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INTRODUCAO:

Os fungos filamentosos sdo conhecidos por sua capacidade de produzir uma vasta gama de
compostos quimicos distintos, também conhecidos como metabolitos secundarios (MSs) (Keller,
2019). Tais compostos sdo derivados de vias metabdlicas centrais e pools de metabdlitos primarios,
onde acil-CoA ¢ o bloco de construcdo inicial para a sintese de MSs de policetideos (por exemplo,
aflatoxina) e terpenos (por exemplo, caroteno), enquanto os aminoacidos sdo utilizados para a sintese
de MSs de peptideos ndo ribossomais (por exemplo, penicilina) (Keller, 2019). Em contraste com os
genes necessarios para a sintese de um metabolito primario, os quais estdo dispersos por todo o genoma
fungico, os genes que codificam as atividades enzimadticas para produzir os MSs sdo arranjados de
forma contigua como um agrupamento de genes biossintéticos (BGC) (Rokas et al., 2020).
Comumente, os BGCs codificam as enzimas que sdo responsaveis pela biossintese do esqueleto do
metabolito, incluindo peptideos sintetases ndo ribossomais (NRPS), sintases de policetideos (PKS) e
fusdes de PKS e NRPS (hibridos PKS-NRPS/NRPS-PKS), bem como outras enzimas envolvidas em
outras modificacdes do esqueleto do metabolito (Keller, 2019).

Os fungos do género Trichoderma (Hypocreales, Pezizomycotina, Ascomycota) apresentam
alta versatilidade nutricional e ambiental, além de abranger espécies com uma ampla gama de estilos de
vida (Kubicek et al., 2019). T. harzinaum CBMAI-0179 (Th0179) ¢ uma linhagem originaria da
Colegao Brasileira de Microrganismos Ambientais e Industriais (CBMAI), a qual esta localizada no
Centro de Pesquisas Pluridisciplinares Quimicas, Biologicas e Agropecudrias (CPQBA) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Brasil. Recentemente, foi realizado o
sequenciamento, montagem e anotag¢ao funcional do genoma de Th0179.

Diante do exposto, neste projeto de IC investigamos e caracterizamos os BGCs ao longo do
genoma de Th0179. As analises gendmicas foram complementadas com dados de transcriptomica
para avaliar o perfil de expressio génica dos MSs em condi¢des de degradacao de celulose e
glicose. Além disso, analises filogenéticas de enzimas e proteinas chaves foram realizadas para
melhor entender as caracteristicas evolutivas associadas a producao de MSs dentre o género
Trichoderma, incluindo as linhagens Th3844, Th0711 e Ta0020. E valido ressaltar que este
relatorio final compreende o periodo da vigéncia da bolsa PIBIC/CNPq, iniciada em mar¢o/2024
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e finalizada em agosto/2024.
METODOLOGIA:
Identificacio molecular de Th0179

A linhagem Th0179 foi obtida da CBMAI, a qual esta localizada no CPQBA da UNICAMP. A
identidade dos isolados de Trichoderma foi autenticada por tal instituigdo com base em estudos

filogenéticos de internal transcribed spacer (ITS) region, translational elongation factor 1 (tefl) e
RNA polymerase Il (rpb2) (Rosolen et al., 2023).

Previsdo de BGCs de MSs no genoma de Th0179

O genoma de Th0179 foi recuperado do NCBI através do numero BioProject PRINA781962 e do
numero BioSample SAMN23309298 (Rosolen et al., 2023). Em seguida, os BGCs foram previstos pela
busca de genes que codificam enzimas de backbone e outros dominios de proteinas associados a
agrupamentos usando o programa antiSMASH v.6.0 (Blin et al.,, 2021), o qual ¢, atualmente, a
ferramenta mais utilizada para detectar e caracterizar BGCs em bactérias e fungos (Blin et al., 2021).

Caracterizacido de BGCs alvos

Ap6s a predicdo de BGSs, clusters de interesse foram escolhidos e analisados quanto ao seu
perfil dos genes que os compde. Para isso, foi realizada a anotagdo funcional de tais alvos de acordo com
a metodologia descrita em (Rosolen et al., 2023). De forma geral, foram escolhidos para uma
investigacdo mais detalhada BGCs contendo genes que codificam transportadores, FTs e enzimas
hidroliticas. Tais critérios foram adotados visando um maior entendimento dos clusters potencialmente
interessantes do ponto de vista biotecnologico.

