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RESUMO

SOUSA, Thiago Fernandes, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2021. Analise
in silico e funcional do cluster génico biossintético de esclerotiorina e derivados em
Penicillium sp. Orientadora: Marisa Vieira de Queiroz. Coorientadores: Gilvan Ferreira da
Silva e Hector Henrique Ferreira Koolen.

Fungos do género Penicillium sect. sclerotiora possuem como principal caracteristica a
presenca de pigmentacdo laranja no micélio, que foi associada ao metabdlito secunddrio clorado
da classe das azafilonas, denominado de esclerotiorina. Este metabdlito possui diversas
atividades bioldgicas, tais como antidiabete, antioxidante, anti-inflamatdrio, antialzheimer,
antiviral e antimicrobiana. Moléculas da classe das azafilonas sdo produzidas via policetideos
sintases e posteriormente modificadas por enzimas chamadas de “enzimas p6s-PKS”, que sao
codificadas por genes que estdo presentes em clusters génicos biossintéticos (BGCs). Com os
avancos do sequenciamento de nova geracdo (NGS), hoje é possivel investigar os genes
envolvidos na biossintese de produtos naturais por meio de mineragdo gendmica, analise
funcional em conjunto com dados de metaboldémica. Contudo, no caso da esclerotiorina, embora
sua estrutura tenha sido identificada ha mais de 80 anos, até o presente momento a via de
biossintese estd sendo descrita pela primeira vez neste trabalho em um isolado do género
Penicillium MMSRGO058. A mineracdo gendmica de Penicillium sp. MMSRGO058 permitiu a
identificacdo do putativo cluster de esclerotiorina contendo duas PKS e 11 genes localizado no
scaffold 28, para determinar se este BGC € o responsdvel pela via de sintese de esclorotiorina,
foi realizado com sucesso o knockout das duas PKSs (genes core) e a andlise comparativa do
perfil metabolomica de mutantes e selvagem. Essas abordagens permitiram ainda a identificar
outros metabdlitos que sdo produzidos por esta mesma via, tais como: Isocromofilonas [ e VI,
esclerotioramina, ocrefilona A e clorogeumsanol. Os resultados aqui obtidos abrem portas para
trabalhos visando a engenharia metabdlica para superexpressdo ou modificacdes estruturais

para obtencao de novas moléculas.

Palavras-chave: Esclerotiorina. Azafilonas. Delecao de genes.



ABSTRACT

SOUSA, Thiago Fernandes, M.Sc, Universidade Federal de Vicosa, October, 2021. In silico
and functional analysis of the biosynthetic gene cluster of sclerotiorin and derivatives in
Penicillium sp. nov. Adviser: Marisa Vieira de Queiroz. Co-Advisers: Gilvan Ferreira da Silva
and Hector Henrique Ferreira Koolen.

Fungi of the genus Penicillium section Sclerotiora have as main characteristic the presence of
orange pigmentation in the mycelium, which was associated with the chlorinated secondary
metabolite of the azaphilone class, sclerotiorin. This metabolite has several biological activities,
such as anti-diabetes, antioxidant, anti-inflammatory, anti-alzheimer, antiviral and
antimicrobial. Molecules of the azaphilone class are produced via polyketide synthases and
later modified by enzymes called “post-PKS enzymes”, which are encoded by genes that are
present in biosynthetic gene clusters (BGCs). With advances in next generation sequencing
(NGS), it is now possible to investigate the genes involved in the biosynthesis of natural
products through genomic mining, functional analysis in conjunction with metabolomics data.
However, in the case of sclerotiorin, although its structure has been identified more than 80
years ago, until now the biosynthesis pathway is being described for the first time in this work
in an isolate of the genus Penicillium MMSRGO058. The genomic mining of Penicillium sp.
MMSRGO58 allowed the identification of the putative sclerotiorin cluster containing two PKS
and 11 genes located in scaffold 28, to determine whether this BGC is responsible for the
sclerotiorin biosynthesis pathway, was realized the knockout of the two PKSs (core genes) and
comparative analysis of the metabolomic profile of mutants and wild type. These approaches
also allowed us to identify other metabolites that are produced by this same pathway, such as:
Isochromofilones 1 and VI, sclerotioramine, ocrefilone A and chlorgeumsanol. the results
obtained in this work can serve as a basis for metabolic engineering to obtain bioactive

molecules based on the structure of sclerotiorin and new sclerotiorin derivatives.

Keywords: Sclerotiorin. Azaphilones. Gene knouckout.
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1. INTRODUCAO

Espécies do género Penicillium (filo Ascomycota) estdo distribuidas mundialmente
(Yadav et al. 2018). Em 2011, o género passou por uma reestruturagdo taxondmica baseada na
avaliacdo dos caracteres morfolégicos, em comparacdo com outros géneros da familia
Trichocomaceae, e na andlise filogenética multilocus, utilizando dados de sequéncias gé€nicas
parciais: rpbl e rpb2 (subunidades do core catalitico da RNA polimerase II), tsr/ (proteina de
biogénese do ribossomo) e cct8 (componente do complexo chaperonin). O estudo resultou na
realocacdo dos géneros Thysanophora, Eupenicillium, Chromocleista, Hemicarpenteles e
Torulomyces para Penicillium sensu stricto, em adi¢do, um novo sistema de classificagdo foi
proposto com base nos 25 clados monofiléticos distintos formados, que sdo tratados agora como
segodes, incluindo a secdo sclerotiora (Houbraken et al 2011; Visagie et al. 2014). Em 2021,
segundo o Index fungorum, (http://www.indexfungorum.org), 1.342 espécies foram descritas
para o género. No entanto, esse nimero diminui para 483 quando se trata de espécies vélidas
nas quais seguem corretamente o cddigo de nomenclatura de plantas algas e fungos, segundo a
revisdo realizada por Houbraken et al. (2020).

As principais caracteristicas morfolégicas das espécies que compdem a secao
sclerotiora que € atualmente composto por 30 taxos, sdo a produgdo de pigmentos amarelo,
laranja e vermelho e de conidi6foros monoverticilados, com excecdo das espécies que
apresentam conidioforos biverticilados P. malachiteum, P. nodositatum e P. herquei
(Houbraken et al 2011; Visagie et al. 2013; Wang et al. 2017; Choi et al. 2020).

Penicillium sclerotiorum apresenta coloracdo laranja no micélio que foi associada ao
metabolito secunddrio clorado da classe das azafilonas, denominado de esclerotiorina por
Curtin et al. (1940). Até o momento, para esta molécula sdo relatadas atividades antineoplasica
(Giridharan et al. 2012; Chen et al. 2021), antidiabete (Chidananda et al. 2006), antioxidante
(Dos Santos et al. 2019), anti-inflamatério (Xin, et al. 2019), antialzheimer (Wiglenda et al.
2020), antiviral (Arunpanichlert et al. 2010), antifiingica, frente aos patégenos de importancia
econdmica para a agricultura como Fusarium spp. € Magnaporthe grisea (Bao et al. 2010) e
antibacteriana, frente a Bacillus spp., Micrococcus luteus, Klebisiella pneumoniae, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli e Lysteria monocitogenes (Lucas et al. 2010). Penicillium

mallochii, P. daejeonium e P. hirayamae, todos da sec¢do sclerotiora, também possuem este



metabodlito como majoritario e relacionado a pigmentacdo (Udagawa et al. 1963; Ishiuchi et al.
2019; Dos Santos et al. 2019; Zhang et al. 2019; Boubhri et al. 2020). Estes dados indicam que
uma das principais caracteristicas da secdo (pigmentag@o) estd relacionada a sintese dos
metabdlitos esclerotiorina e andlogos.

