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RESUMO

CORREIA, Hilberty Lucas Nunes D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Dezembro
de 2020. Genémica comparativa possibilita a identificacao de fatores de
viruléncia no genoma de Colletotrichum lindemuthianum. Orientadora: Marisa
Vieira de Queiroz. Coorientadores: Pedro Marcos Pereira Vidigal, Mateus Ferreira
Santana.

O fungo Colletotrichum lindemuthianum ¢é um fitopatégeno hemibiotréfico,
responsavel pela antracnose do feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L.). Entre as
caracteristicas mais marcantes do C. lindemuthianum destacam-se o alto poder
destrutivo e sua ampla varabilidade patogénica. O objetivo do presente trabalho foi
realizar o estudo dos genomas pertencentes aos isolados 83.501 (raca 83) e Ax-2-3
(raca 89), de C. lindemuthianum por meio da analise comparativa, com o intuito de
avaliar as suas caracteristicas gendmicas e identificar fatores de viruléncia
envolvidos na infecgdo de plantas de feijoeiro. Considerando somente os dados de
genomas obtidos com tecnologias de sequenciamento de primeira e segunda
geracao, C. lindemuthianum apresenta o maior percentual de elementos genéticos
moveis ja predito para os genomas de Colletotrichum spp. Esta espécie também
apresentou os maiores indices de ocorréncia de repeat-induced point mutation (RIP)
dentre todas as espécies de Colletotrichum avaliadas, possuindo 0s genes que
codificam as metiltransferases RID e DIM-2, que participam deste mecanismo
silenciamento. Colletotrichum lindemuthianum possui toda a maquinaria necessaria a
ocorréncia do ciclo sexual, no entanto, o locus Mat7-1 n&o foi encontrado em seu
genoma, bem como no genoma das demais espécies do género avaliadas. Foram
identificados 55 genes no genoma do isolado 83.501 que estdo ausentes no genoma
do isolado-A2-2-3 e 41 genes do isolado A2-2-3 que estdo ausentes no genoma do
isolado 83.501. Os genomas de C. lindemuthianum apresentam alteragdes
significativas no numero de copias de genes pertencentes a 20 familias de P450
mono-oxigenases, 10 familias de CAZymes envolvidas na degradacdao de material
vegetal e em 99 tipos de transportadores quando comparados as demais espécies de
Colletotrichum. Dentre as espécies do género Colletotrichum analisadas, o fungo C.
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lindemuthianum é a espécie com as caracteristicas genédmicas mais distintas.

Palavras chave: patogenicidade, adaptag¢ao, secretoma.



ABSTRACT

CORREIA, Hilberty Lucas Nunes D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December,
2020. Comparative Genomics Comparative genomics enables the identification of
virulence factors in Colletotrichum lindemuthianum genome. Advisor: Marisa Vieira
de Queiroz. Co-advisors: Pedro Marcos Pereira Vidigal, Mateus Ferreira Santana.

Colletotrichum lindemuthianum is the etiological agent of anthracnose disease in
common bean (Phaseolus vulgaris L.). Among the remarkable characteristics of this
specie stands out its high damaging power and huge pathogenic variability. The goal
of this work was to identify the striking genomic characteristics and virulence factors
present in the genomes of two C. lindemuthianum isolates (83.501 and A2-2-3). To
achieve this goal comparative genomic analysis was performed. Considering just
second generation genomic data, C. lindemuthianum presents the highest mobile
elements content of all Colletotrichum species. The highest repeat-induced point
mutation (RIP) indexes and genes encoding RID and DIM-2, both important to the RIP
silencing mechanism, were also found in C. lindemuthianum genome. Interestinigy,
despite the occurrence of the complete machinery required to the sexual cycle , the
locus MAT-1-1 was not found , resembling other Colletotrichum species. In this work
we identified 55 genes in the 83.501 isolate that are absent in the A2-2-3 isolate
genome and 41 genes in the A2-2-3 isolate absent in the 83.501 isolate genome. The
C. lindemuthianum genomes presents changes in the copy number of genes
belonging to the 20 families of P450-monoxygenases, 10 families of Cazymes with
action in plant material degrading as well as in 99 different type of transporters when
compared to other Colletotrichum species. Together, these results show that C.
lindemuthianum has the more distinctly genomic characteristics among the

Colletotrichum genus species.

Keywords: Adaptation, Secretome, Patogenicity.
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INTRODUGAO

O género Colletotrichum (Sordariomycetes, Hypocreomycetidae; Glomerellaceae;
Glomerellales) apresenta espécies de fungos saprofiticas, endofiticas e
fitopatogénicas e possui 189 espécies catalogadas no banco de dados Q-Bank
(http://lwww.qg-bank.eu/fungi/, junho de 2018). Dentre as espécies do género
Colletotrichum, destacam-se as fitopatogénicas. Espécies deste género foram
classificadas em oitavo lugar em uma pesquisa realizada entre patologistas de
fungos sobre os 10 fungos fitopatogénicos mais importante do mundo (Dean et al.

2012).

A taxonomia do género Colletotrichum ainda vem passando por reformulacdes e
até o momento € bem estabelecido que as espécies sao agrupadas em nove clados
monofiléticos principais, referidos como agregados ou complexos de espécies
(acutatum, graminicola, spaethianum, destructivum, dematium, gloeosporioides,

boninense, truncatum, e orbiculare) (Dean et al., 2012).

O fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Briosi & Cavara € um
fitopatogeno hemibiotrofico, agente etioldégico da antracnose do feijoeiro-comum
(Phaseolus vulgaris L.). Esta espécie apresenta uma alta variabilidade genética, com
pelo menos 182 ragas fisioldgicas identificadas em diversas regides do mundo
(Padder et al., 2017). Assim, C. lindemuthianum tem sido explorado ao longo dos
anos em diversas pesquisas acerca da variabilidade genética e patogénica (Mahuku
& Riascos, 2004; Sharma et al., 2007; Ishikawa et al., 2010; Pinto et al., 2012). Além
disto, este fungo também tem sido explorado em outras areas, como em estudos
sobre a citologia e fisiologia da infeccéo do feijoeiro (O’Connell et al., 1985; O’Connell,
1987; O’Connell and Ride, 1990; O’Connell et al., 1996); anastomose de conidios e
parassexualidade (Roca et al., 2003; Ishikawa et al., 2010; Rosada et al., 2010;

Ishikawa et al.,, 2013); reproducdo sexuada (Souza et al., 2010); expressao



diferencial de genes durante a patogénese (Fontenelle et al., 2017); identificagdo de
genes requeridos para a patogenicidade (Parisot et al., 2002; Pellier et al., 2003; Hoi
et al., 2007; Cnossen-Fassoni et al., 2013; Soares et al., 2014; Nogueira et al., 2019),
analise de mtDNA e de genes que codificam proteinas efetoras (de Queiroz et al.,

2018; de Queiroz et al., 2019), entre outros.

Estudos genbmicos tém contribuido para o entendimento dos mecanismos de
infeccdo e de adaptacao no género Colletotrichum. Até o momento, os genomas de
38 espécies de Colletotrichum encontram-se disponiveis nos bancos de dados do
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=colletotrichum), dos quais 13
foram anotados (O’Connel et al., 2012; Gan et al., 2013; Baroncelli et al., 2016; Gan
et al., 2016; Hacquard et al., 2016; Dallery et al., 2017; Rao & Nandineni, 2017; Liang
et al., 2018). Os genomas de Colletotrichum spp. variam de 46,75 (Colletotrichum
sublioneola) a 109 Mb (Colletotrichum trifolii), com um conteudo G+C variando de
37,5 (Colletotrichum orbiculare) a 55,1% (Colletotrichum graminicola) e de
sequéncias repetitivas cobrindo de 0,75 (Colletotrichum gloeosporioides) a 17,7%
(Colletotrichum higginsianum) do genoma. O numero de proteinas codificadas nos
genomas das espécies de Colletotrichum varia de 12.006 em C. graminicola a 17.827

em Colletotrichum fruticola, das quais 11,55 a 15,99% sao secretadas.

O complexo orbiculare contém espécies de fungos hemibiotréficos, causadores
de doengas em plantas herbaceas. Dentre estas, as espécies C. orbiculare, C.
lindemuthianum, C. trifolii, Colletotrichum spinosum e Colletotrichum sidae, ja tiveram
seus genomas sequenciados (de Queiroz et al., 2017; Gan et al.,, 2019). Essas
espécies apresentam caracteristicas distintas das demais espécies de Colletotrichum
spp., tais como uma expansdo no tamanho de seus genomas, que nao €
acompanhado pelo aumento no numero de genes preditos e uma redugdo no
conteudo G+C (%) (Gan et al., 2013; de Queiroz et al., 2017; Gan et al., 2019).

Apesar disto, somente as sequéncias de C. orbiculare e de C. lindemuthianum



encontram-se como de dominio publico para analises.

Varias familias génicas sao mais abundantes em genomas de fungos do género
Colletotrichum do que em outros fungos fitopatogénicos. Enzimas ativas em
carboidratos (CAZymes) com atividade na degradacdo de celulose e pectina, e as
familias das carboidrato-esterases e glicosil-hidrolases estdo expandidas nos
genomas de Colletotrichum spp. que infectam plantas dicotiledéneas (O’Connel et al.,
2012; Gan et al., 2013; Baronceli et al., 2016; Liang et al., 2018). Algumas subfamilias
de CAZymes conhecidas como fatores de viruléncia, como por exemplo as proteinas
contendo do dominio CBM50 (LysM) também foram demonstradas como expandidas
em Colletotrichum spp. (Liang et al., 2018). Outras proteinas expandidas nos
genomas de Colletotrichum spp. sdo algumas classes de proteases envolvidas na
viruléncia de fitopatdgenos (O’Connell et al., 2012; Gan et al., 2013; Gan et al., 2016,
Rao & Nandineni, 2017). Além disso, espécies de Colletotrichum apresentam um
grande potencial para a produgdao de metabdlitos secundarios, ultrapassando varios
outros géneros de fungos fitopatogenos (O’Connel et al., 2012; Gan et al., 2013;

Baroncelli et al., 2016; Liang et al., 2018).

