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Resumo

Trichoderma asperelloides foi descrito pela primeira vez por Samuels em 2010,
com base em uma revisdo taxonOmica, sendo segregado de Trichoderma
asperellum. Desde entdo, muitos estudos in vitro e em planta foram realizados e
demonstram o potencial da espécie para o biocontrole bem como para produc¢ao
de moléculas com diversas aplicacdes biotecnolégicas. Embora bem explorado
do ponto de vista quimico, poucos estudos tém utilizado a abordagem gendmica
para caracterizacdo de vias biossintéticas relacionadas ao metabolismo
secundario. Neste trabalho foi realizado o sequenciamento do genoma
completo de T. asperelloides (T.145) isolado de Victoria amazonica visando a
prospeccao de clusters génicos biossintéticos (BGCs). Foram identificados 36
clusters, nos quais 4 apresentaram 100% de similaridade com vias ja
caracterizadas, indicando que a linhagem é capaz de produzir acido clavéarico,
eniatina, colina e peramina.
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Introducéo

A ubiquidade de Trichoderma em solos naturais e agricolas é uma prova
de que € um bom competidor por espaco e pelos recursos nutricionais (Monte et
al. 2019). E encontrado em quase todos os solos e também em habitats naturais
gue contém grandes quantidades de matéria organica, onde se comporta como
excelente decompositor de material vegetal e fungico. Além disso, muitas
espécies de Trichoderma mostram uma grande versatilidade metabdlica, além de
grande variagdo geneética inter e intraespecifica, que lhes permite crescer
utilizando uma ampla gama de fontes de carbono e de nitrogénio (Shanmugam
et al. 2008; Silva 2020).

Dentre os metabolitos ja descritos, pode-se citar acido indolacético (AlA),
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sideréforos, solubilizadores de fosfato, -1,3-glucanase, quitinase, celulase,
lipase e protease, antraquinonas, peptaibols, peptideos nao-
ribossémicos, policetidios (trichoharzianol), terpenos (isoharziandione), pironas
(6-pentyl-a-pyrone) e outros compostos volateis e ndo volateis (Bara et al. 2003;
Liu et al. 2009; Jeerapong et al. 2015, Franca et al. 2017; Monte et al. 2019;
Nandini et al. 2021; Zhang et al. 2021).

Por ser uma espécie descoberta em 2010 por Samuel e colaboradores,
ainda se faz necessario muitos estudos metaboldmicos e gendmicos para
descrever o Trichoderma asperelloides. Desta forma, apenas em 2021 é relatado
o primeiro isolamento de metabdlitos secundarios (11R-methoxy-5,9,13-
proharzitrien-19-ol, 3S- hydroxy-9R, 10R-dihydroharzianone, 3S-
hydroxyTrichodermaerin, methyl-3S-hydroxy- 10, 11-seco-harzianate, harzianol
J, harziandione, harzianone, harzianol A, 9-harzien- 11-ol e Trichodermaerin) de
T. asperelloides e a elucidacdo das estruturas destes compostos (Zhou et al.
2021).

Ainda em 2021, também foram descritas peptaboils (asperelinas), com o
suporte de cromatografia liquida acoplada com espectrofotébmetro de massa, de
uma linhagem de T. asperelloides isolado de Victoria amazonica, sendo uma com
estrutura inédita na literatura (Fernandes et al. 2021).

Na literatura, este fungo é descrito como um potencial inoculante e
biofertilizante, algo que € comum das demais espécies do mesmo género (Phoka
et al. 2020; Ramirez-Carifio et al. 2020; Ruangwong et al. 2021)

Para colaborar com os estudos quimicos, é imprescindivel realizar a
mineracdo gendmica, uma vez que estes permitem avaliar e elucidar vias
biossintezadoras de metabdlitos secundérios de interesse biotecnoldgico e
estabelecer os alvos numa purificacdo e caracterizacdo quimica dos extratos,
economizando recursos e otimizando 0S processos.

O objetivo desta pesquisa foi analisar os clusters génicos de Trichoderma

asperelloides para a identificacao de possiveis novas moléculas.

