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RESUMO

CORREIA, Hilberty Lucas Nunes, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2016. Estudo de NRPSs em Colletotrichum lindemuthianum: Identificacao,
caracterizacao e analise funcional. Orientadora: Marisa Vieira de Queiroz. Co-
orientadora: Denise Mara Soares Bazzolli.

Os fungos em geral, sdo grandes produtores de metabdlitos secundarios, que sao
compostos com fungdes e estruturas altamente diversas, ndo requeridos para o
crescimento. Dentre os metabolitos secundarios destaca-se a classe dos peptideos nao-
ribossomais (NRPs), que sdo polimeros de aminoacidos proteinogénicos € nao-
proteinogénicos, hidroxiacidos e acidos carboxilicos. Esta classe de metabdlitos ¢
sintetizada pelo mecanismo de auto-molde pela atividade de grandes complexos
enzimaticos multidominios e multimodulares, denominados peptidil sintetases nao-
ribossomais (NRPSs). Entre as fun¢des de peptideos ndo-ribossomais ja relatadas estdo:
imunossupressao, papel de toxinas envolvidas na patogénese, quelacao de ferro e etc. O
presente trabalho teve como objetivo realizar a identificag@o e caracterizagdo das NRPSs
em Colletotrichum spp. Além disso, foi realizada a andlise da expressdo dos genes que
codificam NRPSs em Colletotrichum lindemuthianum, agente etiologico da antracnose
do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.). Foram identificados os genes que codificam
NRPSs nos genomas de C. lindemuthianum (isolados 83, 89 e 7R), Colletotrichum
fioriniae, C. glosporioides C. graminicola, C. higginsianum e C. orbiculare. O niimero
de genes que codificam NRPSs identificadas variou para cada genoma em questao de 6 a
22. Todos os genes que codificam NRPSs foram encontrados como parte de
agrupamentos contendo genes que codificam outras enzimas biossintéticas. A andlise
filogenética utilizando sequéncias dos dominios A indicou uma grande diversidade de
NRPSs em Colletotrichum spp., sendo que algumas destas sdo ortdlogas de proteinas
responsaveis pela sintese de produtos relacionados a viruléncia de fitopatogenos como
NPS6 e Hts1. Em C. lindemuthianum foram encontradas nove NRPSs, sendo duas destas
ortdlogas de Hts1 e NPS6. Apenas uma das NRPSs aqui identificadas ¢ especifica para a
espécie C. lindemuthianum. A andlise dos transcritos de C. lindemuthianum nas diferentes
fases de desenvolvimento em plantas de feijoeiro e in vitro revelou que todos estes genes

sd0 expressos em ao menos uma das fases de desenvolvimento do fungo.



ABSTRACT

CORREIA, Hilberty Lucas Nunes, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, February of
2016. NRPSs’ study in Colletotrichum  lindemuthianum: Identification,
Characterization and Functional Analysis. Advisor: Marisa Vieira de Queiroz. Co-
orientadora: Denise Mara Soares Bazzolli.

Fungi in general, are major producers of secondary metabolites that are highly
diverse in functions and structures, but are not required for growth. Among the secondary
metabolites there is the class of non-ribosomal peptides (NRPs), which consist of
polymers of proteogenic and non-proteogenic amino acids, hydroxy and carboxylic acids.
This class of metabolites is synthesized through the thiotemplate mechanism by large
enzyme complex multidomain and multimodulares, called peptidyl synthetase non-
ribosomal (NRPSs). This study aimed to carry out the identification, and characterization
analysis of NRPSs in Colletotrichum spp. In addition, it performed an analysis of the
expression of genes encoding NRPSs in Colletotrichum lindemuthianum, causal agent of
bean (Phaseolus vulgaris) anthracnose. The NRPSs have been identified in the genomes
of C. lindemuthianum (isolates 83, 89 and 7R) C. fioriniae, C. glosporioides C.
graminicola, C. higginsianum and C. orbiculare. The number of identified NRPSs varied
from 6 to 22, per genome in question. All NRPSs genes were found as part of clusters
containing other biosynthetic enzymes. Phylogenetic analysis indicated a wide range of
NRPSs with Colletotrichum spp., and some of these are orthologous of proteins
responsible for plant pathogens virulence related products production such as NPS6
HTSI1. In Colletotrichum lindemuthianum was found 9 NRPSs’ genes, some of them are
orthologous of Hts1 and NPS6. Here was detected the expression of all genes NRPSs at

least in one of the development stages evaluated in this study.



INTRODUCAO

O género Colletotrichum, cuja fase sexual ¢ classificada no Reino Fungi, filo
Ascomycota, classe Sordariomycetes e familia Glomerellaceae ¢ composto por
aproximadamente 600 espécies, dentre as quais destacam-se mais de 100 como sendo
responsaveis pela antracnose e outras doencas em plantas cultivadas (Réblova; Gams;
Seifert, 2011). Devido a ubiquidade e ao alto poder de destruicdo atrelado as suas
espécies, este género ¢ classificado pela comunidade internacional de fitopatologia como
sendo um dos dez géneros de fungos fitopatogénicos mais importantes do mundo (Dean

etal., 2012).

Os fungos em geral sdo grandes produtores de metabdlitos secundérios (SMs), que
sao compostos nao requeridos para o crescimento in vitro (Robert et al., 2006). Estes
compostos sdo geralmente bioativos, de baixo peso molecular e possuem estruturas e
funcdes bastante diversificadas, sendo sua grande maioria pertencente as classes dos
peptideos ndo-ribossomais (NRPs) ou de policetideos (PKs) (Brakhage, 2013). Os
peptideos nao-ribossomais sdo polimeros de aminodcidos proteinogénicos nao-
proteinogénicos, e de hidroxiacidos e acidos carboxilicos. Estes sdo sintetizados pelo
mecanismo de auto-molde pela atividade de grandes complexos enzimaticos
multidominio e multimodulares, denominados peptidil sintetases ndo-ribossomais (Lee et

al., 2005).

Os NRPs possuem atividades biologicas altamente variados, podendo-se citar:
antibioticos (penicilina), anticancerigenos (bleomicina), sider6foros (ferricrocina),
toxinas (toxina-HC), imunossupressores (ciclosporina) e anti-inflamatérios (Cane et al.,
1999). Atualmente, encontram-se disponiveis varios genomas de Colletotrichum spp. no
banco de dados do NCBI. No entanto, estudos detalhados acerca das NRPSs nesse género
ndo existem. O presente trabalho tem como objetivo realizar a identificacdo,
caracterizacdo e analise da expressdo das NRPSs em Colletotrichum spp., com foco
Colletotrichum lindemuthianum, agente etiologico da antracnose do feijao (Phaseolus

vulgaris L.).



REVISAO BIBLIOGRAFICA

O género Colletotrichum

O género Colletotrichum, tem sua fase sexual Glomerella, classificada no reino
Fungi, filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Phyllachorales e familia
Phyllachoraceae (Gautam, 2014). O nome “Colletotrichum” foi primeiramente
introduzido por Corda em 1831 ao descrever a espécie C. lineola. Alguns anos depois
Corda (1837, 1840) descreveu duas outras espécies do género. Segundo Von Arx (1957),
o numero de espécies descritas como pertencentes a este género cresceu rapidamente,

tendo sido relatadas 750 espécies de Colletorichum ja em 1957.

Este grande numero de espécies segundo Cannon et al. (2012) ocorreu em razao
de uma premissa equivocada de que as espécies de Colletotrichum possuem uma alta
especificidade por seus hospedeiros. Assim, mesmo na auséncia de caracteres
morfoldgicos diferenciadores Unicos, sempre que um fungo pertencente ao género era
encontrado em um género de plantas diferente, uma nova espécie era considerada. Com
0 avango tecnoldgico outras abordagens passaram a serem utilizadas no ramo da
taxonomia de fungos. Sreenivasaprasad et al. (1992) utilizaram pela primeira vez a analise
filogenética para a classificagdo de espécies de fungos do género Colletotrichum,
utilizando a regido ITS como marcador molecular. A partir da analise filogenética
observou-se que alguns isolados previamente identificados como sendo de espécies

diferentes agruparam em conjunto, sendo, portanto, na realidade da mesma espécie.