Os genomas sequenciados de C. lindemuthianum estdao entre os maiores ja
reportados para os fungos do género Colletotrichum (de Queiroz et al., 2017), sendo
superados somente pelo genoma da espécie C. trifolii (Gan et al., 2019). Devido a
disponibilidade desses genomas e a importancia de C. lindemuthianum como
fitopatdogeno, o objetivo do presente trabalho foi desvendar as suas caracteristicas
gendmicas marcantes e identificar fatores de viruléncia envolvidos na infeccdo de
plantas de feijoeiro por C. lindemuthianum através da gendmica comparativa dos
genomas de dois isolados de C. lindemuthianum (83.501 e e A2-2-3) com fungos das

demais espécies de Colletotrichum.



MATERIAL E METODOS

Genomas de C. lindemuthianum

Os genomas dos isolados 83.501 (NCBI Biosample: SAMN05235603) e A2-2-3
(NCBI Biosample: SAMN05235602) de C. lindemuthianum, montados pelo software
CLC Genomics Workbench 6.5.1® (QIAGEN) foram disponibilizados por de Queiroz et
al. (2017). Estes genomas foram sequenciados em plataforma lllumina Hi-seq 2500
com PE de 100 pb, a coberturas de 89 e 157x para os isolados 83.501 e Ax-2-3,
respectivamente (Laboratério Central de Tecnologias de Alto Desempenho em
Ciéncias de Vida [LaCTAD]). No presente trabalho foi realizada a predigdo de genes
para os genomas dos isolados 83.501 e A2-2-3, utilizando o software Augustus

(Stanke et al., 2004) previamente calibrado com o genoma de C. orbiculare .

Anotacao Dos Genomas

A anotacédo dos genes que compdem os proteomas preditos para cada genoma
foi realizada utilizando-se o algoritmo BLASTp (E-value 10-19) para buscar
sequéncias apresentando similaridade no banco de dados Uniprot/SwissProt e
Uniprot/Trembil (http://www.uniprot.org). Para a identificagdo dos genes que codificam
RNAs transportadores e RNAs ribossomais foram utilizados os softwares

tRNAScan-SE e RNAmmer (Lowe & Eddy, 1997; Lagesen et al., 2007).

Os elementos transponiveis (ETs) foram identificados utilizando-se o
RepeatMasker Open 4.0 (Tarailo & Chen, 2009) com o banco de dados RepBase
(Bao; Kojima; Kohany, 2015). Adicionalmente, foi realizada uma busca pelos
retroelementos TCg1 (Braga et al., 2014), Retrocl1 (dos Santos et al., 2011), CgT1
(He et al., 1996) e Cgret (Zhu & Oudemans, 2000), previamente descritos em fungos
do género Colletotrichum. Para tal, foi utilizada a ferramenta Blastn. Para a analise de
Repeat-induced point mutation (RIP), um banco de dados housemade contendo
sequéncias das proteinas RID (Freitag et al., 2002) e DIM2 (Kouzminova and Selker,

4



2001), que participam deste mecanismo de silenciamento, foi utilizado como consulta
para comparagdao com sequéncias dos genomas de Colletotrichum spp. (Blastp
E-vale 10-10). Adicionalmente foi utilizado o software RIPCAL (Hane & Oliver, 2008)
para o calculo dos indices de RIP. Para a analise de correlagao entre o tamanho dos
genomas e numero de genes preditos e tamanho dos genomas e conteudo G+C (%),
as informacdes dos genomas foram levantadas utilizando o software assembly-stats

(disponivel em: https://github.com/sanger-pathogens/assembly-stats).
Identificagao de “Single Nucletotide Polimorfisms” (SNPS)

O genoma do isolado A2-2-3 foi selecionado como referéncia para o mapeamento
usando o algoriimo BWA-MEM do software BWA versdao 0.7.17
(http://bio-bwa.sourceforge.net/) (Li & Durbin, 2009). Um marcador identificando cada
isolado foi adicionado a cada arquivo do mapeamento. Em seguida, os arquivos do
mapeamento foram processados utilizando as ferramentas SortSam, MarkDuplicates
e BuildBamIndex do software Picard verséo 2.18.27
(https://github.com/broadinstitute/picard/). Os polimorfismos foram preditos usando o
software FreeBayes versédo 1.2.0 (https://github.com/ekg/freebayes) (Garrison and
Marth, 2012) com os seguintes parametros: minimum mapping quality: 20; minimum
base quality: 20; minimum coverage: 20. Apds a predicdo dos polimorfismos, os
SNPs foram selecionados wusando o software vcftools versédo 0.16.15

(https://vcftools.github.io/index.html) e scripts shell.

Anadlise de sequéncias de DNA que codificam proteinas envolvidas no ciclo

sexual

Foi realizada uma busca por sequéncias nucleotideos que codificam proteinas
envolvidas no ciclo sexual nos genomas de C. lindemuthianum que apresentam
similaridade com as sequéncias disponibilizadas no banco de dados criado por
Galagan et al.(2005), que classifica proteinas nas categorias: mating process, mating
signalling, fruiting body development, budding and fisson yeast genes involved in

5



mating, karyogamy and meiosis e core meiotic transcriptome conserved in
Saccharomyces cerevisiae and Schizosaccharomyces pombe. Sequéncias
duplicadas e que nao foram encontradas nos bancos de dados quando foi realizada a
triagemcom os numeros de acesso disponibilizados pelos autores foram removidas
da busca. Para esta busca foi utilizado o algoritmo Blastp (E-value 10°). Os
resultados foram analisados manualmente, buscando-se diferengas no numero de
copias e presenga/auséncia das sequéncias proteicas preditas analisadas (Tabela

Suplementar 1).

