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Resumo

A procura por produtos naturais (PN) de origem microbiana vem aumentando
nos ultimos anos. Nesse sentido, fungos do género Penicillium ganham destaque
pela capacidade de biossintetizar uma ampla diversidade de metabdlitos
secundarios que podem ser aplicados na industria farmacéutica e na agricultura.
Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi realizar mineragcdo genémica de
agrupamentos génicos relacionados a biossintese de PN de Penicillium
labradorum INPA-AP10, uma linhagem isolada de sedimentos do rio Amazonas.
Inicialmente o DNA gendmico foi extraido pelo método CTAB 2% e sequenciado
na plataforma Illumina®. Ap6s a montagem do genoma foi realizada a predicéo
de BGC’s (Biosynthetic Gene Clusters) com o antiSMASH 7.0, na versao para
fungos. Foram identificados 35 BGC’s sendo 10 PKS (policetideo sintase), 5
NRPS (sintase de peptideo ndo ribossomal), 5 NRPS-like, 6 terpenos, 2
betalactonas, 4 Fungal-RiPP e 3 BGC’s hibridos (NRP-metallophore/ NRPS,
betalactone/NRPS, T1PKS/NRPS-like). Quatro clusters preditos (BGC: 3, 8, 10
e 29) exibiram altos niveis de similaridade (=70%) com vias de biossintese ja
caracterizadas e disponiveis na base de dados MIBIG (Minimum Information
about a Biosynthetic Gene cluster), enquanto 2 (BGC: 13 e 23) exibiram
similaridade moderada (30-70%) e 3 (BGC: 1, 2 e 6) mostraram baixa
similaridade (1-29%), 26/35 clusters ndo apresentam nenhuma similaridade com
BGC'’s conhecidos. Apesar de alguns clusters apresentarem alta similaridade, a
analise de sintenia revela que esses BGC’s ndo conseguem formar os PN
correspondentes as vias ja caracterizadas, indicando que a linhagem INPA-AP10
pode produzir novas moléculas ou sintetizar PN com estrutura quimica
semelhante. A partir dos BGC’s que apresentaram alta similaridade foi possivel
predizer o potencial para producdo do sider6foro dimetil coprogénio e nidulanina
A. Este estudo revela o alto potencial de P. labradorum INPA-AP10 para
producdo de novos metabdlitos secundarios ou para PN nao conectados a suas
vias de biossintese. Sendo este o primeiro estudo genémico de P. labradorum
voltado a prospeccédo de metabdlitos secundarios.
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Introducéo

A adaptacdo dos microrganismos a diversos ambientes, bem como a
necessidade de defesa contra outros organismos, resultou no surgimento de
compostos bioativos com ampla diversidade quimica. Essa diversidade de
produtos naturais (PN) biossintetizados por microrganismos pode ser utilizada
na agricultura e em diferentes segmentos da industria, como a de cosméticos,
farmacéutica, entre outros (Brakhage 2013; Katz et al. 2016).

Dentre os microrganismos capazes de sintetizar PN estdo os fungos, que
sao bastante conhecidos pela capacidade de produzir uma grande variedade de
moléculas biologicamente ativas, tais como: antiparasitarios, antibacterianos,
antifingicos, antitumorais e imunossupressores (Gaynes 2017).

No reino Fungi, espécies do género Penicilium sdo encontradas
comumente na vegetacdo em decomposi¢do, no solo e no ar. Este género é
conhecido historicamente pela producdo de antibidticos, como a penicilina que
possui atividade antibacteriana de amplo espectro, como o antitumoral acido
clavarico e a micotoxina acido penicilico (Houbrake 2016; Perrone 2017).

A biossintese de produtos naturais em microrganismos, na maioria das
vezes, estd associada a agrupamentos génicos responsaveis por sua
biossintese, também conhecidos como Biosynthetic Gene Clusters (BGC). A
identificacdo de BGC’s associados a moléculas de interesse € um campo
crescente, e essa abordagem tem recebido o nome de "mineragcéo genémica”, e
pode ser realizada com base em ferramentas de bioinformatica como o
antiSMASH (Madema et al. 2021).