Com o passar dos anos outros marcadores foram adicionalmente utilizados,
fornecendo assim uma melhor resolugdo taxondmica do género (Sherriff et al., 1994;
Sreenivasaprasad et al., 1996; Moriwaki et al., 2002; Du et al., 2005). Com a reducao dos
custos de sequenciamento as andlises multilocus tornaram-se mais acessiveis e varias
regides do genoma, tais como as que codificam actina, calmodulina, fator de elongagdo e
RNA polimerase passaram a ser utilizadas em conjunto, sendo esta abordagem nomeada

multi-marker (Cannon et al., 2012).

A partir destas andlises, espécies como Colletotrichum gloesporioides, a qual ¢é
encontrada em associagdo com mais de 470 espécies de plantas, e que anteriormente era
descrita como varias espécies individuais, passaram ao nivel de complexos de espécies,

abrigando assim um conjunto de espécies cripticas (Gan et al., 2013). De acordo com



O’Connell et al. (2012) atualmente sao conhecidas 600 espécies de fungos pertencentes
ao género Colletotrichum. No entanto, segundo Dean et al. (2012) a taxonomia deste
género permanece ainda como ndo resolvida, permanecendo num estado de fluxo. Sendo
assim, o numero de espécies do género Colletotrichum pode variar de 29 a mais de 700,

a depender dos criterios adotados para a classificagao.

Dentre as varias espécies de Colletotrichum sao encontradas saprofitas,
endofiticos e fitopatogenos (Centis et al., 1997; Barhoom; Sharon, 2004). De acordo com
Gan et al. (2013), o grupo de espécies fitopatogé€nicas ¢ em grande parte responsavel pela
importancia dada a este género. Sdo conhecidas mais de 100 espécies de Colletotrichum
causadoras da antracnose e outras doengas em diversas culturas, sendo praticamente todas
as culturas susceptiveis a pelo menos uma espécie de Colletotrichum (Dean et al., 2012;

Crouch et al., 2014).

Esta ubiquidade ¢ uma das razdes que torna este género alvo de estudos
relacionados a patogenicidade de fungos (Munch et al., 2008), sendo classificado pela
comunidade internacional de fitopatologia como o oitavo género de fungos

fitopatogé€nicos mais importante do mundo (Dean et al., 2012).

De acordo com Thrower (1966) os fungos em geral apresentam duas estratégias
para a obtencao de nutrientes, a biotrofia, onde os nutrientes sdo obtidos diretamente das
células vivas e a necrotrofia, onde a obtengao de nutrientes se da a partir de células mortas
pelo fungo. A infeccdo de plantas por Colletotrichum spp. inicia-se normalmente pela
formacgao de apressorios melanizados, os quais exercem pressao de turgor sobre o tecido
vegetal, permitindo assim a penetracdo nos tecidos do hospedeiro. Adicionalmente o
apressorio secreta varias enzimas liticas que auxiliam no processo de penetragdao
(Kleemann et al., 2008; Kubo; Takano, 2013). Ap6s a penetragdo no hospedeiro,
Colletotrichum spp. podem seguir duas estratégias de parasitismo. As espécies
necrotroficas sdo normalmente agentes etiologicos de doengas em frutos, sendo incapazes
de colonizar o tecido verde (Walker, 1921). Assim, o estabelecimento destas espécies no
tecido hospedeiro se da primariamente por infecgdes quiescentes, por meio de apressorios
ndo penetrados ou através de micélios subcuticulares, estruturas estas, a partir das quais
o fungo pode realizar a transi¢do para a fase necrotrofica, levando a danos significantes e

consequente morte do tecido hospedeiro (Prusky, 1996; Liao et al., 2012).



No outro extremo encontram-se as espécies que adotam a hemibiotrofia como
estilo de vida. A maioria das espécies de Colletotrichum adotam essa estratégia de
parasitismo, que segundo Perfect et al. (1999) consiste em uma estratégia de infec¢do
altamente orquestrada compreendendo varios estadgios. A hemibiotrofia inicia-se com
uma fase biotréfica que pode durar de algumas horas a varios dias de acordo com a espécie
(Perfect; Green, 2001), sendo caracterizada pela formacao de hifas primarias, bulbosas e
irregulares com parede celular separada do citoplasma das células do hospedeiro por meio

de uma membrana circundante, derivada do hospedeiro (Vargas et al., 2012).

De acordo com Latunde-Dada (2007) existem trés variantes principais de
estratégias de colonizacao adotadas pelas hifas primarias. Na primeira estratégia, adotada
por C. higginsianum e outros membros do complexo destructivum ocorre uma fase
biotrofica limitada as células epidérmicas primeiramente infectadas, a qual ¢ seguida de
uma mudanca completa para a necrotrofia, caracterizada pelo surgimento de hifas finas,

necrose ¢ morte do tecido vegetal (O’Connell et al., 2012).

A segunda estratégia, adotada pelas espécies pertencentes ao complexo
orbiculare, ¢ caracterizada pela persisténcia da fase biotrofica durante a colonizagdo
sequencial das células. Durante esta fase ocorre a morte gradual de células que
encontram-se atras da frente de colonizacdo, sem, contudo, haver uma destruicao
generalizada. Assim, a infeccdo torna-se assintomadtica até o momento em que o fungo

passa para a fase necrotrofica (O’Connell et al., 2000).

A terceira estratégia ¢ adotada por membros do complexo graminicola. Neste
caso, os acontecimentos sdo similares ao que ocorre com membros do complexo
orbiculare. No entanto, nestas espécies ocorre a formacdo de hifas secundarias,
responsaveis pela fase necrotrofica a partir das hifas primarias nas células atras da frente
de colonizacdo. Assim, a fase biotrofica existe concomitatemente com a fase necrotrofica

(Mims; Vaillancourt, 2002; Wharton; Julian, 1996; Wharton et al., 2001).

A Cultura do Feijao e o patogeno Colletotrichum lindemuthianum



O feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L.) ¢ uma planta pertencente a familia
Fabaceae, e ¢ a espécie mais cultivada do género Phaseolus no mundo, apresentando-se
como uma cultura de alta importancia mundial, tanto no cenario socioeconémico, quanto
no ramo da nutri¢do. Segundo Medeiros (2004), o feijao ¢ originario do Continente
Americano e o seu cultivo ¢ altamente disseminado, podendo-se dizer que sua producao

ocorre em praticamente todo o mundo.

Segundo a FAO (2015), atualmente o continente asiatico ¢ responsavel pela maior
parte da producdo de feijado no mundo (44,6% do total), sendo seguido pelas Américas
(31,1%) e Africa (21,8%). O Brasil ¢ o terceiro maior produtor mundial de feijao, tendo
produzido no ano de 2013 um total de 2.892,599 de toneladas, sendo ultrapassado apenas
pela India (3.630,000) e por Mianmar (3.700,000) (FAO, 2015). No Brasil a produgio de
feijdo ocorre na maioria dos estados, sendo as regides Sul e Sudeste destaques nacionais
na produgdo do grio, seguidas pelas regides Nordeste, Centro-Oeste ¢ Norte (Embrapa

Arroz e Feijao, 2012).

Por ser uma planta de ciclo curto, a cultura do feijao propicia aos produtores a
oportunidade de obter mais de uma colheita por ano, o que favorece a um melhor
aproveitamento da terra e ao aumento da produ¢do do grdo. Segundo o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA (2014), o estado do Parana ¢ o maior
produtor nacional de feijdo, tendo produzido na safra 2009/2010 298 mil toneladas do
grao. No mesmo periodo, o estado de Minas Gerais ocupou o segundo lugar, e produziu

214 mil toneladas, sendo seguido pelos estados da Bahia, Sao Paulo e Goiés.

