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Resumo

Ferramentas de bioinformética e sequenciamento de genomas sdo cada vez
mais eficientes e com menor custo e tem contribuido com a identificacédo de um
vasto numero de grupos de genes relacionados a sintese metabdlica. A
identificacdo de genes relacionados a vias metabdlicas por meio de mineracéo
ndo é suficiente para obtencdo de metabdlitos secundarios, visto que estes
clusters génicos podem estar silenciados ou cripticos. Neste sentido, o uso de
fatores de transcricdo capazes de ativar genes responsaveis pela biossintese
pode ser uma estratégia para desbloqueio de vias silenciadas. O fator de
transcricdo LaeA é considerado um regulador importante para desbloquear a
expressdo de metabdlitos cripticos ou silenciados, ja constatado em varios
fungos. Este trabalho teve como objetivo localizar e realizar andlise sinténica de
LaeA em 16 isolados de Trichoderma. A analise ocorreu com a busca da
sequéncia que codifica o regulador global LaeA e cerca de cinco genes a
montante e a jusante ao LaeA nos genomas dos 16 isolados, utilizando o
software Genious Prime. A arquitetura foi analisada com base na sintenia via
pipeline Clinker & Clustermap.js. Os resultados indicam que dentre alguns dos
genes que flanqueiam o laeA, estdo enzimas relacionadas com a sintese de
metabolitos primarios e secundarios. Grupos de genes especificos inseridos com
alta similaridade também foram observados em quatro isolados, que podem ter
se integrado na regido por meio de eventos de recombinacdo e insercdo de
genes. Essas andlises evidenciam a alta identidade do gene laeA nos dezesseis
isolados, demonstrando ser um gene conservado em Trichoderma sp.

Palavras-chave: Trichoderma, Sintenia, Regulador LaeA.

Introducéo
O sequenciamento de nova geracdo tem permitido a obtencdo de
genomas completos de microrganismos com menor custo. E a disponibilidade de
ferramentas de bioinformatica cada vez mais eficientes para estudos genémicos

e metabolémicos tem contribuido na identificacdo de um vasto nimero de genes

433



relacionados a sintese metabdlica, confirmando o potencial biotecnolégico de
varios microrganismos como fonte de novas moléculas (Gluck-Thaler et al. 2020;
Martinez-Céardenas et al. 2021; Song et al. 2022).

Os microrganismos sdo produtores de varias moléculas de interesse
biotecnolégico, e entre os fungos, o género Trichoderma destaca-se pela
producdo de diversos metabdlitos de importancia farmacéutica e agronémica
(Zingeilinger et al. 2016; Sun et al. 2022). Contudo, um arsenal de metabdlitos
secundérios detectados via andlise genbémica tem revelado que a capacidade
para producao de moléculas € bem maior do que o observado em condicfes de
laboratorio, que acabam ndo sendo sintetizados por falta de conhecimento das
condicbes ambientais de sintese e/ou dos mecanismos de regulacdo genética
gue fazem com que em determinadas condi¢cdes essas vias estejam silenciadas
ou sejam criptica, apresentando uma expressao muito baixa do metabdlito, ndo
sendo possivel detectar as moléculas nas analises quimicas (Zingeilinger et al.
2016).

A identificacdo de compostos bioativos relacionados a vias silenciadas ou
cripticos esta sendo ampliada com estratégias de mineracdo de genoma, que
auxiliam na busca por vias metabdlicas, também chamados de Clusters Génicos
Biossintéticos (do inglés Biosynthetic Gene Clusters - BGCs) com base em
genomas completos (Bok et al. 2006). Porém, conforme mencionado acima a
identificacdo de BGCs no genoma ndo significa que em condi¢des de laboratorio
0s genes que compdem determinada via estejam sendo expressos, uma vez
que, fatores ambientais podem influenciar na ativacdo desses BGCs. Neste
contexto, a indugdo da expressdo de BGCs silenciados ou cripticos pode ser
uma alternativa ao desbloqueio dessas vias.