Desde o isolamento de esclerotiorina, vérios andlogos dessa molécula vém sendo
relatados (Matzusaki et al, 1995; Lin et al, 2012; Wu et al. 2021). Na linhagem OUCMDZ-
3839 de P. sclerotiorum, derivada de esponjas marinhas, foram identificados quatro novos
derivados e sete andlogos conhecidos, sendo a maioria bioativos contra o virus HIN1. Alguns
desses andlogos possuem um dtomo de nitrogénio incorporado no esqueleto principal da
molécula como a sclerotioramina (Jia et al, 2019). Em estudo recente, foi demonstrado que
fosfato (PO4>) pode servir de catalisador para adi¢io de nitrogénio e de aminas primdrias no
esqueleto de esclerotiorina (Liu et al. 2020)

Estudos de semissintese resultaram na obtencdo de vinte e nove derivados da forma
aminada da sclerotioramina que sdo potentes agentes anti-incrustantes que podem ser usados
para prevenir o aparecimento de cracas em embarcacdes marinhas, revelando a complexa
diversidade estrutural e aplicabilidade destes compostos (Wei et al. 2017). Além de todo valor
agregado para esclerotiorina e derivados em termos de bioatividade e beneficios a satude
humana, esta molécula também apresenta baixa toxicidade e pode ser utilizada como retardador
da deterioracdo de alimentos, propriedades que lhe conferiu uma patente no Japao
(JP2000191527). Devido a sua coloracao, a esclerotiorina vem sendo investigada como corante
alternativo para alimentos (Gomes et al. 2016; Morales-Oyervides et al. 2020).

Moléculas da classe das azafilonas como a esclerotiorina e andlogos sao produzidas via
policetideos sintases (PKS). Estas sd@o enzimas multiméricas que podem conter diversos
dominios, sendo os dominios cetosintase (KS), aciltransferase (AT) e proteina carregadora de
acil (ACP), indispensaveis para uma PKS funcional (Fig. 1A). As PKSs podem conter ainda
dominios adicionais, relacionados a reacdes de reducdo, a exemplo de cetoredutase (KR),
enoilredutase (ER) e dehidrogenase (DH) e para reagdes de metilagdo, como os dominios de
metiltransferase (MT) (Fig. 1B). As cadeias policetidicas sdo construidas por malonil-CoA,
metilmalonil-CoA ou acetil-CoA (building blocks), que funcionam como unidades extensoras.
Apo6s formadas, as cadeias policetidicas sdo liberadas da PKS por meio de hidrélise ou por

tioesterificagdo pelo dominio tioesterase (TE), podendo ainda sofrer uma série de modificacdes



por meio de enzimas adicionais, também chamadas de “enzimas p6s-PKS”, mais conhecidas
em inglés pelos termos: "decoration enzymes" e "tailoring enzymes", cujo os genes estao
presentes normalmente no mesmo cluster génico biossintético (BGC) (Simpson & Cox, 2007;
Keatinge-clay et al. 2012).

As PKSs sdo classificadas em trés tipos (I, I, III). As PKSs do tipo I contém multiplos
dominios funcionais que sdo codificadas por um Unico gene, podem ser iterativas (utilizacdo
repetida do mesmo arsenal de dominios durante a biossintese) monomodular, bimodular,
trimodular, hibridos de TIPKS/NRPS (sintase de peptideos nao-ribossomais), ou podem ser
multimodulares também conhecidas como canoOnicas (cada etapa da biossintese é processada
por diferentes mddulos, seguindo a regra de colinearidade) o que permite com base nos
dominios determinar a molécula a ser produzida (Fig. 1C). As PKSs do tipo II possuem
dominios em proteinas dissociadas que interagem para exercer a funcdo (tipicamente
encontradas em bactérias) (Fig.1D), enquanto que as PKSs do tipo III, chamadas também de
chalconas sintases, s@o formadas por dimeros do dominio KS e ndo dependem de ACP
(tipicamente encontradas em plantas e fungos) (Fig. E). As PKSs iterativas do tipo I s3o o tipo
mais comum entre os fungos filamentosos (Herbst et al. 2018, Wang et al. 2020).

As PKSs iterativas do tipo I podem ser nao redutoras (NR-PKS), parcialmente redutoras
(PR-PKS) ou altamente redutoras (HR-PKS). As NR-PKSs ndo possuem os dominios de
reducdo KR, ER e DH, possuem em sua regido N-terminal o dominio transacilase (SAT), que
€ um iniciador de extensdo da cadeia policetidica, que sdo responsaveis por capturar cetideos
gerados por HR-PKSs, produtos de sintases de 4cidos graxos (FAS) ou building blocks, um
dominio AT especifico para malonil-Coa (MAT) que € um dominio para fusdo de anéis
arométicos (PT) e um dominio TE na regido C-terminal. As PR-PKSs sdo caracterizadas pela
falta de ER, enquanto que as HR-PKSs sdo caracterizadas pela presencga de mais de um dominio
de reducdo (Herbst et al. 2018)

Os dominios bésicos de PKSs (KS, AT e ACP) podem ainda ter acdo conjunta com os
dominios de NRPSs em um mesmo conjunto catalitico (enzimas NRPS-PKSs) formando
moléculas hibridas como para producdo de fusarina, equisetina, fusaridiona, asperidona,
citocalasanos, lovastatina, compactina e monacolina (Fisch 2013; Bayly et al. 2017). Tipos
diferentes de PKSs também podem interagir para formar moléculas de maior complexidade

como as dual-PKSs (NR PKS - HR PKS), a exemplo dos BGCs para produgdo de
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chaetoviridinas, asperfuranonas e trichoderpirona (Chiang et al. 2009; Winter et al. 2012; Chen

et al. 2017).

Figura 1. A) Dominios minimos para uma Policetideo sintase (PKS) funcional KS (cetosintase),
AT (acetiltransferase), ACP (proteina carreadora de acil); B) Dominios adicionais que uma PKS
pode conter: DH (desidrogenase), MT (metiltransferase), ER (Enoil redutase), KR
(cetoredutase), TE (tioesterase); C) Multiplos dominios codificados por um tnico gene
caracteristico de PKS’s do tipo I, organizacdo de dominios de NR-PKS (PKS néo redutora),
HR-PKS (PKS altamente redutora), PR-PKS (PKS parcialmente redutoras) e organizacdo de
dominios de uma PKS do tipo I multimodular ou candnica; D) Dominios de PKS do tipo II sdo
codificados em genes separados; E) Organizacdo de dominios encontrados em PKS do tipo III

contendo homodimeros do dominio KS.

E PKS Tipo Ill

o-»

Independente de ACP
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Modificac¢des adicionais nos produtos das PKSs sdo frequentemente catalisadas por
oxidorredutases, halogenases, aciltransferases e aminotransferases, também chamadas de
enzimas pos-PKS (Rix et al. 2002). As oxidorredutases sao o tipo mais comum encontradas nos
BGCs de fungos e compreendem as oxigenases, peroxidases, hidroxilases, redutases e
desidrogenases. Essas enzimas introduzem grupos funcionais contendo oxigénio (ex: aldeidos,
cetonas e dlcoois) ou modificam essas fungdes organicas por remog¢ao ou adicdo de dtomos de
hidrogénio. As enzimas p6s-PKS do grupo das P450 monooxigenases vém ganhando destaque
pelo seu amplo espectro de funcionalidades, além das reagdes comuns de hidroxilacdo e
epoxidacdo, podem atuar na periciclizacdo, contracdo do anel e acoplamento aromético
estereosseletivo, aumentando assim a diversidade estrutural dos produtos das policetideo
sintases (Zhang et al. 2021).