Material e Métodos
A linhagem de T. asperelloides (T.145) foi isolada da planta aquatica
amazonica Victoria amazonica (Poepp.) J.C. Sowerby, Nymphaeaceae, coletada

no municipio de Careiro, Estado do Amazonas, Brasil (registro SISGEN

85



brasileiro: A39C76B). A identificacdo da espécie foi realizada com base em
filogenia multilécus usando os barcodes ITS, tef e rpb2.

O genoma foi obtido por sequenciamento Illumina com comprimento de
read de: 2 x 150 pb (Paired End). O genoma montado obteve cobertura de 428X
e foi submetido a identificacdo de BGCs por meio da plataforma antiSMASH
fungal version 7.0 (02/01/2023). Os genes foram anotados por meio do plugin
AUGUSTUS do software Geneious usando Fusarium como referéncia e a

predicéo funcional dos genes foi realizada pelas plataformas PFAM e NCBI.

Resultados e Discusséo

A mineracdo genbmica da linhagem T.145 resultou em 36 clusters
biossintéticos distribuidos em diferentes classes: terpenos (8), NRPS (14), PKS
(10) e hibridos (3), sendo em sua maioria de funcéo desconhecida (Tabela 1).

No cluster 5.2, ocorre a biossintese de acido clavarico (100% de
similaridade com o terpeno descrito em Hypholoma sublateritium), um
triterpenoide inibidor da proteina farnesyltransferase, atuando assim na reducéo
de tumores. Este composto € comumente encontrado em cogumelos
(Clavariadelphus truncatus, Hypholoma sublateritium), mas ha estudos que
comprovam sua biossintese em espécies de Trichoderma (Jayasuriya et al.
1998; Tamizi et al. 2022).

Dentre os clusters relacionados a PKS analisadas, somente a do cluster
2.1 (BGC 1) apresentou correspondéncia com alguma molécula ja descrita, ap0s
todas as andlises in silico, e depositada nos bancos de dados, acido carboxilico
atrocrisona (ACA), uma antraquinona empregada como laxativo e catartico. Essa
molécula é produzida por uma PKS | interativa previamente relatada em
Aspergillus terrreus e com expressao heterdloga em Aspergillus oryaze (Kan et
al. 2020).

Os clusters 6.1 (BGC 9) e 24.1 (BGC 24) possuem 0S genes para
sinterese de tricodieno sintase (TRI5), um sequiterpeno ciclase, que catalisa a
formacdo de tricodieno na biossintese de antibidticos e micotoxinas. Além disso,
ambos os clusters possuem o gene de amino transferase, 0 que aumenta as
possibilidades de moléculas que podem ser sintetizadas, como tricodienos,
tricotecenos e tricoderminas (Proctor et al. 2018; Barué et al. 2019).
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Tabela 1. Clusters génicos biossintéticos (BGC) de metabdlitos previstos no genoma de
Trichoderma asperelloides usando FungiSmash 7.0.

BGC Tipo Tamanho (pb) Similaridade Metabdlito MIBig ID
(%)
1 PKS | 42.642 19 Acido abscisico BGC0001893
2 NRPS 45,733 - -
3 Terpeno 16.410 - -
4 Terpeno 22.110 40 Acido BGC0001839
zaragozico
5 Terpeno 21.478 - -
6 PKS | 46.527 - -
7 Terpeno 22.373 100 Acido clavarico BGC0001248
8 PKS I-NRPS-NRPS-like 76.264 15 Leucinatastina BGC0001989
9 Terpeno 20.980 - - -
10 PKS | 47.561 50 Tricoxido BGC0002233
11 PKS | 47.367 - - -
12 NRPS-like 42.888 - - -
13 Terpeno 13.582 - - -
14 NRPS 46.016 100 Eniatina BGC0000343
15 PKS | 46.215 - - -
16 NRPS 46.079 11 Ergotamina BGC0001249
17 NRPS 44,921 62 Acido BGC0002710
dimerimico
18 PKS | 47.840 - - -
19 NRPS 58.405 - - -
20 NRPS-like 46.203 - - -
21 NRPS-like 43.858 100 Colina BGC0002276
22 PKS | 47.444 35 Acido fusarico BGC0002228
23 Terpeno 21.569 - - -
24 Terpeno 21.003 - - -
25 NRPS-like 30.914 - - -
26 NRPS-like 42.387 - - -
27 PKS | 47.355 9 Triptoquialanina BGC0002525
28 NRPS 36.019 - - -
29 NRPS-PKS | 66.629 - - -
30 NRPS-like 30.078 - - -
31 NRPS 46.263 - - -
32 PKS | 47.473 - - -
33 NRPS-PKS | 103.093 - - -
34 PKS | 45.242 - - -
35 NRPS-like 41.127 100 Peramina BGC0002295
36 Fungal-RiPP-like 60.312 - - -