Em Aspergillus spp. foi identificado e analisado o gene laeA que codifica
uma proteina nuclear (LaeA- S-adenosil-L-metionina dependente de
metiltransferase) conhecida como regulador transcricional global do
metabolismo secundario (Bok et al. 2004). A delecao e superexpressado deste
gene levou a descoberta de novas moléculas e tem contribuido para o
entendimento de varios fatores relacionados a regulacdo epigenética do
metabolismo em Aspergillus spp. e outras espécies de fungos filamentosos (Bok
et al. 2004; Karimi-Aghcheh et al. 2013; Jiang et al. 2016; Yu et al. 2019). Em

Penicillium dipodomyis YJ-11 a superexpressdo de LaeA induziu alteracbes
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morfolégicas evidentes e variacdes metabdlicas com a ativacdo de BGCs
silenciados (Yu et al. 2019).

Segundo Bok et al. (2006) apenas fungos filamentosos tém possiveis
ortélogos de LaeA com regides conservadas, como a S-adenosil-L-metionina
dependente de metiltransferase identificada em isolados de Trichoderma neste
estudo. Analise da sintenia de genes agrupados a familia de genes ortélogos
pode contribuir com novos insights sobre a evolucéo e a conservagdo genémica,
e assim gerar informacdes criticas sobre o contexto da evolugcao gendmica.

Tendo em vista o papel funcional do regulador transcricional LaeA para a
expressao de BGCs silenciados ou cripticos, este trabalho teve como objetivo
analisar a composicdo e arquitetura dos genes que flanqueiam o fator de
transcricdo LaeA em diferentes isolados de Trichoderma, com intuito de verificar
a conservagao génica da regiao.

Material e Métodos

A realizacdo do presente estudo ocorreu com a selecdo de dezesseis
isolados de Trichoderma (Tabela 1) obtidos na sua grande maioria do bioma
amazonico. Os isolados selecionados tiveram seus genomas sequenciados e
analisados. O acesso ao patrimoénio genético é o SISGEN: N°AB6B14F.

O sequenciamento dos genomas foi realizado na plataforma Illlumina com
read length: 2 x 150 (Paired End) com cobertura de 100x. Os genes foram
anotados por meio do plugin AUGUSTUS (Stanke e Morgenstern, 2005) do
software Geneious Prime versao 2022.2.2 (https://www.geneious.com) usando
Fusarium graminearum como referéncia e a predi¢cdo funcional dos genes foi
realizada pelas plataformas PFAM e NCBI
(https:/lwww.ncbi.nlm.nih.gov/genome). Apés a anotacdo dos genomas foi
realizada a localizacdo das sequéncias homologas ao laeA e cerca de cinco
genes a montante e a jusante com maior identidade foram selecionados e
analisados.

A analise de sintenia da regido a montante e a jusante aos genes
homologos ao laeA nos dezesseis isolados foi realizada por meio do pipeline
clinker & clustermap.js (Gilchrist et al. 2021). Para isso, arquivos genbank das
sequéncias homoélogas ao laeA foram obtidos via fungiSMASH (Blin et al. 2019).
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Tabela 1. Acesso de culturas de Trichoderma spp. de diferentes Colegcbes Microbiolégicas

Amazonicas.
Isolado Codigo Hospedeiro/substrato Local Colecao Microbiologica
Colegao de Microrganismos de
T2475 INPA2475 Scleronema micranthum Amazonas Interesse Agrossivilcutural
CMIAINPA
™8 CPAA-TMS Sedimento Rio Madeira/AM CPAA-Embrapa Amazonia
Ocidental
TM12  MMSRG-12  Mauritia flexuosa (Fruto) Amazonas Central de colegoes
Microbioldgicas - UEA
TM14  CPAATM14 Sedimento Rio Madeira/AM CPAA-Embrapa Amazonia
Ocidental
TM15 MMSRG-15 Mauiritia flexuosa (Fruto) Amazonas C.entra.\l d,e F:olegoes
Microbiologicas - UEA
TM26  CPAA-TM26 Sedimento Rio Purus/AM CPAA-Embrapa Amazonia
Ocidental
Euterpe precatdria Central de colegbes
TM 38A MMSRG-38A (Casca externa) Amazonas Microbiologica - UEA
TM42  CPAA-TM42 Sedimento Rio Purus/AM CPAA-Embrapa Amazonia
Ocidental
TM44  CPAA-TM44 Sedimento Rio Purus/AM CPAA-Embrapa Amazonia
Ocidental
TM45  CPAA-TM45 Sedimento Rio Purus/AM CPAA-Embrapa Amazonia
Ocidental
TM58  CPAA-TM58 Sedimento Rio Jurua/AM CPAA-Embrapa Amazonia
Ocidental
TM63  CPAA-TM63 Sedimento Rio Jurud/AM CPAA-Embrapa Amazonia
Ocidental
TM64  CPAA-TM64 Sedimento Rio Jurua/AM CPAA-Embrapa Amazonia
Ocidental
TM67  CPAA-TM67 Sedimento Rio Jurua/AM CPAA-Embrapa Amazonia
Ocidental
. . Central de colegodes
TM 85 MMSRG-85 Botrylloides giganteus Mar/SP Microbiolégicas - UEA
TM94  MMSRG-94 Sedimento Rio Amazonas Central de colegoes