A incorporag¢do ndo comum de dtomos de halogénio (I, Cl, Br e F) € usada como
estratégia por microrganismos para aumentar a bioatividade de metabdlitos secundarios, sendo
realizada por meio de enzimas denominadas halogenases, como observado com frequéncia em
fungos marinhos (Butler et al. 2009; Wang et al. 2021). Chaetomium chiversii produz Radicicol,
uma molécula clorada com potencial anticancer por inibi¢do da maquinaria da chaperona
Hsp90. O cluster génico biossintético para producao de radicicol foi elucidado, na qual dual-
PKS produzem o esqueleto principal e uma triptofano halogenase (radH) adiciona um dtomo de
cloro no carbono 7 da por¢do aromdtica. Para producdo de Chaetoviridina em Chaetomium
globosum, uma triptofano halogenase (Cazl) também € responsével pela incorporacio de Cl em
no C-5 da molécula da por¢do aromdtica (Winter et al. 2012). Em adi¢do, foi relatado
recentemente uma halogenase em Aspergillus oryzae bifuncional, capaz de realizar tanto
metilacdo quanto diclorinacdo no C-9 (por¢do ndo aromdtica) (Chankhamjon et al. 2016).
Halogenagdo em porc¢des aromdticas € catalisada principalmente por halogenases dependentes
de FADH> (Van Pée et al. 2006). A diversidade de halogenases com diferentes afinidades por
por¢cdes de metabdlitos secunddrios € interessante para o engenheiramento de moléculas no
sentido do aumento de sua bioatividade.

Antes dos avancos gerados pela tecnologia de sequenciamento de nova geracdo (NGS),
relacionar os metabolitos produzidos por fungos a seus respectivos genes envolvidos era uma
tarefa drdua, laboriosa e muitas vezes impossivel. Uma das estratégias utilizadas antes do NGS,

era a constru¢do de bibliotecas génicas fungicas expressas em E. coli e um dos primeiros genes
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que codificam policetideos foi identificado por meio desta metodologia. Beck et al. (1990)
conseguiram rastrear por meio de expressdao em E. coli a proteina envolvida na biossintese do
policetideo 4cido 6-metilsalicilico em Penicillium patulum e relacionar a seu respectivo gene,
possibilitando a busca por outras policetideo sintases em outros genomas de fungos (Schumann
et al. 2006).

Continuamente, o sequenciamento de genomas completos vem sendo democratizado,
por meio de custos menores por pares de bases, rapidez e alta resolugao. Plataformas como
Illumina, Pacbio e Nanopore dispdem desses servicos e atualmente dominam este crescente
mercado (Van Dijk et al. 2014; Deamer et al. 2016; Mahmoud et al. 2019). Como resultado, o
nimero de genomas de fungos disponiveis nos bancos de dados biol6gicos, a exemplo do
Genbank, vem aumentando cada vez mais e em 2021 ja s@o 7.957 genomas fungicos
sequenciados (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/#!/eukaryotes/fungi ).

Acompanhando o avangco da tecnologia, a caracterizacdo de clusters génicos
biossintéticos foi facilitada, principalmente com o avanco da bioinformaética, levando a busca
por metabdlitos secundarios de valor a uma nova era (Shen et al. 2015). A criacdo de bancos de
dados acurado como o Minimum Information about a Biosynthetic Gene cluster (MIBIG), um
atlas que fornece anotacdes e metadados sobre esses BGCs e seus produtos correspondentes
(mibig.secondarymetabolites.org), e de ferramentas para identificacdo génica e andlise de
BGCs de fécil uso como o Antismash que dispde de versdes para plantas, bactérias e fungos

(https://fungismash.secondarymetabolites.org/), PRISM 4.0 (http://prism.adapsyn.com/) e

BAGEL (http://bagel4.molgenrug.nl/) sao um marco dessa nova era (Kenshole et al. 2021).

Estas plataformas de andlises de BGCs permitem muitas vezes guiar a descoberta de
metabolitos secunddrios novos e os ja conhecidos, além de permitir os primeiros insights para
a engenharia metabolica (Ziemert et al. 2016).

Duas abordagens sdo comumente utilizadas para predi¢do de produtos naturais com base
em mineracdo de genomas. A primeira, é chamada de abordagem direta ou forward, ou seja,
partindo dos genes para os metabdlitos, utiliza diretamente o conjunto de genes (BGCs) para
identificar os produtos naturais correspondentes. Esta abordagem s6 € possivel quando o mesmo
BGC ou parte dele ja foi identificado e depositado em bases de dados com MiBIG. A segunda
abordagem é conhecida como reversa, neste caso, parte-se dos metabdlitos para os clusters

génicos. O que pressupde nesta abordagem que o metaboloma dos organismos e a identificacao
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quimica das moléculas ja esteja disponivel, assim ¢é possivel identificar os clusters
correspondentes as moléculas baseando-se nas caracteristicas estruturais da molécula e
provaveis proteinas envolvidas na sua biossintese (Khater et al. 2016).

Desde a disponibilizagdo da web-plataforma Antismash por Medema et al. (2011)
inimeros BGCs e seus produtos vém sendo relatados em fungos. No género Penicillium, uma
andlise global de clusters génicos biossintéticos em 24 genomas resultou em 1317 BGCs, onde
61% (798) correspondiam a PKS, NRPS ou hibridos de PKS-NRPS e somente 16% (127)
desses puderam ser conectados a vias biossintéticas previamente caracterizadas, demonstrando
o enorme potencial do género para producao de novos compostos e de vias a serem exploradas.
Neste mesmo estudo, foi possivel investigar a evolug@o da policetideo sintase que produz o
acido 6-metilsalicilico (um dos primeiros policetideos a ser conectado ao gene por abordagem
alternativa antes da revolucdo do NGS). Andlise de sintenia com clusters caracterizados
presentes no MIBIG revelou que esta policetideo sintase estava presente em clusters para
producdo de patulina e yanuthone D. O estudo evidenciou ainda incorporacao e perda de genes
adicionais que codificam tailoring enzymes nesses clusters mantendo o gene core, como no
distinto genoma de Penicillium antarticum . Isto evidencia o mecanismo pelo qual Penicillium
diversifica as estruturas dos seus metabdlitos secunddrios a partir de um esqueleto em comum
(Nielsen et al. 2017). Estes dados confirmam o avango na nova era da descoberta de novos
produtos naturais guiados por genoma.