Segundo Jones (1999), dentre as leguminosas o feijdo ¢ o alimento mais
importante para o consumo direto no mundo, o que se deve, sobretudo as suas
caracteristicas nutricionais como seu alto teor proteico, que pode chegar a 33% e o bom
conteudo de carboidratos, fibras, vitaminas e minerais. Além disto, em sua composi¢ao o
feijdo apresenta compostos fenolicos que possuem acdo antioxidante, os quais podem

contribuir para a prevengao de doencas (Bonett; Klein, 2007).



Dentre os problemas que afetam a cultura do feijao estdo as doengas, que podem
diminuir drasticamente sua produtividade, causando prejuizos econdmicos. Segundo
Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina - EPAGRI (2012)
existem mais de 200 doencgas que afetam a cultura do feijao, dentre as quais se destacam
as doencgas flngicas. O controle de doencas ¢ um dos principais fatores que sao
responsaveis pela elevacdo do custo de produgdo do feijdo. De acordo com Schwartz
(1980), os gastos com o controle quimico de doencas nas lavouras sao bastantes elevados,

onerando os custos da producao.

Dentre as doencas causadas por fungos que ocorrem na cultura do feijao destaca-
se a antracnose, causada por Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Lams.-
Scrib. em sua fase anamorfica. Além da cultura Phaseolus vulgaris, o patdégeno C.
lindemuthianum também ¢ causador de doengas em outras leguminosas como Phaseolus
lunatus, Phaseolus acutifolius, Phaseolus coccineus, Vigna unguiculata ¢ Vicia faba

(Zaumeier; Thomas, 1957).

Os sintomas da antracnose podem ocorrer em todos os 6rgaos aéreos da planta.
Nas sementes, 0s sintomas sdo lesdes levemente deprimidas de coloragdo marrom com
bordos escuros, que sdo bem evidentes nas sementes que possuem o tegumento de
coloracdo clara. Nas vagens sdo encontradas as lesdes mais caracteristicas desta doenca,
sendo arredondadas, deprimidas e possuindo coloracdao escura. Quando as condicdes de
umidade e temperatura sdo adequadas forma-se uma massa rosea de esporos. As lesoes
podem ainda ocorrer em cotilédones, nas nervuras das folhas, nos caules e no peciolo

(Zaumeyer; Thomas, 1957).

Segundo Schwartz (1980), a antracnose ¢ prevalecente principalmente em regioes
onde as temperaturas sdo geralmente de moderadas a frias, isto associado a alta umidade
relativa do ar. Segundo a EPAGRI (2012), as perdas na producao devido a ocorréncia de
doencas sdao geralmente altas, levando frequentemente a reducdes de mais de 50%. Além
disto, quando sob condi¢des favoraveis, as perdas na producdo podem atingir 100%. De
acordo com Costa (2002), C. lindemuthianum sobrevive entre as estagoes de cultivo do
feijoeiro na forma de micélio dormente em sementes infectadas, nos cotilédones sob a
forma de esporos e nos restos culturais na forma de micélio ou acérvulos, dificultando

assim seu controle.



O primeiro genoma de fungo fitopatogénico sequenciado foi o de Magnaporthe
oryzae no ano de 2005 (DEAN et al., 2005). Ao longo do tempo as tecnologias de
sequenciamento tornaram-se mais rapidas e baratas, o que possibilitou a geracao das
sequéncias genomicas de varios outros micro-organismos. Até o fim do ano de 2012, mais
de 30 genomas de fungos fitopatogénicos tinham sido sequenciados (RAFFAELE;
KAMOUN, 2012). Atualmente varios genomas de espécies do género Colletotrichum
encontram-se disponiveis, dentre elas: C. higginsianum, C. graminicola, C. falcatum, C.
orbiculare e C. glosporioides, C. sublineola, C. acutatum (O’Connell et al., 2012; Gan
etal., 2013; Baroncelli et al., 2014).

Metabdlitos secundarios e peptideos nao-ribossomais

Os micro-organismos produzem uma grande quantidade de metabolitos
denominados secundarios (SMs), os quais sdo diferenciados dos metabdlitos primarios
por ndo estarem ligados diretamente a processos indispensaveis a vida, ndo sendo
portanto requeridos ao crescimento in vitro (Keller; Turner; Bennett, 2005). Tais
compostos sdo geralmente bioativos, de baixo peso molecular e possuem estruturas e
funcdes bastante diversas, sendo em sua maioria derivados de peptideos ndo-ribossomais

(NRPs) ou de policetideos (Brakhage, 2013).

Dentre os metabdlitos secundarios microbianos podemos citar: antibidticos
(penicilina, vancomicina), anticancerigenos (bleomicina), sider6foros (enterobactina),
toxinas (cianotoxinas), surfactantes, imunossupressores e anti-inflamatérios (Cane,
1999). Estes, apresentam-se como uma importante fonte de novas entidades quimicas,
correspondendo a mais de 40% das novas drogas reportadas entre os anos de 1981 a 2004
(Clardy; Walsh, 2004). Geralmente os genes responsaveis pela biossintese de SMs sdo
localizados em agrupamentos (clusters), os quais podem conter mais de 10.000 bases
(Smith,1990; Trail et al., 1995). A grande maioria destes clusters possuem um ou varios
genes biossintéticos que codificam enzimas extremamente grandes, como peptidil
sintetases ndo-ribossomais (NRPSs) ou policetideo sintetases (PKSs) (Hertweck, 2009).
Tais enzimas apesar de possuirem arquiteturas e mecanismos biossintéticos similares,
diferem consideravelmente quanto ao substrato utilizado. Segundo Brakhage e Schroeckh
(2011), as NRPSs utilizam aminoéacidos como blocos estruturais, enquanto as PKS

utilizam malonil.



Os peptideos nao-ribossomais (NRPs) sdo sintetizados pelas peptidil sintetases
nao-ribossomais (NRPSs) (Sieber; Marahiel, 2005), e consistem em uma familia de
produtos naturais estruturalmente diversos que demonstram uma larga variedade de
atividades biologicas (Eisfeld, 2009). Além dos aminoacidos proteinogénicos, os NRPs
sao também frequentemente derivados de aminoacidos ndo proteinogénicos,
hidroxiacidos e acidos carboxilicos (Keller et al., 2005; Cane et al.,1999). Em todos os
casos conhecidos os genes que codificam NRPSs sdo encontrados como sendo parte de
clusters contendo genes que codificam, além da NRPS, outras enzimas biossintéticas
(Brakhage; Schroeckh, 2011). Além disso, sabe-se que tanto a expressao dos clusters de
NRPSs, quanto a ativacdo da producao de NRPs sdo sujeitas a regulagdo global e a

ativacao local (Stack et al., 2007).

As NRPSs consistem em grandes enzimas multidominio, multimodulares que
estdo entre as maiores enzimas conhecidas na natureza, possuindo massas atomicas de
100-1700 kDa (Marahiel et al., 1997; Oide et al., 2006; Tambadou, 2014). Conforme
Eisfeld (2009) por meio de analises bioquimicas foi descoberto que estas enzimas sao
formadas por uma cadeia polipeptidica simples que contém todas as fungdes cataliticas
necessarias para a sintese de peptideos, que sdo: (i) ativagdo do substrato, (ii) tiolagdo,
(111) N-metilagdo e (iv) condensacdo. A Figura 1 apresenta a estrutura tipica de uma
NRPS de fungos. Um modulo de NRPSs contém vérios dominios, cada um com sua
funcao especifica, os quais em conjunto sdo responsaveis pela adicdo de um aminoécido

a cadeia polipeptidica crescente (Challis, 2000).