A plataforma antiSMASH é de acesso publico e esta disponivel online
desde 2011, utilizada para detectar e caracterizar BGC’'s em genomas de
bactérias, fungos e plantas. A versdo 6.0 do software é capaz de identificar 71
tipos diferentes de clusters depositados no MIBIG (Blin et al. 2021). A base de
dados MIBIG apresenta 2502 BGC'’s cujos metabolitos secundarios apresentam
a via de biossintese caracterizada com base em experimentos que combinam
abordagem quimica e de gen6émica funcional (como gene Knockout, expresséo
heteréloga entre outras) utilizada para predizer a funcao de cada gene membro
do BGC (Terlouw et al. 2023).

Os BGC’s sao localizados no genoma por meio de ferramentas que

identificam a presenca de genes que codificam enzimas para as principais
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classes de metabdlitos secundarios, estes genes sdo chamados de “gene core”
(Coussement et al. 2020). A identificacdo das classes de metabdlitos
secundarios com base nos BGC’s e a predicdo de PN por meio da composicéo
de genes presentes no agrupamento, representa um avanco na bioprospeccao
de moléculas a partir de genomas completos sequenciados (Abbasi et al. 2020;
Albarano et al. 2020; Lin et al. 2020).

A mineracdo ainda possibilita a identificagdo dos chamados clusters
orfaos, que estéo relacionados a biossintese de moléculas novas, revela BGC’s
que estdo silenciados, além daqueles que séo cripticos. Os BGC’s cripticos
apresentam baixa expressdo o que dificulta a identificacdo quimica das
moléculas relacionadas a esse tipo de BGC. (Seyedsayamdost et al. 2020).

Consequentemente, o acumulo de informagdes genémicas tém mostrado
que a capacidade metabdlica de muitos microrganismos é amplamente
subestimada, visto que em condicdes de laboratério a maioria dos BGC’s estao
silenciados ou sao cripticos (Medema et al. 2021). Contudo a mineracgao
gendmica combinada com técnicas de cultivo como OSMAC ou ferramentas de
edicdo génica pode possibilitar o desbloqueio dessas vias de biossintese e dessa
forma explorar o potencial metabolico contido em cada genoma.

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi realizar a mineracdo do genoma
de P. labradorum INPA-AP10 a fim de explorar seu potencial biotecnoldgico para

a biossintese de PN.

Material e Métodos

O organismo selecionado para o presente estudo foi uma linhagem de P.
labradorum isolado de amostras de sedimentos do rio Amazonas pela Embrapa
Amazobnia Ocidental, e depositado na colecdo microbiolégica do Instituto
Nacional de Pesquisa da Amazonia — INPA, com o codigo INPA-AP10. Cadastro
de Acesso ao patrimbnio genético N° AB6B14F.

A espécie fungica foi cultivada em caldo Batata Dextrose por 7 dias a 28°C
e rotacdo de 150 rpm. Em seguida, a extragcdo do DNA gendmico foi realizada
com CTAB (Cetyl trimethyl ammonium bromide) 2% de acordo com a
metodologia de Doyle e Doyle (1987).

O genoma completo do isolado INPA-AP10 foi sequenciado na plataforma

lllumina com read length: 2 x 150 (Paired End). A montagem “de novo” foi
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realizada utilizando o SPAdes (Prjibelski et al. 2020). O genoma completo de P.
labradorum INPA-AP10 apresentou um tamanho total de 26.3 Mb, com 205
scaffolds, 52% de contetdo G/C, N50 de 631.997pb e L50 de 15.

Com base no genoma completo, a mineragao genodmica do isolado INPA-
AP10 foi realizada usando a ferramenta antibiotics and Secondary Metabolites
Analysis SHell (antiSMASH), versdo 7.0 para fungos (fungiSMASH), com
parametros de acordo com Blin et al. (2021).