Durante uma prospeccdo de fungos biologicamente ativos, uma espécie do género
Penicillium isolado da planta amazodnica Duguetia Stelechantha foi selecionada devido a
habilidade em produzir compostos com propriedades antifingicas e antibacterianas. Analises
com o extrato total via cromatografia de alta performance acoplada a espectrometria de massas
sequencial (HPLC-MS/MS, do inglé€s high-perfomance liquid chromatography coupled to
tandem mass spectrometry), bem como andlises de networking molecular revelaram que este
fungo é um hdébil produtor de moléculas da classe das azafilonas, nas quais trés foram
caracterizadas via RMN (Ressondncia magnética nuclear): esclerotioramina (composto
majoritario no extrato), esclerotiorina e isocromofilona VI. Anélises de molecular networking
tem se mostrado promissora para descoberta de novos produtos naturais a exemplo da
descoberta de quatro novos cicloheptapeptideos com propriedades antituberculose em

Aspergillus versicolor (Chao et al. 2020) (Fig.2).
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Apesar de vérios estudos terem como foco a obtenc¢do de novos andlogos e relatarem o
seu excelente potencial para varios ramos da industria, até o presente momento nio ha qualquer
via de biossintese para producdo de esclerotiorina e seus derivados descrita. Depois de 80 anos
desde a sua elucidacdo, o presente trabalho descreve pela primeira vez a via biossintetica pela
qual esclerotiorina € produzida utilizando as abordagens de mineracdo de genoma, gendmica

funcional e metaboldmica.

Figura 2. Andlise de molecular networking evidenciando a descoberta de quatro novos
cicloheptapeptideos em Aspergillus versicolor. A andlise permite relacionar compostos com
perfil de fragmentagdo préximos facilitando a busca por anédlogos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Reativacao do isolado selvagem e condicoes de cultivo

Plugs de micélio da linhagem de Penicillium sp. MMSRG-058 que se encontravam
preservados em BD + glicerol (1:1) a -80°C e foram colocados em meio BDA (Batata 20 g/L;
dextrose 20 g/L; Agar 15 g/L) a uma temperatura de 25°C até a observacdo do crescimento
micelial no meio de cultura. Conidios foram inoculados sucessivamente para um novo meio de
cultura (BDA) para selecdo de colonias estdveis. Conidios de coldnias estdveis (sem a presenca
de setores) foram inoculados em meio liquido BD (Batata 20 g/L; Dextrose 20 g/L) estético e
foi realizado o cultivo por oito dias a 25°C, afim de verificar a presenca de pigmentacao laranja-
avermelhada que estd relacionada a produgdo de esclerotiorina e derivados. Uma col6nia

positiva para a produgdo do pigmento foi utilizada nos experimentos posteriores.

2.2. Mineracao genomica e identificacio de cluster relacionado a biossintese de

esclerotiorina

O genoma completo do isolado MMSRG-058 (37.899.924 pb) foi sequenciado
utilizando a plataforma illumina paired-end de 150 pb. A cobertura obtida foi de 294X e a
montagem apresentou 907 scaffolds com N50 de 113935. O maior scaffold apresentou um
tamanho de 3,47 Mpb. A mineracdo para a identificacdo do cluster relacionado a esclerotiorina

foi realizado por meio de anotacdo génica utilizando a plataforma Augustus (http://bioinf.uni-

greifswald.de/augustus/) e predicdo de clusters génicos biossintéticos por meio da plataforma

FungiSmash (https://fungismash.secondarymetabolites.org/). Analises de dominios foram

realizadas utilizando a plataforma Pfam (http://pfam.xfam.org/). Além da predicao de fun¢ao

dadas por essas ferramentas, também foi realizada uma busca baseada na similaridade das
proteinas preditas no cluster em comparacdo com outros agrupamento de genes similares ja

elucidados com o auxilio da plataforma MIBIG (https://mibig.secondarymetabolites.org/). As

bordas do cluster foram definidas por genes relacionados ao metabolismo primdrio e/ou que
ndo estdo relacionados a biossintese. Andlises filogenéticas foram conduzidas utilizando um
dataset de 138 sequéncias do dominio KS extraidas de PKS caracterizadas no MIBIG utilizando

o método de Neighbor Joining com 1000 replicatas no programa MEGA7 (Kumar et al. 2016).
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2.3. Extracao de DNA total

Penicillium sp. MMSRG-058 foi inoculado em meio BD e incubado durante 3 dias a
25°C. O micélio foi filtrado e macerado utilizando nitrogénio liquido e a extracdo de DNA foi
realizada utilizando o protocolo de extragdo por detergente cationico CTAB 2% (Doyle &
Doyle, 1991). A concentragdo do DNA foi mensurada por espectrometria (NanoDrop1000) e a
integridade foi avaliada por eletroforese em gel de agarose (0,8%). O DNA concentrado foi

ajustado para a concentragdo de 50 ng/uL para realizacdo das PCRs.

2.4. Construcao dos cassetes para inativacao génica dos genes core PKS sclA e scll

Os cassetes de delecdo para os genes core PKS da via (sc/A e scll) foram construidos
utilizando a técnica Split-Marker de acordo com o protocolo de Catlett et al. (2003). Para isso,
uma primeira rodada de PCR foi realizada para a amplificacido de quatro fragmentos por meio
da combinagdo dos primers FP1 e RP1 (fragmento I - ~1000pb; regido de homologia — HR 5°);
FP2 e RP2 (fragmento II - ~1000 pb; regidao de homologia - HR 3’); M13R e NLC37 (fragmento
III — 2100 pb; promotor gpdA + sequéncia parcial do gene hph que confere resisténcia a
higromicina); NLC38 e M13F (fragmento IV — 3100 pb; sequéncia parcial do gene hph +
terminador do gene trpC). Logo apds, uma segunda rodada de PCR foi realizada para fusionar
os fragmentos I-III e os fragmentos II-IV por meio da combinacdo de primers FP1 e NLC37,
NLC38 e RP2 para obtencdo dos fragmentos V e VI, respectivamente (Tabela 1; Fig. 3). O
cassete contendo o gene marcador Aph inteiro foi obtido por meio da recombinagdo in vivo
(Tabela 1) (Fig.3). Para a amplificacdo das sequéncias parciais do gene hph, o plasmideo
pANT7.1 (Punt at al. 1987) foi usado como molde (Fig. 4).

As condigdes de PCR para a primeira rodada de amplificacdo foram realizadas em um
volume de reacdo de 50 uL. que continha 100 ng de DNA gendmico, 1 pmol de cada iniciador
e 50 uLL de PCR master mix (2X). As reacdes se deram em uma etapa inicial de desnaturagdo a
95 °C por 3 minutos, 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 15 segundos, anelamento a 53°C
por 1 minuto e alongamento a 72 °C por 3 minutos. O alongamento final foi realizado a 72 °C
por 10 min. A segunda rodada foi realizada utilizando como molde os fragmentos I e III (ou II

e IV), 1 pmol de cada iniciador e 50 uLL de PCR master mix (2X). As condi¢des de PCR foram
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as mesmas para a rodada 1 com o aumento do tempo de alongamento para 4:15 minutos. Para
confirmar se as sequéncias alvo foram amplificadas, os produtos de PCR foram resolvidos em
gel de agarose 1,5% (Sigma) corados com brometo de etidio e depois fotografados sob luz UV
em um sistema de imagem molecular (Loccus Biotecnologic L-Pix. Chemi), por fim comparado

com o marcador 1 kb (Invitrogen).

Tabela 1 — Sequéncia dos iniciadores utilizados para realizacao da técnica de Split-Marker e

detec¢cdo de mutantes para os genes sclA e scll.