Secretoma predito

Para a identificagdo do secretoma predito, os softwares Signal-P (Petersen et al.,
2011) e Target-P (Emanuelsson et al., 2007) foram utilizados para a predi¢cdo de
peptideos sinais nas sequéncias proteicas. As sequéncias de proteinas preditas
contendo peptideos sinais foram avaliadas quanto a sua localizagdo subcelular
utilizando o software WOLF-PSORT (Horton et al., 2007). As sequéncias que foram
classificadas como extracelulares foram avaliadas quanto a presenca de dominios
transmembrana com os softwares TMHMM (Krogh et al., 2001) e Phobius (Kall et al.,
2007), com o intuito de eliminar sequéncias codificadoras de proteinas com dominios
transmembranares. As proteinas preditas como secretadas, extracelulares e que nao
apresentaram dominios transmembranares foram avaliadas quanto a presenca de
ancoras de (dlicosilfosfatidilinositol (GPI) utilizando o BIG-PI Fungi Predictor
(Eisenhaber et al., 1998), sendo as positivas descartadas do conjunto de dados e as

remanescentes classificadas como proteinas secretadas.

Analise de grupos de ortélogos

Para as analises de genbmica comparativa foram utilizados os proteomas
preditos das espécies Arthrobotrys oligospora (ADOT00000000.1), Aspergillus
fumigatus (AAHF00000000.1), Aspergillus nidulans (AACDO00000000.1), Blumeria
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graminis (CAUHO00000000.1), Colletotrichum chlorophyti (MPGHO00000000.1),
Colletotrichum  fioriniae  (JARHO00000000.1),  Colletotrichum  gloeosporioides
(GCA_000319635.1), Colletotrichum graminicola (ACODO00000000.1), Colletotrichum
higginsianum  (LTANO0000000.1), Colletotrichum incanum (JTLR00000000.1),
Colletotrichum  nymphaeae @ (JEMNO00000000.1),  Colletotrichum  orbiculare
(AMCV00000000.1), Colletotrichum  salicis (JFFI00000000.1), Colletotrichum
simmondsii (JFBX00000000.1), Colletotrichum sublineola (MQVQ00000000.1),
Fusarium graminearum (AACM00000000.2), Fusarium oxysporum
(AAXHO00000000.1) e Rhizoctonia solani (JATN0O0000000.1). Para o agrupamento
das sequéncias proteicas preditas em ortogrupos foi utilizado o software Orthofinder
com o auxilio de parsers escritos em linguagem Perl. Adicionalmente, foi utilizado o
software Geneious9® para andlises filogenéticas utilizando o método de
Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987), e a confianga dos ramos foi acessada pelo

meétodo de bootstrap com 4000 repetigdes.

Proteases e CAZymes preditas secretadas

Os bancos de dados MEROPS (Rawlings et al., 2017) e dbCAN (Yin et al., 2012)
foram utilizados para a anotacao de proteases e de CAZymes, respectivamente. Para
tal, foi utilizada a ferramenta BLASTp (E-value 10-10), empregando-se o secretoma
predito de cada espécie (conforme previamente descrito) como consulta. A contagem
das familias de proteases e CAZymes presentes em cada espécie foi realizada
utilizando-se scripts housemade escritos em linguagem Perl® e os graficos gerados
com o auxilio do Rstudio (RStudio Team, 2020) e Gnuplot (Janert, 2010). Foram
anotadas como expansdes e contragcdes somente aquelas alteracbes no numero de
copias observadas em quatro ou menos espécies de Colletotrichum ou em casos

onde observou-se incongruéncia entre os dois genomas de C. lindemuthianum.



Transportadores

Para a identificagdo dos transportadores foi utilizado o Transporter Classification
Database (TCDB) (Saier et al., 2006). Para tal, com auxilio da ferramenta BLASTp
(E-value 10-19) os proteomas preditos de cada espécie analisada no trabalho foram
comparados com sequéncias presentes no banco de dados completo do TCDB. A
contagem de cada proteina do TCDB identificada nos proteomas das espécies foi
realizada com o auxilio de um script em Perl® e os graficos foram gerados com o
auxilio do Rstudio (RStudio Team, 2020). Com o intuito de destacar as
particularidades de C. lindemuthianum, foram anotadas as contracdes e expansdes
de transportadores somente presente em no maximo quatro espécies de fungos
dentre as analisadas ou em casos de incongruéncia entre os genomas de C.

lindemuthianum.