Para os BGC’s que apresentaram 100% de similaridade, foi realizada a
andlise de sintenia, por meio do pipeline Clinker & clustermap.js (Gilchrist &
Chooi, 2021), com traducdes de aminoacidos de genes em cada cluster
extraidas e alinhadas usando o pacote BioPython (versdo 3.1), a fim de
determinar a identidade entre os genes dos BGC's preditos para a linhagem e os
BGC’s de referéncia depositados no MIBiG. Os dominios de PKS e NRPS foram
determinados por meio das plataformas PKS/NRPS Analysis Web-site
(http://nrps.igs.umaryland.edu/) e InterPro (www.ebi.ac.uk/interpro/).

Foram considerados novos clusters aqueles que inicialmente né&o
apresentaram nenhuma similaridade com BGC'’s disponiveis no banco de dados
MIBIG (Minimum Information about a Biosynthetic Gene cluster), e com base em
analise manual e sinténica também foram considerados BGC’s relacionados a
novos PNs aqueles cuja a santeria ndo indicou correspondéncia em todos os
genes presentes de vias biossintéticas j4 caracterizadas e com moléculas

identificadas quimicamente (Medema et al. 2015; Epstein et al. 2018).

Resultados e Discusséo

Foram identificados 35 BGC's, sendo as PKS as mais abundantes com 10
cluster localizados no genoma, destes 9 sdo PKSs (policetideo sintase) do Tipo
| e uma PKS Tipo 3, seguido por NRPS (peptideo sintetase néo ribossomal),
NRPS-like (BGC’s semelhante a NRPS), terpenos, betalactonas, e fungal-RiPP
(peptideos sintetizados ribossomalmente e modificados pés-traducionalmente),
além dos BGC’s hibridos (BGC’s que combinam genes pertencente a mais de
uma classe ou que apresenta um gene que codifica proteinas com dominios
oriundo de diferentes classes) NRP-metallophore/NRPS, PKS T1/NRPS-like e
betalactona/NRPS (Figura 1).
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Dos 35 BGSs preditos (Tabela 1) 4 exibiram altos niveis de similaridade
(270%) com BGC’s depositados no banco de dados MIBIG, dois exibiram
similaridade moderada (30-69%) e 3 tiveram baixa similaridade (1-29%) e os 26
restantes n&do apresentaram similaridade com BGC'’s conhecidos, indicando que
0 genoma de P. labradorum INPA-AP10 74,2 % dos BGC estéo relacionado a
biossintese de novos produtos naturais ou moléculas caracterizadas
guimicamente, mas que ndo possui 0s genes relacionados a sua biossintese

ainda descritos ou depositados na base de dados MIBIG.

OHNwhmm\le >

=

N & M Alta similaridade M Baixa similaridade

Q;z,q’ <<°°\ \)_:\o-‘\b Media Similaridade Bl Sem similaridade
Figura 1 - Mineracao genémica de Penicillium labradorum INPA-AP10. Em (A) distribuicdo
de 35 BGC'’s identificados e distribuidos com bases na classe de produtos naturais
relacionadas ao gene core: NRPS, PKS T1 e T3, terpeno, NRPS-like, betalactona, Fungal-
RiPP e hibridos. Em (B) similaridade mensurada com base no numero de genes que
apresentam correspondéncia com vias de biossintese j& caracterizadas e depositadas na
base de dados MiBIG que abriga anotagbes e metadados de BGC’s e seus produtos
moleculares, foi considerada alta similaridade (=70%), média moderada (30-69%), baixa
similaridade (1-29%), sem similaridade (0%).

Policetideo sintase (PKS) foi o tipo de BGC predominantemente
encontrado no genoma de P. labradorum INPA-AP10, e representa 28,5% dos
BGC’s, sendo 9 PKS T1 e uma PKS T3, estes clusters estdo envolvidos na
biossintese de policetideos (PK), uma classe de PN que utilizam actil-CoA e
malonil-CoA como blocos construtores. Estes metabdlitos possuem ampla
importancia  farmacolégica  apresentando  atividades  antimicrobianas
(eritromicina), antifiangica  (anfotericina), antiparasitaria (avermectina),
antitumoral (sofaren A), inibidor do crescimento vegetal (resorcilida), entre outros
(Paulo, Sigrista e Oliveira 2019).