Segundo Cramer et al. (2006), cada mddulo contém no minimo trés dominios,
que s3o: dominio A (responsavel pela sele¢do e ativacdo do aminoacido a ser adicionado
ao peptideo); dominio T ou PCP (que liga o substrato covalentemente a enzima através
de uma ligacao tioester); dominio C (responsavel por catalisar a formagao da ligagao
peptidica entre os aminodcidos). Além destes dominios, uma variedade de dominios
opcionais, como os dominios de epimeriza¢do (E) e metiltransferase (MT) podem estar

presentes (Clardy; Walsh, 2004).
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Figura 1. Organizagao tipica de NRPSs em fungos (Sieber; Marahiel, 2008).

Segundo Schwecke et al. (2006), apesar do fato da arquitetura das enzimas
serem semelhantes, existem diferencas notaveis entre NRPSs em fungos e bactérias. A
primeira diferenca seria que o “codigo nao-ribossomal” aplicado as bactérias ndo pode
ser aplicado para fungos devido ao fato do mesmo diferir entre tais organismos. Outra
diferenca ¢ que a maior parte das NRPSs de fungos consiste em uma unica cadeia
polipeptidica, enquanto que em bactérias, na maioria dos casos sdo constituidas por
mais de uma proteina (Weber et al., 1994). Além disto, a maioria das NRPSs de
bactérias possuem o dominio tioesterase redutase que € responsavel pela liberagcdo do
peptideo na regido C-terminal; ja no caso de fungos, este dominio € raramente relatado

(Keating et al., 2001).

Nos ultimos anos, como consequéncia da maior disponibilidade das sequéncias
gendmicas, alguns estudos mais detalhados tém revelado a presenca e buscado a
elucidacao da funcao dos NRPs em fungos. Embora a presenca e a atividade de NRPs
com respeito a interagdo com outros organismos estarem sendo estudadas ha varios anos,
a fungdo e significancia fisiologica de sua grande maioria permanecem desconhecidas
(Gillian Turgeon; Oide; Bushley, 2008). Dentre as fungdes até entao relatadas podemos
citar o papel no desenvolvimento reprodutivo, na regulacdo da morfologia, nas
propriedades da superficie celular, na resisténcia ao estresse e na capta¢do de nutrientes,

patogenicidade e adaptacdo ambiental (Oide et al., 2006).
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Tsunawaki et al. (2004) estudaram a funcdo de NRPs em Aspergillus fumigatus, e
demonstraram que um NRP secretado por este fungo ¢ capaz de bloquear especificamente
a explosao oxidativa em humanos por meio da inibi¢do da montagem da NADPH oxidase.
Lee et al. (2005) em estudo conduzido na California realizaram a identificagdo e a anélise
funcional de NRPSs presentes em Cochiobolus heterostrophus, agente etioldogico da
mancha foliar no milho. Foram identificados 11 genes que codificam NRPSs, além de
dois pseudo-genes. Por meio da inativagdo do gene NPS6 foi verificado que o mesmo ¢
requerido para a viruléncia do fungo, além de também desempenhar papel na resisténcia
ao estresse oxidativo. Os autores também demonstraram que a aplicacdo de ferro era
capaz de restaurar a viruléncia do mutante, indicando que este gene codifica um

sideroforo.

Ainda segundo Lee et al. (2005), o gene NPS6 ¢ o tnico desta classe que possui
ortdlogos em varios outros ascomicetos examinados. Por meio da andlise do genoma,
Turgeon et al. (2008) identificaram 12 genes de NRPSs em um isolado de C.
heterostrophus, quatro dos quais sao conservados em espécies de ascomicetos, enquanto
oito sdo distribuidos descontinuamente. A fun¢do dos genes foi estudada por meio de
mutacao sitio direcionada e apos a analise dos mutantes, os fenotipos observados foram:
alteracdo na morfologia das coldnias; reducdo da esporulacdo assexual; reduc¢do do

desenvolvimento sexual; e hipersensibilidade a vérias formas de estresse.

Em trabalho realizado por Tobiasen et al. (2007) em Fusarium graminearum.
foram identificados 15 genes de NRPSs. Os maiores genes identificados consistem de
dominios compondo um modulo minimo e dominios C funcionais. Enquanto isto, os
pequenos genes de NRPSs identificados contém dominios mais diversos, sendo que em
alguns dos menores notou-se a auséncia de dominios C. Ndo foram encontrados introns
em qualquer dos genes NRPSs identificados. Os genes foram mutados através da
substitui¢do mediada por 4. tumefaciens e na analise dos mutantes encontrou-se que o
gene NPS2 ¢ responsdvel pela sintese de um siderdforo intracelular denominado

ferricrocina.
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Segundo O’Connell et al. (2012) foram encontrados genes de NRPSs nos genomas
de C. higginsianum, C. graminicola e C. orbiculare, sendo que o nimero destes genes
variou para cada espécie. Gan et al (2013) em seu estudo de gendmica comparativa de
C. orbiculare identificaram os genes de NRPSs presentes neste fungo. O nimero de genes
encontrado foi o de 11 genes NRPSs e 9 genes NRPSs-like, além de 3 NRPS-PKS
hibridas.

De acordo com os dados publicados por Gan et al. (2013), genes de NRPSs foram
encontrados no genoma de varios fungos, sendo que o nimero varia significativamente
para cada espécie em questdo. Os numeros obtidos para algumas espécies ja estudadas
sao: Aspergillus nidulans (11 NRPS, 12 NRPS-like); Neurospora crassa (3 NRPS, 0
NRPS-like); Magnaporthe oryzae (5 NRPS, 6 NRPS-like); Fusarium graminearum (10
NRPS, 11 NRPS-like); Ustilago maydis (3 NRPS, 6 NRPS-like); C. graminicola (7
NRPS); C. higginsianum (12 NRPS); C. gloeosporioides (14 NRPS, 10 NRPS-like); e C.
orbiculare (11 NRPS, 9 NRPS-like).

O sequenciamento do genoma de Fusarium graminearum revelou a presenca de
19 genes de NRPS (Hansen et al., 2012a). Posteriormente, Hansen et al. (2012b)
utilizaram mutantes com dele¢do e apresentando superexpressao do gene NRPS4 para
investigar sua funcdo e a de seu produto. Os mutantes foram analisados e revelaram que
a delecdo do gene da NRPS4 leva a uma diminui¢do da hidrofobicidade, enquanto que a
superexpressao leva ao aumento da hidrofobicidade da superficie. Estas observacdes
sugerem que o peptideo produto da NRPS4 pode ser um fator regulador da arquitetura

das paredes celulares ou um regulador indireto da hidrofobicidade.

Hansen et al. (2015) realizaram em seu estudo uma analise comparativa de NRPSs
em dez espécies diferentes de fungos do género Fusarium, o que resultou na identificagao
52 grupos de ortologia de NRPSs. Dos genes de NRPSs identificados neste estudo seis
estdo presentes em todos os isolados estudados (NRPS 2, 3, 6, 10, 11 e 12) e um (NRPS4)
esta presente em todos os isolados, exceto no isolado de Fusarium oxysporum (Fo5176),
indicando assim que estdo envolvidos na biossintese de produtos importantes para os
fungos. Como exemplo, NRPS 2 e 6 ja foram relatados como sendo envolvidos com a

sintese dos sideroforos ferricrocina e fusarinina (Tobiasen et al., 2007).
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MATERIAL E METODOS

Isolados e condi¢des de cultivo

Os isolados de Colletotrichum lindemuthianum usados neste trabalho foram:
83.501 (raca 83), isolado 8942 2-3 (raga 89) e o isolado 7R, ainda sem raca definida, sendo
todos pertencentes a colecao de fitopatdgenos do Laboratdrio de Genética Molecular e de
Micro-organismos da Universidade Federal de Vigosa. Para a produgdo dos indculos, os
fungos foram cultivados em meio batata dextrose agar (BDA). Em todas as analises do
presente trabalho, os isolados foram incubados em camara de crescimento a 22°C =+ 2,
sob fotoperiodo de 12 horas. Para a producao de esporos discos de micélio de 5 mm dos
fungos crescidos em meio BDA durante sete dias foram depositados na superficie de
vagens de feijoeiro-comum, previamente autoclavadas, acondicionadas em tubos de
ensaio e as condigdes de incubagdo consistiram nas mesmas previamente citadas.
Incubou-se por 10 dias e apods este periodo foi obtida uma suspensdo de esporos

adicionando-se 2 mL de agua destilada autoclavada em cada tubo e agitando brevemente.