Microbioldgicas - UEA

A filogenia dos dezesseis isolados foi realizada com base na sequéncia

parcial do fator de elongacdo 1-a (EF 1a). Os alinhamentos multiplos das

sequéncias de nucleotideos foram gerados utilizando-se a ferramenta
CLUSTALW (Thompson et al. 1994), implementado pelo programa MEGA 7

(Kumar et al. 2016). As analises filogenéticas foram obtidas por meio da analise

concatenada do locus e os ramos internos foram avaliados com 1000 repeticdes

de bootstrap.

Resultados e Discussao

A andlise do gene que codifica um ortélogo do regulador global LaeA e

seus genes a montante e a jusante nos dezesseis isolados do género

Trichoderma, revelou que LaeA apresenta identidade acima de 80% na maioria
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dos isolados analisados (Figura 1), demonstrando tratar-se de um regulador
transcricional conservado neste género. Os genes a montante e a jusante ao
gene laeA apresentaram a mesma organizacado, com excecao de alguns isolados
que apresentaram variagcdes, sendo possivel observar aglomerados especificos
de genes introduzidos na regido por eventos de recombinacao ou insercao.

A montante do gene laeA foram observados aglomerados intergénicos
nos isolados de Trichoderma TM 63 e TM 67, se tratando de um grupo de genes
que ndo sdo observados nos demais (Figura 1). As sequéncias de aminoacidos
destas proteinas apresentaram identidade com proteinas hipotéticas do género
Trichoderma. Outro grupo intergénico a montante do gene laeA também foi
observado nos isolados de Trichoderma TM 26 e TM 45 (Figura 1). Neste grupo
sdo observados quatro genes inseridos na regiao, sendo que um deles codifica
uma amidohidrolase e o0s outros genes sdo relacionados a proteinas hipotéticas.

Os demais genes a montante ao laeA estao presentes em quase todos os
isolados, dentre eles alguns codificam proteinas relacionadas ao metabolismo
primario e secundario, e algumas ainda nao tem as proteinas analisadas em
espécies de Trichoderma, porém possuem similaridade com proteinas de outros
microrganismos.

Um dos genes, o0 primeiro a montante ao laeA, codifica uma proteina que
possui homologia com um transportador de pantotenato Lizl em Fusarium
sporotrichioides. Em estudos realizados em Schizosaccharomyces pombe, o
Liz1 pode ser o Unico transportador de pantotenato de membrana plasmatica
funcional (Stolz et al. 2004). Outro gene, 0 segundo a montante ao LaeA, esta
relacionado a uma proteina com dominio do tipo SnoaL em Trichoderma
simmonsii. Snoal pertence a uma familia de pequenas ciclases de policetideos,
que catalisam etapas de fechamento de anel na biossintese de antibioticos
produzidos por policetideos em Streptomyces spp. (Sultana et al. 2004; Ferrara
et al. 2021). Ja Ferrara et al. (2021), observaram que a ciclase SnoaL em
Aspergillus carbonarius atuando na regulacdo positiva da biossintese de
ocratoxina A (OTA), que é uma micotoxina bem conhecida com ampla
distribuicdo em alimentos e racdes.