Iniciador Sequéncia
FP1 - sclA 5’- AGATGTAGCTCCAGGGCTG -3’
RP1- sclA CCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTGTCCTCATCGCGCATAATGC
FP2- sclA 5’-
GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTCACTGTTCTGAACCGCGTT -
RP2- sclA 5’- AGCTGGAAGAT3CGT AACCTTTCA - 3°
FP1 - scll 5’- GTCCAGATCCGCGATATGCA - 3°
RP1- scll 57 - CCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCGATTGTGTGAGCTGGCAAC
-3
FP2- scll 5-
GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGGCAGGGTCATCTAAGAGTGGC
RP2- scll 5- AGTTATGTAGAG-?FTGCAAGGTTGT -3
M13R 5’- AGCGGATAACAATTTCACACAGGA - 3’
NCL37 5’- GGATGCCTCCGCTCGAAGTA - 3’
M13F 5’- CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC - 3’
NLC38 5’- CGTTGCAAGACCTGCCTGAA - 3’
AsclA detec 5’- GAAGGACCAAGCTGAAGTCG - 3’
F
AsclA detec 5’- ATCTCCTTGACAGGGCCTCC - 3’
R
Ascll detec F 5’- CACCAAGACACCGAACACAC - 3%

Ascll detec R 5’- CAGTCCCACGAATAGCGAAA - 3°
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Figura 3: Estratégia Split-Marker para inativa¢do génica. Na primeira rodada de PCR (quatro
amplificacdes): Iniciadores FP1 e RP1 amplificaram o fragmento I (Regido de homologia - HR
5%); Iniciadores FP2 e RP2 amplificaram o fragmento II (RegiHR 3’); iniciadores M13R e
NLC37 amplificaram o fragmento III (sequéncia parcial 5° do gene hph); iniciadores NLC38 e
M13F amplificaram o fragmento IV (sequéncia parcial 3° do gene hph). Na segunda rodada de
PCR (duas amplificagdes): os fragmentos I e III foram usados como molde e fusionados via
combinacdo dos iniciadores FP1 e NL37 gerando o fragmento V; os fragmentos IV e II foram
usados como molde e fusionados via combinacdo dos iniciadores NLC38 e RP2 gerando o
fragmento VI. A unido dos fragmentos V e VI foi realizada por meio de recombinacdo in vivo,

ocorrendo a integracdo homologa.
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1° Rodada de PCR
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Figura 4: Mapa do plasmideo pAN 7.1 (Punt et al. 1987) construido para transformac¢do em
espécies de Aspergillus. O plasmideo contém o promotor do gene gpdA (gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase), o gene de resisténcia a higromicina hph de Escherichia coli e um terminador
do gene trpC (triptofano sintase) de Aspergillus nidulans utilizados como molde para
constru¢do dos cassetes de delecdo dos genes sc/A e scll. As setas em tom avermelhado
representam os primers utilizados para amplifica¢do do fragmento III e as setas em tom azulado

representam os primers utilizados para amplificacio do fragmento IV. (Adaptado =
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https://www.snapgene.com/resources/plasmidfiles/?set=basic_cloning vectors&plasmid=pA

N7-1)

(138) BglII BmgBI (374)
BStEII (396)
(6394) Pcil Stul (465)

Aarl (828)

BclI * (853)
Nhel (904)
BmtI (908)

PspXI (1076)
XemI (1163)

(5506) AhdI

BSrGI (1422)
PAN7-1
6749 bp AvrII (1718)
Mfel (1734)
Sall (1944)
BbvCI (1976)
(4283) IIEL PshAI (2323)

(4281) Sfol
(4280) Narl
(4279) Kasl

(4115) HindIII
(4107) Sbfl
(4051) Xbal
(3970) Nael
(3968) NgoMIV
(3918) BstZ171
(3812) Pasl

(3630) BIpI
(3525) Mlul BamHI (3339)

AsiSI (2660)
RsrII (2704)

2.5. Obtencao de protoplastos e transformacao de Penicillium sp. MMSRG-058

A linhagem selvagem foi colocada para crescer em meio BDA até a produ¢do massiva
de conidios. Uma solucio de conidios foi preparada em uma concentracdo de 10® conidios/mL
e filtrada em seringa com gaze. Aliquotas de 1 mL dessa solu¢do foram inoculados em meio
BD e incubadas em shaker a 25°C por 12 horas a 150 rpm de agitacdo. Os tubos germinativos
foram coletados (800 mg) e transferidos para erlenmeyer de 25 mL com 5 mL de KCl (1M) em
tampao fosfato 10 mM contendo 30 mg/mL de Lysing Enzyme (SIGMA- ALDRICH) e 50
mg/mL de Driselase (SIGMA- ALDRICH). A mistura foi incubada a 30°C a 100 rpm por trés

horas para obtencdo dos protoplastos. Os protoplastos foram filtrados e centrifugados a 5000
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rpm por 15 minutos a 4 °C. O pellet foi ressuspendido em ST (Sorbitol 1M; Tris-HCI 10mM
pH 7,5) e novamente centrifugado como descrito acima. O pellet contendo os protoplastos
foram ressuspendidos em STC (Sorbitol 1M; Tris-HCI 10 mM, CaCl, 50 mM, pH 7,5) e os
protoplastos foram for fim contados em camara de Neubauer e diluidos para uma concentragao
final de 108 protoplastos/ 0,1 mL de soluco.

Para a transformacao foram adicionados 5 pg do cassete de inativacio génica a um tubo
contendo 200 pL da suspensao de protoplastos e 50 puL de Polietilenoglicol 6000 60% (SIGMA-
ALDRICH), CaCl; 50 mM e homogeneizados gentilmente com micropipeta. A mistura foi
incubada por 20 minutos em gelo, depois foram acrescentados 500 pl de Polietilenoglicol 6000
60% (SIGMA- ALDRICH), CaCl, 50 mM e foi realizada uma incubacio de 20 minutos em
temperatura ambiente. Ap0s esse periodo, o volume foi completado para 1,5 mL com STC. Os
protoplastos foram recuperados por centrifugacio (11750 rpm por 5 minutos), ressuspendidos
em 0,5 mL de STC, plaqueados pelo método pour-plate em meio BDA com estabilizador
osmoético (sacarose-0,56 M) e higromicina (100 pg/mL) e incubados por cerca de 5 dias a 28°C

ou até o surgimento das colOnias.

2.6. Analise das colonias transformadas para a deteccio dos mutantes

Os transformantes foram isolados em meio BDA e foi realizada a purificacdo
monosporica. Apos a purificagdo foi realizada a extracdo do DNA como descrito no item 2.3.
O DNA dos transformantes e do isolado selvagem foram utilizados para a amplificacdo por
PCR utilizando iniciadores que anelam em regides centrais dos genes sclA e scll (Tabela 1). Os
amplicons dos isolados selvagem e dos possiveis mutantes foram analisados por eletroforese
em gel de agarose e a confirmacdo se deu por auséncia de amplificagdo da regido interna de
cada gene no mutante e amplificacdo no DNA do selvagem. Em adicao, para confirmacgdo da
delecdo génica no local correto e verificagdo do numero de integracoes foi realizado o Southern
Blot utilizando como sonda o fragmento I, as enzimas EcoRI (scll) e HindlIII (sclA), que foram
usadas para digestdo do DNA e foram utilizados os kits PCR DIG Probe Synthesis kit (Roche
Applied Science) e DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter kit (Roche Applied

Science) (Fig 5), de acordo com as especificagdes do fabricante.
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Figura 5. Regides gendmicas de Penicillium sp. MMSRG-058, onde estdo localizados os genes
sclA e scll. A digestao com a enzima HindIll do DNA total da linhagem selvagem e do mutante
AsclA produzird fragmentos de 3275 pb e de 6933 pb, respectivamente. A digestdo com a
enzima EcoRI do DNA total da linhagem selvagem e do mutante Asc/l produzird fragmentos
de 6966 pb e de 2869 pb, respectivamente. A sequéncia flanqueadora 5’ de cada gene foi usada

como sonda na hibridizacao.