As PKS séo classificadas em altamente redutoras, parcialmente redutoras
e em nao redutoras, de acordo com o nivel de reducdo que realizam. Estas

enzimas também séao classificadas em Tipo 1 (PKS T1), Tipo 2 (PKS T2) e Tipo
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3 (PKS T3) de acordo com a composi¢cdo e organizacdo estrutural de seus

dominios funcionais (Herbst, Townsend e Maier 2018).

Entre as PKSs identificadas no genoma, o BGC-1 apresentou 18% de

similaridade ao cluster responséavel pela sintese do policetideo 1 RES-1214-2.

J4 o BGC-24 apresentou 66% de similaridade, possuindo 4 dos 6 genes

responsaveis pela sintese de 2 trans-resorcilida (Figura 2).

Tabela 1. Clusters génicos biossintéticos (BGC’s) preditos com base no genoma de P.
labradorum INPA-AP10.

Comprimento

%

BGC mais

BGC Tipo pb** Similaridade semelhante MIBIG D™
1 PKS T1 43,955 18 RES-1214-2 BGC0000121
2 PKST1 46,645 18 aurofusarina BGC0002709
3 Terpeno 24,214 100 acido clavarico BGC0001248
4 Betalactona 24,241 0 - -

5 NRPS 52,272 0 - -
6 Terpeno 21,495 12 azasperpyranone A BGC0002267
7 Betalactona 31,183 0 - -
g* meta”o'gfofé,NRPS 96,388 100 dimetil coprogénio  BGC0001249
9 PKST1 48,148 0 - -
10 NRPS-like 43,833 100 colina BGC0002276
11 PKS T1 39,929 0 - -
12 NRPS 46,436 0 - -
13 Terpeno 21,538 60 esqualestatinaS1  BGC0001839
14 PKST1 77,412 0 - -
15 NRPS 46,308 0 - -
16 NRPS 64,234 0 - -
17 NRPS-like 43,358 0 - -
18 NRPS-like 44,38 0 - -
19 Terpeno 22,17 0 - -
20 PKS T1 38,87 0 - -
21 Fungal-RiPP 36,603 0 - -
22 Terpeno 21,188 0 - -
23 PKS T1 38,666 66 trans-resorcilida BGC0001246
24 PKST1 62,432 0 - -
25 Terpeno 23,929 0 - -
26 NRPS-like 43,288 0 - -
27 PKST1 36,618 0 - -
28 NRPS-like 43,293 0 - -
29 NRPS 58,565 75 nidulanina A BGC0001699
30 Fungal-RiPP-like 60,901 0 - -
31 Fungal-RiPP-like 35,452 0 - -
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https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r2c1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000121/1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r2c2
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#t1pks
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000107/1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r2c3
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r3c1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r3c2
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r6c1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r7c1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r7c2
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r9c1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r15c1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r16c1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r17c1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r20c1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r21c1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r24c1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r26c1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r27c1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r27c2
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r32c1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r34c1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r35c1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r37c1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r38c1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r38c2
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r40c1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r38c2
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r40c1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001699/1

32* PKS T1, NRPS-like 50,792 0 - -
33* Betalactona, NRPS 26,795 0 - -
34 PKS T3 10,669 0 - -
35 Fungal-RiPP-like 6,098 0 - -

*BGC hibrido; **comprimento em pares de base; ***representa o cddigo do BGC cuja similaridade
foi identificada no MIBIG.

Outro cluster com 18% de similaridade (BGC-2) € o responsavel pela
biossintese da 3 aurofusarina e foi analisado (Figura 2). Com base na
composicao de genes observada na sintenia € possivel inferir que as moléculas
sintetizadas por estes clusters na linhagem INPA-AP10 n&do serdo iguais aos
compostos 1, 2 e 3, embora possa apresentar o esqueleto principal da molécula
estruturalmente similar, isto porque o gene "core" que é o responsavel pelo
"chassi" da molécula € compartilhado entre os BGC’s depositados no MIBIG e

os da linhagem aqui estudada.

