metaloproteases e esterases. Tanto os resultados de expresséo diferencial de
genes (in silico e RT-gPCR) indicaram que essas proteinas estédo

positivamente moduladas pelo basidiomiceto em cultivo toxico.

De acordo com os dados obtidos, enzimas como esterases e
metaloproteases estdo envolvidas diretamente na degradacdo dos ésteres de
forbol e essa degradacdo pode ser mediada ou intensificada pelas proteinas
hidrofobinas. As monooxigenases do citocromo P450 podem agir na oxidacao
dos compostos gerados a partir da hidrolise da estrutura principal do éster de
forbol. As hidrofobinas, juntamente com as heat shock proteins, podem também
desempenhar um papel de protecdo ao fungo contra as condicbes de stress

inicial causada pela molécula téxica.

Dessa forma, diferentes abordagens moleculares foram usadas para
determinar quais genes e proteinas estdo envolvidas na degradacdo dos
ésteres de forbol pelo basidiomiceto P. pulmonarius EF88. Dados do
transcritoma via sequénciamento NGS, mostrou ser uma ferramenta eficiente
na identificacdo de genes candidatos a degradacdo de ésteres de forbol in
silico. Experimentos adicionais de validagao desses genes por PCR em tempo
real e andlises proteémicas foram importantes para garantir a confiabilidade

dos resultados e das hipotéses levantadas.



7. Conclusdes finais da tese

Além da completa degradacdo dos ésteres de forbol o uso de
microrganismos como agentes degradadores da molécula téxica, permite
melhorar o valor nutricional dos residuos, aumentando o teor de proteinas
disponiveis, reduzindo as fragbes de lignina (deslignificagdo) e contribuindo
com bioativos como o beta-glucano e o ergosterol do micélio fungico.

No entanto, apesar da biodesintoxicacdo ser um método eficiente e
especifico para degradacdo dos ésteres de forbol, este processo ainda
apresenta limitacbes como o tempo de cultivo e dificuldades de
escalonamento. Abordagens transcritbmicas e protedmicas foram usadas para
gerar as primeiras informacdes relacionados ao comportamento de um
microorganismo em resposta ao cultivo em torta de pinhdo-manso e a
molécula tdxica de éster de forbol.

O presente trabalho fornece dados inéditos relacionados ao
comportamento de um microrganismo cultivado no residuo agroindustrial torta
de pinhdo-manso. Resultados do transcritoma e secretoma do basidiomiceto
mostrou que P. pulmonarius responde de forma distinta quando cultivado em
torta de pinhdo-manso toxica e atdxica, uma vez que 0S grupos génicos e
proteicos diferencialmente modulados séo diferentes. Essas ferramentas
foram importantes também para identificar enzimas esterases, uma vez que
métodos de quantificacdo enzimatica empregados nesse trabalho nao foram
eficientes. A quantificacdo laboratorial de proteases indicou alta atividade
dessas enzimas, bem como os dados de expresséao diferencial e proteoma.

A elucidacéao dos genes envolvidos em tais processos foi o primeiro
passo em direcdo a triagem precisa de espécies biodestoxificadoras
eficientes, e também para o melhoramento genético de cepas microbianas,

permitindo que o tempo de degradacao e a eficiéncia sejam otimizados.
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Expressao diferencial de genes em Pleurotus pulmonarius associados a degradacao
enzimatica e destoxificacao da torta de pinhdao-manso

Taisa Godoy Gomes, Gabriel Sergio Costa Alves, Fernando Fonseca; Samed Ibrahim Isa Abdel Hadi, Marcos Mota do Carmo
Costa, Simone Mendonga, Félix Gongalves de Siqueira, Robert Neil Gerard Miller

Introducgéo

Jatropha curcas (pinhdo-manso) é uma planta oleaginosa promissora para produ¢do de biodiesel devido ao alto
rendimento de 6leo pela semente e adaptacdo a diversos tipos de solos e fatores ambientais. O residuo gerado apés a
extra¢gdo mecanica do dleo, chamado de torta, tem em sua constituicéo fibras lignoceluldsicas, proteinas (46-63%), lipideos,
carboidratos soliveis e minerais. A composicdo da torta de pinhdo-manso torna este co-produto um potencial candidato
para ser usado como suplementagdo animal e adubo organico. Dentre estas possibilidades, seu uso como insumo para
racdo animal é a mais atrativa; no entanto, faz-se necessdria a inativagdo de compostos toxicos. Os ésteres de forbol (EFs)
sao os principais componentes toxicos neste co-produto, cujos efeitos biolégicos em animais dependem da estrutura
molecular, e podem induzir respostas inflamatérias agudas e a formacdo de tumores. No cenario de bio-destoxificacéo,
Pleurotus pulmonarius degrada com eficiéncia esse composto toxico e produz cogumelos comercialmente viaveis. Neste
contexto, este projeto pretende identificar genes envolvidos no processo de destoxificacdo a fim de compreender e
estabelecer o mecanismo de degradacdo do éster de forbol encontrados em tortas de pinhdo-manso.