Metabolismo secundario

As enzimas sintetases de peptideos nao ribossomais (NRPSs) envolvidas na
biossintese de metabdlitos secundarios foram identificadas realizando-se a
comparacgao de sequéncias presentes nos proteomas preditos de cada fungo com um
banco de dados contendo sequéncias de NRPSs conhecidas, por meio do algoritmo
Blastp (E-value 10-10). Posteriormente, utilizando o banco de dados Conserved
Domains Database (CDD) (Marchler et al.,, 2016), as sequéncias protéicas
positivadas pelo Blastp foram escaneadas para confirmar a presenca de dominios
tipicos de NRPSs. Com o intuito de buscar ortélogos dos genes que codificam
NRPSs em C. lindemuthianum foi realizada a analise filogenética das NRPSs de
todas as espécies de Colletotrichum estudadas no presente trabalho, além de
separadamente a analise filogenética das NRPSs dos isolados de C. lindemuthianum
83.501, A2-2-3 e C. orbiculare. Foram adicionadas ao alinhamento as sequéncias
apresentando alta similaridade (Blastp NCBI E-value 10-°) a cada NRPS de C.
lindemuthianum. Os genes que codificam P450 mono-oxigenases em Colletotrichum
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spp. foram identificados submetendo os proteomas preditos a uma busca por
sequéncias similares presentes no banco de dados Cytochrome P450 Homepage
(Nelson, 2009), utilizando-se o algoritmo Blastp (E-value 10-°). Para as proteinas do
grupo das P450 mono-oxigenases foram anotadas somente expansdes e contragdes
observadas em quatro ou menos espécies de Colletotrichum ou em casos onde
observou-se incongruéncia entre os dois genomas de C. lindemuthianum. Para a
identificacao dos genes que codificam policetideo sintases foi empregado o software

antismash (Weber et al., 2015).

RESULTADOS

Estrutura Geral dos Genomas de C. lindemuthianum

Os genomas dos isolados 83.501 e A2-2-3 de C. lindemuthianum (97,4 Mb e
99,16 Mb) estdao entre os maiores reportados para o género, sendo superados
somente pela espécie C. trifolii, que apresenta um genoma de 109,66 Mb (de Queiroz
et al.,, 2017; Gan et al., 2019). No entanto, para os fungos do género Colletotrichum
nao foi observada uma correlagédo entre o tamanho de seus genomas e o numero de

genes preditos (Figura 1).

O genoma de C. lindemuthianum apresenta um baixo percentual de G+C (37,6
[83.501] e 37,3% [A2-2-3]), quando comparado aos genomas das outras espécies do
género Colletotrichum (Figura 2). Foi possivel identificar que existe uma correlagao
entre a expansao no tamanho dos genomas de Colletotrichum spp. com a diminui¢cao
de seu conteudo G+C (%) (Figura 2). Além disso, foi notada a separagdo das
espécies de Colletotrichum em basicamente dois grupos: um contendo as espécies
de fungos com genomas menores e mais compactados, com alto conteudo G+C (%)
e outro grupo contendo genomas maiores com um menor conteudo G+C (%), sendo

este ultimo referente as espécies do clado orbiculare.



A partir das predicdes de ETs observou-se que os isolados de C. lindemuthianum
83.501 e A»-2-3 apresentam 5,95 % e 6,18%, respectivamente, de seu genoma
consistindo ETs (Tabelas Suplementares 2 e 3). Do total de sequéncias repetitivas
identificadas nestes genomas, a maior por¢ao corresponde a ETs (2,81% e 2,91%,
do tamanho total dos genomas dos isolados 83.501 e A2-2-3, respectivamente). Os
elementos da Classe | sdo os mais abundantes nos genomas de ambos os isolados,

cobrindo 2,35% do genoma do isolado 83.501 e 2,48% do genoma do isolado A2-2-3.

2000

15000
1

o

Gerles preditos
0000
1
[]

L

5000
1

C. lind A2-2-3
C. orb
C. sub
® C. glo

®C. inc
. odT

® C. lind 83.50]

® C. chl
®C. gra
® C. hig
@ C. sim
o C. nym

® C. fio

| | | |

70 80 90 100
Tamanho do Genoma (Mb)

on
o
[=2]
o

Figura 1. Relagao entre o tamanho dos genomas de Colletotrichum spp. € 0 numero
de genes preditos em seus genomas. C. lind A2-2-3 e C. lind 83.501 - C.
lindemuthianum; C. orb — C. orbiculare; C. sub — C. sublineola; C. glo — C.
gloeosporioides; C. inc — C. incanum; C. chl: C. chlorophyti; C. gra — C. graminicola; C.
hig — C. higginsianum C. nym — C. nymphaeae; C. fio — C. fioriniae; C. sal — C. salicis.

10



lind A>-2-3
lind 83.501
orb
sub
glo
inc
chl
gra
hig

) @

L R2= 0,75

50
1

cee000
OOOOOOOOOOOONO

45

Conteudo G+C (%)
L AR

40

50 60 70 80 90 100
Tamanho do Genoma (Mb)

Figura 2. Correlagdo entre o tamanho dos genomas de Colletotrichum e aumento
das regides ricas em A+T. C. lind A2-2-3 e C. lind 83.501 — C. lindemuthianum; C. orb
— C. orbiculare; C. sub — C. sublineola; C. glo — C. gloeosporioides; C. inc — C.
incanum; C. chl - C. chlorophyti; C. gra — C. graminicola; C. hig — C. higginsianum C.
nym — C. nymphaeae; C. fio — C. fioriniae; C. sal — C. salicis.

Dentre os ETs identificados nos genomas de C. lindemuthianum, os
retroelementos da ordem LTR s&o os mais abundantes e entre estes, os elementos
da superfamilia Gypsy sao mais representados nos genomas de ambos os isolados.
Os retroelementos da superfamilia Copia consistem no segundo grupo mais
abundante nos genomas de ambos os isolados. Os elementos da Classe Il mais
abundantes nos dois genomas de C. lindemuthianum pertencem a superfamilia

Tc1-Mariner.