RES-1214-2 HO e
BGC0000121 (reversed) - v ,L ,I-\
o o7

BeC-2 _ < . S 0 R ) Ga—

aurofusarina
BGC0002709

Funcdo dos genes

® nrPKS

® DUF4243

® lacase

B-lactona

halogenase

MFS transpartador
regulador transcricional
® hrPKS

@® dominio EthD

BGC -23

trans-resorcilida
BGCD001246

25kb 0 Identity (%) 100

Figura 2 - Analise sinténica de trés clusters de policetideo sintase (PKS) relacionados a
sintese de (1) RES-1214-2, (2) trans-resorcilida, (3) aurofusarina, com BGC’s de P.
labradorum INPA-AP10. O percentual de similaridade entre os genes esta apresentado nas
caixas pretas acima das linhas cinzas, quando mais escura a linha maior é a identidade entre
0s genes, as cores das setas representam a fungao proteica predita. Os dominios das PKSs
estdo apresentados acima do gene core de cada BGC: cetoredutase (KR), cetossintase (KS),
proteina carreadora de acil (ACP), aciltransferase (AT), desidratase (DH), enoilredutase
(ER), aciltransferase da unidade iniciadora (SAT), Product template (PT) que catalisa a
ciclizacdo da molécula, tioesterase (TE), Ppant (PP).
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https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r64c1
https://fungismash.secondarymetabolites.org/upload/fungi-75fb3fe5-5eab-425b-b8b4-ea30b1aaf5d6/index.html#r68c1

O policetideo RES-1214-2 é um antagonista ndo peptidico da endotelina
1 (ET1), um potente vasoconstritor de longa duracdo que foi isolado de caldo de
cultivo do fungo Pestalotiopsis sp. RE-1214. Foi observado in vitro a seletividade
de RES-1214-2 sobre a ligacdo de ET-1 ao receptor de endotelina tipo A (Ogawa
et al. 1995).

O BGC de RES-1214-2 de Pestalotiopsis sp. esta localizado em um locus
com 36.243 nucleotideos (nt) e composto por 16 genes. A analise de sintenia
deste cluster identificou correspondéncia para trés genes do BGC-1 de P.
labradorum INPA-AP10 (Figura 2), sendo um deles o gene core ptaA que codifica
uma PKS néo redutora, o gene ptaB uma betalactamase e o gene ptaM, codifica
uma halogenase que catalisar a cloracdo na biossintese de RES-1214-2 (Xu et
al. 2014a).

Trans-resorcilida € um inibidor especifico da 15-hidroxiprostaglandina
desidrogenase, uma enzima chave no catabolismo das prostaglandinas, isolada
de Acremonium zeae (Sarocladium). Os resorcilideos séo fitotéxicos e inibem o
alongamento das raizes das mudas. Esses metabdlitos secundarios pertencem
a subclasse lactona do &cido resorcilico de 12 membros da familia benzenodiol
lactona (Xu et al. 2014b).

O BGC de trans-resorcilida do fungo endofitico A. zeae € composto por
seis genes, localizado em um locus de 28.428 pares de bases (pb). O gene resS1
codifica uma PKS altamente redutora (hrPKS) e o gene resS2 codifica uma PKS
nao redutora (nrPKS). Além das PKS interativas (iPKSs) o BGC possui 0 gene
resE que codifica uma proteina transportadora de membrana da Superfamilia
facilitadora principal - MFS (Xu et al. 2014b).

O pigmento aurofusarina € uma naftoquinona homodimérica produzida
por fungos do género Fusarium e frequentemente associada a infeccdes
ocorridas em trigo. Possui propriedades antibiéticas contra fungos filamentosos
e leveduras. Sua biossintese depende da presenca do gene PKS12 que codifica
uma nrPKS (Westphal et al. 2018).

O BGC de aurofusarina de Fusarium graminearum PH-1 possui 11 genes,
esta situado em um locus de 25.000 pb e apresentou 18% de similaridade com
0 BGC - 2 predito para P. labradorum INPA-AP10. O gene gipl de F.
graminearum codifica uma enzima lacase que é necessaria para a biossintese

da aurofusarina (Frandsen et al. 2006).