Clivagem HindlIl Clivagem Hindlll Clivagem Hindlll

5' flank SCIA 3' flank
Selvagem

3275 pb

Clivagem Hindlll Clivagem Hindlll

: hph '
AsclA e —— 5t

6933 pb

Clivagem EcoRI Clivagem EcoRI

' scll :
Selvagem S flank —

6966 pb

Clivagem EcoRI  Clivagem EcoRI

' hoh '
A scll T e or

2869 pb

2.7. Caracterizacao fenotipica e teste de estabilidade dos mutantes

Os mutantes foram cultivados em placas de Petri contendo meio BDA sem higromicina
por sete dias a 28 °C. Depois desse periodo, foram transferidos para outra placa contendo BDA
e este procedimento foi repetido cinco vezes. Apds as transferéncias seriadas foi verificado a

capacidade de crescimento dos mutantes em BDA contendo 100 pug de higromicina/mL. A
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presenca ou a auséncia de pigmentos intra e extracelulares, bem como as estruturas reprodutivas

assexuais foram também analisadas.

2.8. Perfil quimico via HPLC MS/MS (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Acoplada ao Espectrometro de Massas)

As fermentacdes da linhagem selvagem e dos mutantes obtidos foram realizadas em
microescala em frascos de Erlenmeyer (capacidade de 250 mL) com 100 mL de meio de caldo
BD estatico a 25 ° C por 21 dias. Logo apds, a massa micelial foi separada do caldo fermentado,
em seguida, o caldo fermentado foi extraido com acetato de etila (1: 1 v / v) e o solvente
evaporado sob pressdo reduzida para proporcionar o extrato bruto para cada linhagem. As
andlises de HPLC-MS / MS foram realizadas com um espectrometro de massas modelo
micrOTOF II (Bruker) acoplado a um sistema de cromatografia Shimadzu modelo Nexera X2.

As ionizacOes das moléculas foram realizadas com uma fonte de ionizagdo por
eletrospray (ESI) operando nos modos negativo e positivo de polaridade. As separacdes foram
realizadas em uma coluna Poroshell 120 EC-C18 de 2,7 pm, 4,6 mm i.d., 50 mm (Agilent
Technologies) com uma fase mdvel binéria. Agua (A) e metanol (B) foram utilizados como
solventes. A elui¢do do gradiente a 35 ° C foi a seguinte: 0—17 min, 15-100% B; 17-20 min,
100% (v / v) B a uma taxa de fluxo de 0,35 mL / min. A temperatura do amostrador automatico
foi mantida a 20 °C e o volume de injecdo foi de 15 pL. Os espectros de ions dos produtos
resultantes da analise HPLC-MS / MS das linhagens foram analisados e organizados em perfis
quimicos através de interpretacdo manual com espectros processados no software data analysis
v.4.2 (Bruker). Os dados obtidos foram observados na plataforma GPNS
(https://gnps.ucsd.edu).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Mineracdo genomica e caracterizacdo da via para producio de esclerotiorina em

Penicillium sp. MMSRG 058

A predicdo de clusters génicos (BGCs) via Fungismash 5.1.0 (Blin et al. 2019)
identificou 53 clusters génicos biossintéticos putativos, sendo 14 clusters preditos para
biossintese de T1 PKS; 1 para T3 PKS; 6 para NRPS; 4 para terpenos; 3 para hibridas NRPS-
Like — T1PKS; 13 para NRPS-Like; 2 para alcaldides; 2 para dcidos graxos e 9 para sacarideos.
Dos 14 clusters preditos para TI1PKS, 3 continham dualPKS, sendo uma NR-PKS e a outra HR-
PKS (Fig. 6).

Figura 6. Predi¢ao de clusters génicos biossintéticos no genoma de Penicillium sp. MMSRGO058
usando a plataforma Fungismash v. 5. As cores indicam a classe dos compostos preditos com

base em genoma; os nimeros indicam o scaffold onde o cluster foi localizado.
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Identified secondary metabolite regions using strictness ‘loose”

Region Type From To Most similar known cluster Similarity Compact view o
Region 1.1 indole & 626,835 647,878
Region 1.2 TIPKS = 2,452,207 2,493,550
NRPS-fike 2693550 2,736,505
Region 2.1 TIPKS 2 31,000 73528

NRPS B 108,307 246572

Region 2.3 MRPS-like &, TIPKS & 1,085502 1,136,216

terpens o 1234403 1256775 clavaric acid & Terpene 100%
Region25 = TIPKSE 1,411,087 1458320  naphthopyrone & Polyketide 100%
Region26 [OGEIYE] 2203913 2,250.210

NRPS-like o 1125006 1,169,664
Region51 | TIPKS o 672,300 731970

NRPS-fike 1,000,628 1,046,201
Region 6.1 TIPKS 15,625 62,751 andrastin A & Polyketide 30%

terpene & 157979 179599 squeleststin 51 Terpene 40%
Region 6.3 saccharide & 361,264 304,534

NRPS-ike 495001 538837
Region 65 indole & 1561816 1582544
Region 74 | TIPKS 201660 240,162

NRES & 860,760 894448
Region7.3 | TIPKS 021379 966410  bumettramic acid A of ey Foyrete erEte 4e%
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Aqui, as caracteristicas estruturais de esclerotioramina e esclerotiorina, como seu nicleo

biciclico de piraquinona e o seu dtomo incomum de cloro, foram utilizadas como guia para a
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mineracdo. Em Chaetomium globosum, o BGC caz produz chaetoviridina, uma azafilona
clorada, sendo Cazl (CHGG_07641) uma halogenase dependente de FADH>, responsavel pela
incorporagdo de cloro no carbono 5 de chaetoviridina (Winter et al. 2012). Esta halogenase foi
utilizada para a busca, utilizando a ferramenta BLAST no genoma de Penicillium sp.
MMSRGO58, resultando em um udnico stronger hit localizado no scaffold 28. Predicdo com
FungiSmash resultou em 1 BGC no scaffold 28, no qual continha 13 Open Reading Frames
(OFSs), onde o gene que codifica a halogenase foi localizado entre duas PKS (dualPKS) (Fig.
7) (Tabela 2).

Figura 7. Cluster génico biossintético scl para producdo de esclerotiorina e derivados

SCIA sclB sclC  sclD sclE sclF  sclG sclH scll scld sclL  scIM scIN

Halogenase

Tabela 2 — Genes da via para produgdo de esclerotiorina scl localizadas no scaffold 28 de

Penicillium sp. MMSRGO058.