Por meio da busca utilizando a ferramenta tBlastn foram identificadas regides nos
genomas de C. lindemuthianum com similaridade as sequéncias das regides gag e
pol, contidas no retroelemento Cgret (Zhu & Oudemans, 2000). Enquanto os hits
relacionados a regidao gag apresentam-se incompletos, cobrindo somente a porgao

desta regido, os hits relacionados a regiao pol apresentaram cobertura de até 90%.
11



A busca pelos elementos da Classe Il revelou que os genomas de C.
lindemuthianum apresentam trechos curtos de similaridade com as porgdes terminais
finais dos elementos Tcg? e Cgt1 (Nourse et al., 1996; Braga et al., 2014).
Observou-se que existem ao menos 160 sequéncias apresentando similaridade a
sequéncia do elemento RetroCl1 (Santos et al., 2012) no genoma do isolado A2-2-3 e
151 sequéncias no genoma do isolado 83.501, a maioria das quais apresenta uma

cobertura de 100% de sua sequéncia.

Os resultados da analise de distribuigdo do conteudo G+C (%) nos genomas de C.
lindemuthianum analisados demonstram que esta espécie possui um genoma
bipartido, com regides ricas em AT em mais da metade dos seus genomas
(aproximadamente 55% em ambos os isolados) (Figura 3). O mesmo padrao foi
observado para C. orbiculare, que por sua vez apresenta aproximadamente 50% de
seu genoma formado por regides ricas em AT. Para as demais espécies de
Colletotrichum avaliadas no presente trabalho, ndo foi observada uma distribuicao de

conteudo G+C(%) tipica de genomas bipartidos (Figura 3).

Repeat Induced Point (RIP)

Dados os indicios de ocorréncia de RIP nos genomas de C. lindemuthianum, foi
realizada uma busca pelos genes que codificam as metiltransferases RID e DIM-2
(Tabela 1). O fungo C. lindemuthianum, assim como todas as demais espécies de
Colletotrichum avaliadas, possui genes que codificam tanto RID quanto DIM-2.
Posteriormente, foi calculado o indice TpA/ApT, um indicador da ocorréncia de RIP.
Os resultados (Tabela 2) demonstram que C. lindemuthianum apresenta fortes
assinaturas de RIP em seu genoma, com valores TpA/ApT de aproximadamente 1,3
em ambos os isolados. Valores TpA/ApT acima de 0,89 também foram encontrados

para as espécies C. sublioneola (1,21), C. graminicola (1,09) e C. orbiculare (1,20).
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SNPs em Sequéncias Codificadoras de Efetores

Uma descrigao detalhada acerca dos genes que codificam proteinas efetoras foi
realizada anteriormente (de Queiroz et al., 2019). Foram identificados 356 e 353
genes que codificam proteinas candidatas a efetores nos isolados 83.501 e A2-2-3,
respectivamente. Visto que os dois genomas de C. lindemuthianum estudados no
presente trabalho pertencem a isolados de duas ragas patogénicas distintas, foi
realizada uma analise de SNPS (Single nucleotide polymorphisms). Utilizando-se o
genoma do isolado A2-2-3 como referéncia foi possivel identificar 156.758 loci
apresentando polimorfismos, dos quais 18.842 encontram-se dentro de genes
contidos nestes genomas. As analises indicam que os genes que codificam proteinas
candidatas a efetores identificados por de Queiroz et al. (2019) apresentam uma
frequéncia de ocorréncia de SNPs (0,0021 e 0,0009) maior que a frequéncia
encontrada para a totalidade de genes presentes nestes genomas (Figura 4).
Quando os dois genomas de C. lindemuthianum foram comparados, foram
encontradas 313.516 substituicdes do tipo C:T, que sdo substituicbes tipicas do
mecanismo de silenciamento RIP, das quais 37.704 encontram-se em regides
génicas. Nos genes que codificam proteinas candidatas a efetores foram
encontradas 930 mutagdes do tipo C:T, sendo a frequéncia destas quatro vezes
maior do que o encontrado no conjunto total de genes destes genomas (0,004242952
em genes de efetores e 0,001948745 no conjunto total de genes). Além disto,
observou-se que os genes que codificam proteinas candidatas a efetores em C.
lindemuthianum estao mais proximos a regides ricas em A+T do que os demais

genes (dados nao apresentados).
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Proporcéao do genoma
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Figura 3. Distribuicdo do conteudo GC dos genomas das espécies de Colletotrichum
spp. Barras azuis indicam o limiar de divisdo dos genomas em regides ricas em A+T
(a esquerda da barra) / regides ricas em G+C (a direita da barra).
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Tabela 1. Metiltransferases envolvidas em repeat-induced point mutation (RIP) nos
genomas de diferentes fungos

Espécie DIM2 RID Acesso NCBI
Aspergillus fumigatus - + ADOT00000000.1
Arthrobotrys oligospora - + AAHF00000000.1
Asperqgillus nidulans - + AACDO00000000.1
Blumeria graminis - - CAUH00000000.1
Colletotrichum chlorophyti  + + MPGH00000000.1
C. fioriniae + + JARH00000000.1
C. gloeoesporioides + + GCA _000319635.1
C. graminicola + + ACOD00000000.1
C. higginsianum + + LTANOO000000.1
C. incanum + + JTLRO00000000.1
C. lindemuthianum 83.501 + + JEMNO00000000.1
C. lindemuthianum A2-2-3  + + AMCV00000000.1
C. nymphaeae + + JFFI00000000.1
C. orbiculare + + JFBX00000000.1
C. salicis + + MQVQ00000000.1
C. simmondsii + + JFBX00000000.1
C. sublioneola + + MQVQ00000000.1
Fusarium graminearum + + AACMO00000000.2
Fusarium oxysporum + + AAXH00000000.1
Rhizoctonia solani + + JATNO0000000.1