Origem das sequéncias gendomicas

No trabalho presente foram utilizados trés genomas de Colletotrichum
lindemuthianum (isolados 83, 89 e 7R) sequenciados em plataforma Illumina HiSeq 2500
a uma cobertura de 50x. Os genomas dos isolados 83 e 89 foram montados utilizando-se
os softwares Velvet (Zerbino; Birney, 2008) e SSPACE 2 (Boetzer et al., 2010) pelo
Laboratorio Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida
(LACTAD). O genoma do isolado 7R foi montando utilizando-se o software CLC
Genomics Workbeanch. Estes genomas pertencem ao banco de dados de sequéncias do
Laboratdrio de Genética Molecular e de Micro-organismos da Universidade Federal de
Vicosa. Também foram utilizados os proteomas de C. fioriniae (NCBI Bioproject
PRINA244481), C. gloesporioides (NCBI Bioproject PRINA225509) C. graminicola
(NCBI Bioproject PRINA225514), C. higginsianum (NCBI Bioproject PRINA47061) e
C. orbiculare (NCBI Bioproject PRINA171217) para analises complementares.
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Predicao de genes

Para a predi¢ao dos genes e obtencao das sequéncias protéicas nos genomas de C.
lindemuthianum foi empregado o software Augustus (Stanke et al., 2008), configurado
para C. orbiculare, configurado para buscar somente genes completos e todos os demais

parametros configurados conforme o padrao do programa.

Identificacio e caracterizacio das NRPSs e dos clusters

A primeira etapa da identificacdo das proteinas foi a criagdo de um banco de
NRPSs obtidas no UniProt. Onde, sequéncias obtidas diretamente do site foram utilizadas
para a criagdo do banco de dados, utilizando um script escrito em linguagem Python®.
Posteriormente, foi realizado um alinhamento local de proteinas (blastp) com valor de
corte de 1073, utilizando o proteoma de cada isolado de Colletotrichum spp. como consulta
contra este banco de dados previamente criado. Sequéncias com identidade inferior a 30%
foram descartadas e os remanescentes tiveram seus dominios conservados identificados
por meio da ferramenta CDD (Conserved ~ Domain Database)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.html). A andlise empregando o
programa blastp foi realizada em ambiente Linux utilizando-se a ferramenta ncbi-blast+.
Proteinas contendo ao menos um moddulo essencial completo (contendo os dominios A,
T e C) foram anotadas como NRPS, enquanto aquelas apresentando a auséncia de um
destes dominios foram consideradas NRPS-/ike. A detec¢do dos clusters de genes de
metabolismo secundario foi realizada utilizando o software antiSMASH database

(Marnix et al., 2011).

Analise Filogenética

Para o estudo filogenético das NRPSs ao longo do género Colletotrichum, as
sequéncias dos dominios A das NRPS identificadas foram extraidas com o auxilio do
software UGENE (Okonechnikov, K. et al., 2012). As sequéncias foram alinhadas com o
ClustalW e a matriz Blosum de acordo com os parametros pré-estabelecidos, utilizando
o software Mega 6.0 (Tamura, K. et al., 2013). O alinhamento foi editado utilizando o
software Gblocks (Talavera; Castresana, 2007). Sequéncias com menos de 200

aminoacidos foram descartadas, e a significancia da arvore foi acessada pelo método de
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Bootstrap (Felsenstein, 1985) com 4000 repeti¢des. Ao alinhamento foram adicionadas
sequéncias de dominios A de NRPSs com fungdes relatadas. A arvore foi gerada pelo

método de neighbor-joining (Saitou; Nei, 1987).

Transcriptomas

Para a extracdo do RNA a ser utilizado no sequenciamento, uma suspensao de
esporos de C. lindemuthianum (isolado 7R) a 10° conidios. ml! foi borrifada até o ponto
de molhagem completa de folhas de plantas de feijoeiro var. rosinha, 10 dias apds a
emergéncia. As plantas foram incubadas a 22 °C + 2, sob fotoperiodo de 12 horas e em
condi¢des de camara imida e as coletas foram realizadas 18 horas apds a inoculagao (Hpi)
(fase apressorial), 48 Hpi (fase biotrofica) e 120 Hpi (fase necrotrofica), utilizando-se
nitrogénio liquido, sendo as amostras acondiconadas a - 80°C até a data da extrag@o do
RNA. Para a simulagdo da fase vegetativa o fungo foi cultivado em meio GPYECH
(Parisot et al., 2002) durante 5 dias e seguiu-se com a extragdo do RNA. A extra¢do do
RNA foi realizada utilizando-se o Kit Nucleo-Spin RNA Plant (Macherey-Nagel). Os
transcriptomas foram sequenciados em plataforma Illumina HiSeq 2500 com PE de
2x150pb pelo Laboratorio Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da

Vida (LaCTAD/Unicamp).

Analise da Expressao

O report de qualidade das reads sequenciadas foi realizado utilizando o software
FastQC (Andrews, 2010) e para a trimagem foi utilizado o software Trimmomatic Bolger;
Lohse; Usadel, 2014). Posteriormente, as reads foram mapeadas ao genes preditos do
isolado, utilizando o software Bowtie2 (Langmead et al., 2009). As analises posteriores
para identificar os genes diferencialmente expressos foram realizadas utilizando o
software R, versdo 3.1.2 (R Core Team, 2013). Primeiramente, as contagens de reads
foram ajustadas utilizando o método de normalizagdo TMM do pacote edgeR, versao
3.8.5 (Robinson et al., 2010). Posteriormente os genes diferencialmente expressos foram
detectados utilizando o método “MARS”, do pacote DEGseq, versdo 3.0 (Wang et. al,
2010).
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RESULTADOS

Identificacio e classificacdo dos clusters de genes de metabolismo secundario

Os clusters dos genes relacionados ao metabolismo secundario foram
identificados nas diferentes espécies de Colletotrichum pela analise do proteoma predito
de cada isolado. O nlimero total de clusters relacionados ao metabolismo secundério
encontrados variou de acordo com os genomas de 42 a 81. Em Colletotrichum
lindemuthianum foram encontradas 42 (isolado 7R) e 46 clusters (isolados 83 e 89).
Foram encontrados dez clusters de NRPSs no genoma de C. lindemuthianum (isolados 83
e 89), oito em C. lindemuthianum (isolado 7R), doze em C. gloesporioides , vinte em C.
higginsianum, cinco em C. graminicola e C. fioriniae e onze em C. orbiculare (Figura
3). Cem por cento (100%) dos genes que codificam NRPSs foram encontrados em

clusters de metabolismo secundario.

Todas os genes que codificam peptidil sintetases nao-ribossomais aqui
identificados estdo presentes em clusters de metabolismo secundério. Destes, 93% estao
em clusters que contém além do gene do gene NRPS um ou mais genes que codificam
outra enzima biossintética relacionada ao metabolismo secundario, 50% dos quais estdo
em clusters contendo trés ou mais outras enzimas biossintéticas, tais como PKSs e TPSs.
Foram encontrados genes que codificam proteinas regulatorias em somente 10% dos
clusters, sendo que em nenhum destes foi encontrado mais de um gene regulatorio.
Oitenta e um por cento dos clusters de NRPSs em Colletotrichum spp. contem proteinas
relacionadas ao transporte. A Figura 4 apresenta um resumo da caracterizagdo dos

clusters contendo NRPSs nos proteomas de Colletotrichum spp.