Os genes encontrados no cluster 28.1 (BGC 28) para a formacao do

tricoteceno T2, indicam que possivelmente o tricodieno sintetizado nos clusters 6.1

e 24.1 ser direcionado para a formacdo de inumeros tricotecenos e a

tricodermina, sendo este ultimo formado pela superexpressao de TRI5, o que é
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uma hipotese valida uma vez que se observa que ha dois clusters para a
biossintese do mesmo composto (Gupta 2007; Barua et al. 2019).

Dentre os BGC apontados na Tabela 1, 86% nao apresentaram nenhuma
correspondéncia com clusters ja caracterizados e depositados na base de dados
MIBIG, indicando que esses BGCs sdo novos e podem produzir novos
compostos.

Apesar do cluster 12.1 (BGC 19) ndo apresentar similaridade com clusters
ja conhecidos (Figura 1), a andlise filogenética da NRPS codificada pelo gene 33
revelou similaridades com a NRPS de Fusarium para a producao de fusaricidina.
Esses resultados podem indicar semelhancas estruturais do produto do BGC 19
com esse lipopeptideo (Figura 2, 3).
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Figura 1. Representacéo do cluster 12.1 de Trichoderma asperelloides com a organizacéo dos
dominios dos genes 33 (NRPS), 38 e 39 (FAS).
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Figura 2 - Organizacé@o dos dominios de NRPS responsaveis pela biossintese de lipopeptideos
com similaridade com o sintetizado no cluster 12.1.
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Figura 3. Filogenia da sequéncia de aminoacidos da NRPS do cluster 12.1.

Como comentado anteriormente, essa NRPS possui um trio de dominios

de condensagdo incomum. Com base na ordem de similaridade, foram

escolhidos trés microrganismos (Figura 3) para estudar a organizacédo da NRPS

(Figura 4). Trichoderma asperellum, Fusarium beomiforme e Fusarium fujikuroi

com 96.25%, 52.11% e 51.81%, respectivamente, de similaridade com a

sequéncia de aminoacidos da NRPS em questéo.
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Figura 4. Organizacdo dos dominios de NRPS de maior a menor similaridade com a

T. asperelloides.
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Figura 5. Organizacao e comparacao dos clusters 12.1 (T. asperelloides) e 11.1 (T. asperellum).

A comparagdo do cluster 12.1 com T. asperellum revelou uma
metiltrasferase (gene 30) ndo compartilhada em T. asperelloides. Esses
resultados podem indicar uma decoracdo na molécula, o que implica que o
lipopeptideo final formado terd diferencas quimicas do formado pelo
T. asperellum.

A compreensdo das vias produtoras de biomoléculas possibilita néo
apenas a otimizacado da producdo das mesmas, mas também a modificacao do
produto final, levando a novas moléculas e aplicacfes. Ter um microorganismo
como T. asperelloides, com alto potencial biotecnologico de aplicacdo, com
apenas 14% das moléculas ja descritas na literatura a nivel genémico demonstra

0 quanto ainda séo necessarios estudos.

Conclusdes
A avaliacao preliminar dos clusters evidencia o potencial de producéo de
antibidticos e micotoxinas, caracteristicas interessantes ao se considerar o
desenvolvimento de um inoculante. Por haver estudos de isolamento de alguns
compostos produzidos por T. asperelloides, torna-se possivel prever quais

clusters sé@o responséveis pela producdo dos mesmos ao aprofundar as analises.
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