(+) indica a presenga do gene-e (-) indica a auséncia do gene.
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Tabela 2. indices de repeat-induced point mutation (RIP) calculados para as espécies
de Colletotrichum

Espécies indice RIP (TpA/ApT) Acesso NCBI

C. fioriniae 0,713506903 JARH00000000.1
C. gloesoporioides 0,851873112 GCA _000319635.1

C. graminicola 1,090737931 ACOD00000000.1

C. higginsianum 0,734752775 LTANO0000000.1

C. incanum 0,762483086 JTLRO0000000.1

C. lindemuthianum 83.501 1,291407058 JEMNO00000000.1
C. lindemuthianum A2-2-3 1,297013071 AMCV00000000.1

C. nymphaeae 0,675952016 JFF100000000.1

C. orbiculare 1,209194398 JFBX00000000.1

C. salicis 0,682497348 MQVQ00000000.1

C. simmondsii 0,728485131 JFBX00000000.1

C. sublioneola 1,211824617 MQVQ00000000.1

Analise de Proteinas Envolvidas no Ciclo Sexual

A descricao detalhada das proteinas envolvidas no ciclo sexual identificadas nas
espécies avaliadas é apresentada na Tabela Suplementar 1. O numero de genes
que codificam proteinas envolvidas no ciclo sexual identificadas em C.
lindemuthianum foi de 143 nos isolados 83.501 e A2-2-3 (Figura 5). Em ambos
genomas, nao foi possivel detectar o gene que codifica uma proteina homodloga a
MAT1-1-1 (dominio o), estando presentes somente o gene que codifica uma proteina
homdloga a MAT1-2-1 (HMG-box). Dentre as demais espécies de Colletotrichum
foram encontradas de 142 (C. fioriniae) a 145 (C. orbiculare e C. graminicola)

proteinas relatadas como envolvidas na reprodugdo sexuada. Nao foi possivel
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identificar ortélogos de MAT1-1-1 também nos genomas das outras espécies

pertencentes a este género.
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Figura 4. Frequéncia de ocorréncia de SNPS (Single nucleotide polymorphisms) e
substituicdes tipicas de repeat-induced point mutation (RIP) em todos os genes e em
genes que codificam efetores entre os isolados de C. lindemuthianum 83.501 e
A2-2-3.
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Figura 5. Numero de genes que codificam proteinas envolvidas no ciclo sexual por
genomas fungicos. Asteriscos pretos indicam a presenga de proteinas com
homologia a MAT1-2-1 e asteriscos vermelhos indicam a presenga de homologos de
MAT1-1-1. 1 — Aspergillus fumigatos; 2 — Aspergillus nidulans; 3 — Arthrobotrys
oligospora; 4 - Blumeria graminis; 5 — Colletotrichum chlorophyti; 6 — C. fioriniae; 7 —
C. gloeosporioides; 8 — C. graminicola; 9 — C. higginsianum; 10 — C. incanum; 11 -C.
lindemuthianum 83.501; 12 - C. lindemuthianum A2-2-3; 13 — C. nymphaeae; 14 — C.
orbiculare; 15 — C. salicis; 16 — C. simmondsii; 17 — C. sublineola; 18 - Fusarium
graminearum; 19 - F. oxysporum; 20 - Rhizoctonia solani.

Ja em relagdo a outras proteinas envolvidas no processo de mating que foram
avaliadas, 9 das 10 que foram avaliadas encontram-se codificadas nos genomas dos
dois isolados de C. lindemuthianum, estando ausente somente o gene que codifica
a proteina PpgA (Dyer et al., 2003), um precursor de feroménio (alpha-factor like).
Este resultado foi comum a todas as demais espécies do género Colletotrichum e de
outros fungos avaliados neste trabalho, sendo a unica exceg¢do o fungo A. nidulans

que possui um gene que codificando esta proteina em seu genoma.
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Em tratando-se dos genes envolvidos na sinalizagdo de mating, ambos os
isolados de C. lindemuthianum nao apresentam em seus genomas os dois genes que
codificam as proteinas receptoras PreA e PreB (Péggeler & Kiick, 2001). A auséncia
de ambos os receptores foi também observada nos genomas de C. chlorophyti, C.
fioriniae, C. nymphaeae, C. simmondsi e C. sublioneola. Nos genomas das espécies
C. graminicola, C. higginsianum, C. incanum e C. orbiculare foi somente encontrada
genes que codificam homodlogos de preA, enquanto no genoma de C. salicis foi
possivel identificar somente genes codificando homdélogos de PreB. No genoma do
fungo C. gloeosporioides foram encontrados genes que codificam ambas as
proteinas receptoras. Para as demais espécies avaliadas foram encontradas copias
de ambos os genes, sendo excegdes os fungos R. solani e B. graminis, que possuem

0s genes preA e preB seus genomas, respectivamente.