Para melhor caracterizar as proteinas previamente classificadas como
“relacionadas ao transporte” pelo antiSmash, foi utilizada a ferramenta CDD do NCBI.
Das proteinas relacionadas ao transporte presentes nos clusters de NRPSs 62% foram
classificadas como transportadores MFS 23% transportadores ABC. As proteinas
classificadas na classe “outros” pelo antiSmash foram submetidas a uma anotagdo
funcional utilizando-se a categoria Processos Bioldgicos do Gene Ontology pelo software

Blast2GO.
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Dentro da categoria de Processos Bioldgicos do Gene Ontology estas proteinas
foram entdo associadas com: organizacdo de componentes celulares; processos
metabolicos celulares; processos metabolicos primarios; estabelecimento de localizagao;
biogénese de componentes celulares; processos biossintéticos; localizacdo individual;
processos metabdlicos de compostos nitrogenados; processos celulares individuais;
resposta celular a estimulos; processos metabdlicos individuais; processos metabodlicos

de compostos organicos; regulagdo de processos biologicos e outros (Figura 5).

B Numero de Clusters (Total)

NRPS Clusters

PKs Clusters

B TPS Clusters
NRPS/PKS Clusters

Figura 3. Numero e classificagdo dos clusters de peptidil sintetases nao-ribossomais
(NRPSs), policetideo sintases (PKs), terpeno sintases (TPS), peptidil-policetideos
sintases hibridas (NRPS/PKS) e nimero total de clusters por proteoma encontrados nos

proteomas preditos de Colletotrichum spp, utilizando a ferramenta antiSmash database

(Marnix et al., 2011).
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Colletotrichum spp. As colunas consistem em valores médios. As linhas verticais

representam a variagdo (menores apresentam maior valores).
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Figura 5. Anotacdo Funcional das proteinas codificadas por genes presentes em clusters
de peptidil sintetases ndo-ribossomais previamente classificadas como “outros” pelo
antiSmash. A classificagdo foi feita por meio da Categoria “Processos Bioldgicos” do

Gene Ontology.
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Identificacao dos genes de NRPSs

Para a identificagdo das NRPS nos genomas de Colletotrichum spp. foi realizado
um blastp utilizando o proteoma predito de cada isolado como consulta contra um banco
de dados de NRPS previamente criado. Foram consideradas NRPS apenas as proteinas
contendo ao menos um moddulo essencial completo. O nimero de genes que codificam
NRPSs variou para cada genoma em questdo. Utilizando-se da nossa proposta
metodoldgica identificamos 9 NRPS em C. lindemuthianum (isolados 83, 89 ¢ 7R), 7
NRPSs no proteoma de C. fioriniae, 15 NRPSs em C. gloesporioides, seis em C.
graminicola, 22 em C. higginsianum ¢ 12 em C. orbiculare. O tamanho dos genes de
NRPS em C. lindemuthianum variou de 7215 a 14870 pb no isolado 83, de 5890 a 14879
pb no isolado 89 e de 5037 a 14870 pb no isolado 7R. Foram encontrados introns em
todos os genes NRPS dos trés isolados de C. lindemuthianum, com excec¢do do gene NPS4
(isolado 7R). O numero de introns por gene variou de um a oito no isolado 83, de um a
seis no isolado 89 e de zero a sete no isolado 7R. O numero de NRPS e NRPS-/ike

encontrados em cada proteoma encontra-se apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Numero de NRPSs e NRPSs-like identificados nos genomas de

Colletotrichum spp.

C. lindemuthianum (83) 9 4
C. lindemuthianum (89) 9 3
C. lindemuthianum (7R) 9 8
C. fioriniae s 7
C. gloesporioides 15 5
C. graminicola 6 8
C. higginsianum 22 ¥
C. orbiculare 12 7
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Organizac¢ao das proteinas

Utilizando as sequéncias proteicas preditas das peptidil sintetases nao-ribossomais
de Colletotrichum spp. foi realizada a identificacdo dos dominios conservados. Cada
padrdo de organiza¢cdo modular encontrado foi anotado e identificado com um cédigo
individual. Foram encontradas proteinas contendo de um a sete modulos completos, e por
meio da caracterizacdo organizacional das proteinas foram formados sete sub grupos de
NRPSs. O grupo a corrresponde a 9 % das proteinas aqui identificadas, e ¢ caracterizado
pelas NRPSs trimodulares e tetramodulares que contém apenas os dominios essenciais.
Trinta e cinco por cento (35%) das NRPSs de Colletotrichum spp apresentam a
organizagdo do grupo b, as quais sdo bimodulares ou monomodulares, compostas por
apenas dominios essenciais. O grupo ¢ contém as NRPSs contendo o dominio tioesterase
redutase e engloba 30% das NRPSs identificadas no presente trabalho. No grupo d foram
agrupadas as proteinas contendo o dominio Hx (14,6%), enquanto no grupo e (17,97%)
foram classificadas as proteinas contendo o dominio N. No grupo f (2,24 %) foram
classificadas as NRPSs contendo dominios metil transferase, € no dominio g (1%) foram
classificadas as proteinas contendo o dominio de epimerizagdo. Os padrdes observados
encontram-se apresentados na Figura 6. Adicionalmente, foi construido um dendograma
a partir do padrdo de distribuicdo das diferentes organizagdes de NRPSs ao longo das
espécies de Colletotrichum. Adicionalmente, foi construido um dendrograma (Figura 7)
a partir do padrao de distribuicdo das diferentes organizagdes de NRPSs ao longo das
espécies de Colletotrichum. O dendrograma indica que o padrdo de distribui¢do das
NRPSs ndo coincide com a distribui¢do filogenética das espécies. Por exemplo, C.
lindemuthianum (7R) aparece como sendo mais proximamente relacionado a C.
graminicla e a C. orbiculare que aos outros isolados de C. lindemuthianum (83 e 89).
Além disto, C. graminicola agrupou entre C. lindemuthianum (7R) e C. orbiculare, sendo

estes pertencem a complexos de espécies distintos na anélise filogenética.

Analise filogenética

Para identificar ortdlogos a analise filogenética de NRPSs ao longo do género

Colletotrichum foi realizada utilizando as sequéncias de dominios A, que sdo os mais
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conservados entre todos os dominios encontrados nestas proteinas. Um total de 181
sequéncias de aminoacidos de dominios. Ao alinhamento foram adicionadas sequéncias
de dominios A de acetil-coA ligases, cumarato/acetil-coA ligases e acetil-coA sintetases
como grupos externos. A arvore parcial encontra-se apresentada na Figura 9. Todas as
NRPSs estudadas no presente trabalho formaram um grupo monofilético com suporte de
bootstrap de 97% na analise por Neighbor-joining, separando-se das demais enzimas
formadoras de adenilatos utilizadas como grupos externos. Foi considerado que as NRPSs
de Colletotrichum spp. que agruparam em clados contendo enzimas com fungdes
conhecidas e comprovadas experimentalmente possuem a mesma fungdo ou fungdes
relacionadas. Por exemplo, os dominios A das toxinas AM sintetase de Alternaria
brassicicola e de Alternaria alternata agruparam conjuntamente, possuindo portanto a
mesma funcdo. Foi observada a formacao de clados de toxinas (Eniatina, Gliotoxina,
toxina AM, Htsl), sideroforos (NPS6) e proteinas envolvidas com o ciclo sexual (NPS2),
além de outros clados que ndo contém qualquer NRPS com fun¢do conhecida. Com
excegdo de C. higginsianum, todas as espécies de Colletotrichum apresentaram uma copia
de NRPS relacionada a NPS6, agrupando no mesmo clado da NPS6 de G. zeae e F.
pseudograminearum e no mesmo sub-clado da NPS6 de C. heterostrophus, possuindo
provavelmente a mesma fungdo, a producdo de um importante sider6foro intracelular
envolvido na patogénese. Os dominios AMP da NPS1 de C. graminicola agruparam
sempre em conjunto dos dominios AMP da eniatina sintetase de F. equiseti, com suporte
de bootstrap de 99%. Os genes NPS5 (C. lindemuthianum 83), NPS2 (C. lindemuthianum
89), NPS4 (C. lindemuthianm TR), NPS3 (C. orbiculare) e NPS3 (C. gloesporioides) sao
monomodulares e agruparam em conjunto no mesmo clado contendo os dois dominios
AMP da gliotoxina sintetase. Também foi formado um clado contendo todos os dominios
AMP da NPS2 de C. heterostrophus e NRPSs de Colletotrichum spp. relacionadas com
suporte de bootstrap para o grande clado de 79%. Os quatro dominios AMP da Htsl
agruparam em clados distintos ao longo da arvore de neighbor-joining, tendo sempre
agrupado em conjunto com dos dominios AMP das proteinas de C. lindemuthianum
(isolados 83, 89 e 7R), C. orbiculare e C. gloesporioides. Nao foram encontradas NRPSs
em Colletotrichum spp. altamente relacionadas a ACV sintetase. A arvore completa

encontra-se apresentada na Figura 8.