Também foi observado um gene, o quarto a montante ao laeA,
conservado em todos os 16 isolados de Trichoderma, e de acordo com analises

realizadas no banco de dados do NCBI (Blast) codifica uma proteina chamada
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Switch 2 em Trichoderma asperellum, ortélogo de RAD26 da superfamilia SNF2
em Fusarium solani. Trata-se de subunidade catalitica do complexo SWI/SNF
gue atua para alterar a estrutura da cromatina (Durr et al. 2006; Ceballos e Heyer
2011).

Na regido a jusante ao gene laeA foram observados dois genes
conservados entre os dezesseis isolados. O primeiro a jusante, apresenta
homologia com citocromo P450 em Trichoderma spp., um importante grupo de
enzimas relacionadas ao metabolismo primério e secundario, e metabolismo de
xenobidticos (Lah et al. 2011; Chadha et al. 2018). Bansal e Mukherjee (2016),
ao analisar o genoma de trés espécies de Trichoderma (T. reesei, T. atroviride e
T. virens) observou que o citocromo P450 esta sempre nas proximidades de
clusters de genes relacionados ao metabolismo secundario, como NRPS, PKS e
aglomerados de ciclase terpénica.

O segundo gene a jusante, compartihado em todas as espécies
analisadas, codifica uma proteina homodloga a proteina de ativacdo chamada E1-
like em Trichoderma reesei, que faz parte de uma superfamilia central para a
conjugacao de ubiquitina (Ub), biossintese de cisteina, tiamina e varios
metabdlitos secundarios em diversos organismos (Burroughs et al. 2009).
Segundo Burroughs et al. (2009), as proteinas semelhantes a E1 estdo mais
proximas das desidrogenases dependentes de NAD(P)/FAD e das
metiltransferases  dependentes de S-AdoMet, com atividade de
fosfotransferéncia por “invengao” catalitica. Os demais genes a jusantes ao laeA
ainda ndo tem sua caracterizacdo bem definida em fungos.

Além da andlise de sintenia dos genes que flanqueiam o regulador LaeA,
as correlacdes filogenéticas entre os 16 isolados de Trichoderma foram
avaliadas com base no gene tefl-a (Figura 2) com intuito de observar a

arquitetura dos genes encontrados na analise sinténica e filogenia.
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Figura 1. Localizacdo e comparacao da sequéncia do gene ortélogo ao laeA (S-adenosil-L-
metionina dependente de metiltransferase) e dos genes a montante e a jusante ao regulador
transcricional em dezesseis isolados de Trichoderma.

Na analise filogenética, o isolado Trichoderma TM2475 identificado como
Trichoderma agriamazonicum sp. nova (Sousa et al. 2023) e o isolado
Trichoderma TM58 ficaram agrupados com alto suporte de bootstrap (Figura 2)
e apresentam arquitetura de genes semelhantes (Figura 1). O mesmo foi
observado com os isolados de Trichoderma TM 12 e TM 15 que ficaram
agrupados e apresentam genes com quase 100% de identidade (Figura 1 e 2).

Os isolados de Trichoderma (TM 26 e TM 45) estdo agrupados no mesmo
clado e proximos também na analise sinténica. Observa-se um grupo de quatro
genes inseridos na regiao e todos estes apresentam 100% de identidade (Figura
1). Ja os isolados de Trichoderma TM 63 e TM 67 que também apresentam

similaridade na arquitetura de genes nao estéo filogeneticamente proximos.
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Figura 2. Arvore filogenética baseada em Neighbor joining usando o barcode tefl-a de dezesseis
isolados de Trichoderma amazénicos.

Concluséo

A andlise da arquitetura da regido onde esta localizado o laeA juntamente
com a filogenia, evidenciam que a regido a jusante e a montante S&o
conservadas em Trichoderma spp., embora em alguns isolados foram
observadas insercéo génica e insercdo de DNA intergénico a montante ao laeA.
Além disso, em todos os isolados a montante foi identificado o gene Switch 2,
subunidade catalitica do complexo SWI/SNF que atua para alterar a estrutura da
cromatina, a jusante foi localizada o gene P450 que codifica grupos de enzimas
relacionadas ao metabolismo primario e secundéario, e o El-like gene que

codifica a proteina de ativacéo relacionadas ao metabolismo secundario.
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