Metodologna Resultado e Conclusao
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Resumo

Pinhdo-manso (Jatropha curcas) é uma oleaginosa promissora para producdo de biodiesel. A
composi¢do do coproduto gerado apds a extragdao do éleo, chamado de torta, o torna um potencial
candidato para ser usado na suplementac¢do animal. No entanto, para tais fins se faz necessario a
inativacdo de compostos tdxicos presentes nesse residuo, como os ésteres de forbol (EFs). Os EF sao
diterpenos que podem induzir respostas inflamatdrias agudas e a formacdo de tumores em animais.
No cenario de biodestoxificacdo, o basidiomiceto P. pulmonarius degrada com eficiéncia esse
composto e ainda produz cogumelos comercialmente vidveis. Neste contexto, o presente trabalho
teve como principal objetivo identificar genes envolvidos nesse processo de biodestoxificacdo, por
meio de sequenciamento paralelo massivo do transcritoma de P. pulmonarius via lllumina HiSeq
2500. O transcritoma do basidiomiceto foi analisado em trés momento distintos e em torta de
pinhdo-manso com presenca (bioensaio T) e auséncia de EFs (bioensaio NT). Os pontos escolhidos (3,
7 e 11 dias) foram baseados nos resultados da curva de degradagdo dos EFs ao longo de 30 dias de
cultivo sélido. O transcriptoma do fungo foi montado usando o software EvidentialGene e assim
mapeados um total de 23297 genes. Foram identificados 351 genes diferencialmente expressos
(DEGSs) no cultivo do basidiomiceto em torta de pinhdo-manso téxica, dos quais 234 estavam
superexpressos e 117 reprimidos. Genes que codificam para proteinas como citocromo P450,
hidrofobinas e heat shock foram regulados positivamente no tratamento T, em todos os dias
avaliados. Além disso, as fun¢des dos genes anotados foram classificadas pelas analises de gene
ontology (GO). As andlises de expressdo diferencial de genes obtidos nesse trabalho fornecem os
primeiros dados sobre os possiveis mecanismos envolvidos no processo de biodegradagao, e podem
ser usados para elucidar as vias metabdlicas e principais proteinas envolvidos nesse bioprocesso.

Palavras chaves: Jatropha curcas, transcritoma, NGS, Pré-tratamento bioldgico, Macrofungos.
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LIGNOCELLULOLYTIC ENZYME ACTIVITIES IN WHITE
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Cake material resulling from the extraction of oil (biodiesel sources) from
Jatropha curcas seeds or cofton (Gossypium hirsutum) contain foxic or
antinutritional compounds that limit their use in animal feed. Jatropha curcas is
a promising oleaginous plant for biodiesel production due to the high oil vield
from seeds and adaptability to different soil types and environmental factors.
The residue (cake) generated after mechanical oil extraction consists of
lignocellulosic fibers, proteins (46-63%), lipids, soluble carbohydrates and
minerals. The composition of Jafropha curcas cake or cotton seed cake makes
this co-product a potential candidate for use as an animal feed supplement
(after detoxification process) or feedstock for second generation ethanol
production. Two white-rot basidiomycete fungi, coded as strains EF-88 and CC-
400, were inoculated onto 100 g of Jafropha curcas cake and cotton seed cake,
respectively, and cultivated during 30 days. This project aims to identify the
enzymes present following growth of these cultures. For the strain EF-88 grown
on Jatropha curcas cake media, numerous lignocelluloltic enzFymes were
quantified after 72 hours growth: Laccase 1061.72+ 53.08 UWmL; MnP 269+
1.34 U/mL; Protease 1318.75 = 6593 Xylanase 3.99 + 0.11; FPase 0.781 =
0.03 e CMCase 0.150 £ 0.02. All activities increased as a function of time, but
decreased on the 27" and 30™ days. Cultivation of strain CC-400 in cotton seed
cake media also showed enzyme activity after 72 hours growth: MnP 6646+
3.69 UW/mL; Protease 943.08 + 55.65; Xylanase 5.29 =+ 0.11; FPase 0.017+ 0.01
WmL and CMCase 0.79 + 0.01 UimL. On the 6™ day, activity of protease and
CMCase was reduced, 70106 + 3261 WmL and 024 + 0.005 WmL,
respecfively, but xylanase activity showed an increase of 13.15 + 0.05 WmL.
The enzymatic activities remained stable until the 30™ day, with the exception of
MnP and CMCase, in which by the 27" day did not display any remaining
activities.