299



As sintetases de peptideos ndo ribossémicos (NRPS) sdo mega enzimas
multimodulares que incorporam uma ampla gama de substratos (aminoacidos,
proteinas, ornitina e hidroxiacidos) para formar peptideos lineares ou ciclicos
sem o envolvimento de ribossomos. As NRPS flngicas sao responsaveis pela
biossintese de peptideos nao ribossomais (NPS) com um amplo espectro de
atividades biologicas na medicina e na agricultura (Chen, Lin e Chung 2013).

No genoma de P. labradorum INPA-AP10 foram encontrados dois clusters
com alta similaridade a BGC’s relacionados a NRPs conhecidos: 4 dimetil
coprogénio e 5 nidulina A (Figura 3).

A via biossintética de dimetil coprogénio de Alternaria alternata possui
apenas o gene NPS6, composto por 6.120 pb, que codifica uma NRPS, cuja
similaridade foi de 100% com o gene core do BGC-8, hibrido NRPS/NRPS-like
de P. labradorum INPA-AP10. A presenca de genes adicionais no BGC-8 pode
indicar a ocorréncia de modificacdes pés-NRPS na molécula, o que levaria a
biossintese de um metabdlito diferente do dimetil coprogénio. Além disso, na
andlise da composicado de dominio de ambas NRPS foram possiveis identificar
um dominio de tiolag&o (T) adicional no gene NPS6 de A. alternata.

Fungos do género Alternaria sdo conhecidos por produzirem sideroforos
dimetil coprogénio para adquirir ferro extracelular. Os coprogénios contém um
anel dicetopiperazina (acido dimérico) que € formado pela unido de duas
unidades N 5 -acil- N 5 -hidroxi-ornitina por meio de uma ligacéo peptidica. Uma
unidade adicional de acil ornitina é ligada ao anel por meio de uma ligacao éster
(Chen, Lin e Chung 2013).

O BGC-29 produz o tetrapeptideo ciclico nidulanina A (Figura 3). Este
composto é encontrado em todas as espécies de Aspergillus e Penicillium. Foi
caracterizado originalmente em A. nidulans e até o momento ndo ha nenhuma
propriedade ou funcdo conhecida para este metabdlito secundario. Porém, a
nidulanina A, esta envolvida na sintese de fungisporina, que por sua vez

demonstrou possuir propriedades antibacterianas (Andersen et al. 2013).
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H C— T T 38

oA
25kb 0 Identity (%) 100 ' H BEtiEnsposisdor
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Figura 3 - Andlise sinténica de dois clusters relacionados a biossintese dos peptideos ndo
ribossomais (NRP) (4) dimetil coprogénio, (5) nidulanina A, com clusters de P. labradorum
INPA-AP10. O percentual de similaridade entre os genes esta apresentado nas caixas pretas
acima das linhas cinzas, quando mais escura a linha maior é a identidade entre os genes, as
cores das setas representam a funcdo proteica predita. Os dominios das NRPSs estéo
apresentados acima do gene core de cada cluster onde: (A) indica o dominio de adenilagéo,
(T) tiolagéo, (E) epimerizagéo, (C) condensacéo.

Conclusdes

A partir da mineragdo do genoma de P. labradorum INPA-AP10 foi
possivel identificar 35 clusters génicos biossintéticos envolvidos na biossintese
de produtos naturais. Com base nos BGC’s que apresentaram alta similaridade
foi possivel predizer o potencial para produgéo do dimetil coprogénio (sideroforo)
e nidulanina A. Os resultados também indicam que apesar de alguns clusters
apresentarem alta similaridade, as analises de sintenia revelam que a
composicao génica diferente das vias de biossintese do MIBIG indicando que na
linhagem INPA-AP10 produz moléculas diferentes, com possivel esqueleto
principal da molécula estruturalmente similar. Além disso, cerca de 75% dos
BGC’s ndo apresentam nenhuma similaridade com as vias de biossintese
disponiveis na base de dados, indicando que esses clusters podem estar
relacionados a sintese de novas moléculas ou moléculas embora ja descritas e
elucidada quimicamente, ainda ndo se conheca a composi¢cao génica da via de

biossintese impossibilitando a correlagéo.
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