Predicao de substratos das NRPSs
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Foi realizada também a predi¢ao da especificidade de dominios A das NRPSs
que agruparam nos clados contendo a toxina-HC sintetase e com ferricrocina sintetase.
Os resultados indicam que a toxina HC predita para as espécies de Colletotrichum spp.
difere em suas sequéncias de aminoacidos da toxina HC de Cochiobolus carbonum. Em
relacdo a NPS6, a especificidade do dominio A foi distinta somente para C.
lindemuthianum (isolado 83) e para C. fioriniae. A Figura 10 apresenta os resultados da

especificidade dos dominios A.
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C. lindemuthianum 83

C. lindemuthianum 89

C. higginsianum

C. orbiculare

C. graminicola

C. lindemuthianum 7R

C. gloesporioides

C. fioriniae

Figura 7. Agrupamento de espécies de Colletotrichum spp. pelo método UPGMA, com

base na matriz binaria da organizagao de suas NRPSs.
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Identificacédo Organizagao Modular C.lindemuthianum | C.lindemuthianum | C.lindemuthianum | C. gloesporioides | C.graminicola C.orbiculare C.fioriniae C.higginsianum
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Figura 6. Organizacdo das NRPSs em Colletotrichum spp. A: dominios de adenilagdo (retangulos vermelhos); T: dominios de tiolacao

(retangulos cinza); C: dominios de condensacado (retdngulos azuis); E: dominios de epimerizacao (retdngulo roxo); MT: dominios metil-

transferase (retangulos na coloracao azul claro). Tx: Dominios tioesterase-redutase (retangulos amarelos).
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Tasing H.

Figura 8. Arvore filogenética de Neighbor joining de NRPSs em Colletotrichum spp. Os
valores apresentados indicam os niveis de confianga, acessados por 4000 replicatas do
método de bootstrap. Retangulos azuis: Clados contendo pelos dominios A da Htsl;
Retangulo amarelo: Clados contendo os dominios A da toxina-AM e da eniatina;
Retangulo cinza: Clado contendo o dominio A da NPS6; Retangulo verde: Clado
contendo os dominios A da gliotoxina sintetase; Retangulo rosa: Clado contendo os

dominios A da ferricrocina sintetase.
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Figura 10. Sequéncia predita dos aminoacidos do peptideo Htsl. Circulos verdes

representam aminodcidos alifaticos, ndo-polares; cinzas aminoacidos do grupo R

aromaticos; marrom aminoacidos do grupo R carregados positivamente.

Analise da expressao

A Figura 11. apresenta os resultados da andlise da expressdao das NRPSs em C.

lindemuthianum (isolado 7R). Foi detectada a expressdo de todos os genes de NRPSs em

ao menos uma das fases de desenvolvimento. Os genes NPSI, NPS2, NPS3 e NPSS8 foram

expressos diferencialmente entre as fases. Surpreendentemente foram detectados

transcritos de todos os genes de NRPSs durante a fase vegetativa (com excecao de NPS4),

tendo essa fase coincidido com o pico de expressdo dos genes NPSI, NPS3 e NPSS. O

gene NPS2 teve seu maior nivel de expressdo detectado durante a fase necrotréfica. O

gene NPS4 apresentou seu maior valor de expressao durante a fase apressorial. Os genes

NPS5, NPS6 e NPS7 apresentaram a fase biotréfica como sua fase de maior expressao.
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Figura 11. Numero de reads mapeados de genes de peptidil sintetases nao-ribossomais

em C. lindemuthianum (isolado 7R) em quatro fases de desenvolvimento. Asteriscos entre

duas fases indicam a ocorréncia da expressao diferencial entre elas
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DISCUSSAO

No trabalho presente foram identificadas as peptidil sintetases nao-ribossomais
em Colletotrichum spp. e estas foram caracterizadas quanto ao contexto de localizacao,
organizagao e filogeneticamente. Além disto, foi analisada a expressao ao nivel de RNA
do isolado e C. lindemuthianum 7R. Este € o primeiro trabalho mostra tal caracterizagio
em fungos do género Colletotrichum. O nimero de genes que codificam NRPSs variou
de 6 a 22 entre as espécies estudadas. Estes resultados indicam que assim como outros
ascomicetos como: Magnaporthe grisea (8), Fusarium graminearum (12), F. oxysporum
(8), F. verticillioides (10), Haematonectria haematococca (8), Trichoderma reesei (8),
Chaetomium globosum (11), Cochliobolus heterostrophus (9), Stagonospora nodorum
(10), Aspergillus fumigatus (14), A. oryzae (15), A. terreus (18), A. niger (12) e
Neosartorya fischer (18), Colletotrichum spp. também possuem uma grande capacidade
de producao destes metabolitos. Isto ¢ mais fortemente evidenciado quando comparamos
o numero de genes que codificam NRPSs em Colletotrichum e em fungos
basidiomicetos, tais como: Cryptococcus neoformans (0), Ustilago maydis (3),
Phanerochaete chrysosporium (1), Laccaria bicolor (0), Coprinopsis cinereus (1), a
zygomicetos, como: Rhizopus oryzae (0), Phycomyces blakesleeanus (0) e
Batrachochytrium dendrobatidis (2), e a leveduras, como: Saccharomyces cerevisiae (0),
Shizosaccharomyces pombe (1), Pichia stipitis (0) e Candida albicans (0) (Collemare et
al., 2008).

Todas as proteinas identificadas em nosso estudo foram encontradas em clusters
de metabolismo secundario, 93% dos quais contem uma ou mais outras enzimas
biossintéticas. Tais resultados corroboram com Hertweck (2009), em levantamento que
caracterizou os genes de peptidil sintetetases nao-ribossomais e policetideo sintases como
sendo geralmente encontrados em clusters de metabolismo secundério contendo outras
enzimas biossintéticas ligadas ao metabolismo secundario, sendo estas geralmente
NRPSs, PKs e TPSs. Oitenta ¢ um por cento (81%) dos clusters de NRPSs contém
proteinas relacionadas ao transporte, fornecendo assim indicios da possivel secreg¢ao

destes metabolitos.
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A caracterizacao da arquitetura possibilitou a identificacao de 32 sub-padrdes de
NRPSs de acordo com a organizacdo, que foram agrupados em 7 grupos principais. Isto
indica uma alta diversidade nos produtos destas maquinarias biossintéticas. Somente 30%
das NRPss identificadas no nosso trabalho possuem o dominio tioesterase redutase, sendo
que este dominio ¢ requerido para a liberacdo dos peptideos formados pelas peptidil
sintetases nao-ribossomais. Isto indica que as demais NRPSs de Colletotrichum spp.
(70%) sao dependentes de estratégias alternativas aos processos de hidrélise e reducio
catalisados pelo dominio tioesterase redutase, que culminam na liberagao do peptideo.
Dentre os possiveis mecanismos empregados por estas proteinas podemos citar o
mecanismo dependente de PLP, primeiramente descrito primeiramente por Gerber et al.
(2009) na proteina responsavel pela biossintese da fumosina em Fusarium verticillioides,
ou o mecanismo de ciclitiza¢do, identificado em duas NRPSs (TqaA e AnaPS) em
Sacharomyces cerevisiae por Gao et al. (2012). Nossos resultados indicam que o padrao
de distribui¢do das NRPSs ndo ¢ um bom diferenciador de espécies, visto que as mesmas
nao apresentam um padrao logico de distribuicao ao longo das espécies de Colletotrichum
spp. Apesar disto, a proteina com a organizagdo d3 ¢ exclusiva de C. lindemuthianum,
estando presente em copia Unica em cada um dos proteomas avaliados. O maior valor de
expressao mapeados para o gene desta proteina foi encontrado durante a fase vegetativa,

indicando assim o seu envolvimento com fungdes requeridas para o crescimento fingico.