Identidade Numero de

Gene Funcao proposta
%o acesso
sclA HR-PKS 66 XP_026602986
Funcao

sclB desconhecida 57 00010561

DUFF 4246
sclC Flavina halogenase 63 TVY85213
sclD FAD_de?endeme 59 XP_026602994

monooxigenase

Zn(I)2Cys6
sclE Fator de 47 XP_026602990

transcri¢ao

sclF Enoil redutase like 58 CRL23359
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sclG

sclH

scll

sclJ

sclL

sciM
scIN

Transportador
MEFS
3-0O-
acetiltransferase
NR-PKS
FAD-
oxidoredutase
Proteina de
membrana
Proteina hipotética

Enoil redutase like

61

47

67

49

60

32
58

KAF3765281

KAF3054734

AOAOKOMCJ4

XP_026602988

RMJ26603.1

KZN85707
PMD29059

Andlise filogenética do dominio KS (cetosintase) da NR-PKS e HR-PKS do cluster

localizado no scaffold 28 quando comparadas com PKS de BGCs depositados no MIBIG

indicou a relacdo das PKSs do cluster 28 com a biossintese de azafilonas ou azafilona-like

produzidas pelos clusters caz (Winter et al. 2012) e asperfuranonas produzidas pelo cluster afo

(Chiang et al. 2009).

Figura 8. Analise filogenética do dominio cetosintase (KS) presentes na policetideo sintase nao

redutora (NR-PKS) e policetideo sintase altamente redutora (HR-PKS) do cluster 28 de

Penincillium sp MMSRG 058 comparadas com 138 sequéncias de PKS oriundas de BGCs cujos

produtos naturais ja foram caracterizados e depositados no MIBIG.



Em adicdo, andlise de sintenia do cluster 28 de Penincillium sp. MMSRG 058 revelou
uma arquitetura de genes semelhantes, contendo 7 genes com a mesma func¢ao tanto no BGC
de caz quanto no de afo (HR-PKS, NR-PKS, FAD-dependente monooxigenase, transportador
MES, FAD-oxidoredutase, enoil reductase e fator de transcricdo Zn(I)2Cys6, Fig. 9). Os genes
que codificam halogenase e acetiltransferase foram estdo presentes apenas BGC caz, onde a
acetiltransferase tem fun¢do chave na transferéncia de tricetideo produzido pela HR-PK a uma
moléculas previamente formado pela interacio (HR-PKS/NR-PKS/monoxigenase e
halogenase) chamada de cazichromeno para formar chaetoviridinas e chaetomugilinas (Winter
et al. 2012).

O cluster 28 mostrou ainda homologia com todos os genes presentes no cluster 5.3 do
genoma de Penicillium sclerotiorum que € primeira espécie de fungo de onde foi isolada a
esclerotiorina (fig. 9). As andlises in silico fornecem uma hipétese robusta de que o cluster

localizado no scaffold 28 de Penincillium sp MMSRG 058 € o responsdvel pela biossintese de
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esclerotiorina. A confirmacdo esta hip6tese foi realizada por meio de andlise funcional dos

genes que codificam HR-PKS e NR-PKS e metabolomica das linhagens mutantes.

Figura 9. Andlise da sintenia dos genes conservados da via para producdo de esclerotiorina
(scl), esclerotioramina e isocromofilonas em diferentes espécies de fungos filamentosos. Sao
marcados com cor preta os genes hipotéticos que ndo codificam enzimas que participam da

biossintese da molécula produzida pelo BGC.
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3.2. Genomica funcional e metabolomica confirmam a biossintese de esclerotiorina,

esclerotioraminas e isocromofilonas

A confirmacao do cluster presente no scaffold 28 e sua relagdo com a biossintese de
esclerotiorina e anédlogos, foi realizada com base no isolamento de mutantes com delecao para
os genes HR-PKS aqui denominado de sclA ou do gene NR-PKS scll (Tabela 2). A
transformacao genética de Penicillium sp. MMSRGO0S58 utilizando o cassete para recombinagdo
e delecdo do gene sclA produziu 18 transformantes. Desses, 4 (22,2%) apresentaram micélio
ndo pigmentado. Os resultados obtidos por PCR (Fig. 11) e Southern blot (Fig. 12) confirmaram
a delecdo do gene sclA. Ja para o gene scll foram obtidos 14 transformantes. Desses, 3 (21,4%)
apresentaram micélio ndo pigmentados e foram confirmados como linhagens knockout,

apresentando delecdo do gene scll (Figura 10)
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Figura 10. Isolamento e fen6tipo das linhagens mutantes; A) Fen6tipo dos mutantes com o gene
sclA deletado; B) Colonias transformadas obtidas do tratamento com cassete de dele¢do para o
gene sclA; C) Fendtipo dos mutantes com o gene scll deletado; D) Coldnias transformadas
obtidas do tratamento com o cassete de delecdo para o gene scl. Setas vermelhas indicam

coldnias com perda da pigmentacao.

A) B)
Selvagem Mutante Asc/A Coldnias transformadas

Q) D)

Selvagem Mutante Ascll

Os resultados de Southern blot para o transformante 1, linhagem knockout do gene sclA
(AsclAMUT1) mostram que a hibridiza¢do da sonda ocorre em um fragmento acima de 10000
pb, sendo esperado a hibridizagdo em um fragmento de ~7000 pb, como ocorreu nos mutantes
3 e 4 para este gene, este resultado indica possiveis rearranjos do cassete de recombinagdo no
momento da integracdo. Estes resultados confirmam a ocorréncia de integracdo em um Unico
sitio no locus especifico e corroboram com anélise de detec¢ao do gene sclA realizada por PCR.

Curiosamente, todos os mutantes para o gene sc/l ndo apresentam o fragmento esperado
correspondente ~2800 pb. A sonda hibridizou em dois fragmentos de tamanho 1200 e 800 pb.

Este resultado indica a ocorréncia de um sitio de restricdo na sequéncia do gene hph que
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hibridiza com a sonda, j4 a linhagem selvagem apresenta um fragmento de 7000 pb como
esperado. Apesar desses resultados niao esperados, o padrdo de bandas dos mutantes indica
integracdo no locus especifico, caso contrario seria obtido o mesmo perfil do selvagem, com
hibridizacdo em um fragmento de 7000 pb. A auséncia de amplificacdo por PCR do gene scll
nos transformantes aqui denominados de Asc/IMUT reforcam a hipétese de integracdo sitio

dirigida e delecao do gene (Fig. 11).

Figura 8. Perfis dos amplicons apds eletroforese em gel de agarose (1,5%). Confirmagdo da
qualidade do DNA extraido por meio da amplificacio do gene CaM (calmodulina) pela
linhagem selvagem e mutantes Asc/A e Ascll. Confirmacdo da delecdo génica por meio da
amplificacdo dos genes sclA e scll pela linhagem selvagem e ndo amplificacdo nas linhagens

mutantes
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Figura 11. Perfis de hibridizacdo da linhagem selvagem de Penicillium MMSRGO058 e de
mutantes para os genes sclA e scll que abrigam o cassete de dele¢do contendo o gene hph. O
DNA gendmico dos mutantes sc/A foram digeridos com HindlIll e mutantes para o gene scll
com EcoRI. A regido flanqueadora 5’ dos genes sclA e scll mais parte do gene hph foram usadas

como sonda.
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Andlises quimicas por meio da técnica de HPLC MS/MS com os extratos brutos dos
mutantes e do fungo selvagem, revelam que os picos correspondentes as azafilonas
esclerotiorina, isocromofilonas I e VI, clorogeumsanol e ocreofilona A estdo presentes na
linhagem selvagem e ausentes nos mutantes (Fig. 12 e Fig. 13). Estes resultados confirmam o
papel do cluster 28 na biossintese de esclerotiorina e derivados.