Analises filogenéticas

A partir da andlise dos BGCs, foram escolhidos alvos, tais como enzimas PKSs, NRPSs e
PKS-NRPSs, especificamente os genes Th0179 007420 (enzima beta xilanase) e Th0179 005503 (fator
de transcricdo com dominio MFS) para analise filogenética. As sequéncias de nucleotideos alvo de
Trichoderma spp. foram recuperadas do banco de dados NCBI (https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/).
Ilyonectria sp., Clonostachys e Cladobotryum mycophilum foram utilizadas como outgroup. O
alinhamento de multiplas sequéncias serd realizado usando ClustalW (Thompson et al., 1994) e a arvore
filogenética serd criada usando o software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) v7.0
(Kumar et al., 2016). 1.000 réplicas bootstrap (Felsenstein, 1985) serdo aplicadas em cada analise. As
arvores serdo visualizadas e editadas usando Interactive Tree of Life (iITOL) v6 (https://itol.embl.de/).

Nivel de expressao génica

O perfil de expressao génica dos genes alvo identificados nos BGCs de interesse foi investigado
de acordo com a metodologia descrita em (Rosolen et al., 2023).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O AntiSMASH previu a presenga de diferentes tipos de BGCs que codificam potenciais MSs.
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No total, 70 BGCs foram previstos para o genoma de Th0179. De forma geral, foi observada a
presenga de 17 BGCs codificadores de enzimas PKS (Figura 1), as quais estdo associadas a sintese de
policetideos com propriedades antifungicas, antibidticas e outros efeitos biologicos relevantes (Keller,
2019). Além disso, foram observados 15 BGCs de genes codificadores hibridos que possuem mais de
uma enzima biossintética principal codificada, incluindo NRPS e PKS (Figura 1).
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Figura 1: Visao geral dos clusters de BGCs preditos pelo antiSMASH (Blin et al., 2021). Cada cor representa uma
classe de enzimas diferente. Azul claro: Clusters codificadores de enzimas hibridas (incluindo NRPS e PKS, NRPS ¢ RIPP,
etc.). Verde: Clusters codificadores de enzimas NRPS (Sintases de peptideos ndo ribossomais). Azul royal: Clusters
codificadores de enzimas RIPPs-like. Roxo escuro: Clusters codificadores de enzimas Terpeno Ciclases. Laranja: Clusters
codificadores de enzimas PKS (Policetideos Sintases).

De forma geral, este estudo destacou a notavel diversidade metabolica de Th0179, evidenciada
pela identificagdo de multiplos BGCs de genes biosintéticos, incluindo PKS, NRPS, RIPPS-like e
terpeno ciclases. Tais clusters sugerem um amplo potencial para a sintese de compostos bioativos com
diferentes propriedades entre si, os quais poderiam ser utilizados biotecnologicamente. Para uma
analise mais detalhada, selecionamos clusters visando tragar regidoes génicas mais interessantes para
trabalhos futuros. O BGC 1.3, por exemplo, possui uma ampla composi¢ao de elementos gendmicos
que se destacaram com relacdo aos outros clusters presentes no genoma analisado. Como enzima
codificadora principal, temos aquelas codificadoras de enzimas NRPS e PKS. Além disso, genes
adicionais a sintese proteica e genes transportadores também estdo presentes nesse cluster (Figura 2).
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Figura 2: Apresentacio do BGC 1.3 pela analise via antiSMASH. A figura mostra a identificagao e
anotacdo de clusters de genes biossintéticos (BGCs) na regido "Region 3 - NRPS, TI1PKS" do contig 1.
As barras coloridas representam diferentes tipos de genes: genes biossintéticos principais (vermelho),
genes biossintéticos adicionais (rosa), genes relacionados ao transporte (azul claro), genes reguladores
(verde), outros genes (cinza) e genes de resisténcia (roxo). A andlise revela a sobreposi¢do e interagao
entre clusters NRPS (verde) e TIPKS (amarelo).

Para a analise filogenética, escolhemos os genes Th0179 007420 (codificador de enzima beta
xilanase) e Th0179 005503 (codificador de fator de transcrigdo com dominio MFS). Para inferir as
relagdes filogenéticas das proteinas de interesse de Th0179 (Figura 3), foram utilizadas 26 sequéncias
completas de proteinas relacionadas a 007420. Na arvore filogenética, observou-se uma proximidade
genética entre ThO0179 007420, Trichoderma simmonsii e outra linhagem de 7. harzianum
(KAK4071870.1). Ilyonectria sp. e Clonostachys foram usados como grupos externos na analise A. de
forma geral, uma grande distdncia genética foi observada entre as sequéncias de aminodcidos de
ThO0179 e aquelas de T atroviride e T. reesei. Tais resultados estdo de acordo com a filogenia molecular
das espécies analisadas (Rosolen et al., 2022; Rosolen et al., 2023).
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CONCLUSAO:

A disponibilidade do genoma de Th0179 permitiu a identificagdo de BGCs putativos e a
investigacdo detalhada de clusters de interesse; fornecendo, portanto, insights sobre aspectos da
organizacdo do genoma, expressdo génica e seus papéis potenciais na industria biotecnologica.
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