A andlise filogenética (Figura 8) indicou que apesar das NRPSs de
Colletotrichum spp. possuirem uma relacdo evolutiva com algumas das enzimas
formadoras de adenilatos utilizadas como grupos externos, existe uma distancia evolutiva
significativa, indicada pelo baixo suporte de bootstrap e pelo monofiletismo destas. Em
nossa busca por ortdlogos foi possivel identificar NRPSs em Colletotrichum spp.
altamente relacionados filogeneticamente a proteinas previamente estudadas em outros
géneros de fungos. Portanto, muito provavelmente estas desempenham fungdes similares.
Foram identificadas NRPSs 6rtologas & Hts1 sintetase nas espécies C. lindemuthianum,
C. gloesporioides, C. orbiculare e C. higginsianum. Este ¢ o primeiro relato da
identificacdo de ortdlogos a Htsl em Colletotrichum. Esta proteina, que foi
primeiramente identificada em Cochiobolus carbonum e recentemente encontrada em
Alternaria jesenkae por Wight et al. (2013) ¢ responsavel pela biossintese de uma toxina

hospedeiro-especifica chamada toxina HC, que age através da alteragdo da expressdo
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génica nas células do hospedeiro, o que ocorre por meio da inibicao da atividade das

histona desacetilases (Baidyaroy et al., 2002).

Também foram identificadas ortélogas a NPS6 de Cochliobolus heterostrophus
em C. lindemuthianum (isolados 83, 89 e 7R), C. fioriniae, C. graminicola, C.
gloesporioides e C. fioriniae. Esta proteina, foi primeiramente identificada por Turgeon
et al. (2008), que através da andlise funcional determinaram que esta proteina ¢
responsavel pela biossintese de um sideroforo extracelular denominado coprogen,
envolvido com a viruléncia deste fungo ao milho. Adicionalmente, através da anélise
funcional, esta proteina foi identificada como tendo sua func¢do conservada em outros
ascomicetos, tais como: Alternaria brassicicola, Fusarium graminearum e Cochliobolus
miyabeanus. O maior valor de expressdo detectado para o gene NPS6 foi encontrado
durante a fase biotrofica (48 hpi) e o menor valor foi observado durante a fase necrotrofica
(120 hpi), o que contrasta com os resultados obtidos por Albarouki et al. (2014) que
avaliaram a expressao de diversos sider6foros Colletotrichum graminicola, € observaram
que durante a fase biotrofica os sideréforos tem sua expressao fortemente suprimida e que
durante a fase necrotrofica sao altamente expressos. Possivelmente este contraste deve-
se ao fato de que no patossistema Colletotrichum lindemuthianum-feijoeiro as 48 horas
apods o contato do fungo com o tecido vegetal a fase necrotréfica ja tenha sido iniciada,
mesmo sem a observacao de sintomas aparentes no tecido vegetal e que as 120 horas apos

o contato do fungo com o tecido vegetal o processo ja tenha sido finalizado.

Os ortdlogos da Htsl identificados no presente trabalho consistem em NRPSs
tetramodulares, estando assim de acordo com o que foi referido por Walton (2006).
Adicionalmente, foram obtidas as sequéncias preditas de aminoéacidos dos tetrapeptideos
produtos da Htsl e de seus ortdlogos. As sequéncias preditas dos tetrapeptideos sdo
ligeiramente diferentes entre as espécies de Colletotrichum e C. carbonum. Isto indica
que estes produzem uma toxina HC modificada ou possivelmente um produto com
atividade distinta, que ¢ altamente relacionado filogeneticamente a toxina HC, sendo
necessarios mais estudos acerca do assunto. Dois mdodulos da Hts1 estdo ausentes em C.
higginsianum. Esta auséncia dos dois ultimos médulos indica que estes podem ter sido
perdidos ao longo do tempo ou que as demais espécies que apresentam este gene os
ganharam. O gene NPS6 de C. lindemuthianum 7R, que foi identificado como ortélogo

da Htsl de C. carbonum teve seu maior valor de expressdo a nivel de RNA detectado
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durante a fase biotréfica (48 hpi) e seu menor valor durante a fase necrotrofica (120 hpi).
Curiosamente esta proteina ¢ altamente relacionada filogeneticamente a Htsl,
responsavel pela biossintese da toxina HC. Esta maior expressao durante a fase biotréfica
pode indicar que esta toxina tem sua expressao aumentada ao fim da fase biotrofica (48
hpi). Aqui nés consideramos 120 horas apds a inoculagdo como o ponto de coleta e
extracdo de RNA para a representacdo da fase necrotréfica. No entanto, nesta fase da
doenga o tecido vegetal encontra-se em sua grande maioria degradado (Queiroz et al.,
2012). Deste modo, nesta fase a produgdo de toxinas pode ser dispensavel, justificando
assim, o baixo nivel de expressdao de NPS6 em C. lindemuthianum 7R durante esta fase.
Sendo assim, se faz necessaria a realizagdo de uma andlise da expressdo deste gene

durante mais fases de desenvolvimento.

A maioria dos genes NRPSs teve foi expresso em baixos niveis durante a fase
vegetativa, corroborando com Hertweck (2009), que afirma que os clusters de genes
biossintéticos de metabolismo secundario sdo geralmente suprimidos sob a condi¢do de
crescimento in vitro, pois ndo sdo requeridos para o crescimento. No entanto, os genes
NPS1, NPS3 e NPSS apresentaram seu maior valor de expressao durante esta fase. Isto
pode indicar que a fungdo destes produtos é requerida durante esta fase, e que seus papéis
biologicos podem ser ainda desconhecidos. O gene NPS4 ndo teve sua expressao
detectada durante a fase vegetativa, o que segundo O’Connell ef al. (2012) pode ocorrer
pelo fato de que alguns genes sdo expressos somente durante o contato do fungo com a

planta.

Algumas das NRPSs identificadas durante o presente trabalho ndo agruparam
em conjunto com qualquer uma das proteinas de funcdes previamente caracterizadas,
utilizadas como referéncia na analise filogenética. Este resultado pode ser um indicio de
que os produtos das peptidil sintetases ndo-ribossomais de Colletotrichum spp. possuem
fungdes fisiologicas que ndo foram relatadas até o presente momento. Sendo assim, se

fazem necessarios estudos acerca da fun¢do das NRPSs em Colletotrichum spp.
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CONCLUSAO

Assim como em outros ascomicetos, as NRPSs sdo abundantes em
Colletotrichum spp., e algumas destas consistem em oOrtologos de enzimas responsaveis
pela biossintese de produtos requeridos para a viruléncia de fitopatdgenos. Todas as
NRPSs de Colletotrichum lindemuthianum (isolado 7R) sdo requeridas em ao menos uma
das fases do desenvolvimento do fungo, e suas fun¢des parecem ser bastante
diversificadas. Apenas uma NRPS ¢ especifica para a espécie C. lindemuthianum, sendo
que o padrao de distribui¢do das demais ndo ¢ espécie-especifico em Colletotrichum. Sao
necessarios mais estudos acerca da expressao e funcdo das NRPSs em Colletotrichum

lindemuthianum.
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