A identificacio desses compostos foi realizada com base nas bibliotecas GNPS, bem
como em buscas na literatura que continham os dados de massa/carga e perfis de fragmentacao.
A partir da aplicacdo da andlise de molecular networking foi possivel desvendar ainda mais os
metabolitos secundarios dependente da via de producdo da esclerotiorina que sao produzidas
em quantidades tragos, mostrando o potencial da andlise para prospec¢do de moléculas (Fig.12).
O primeiro trabalho que utilizou andlises de molecular networking para identificar

intermedidrios de uma via biossintética para producdo de metabdlitos secundarios foi publicado
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em 2020, onde guiou a descoberta de novos intermedidrios e andlogos de epicospirocina (Zhu
et al. 2020).

A produg¢ao do meroterpendide atlantiona A foi detectada tanto nos mutantes quanto no
selvagem (Fig.12 e Fig. 13). Essa molécula tem sido relatada no fungo psicrotolerante
Penicillium ribeum e fungos associados a queijos como P. solitum, P. discolor, P. commune,

P. caseifulvum, P. palitans, P. novae-zeelandiae e P. monticola (Dalsgaard et al. 2012).

Figura 12. Perfil quimico e redes moleculares dos extratos dos mutantes AsclA e Ascll de
Penicillium sp. MMSRGO058 e da linhagem selvagem evidenciando a producdo de
esclerotiorina (1), isocromofilona I (2), clorogeumsanol (3), isocromofilona VI (5), composto
38 (6) e ocrefilona A (7) apenas pela linhagem selvagem. O pico sobreposto mostra a producao
de Atlantinona A pela linhagem selvagem e linhagens mutantes. Redes moleculares mostram

a producdo de outros andlogos em quantidade traco nos extratos.
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Figura 13. Caracteristicas estruturais dos compostos detectados por cromatografia liquida de
alta performance acoplada ao espectrometro de massas (HPLC/MSMS)

6 (composto 38)

1 Ocrefilona A

3.3. Proposta de biossintese de esclerotiorina, esclerotioramina e isocromofilonas

Com base resultados obtidos por andlise funcional, metabolomica, andlise de identidade
e sintenia foi possivel propor uma via de biossintese para esclerotiorina e derivados (Figura 14).
Para a formacdo do esqueleto principal de esclerotiorina, uma molécula de acetil-CoA ¢é
conjugada com uma molécula de malonil-CoA por meio do dominio KS de SclA (HR-PKS)
formando um dicetideo ndao modificado, logo apés os dominios KR, DH e ER (codificada em
trans pelo gene sclF) modificam o dicetideo por meio de etapas de reducdo ocorrendo a perda
do grupamento carbonila, nesta mesma etapa de iteracdo uma C-metilacdo € adicionada por
meio do dominio MT (metiltransferase). Esse dicetideo modificado é novamente estendido com
malonil-CoA, novamente reduzido pelos dominios KR e DH sem a participacdao de SclF e
metilado por MT para formagdo de um tricetideo. Na ultima etapa de extensdo ocorre a
incorpora¢do de uma molécula de malonil-CoA e mais uma etapa de reducdo por KR e DH

formando um tetracetideo.
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O tetracetideo formado € capturado pelo dominio SAT da NR-PKS Scll, que por sua
vez estende o tetracetideo no dominio KS com 4x com malonil-Coa, durante a terceira etapa de
extensdo também ocorre a adi¢cdo de uma s-adenosil-metionina (SAM), logo apds, o dominio
PT realiza a aromatizagao da molécula e por fim libera a molécula por meio de tioesterificagao
usando o dominio TE. Os passos subsequentes da via sdo realizadas por meio das tailoring
enzymes (etapas pos-PKS).

A primeira modificacdo pds-PKS ocorre pela monooxigenase SclD que é responsdvel
pela cicliza¢do, o produto gerado é uma molécula instdvel detectada em niveis tragco por
HPLC/MSMS, essa molécula sofre a acdo da oxidoredutase SclJ que elimina as hidroxilas para
formagdo de um anel heterociclico de cinco 4tomos de carbono e um dtomo de oxigénio e
contendo duas ligagdes duplas gerando o intermedidrio preaspiranona. A acetiltransferase SclH
adiciona um grupo acetil e a halogenase SclC € responsdvel por adicionar um atomo de cloro
na molécula de preaspiranona, formando finalmente esclerotiorina (1). Em adi¢@o reacdes nao
espontaneas com aminas primdrias € aminodcidos podem ocorrer formando sclerotioramina
(reacdo com NH3), isocromofilona VI (4) (reacdo com serina) e isocromofilona IX (reagdo com
o 4cido glutamico). A enzima SclB possui um dominio (DUF4246) de fun¢do ndo descrita até
0 momento, mas andlise de sintenia mostram que em outros fungos como Aspergillus os genes
que flanqueiam sclB codificam transferases de aminoécidos, nos levando a hipotetizar que SclB
pode servir catalisador para formacgao de isocromofilonas. Em adicdo, a acetiltransferase sclH
pode ainda capturar o dicetideo ndo modificado produzido na primeira rodada de iteracdo da
SclA e incorporar ao intermedidrio preaspiranona para a formagdo de Ocrofilona A (7) e
isocromofilona I (2) sofra halogenacgao por SclC.

Na biossintese de chaetoviridina a CazM (HR-PKS) produz um tricetideo que é
capturado pelo dominio SAT da CazF (NR-PKS), estendido por 4x com malonil-COA (KS)
formando um heptacetideo, metilado no C11 (MT) e ciclizado no C2-C5 (PT). A inserc¢ao do
atomo de cloro no anel aromético e posterior anulacao catalisada por hidroxilacdo no C7 se da
pela acdo das enzimas halogenase (Cazl) e monooxigenase (CazL) respectivamente para formar
cazizochromeno (Winter et al. 2012). As caracteristicas estruturais de cazizochromeno sdo
muito semelhantes a esclertiorina e nés propomos aqui, que 0 mecanismo para formacdo de
esclerotiorina sao muito préximos, e que essas diferencas estruturais entre esses dois compostos

se devem devido a mais uma rodada de incorporacdo de malonil-COA por SclA (HR-PKS)
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produzindo um tetracetideo ao invés de um tricetideo. As PKSs presentes no cluster scl assim
como no BGC caz sdo iterativas, pois quando deletado o gene sclA ou scll a sintese de

esclerotiorina e derivados foram completamente abolidas.

Figura 14. Via de biossintese proposta para formagdo de esclerotiorina e derivados aminados.
A formacao do esqueleto principal (preaspiranona) é dada por Iteragao dos dominios de HR-
PKS para formacdo de tetracetideo que é capturado pelo dominio SAT da NR-PKS.
Modifica¢des no esqueleto principal € realizado pelas tailoring enzymes sclB (putativa
aminotransferase = DUF4246), sclC sclD sclH

(halogenase), (monooxigenase),

(acetiltransferase) e sclJ (oxiredutase) para formac¢ao de esclerotiorina e isocromofilonas.
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4. CONCLUSAO

No presente trabalho confirmou-se pela primeira vez por meio de gendmica funcional
e metaboldmica a via biossintética de esclerotiorina, esclerotioramina e isocromofilonas, bem
como a relacdo desses compostos com a pigmentacdo micelial, cardter macromorfoldgico
principal para taxonomia de espécies de Penicillium da secdo sclerotiora. As moléculas
produzidas pelo cluster génico biossintético aqui descrito apresentam uma variedade de
propriedades bioldgicas e muitas delas com aplicacio biotecnoldgica e o conhecimento dessa
via nos permite montar estratégias para a engenharia metabdlica visando a diversificagdo com

base nessas estruturas bioativas.
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