Quanto aos demais genes envolvidos no processo de sinalizagcdo de mating
avaliados, dentre eles steA e steC, cujos produtos sdo requeridos para a ocorréncia
do ciclo sexual em A. nidulans (Vallim et al., 2000; Wei et al., 2003), todos est&o
presentes nos genomas de C. lindemuthianum e nas demais espécies avaliadas
neste trabalho, sendo a unica exceg¢do R. solani que nao apresentou o gene que

codifica a proteina SteA em seu genoma.

Os genomas de C. lindemuthianum apresentam todos os genes que codificam
proteinas envolvidas no desenvolvimento dos corpos de frutificagdo que foram
procurados. Nesta categoria, a variacao de presenca/auséncia observada foi minima,
restringindo-se ao gene que codifica a proteina Prot11t que se encontra presente em

algumas espécies e ausente em outras (Tabela Suplementar 1).
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Comparacgao entre os Isolados de C. lindemuthianum

Do total de 11.673 genes preditos para o genoma do isolado 83.501, 11.618
possuem homologia com genes presentes no genoma do isolado A2-2-3. Em relagao
ao genoma do isolado A2-2-3, de seus 11.627 genes preditos, 11.592 apresentam
homologia com genes presentes no genoma do isolado 83.501. Assim, foram
encontrados 55 e 45 genes exclusivos dos isolados 83.501 e A2-2-3, respectivamente.
Trés dentre estes, que estdo presentes no genoma do isolado 83.501 codificam
proteinas candidatas a efetores (g2809, g2615 eg9014) Dentre os genes exclusivos
do isolado A2>-2-3, dois codificam proteinas candidatas a efetores (91217 e g11064)

(de Queiroz et al., 2019).

Dentre os genes exclusivos do isolado 83.501, 38 apresentam hits no banco de
dados SWISS-PROT, incluindo as trés sequéncias de genes que codificam proteinas
candidatas a efetores, vinte e um possuem similaridade com sequéncias de proteinas
ndo caracterizadas preditas para genomas de outros ascomicetos (Tabela 4). As
demais sequéncias apresentam similaridade com alfa-beta hidrolases, arilesterases,
proteinas contendo o dominio dedo C6, hidrolases de éster carboxilico, cadeia
pesada da clatrina, decaprenyicistransferase, proteinas contendo o dominio
DUF1640, componente de exocisto, proteina Hex2, transportadores MFS,
fosfotransferases, proteina contendo o dominio RNB, proteina de biossintese da

tiamina, polimerase envolvida de interagao com trf1 e tRNA-metiltransferase.

Ja em relagdo aos 45 genes exclusivos do isolado A2-2-3, 31 apresentam hits
com sequéncias no banco de dados SWISS-PROT (Tabela 5), ndo tendo sido
encontrada qualquer sequéncia que codifique um dos candidatos a efetores preditos
anteriormente. Dentre as proteinas apresentando similaridade com sequéncias no
banco de dados, 22 sao similares a sequéncias de proteinas preditas classificadas
como nao caracterizadas. Destas, 21 consistem em sequéncias preditas em

genomas de fungos de outras espécies do género Colletotrichum e uma foi
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identificada na diatomacea Thalassiosira oceanica. As 23 sequéncias que foram
classificadas pelos bancos de dados apresentam similaridade a adenilato cinases,
proteinas contendo o dominio CFEM, proteinas da familia isomerase hidratase enoyl,
hidrolases de epoxidos, proteinas M, proteinas relacionadas a resisténcia
multidrogas, fatores de transcricdo SPT4, protease da familia Up1 e proteina de

parede celular gp1.

Dentre as 14 sequéncias remanescentes, 8 também nao apresentam similaridade
(Blastp E-value 10-%) com o banco de dados Non-redundant protein sequences do
NCBI nem tampouco dominios preditos pelo Pfam. As sequéncias proteicas preditas
para os genes S89 g10663, S89 g11505, S89 g1776, S89 g4456, S89 g497 e
S89 g7287 apresentam similaridade com sequéncias proteicas depositadas no
banco “Non-redundant protein sequences”. As descricbes das sequéncias
apresentando similaridade com estas consistem em proteinas histidina cinases,
proteinas hipotéticas, RNA polimerase fator sigma-54, oxidase de aldeido 4

isoformas X1 e X2 e proteases da familia Ulp1.

Analise de Grupos de Ortélogos

Os proteomas preditos de todas as espécies avaliadas neste trabalho foram
agrupados em ortogrupos. Das 267.991 sequéncias codificadoras das proteinas
analisadas, 241.378 foram agrupados em 15.530 ortogrupos. O restante (26.613) das

proteinas nao foi atribuido a qualquerortogrupo.
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Tabela 4. Genes que nao foram atribuidos a ortogrupos no genoma do isolado 83.501

Gene ID Subject Description Identity(%) E-value
S83_g11174 Aconitate hycsig?;t%s;ir[%olletotrichum 81 6,00E-58
hypothetical protein FOC1_g10004364
S83 g5852 [Fusarium oxysporu[lr] f. sp. cubense race 100 2,00E-86
S83_g75 No significant similarity found - -
S83_g561 No significant similarity found - -
S83 g1515 No significant similarity found - -
S83_g1873 No significant similarity found - -
S83 g3463 No significant similarity found - -
S83 g4195 No significant similarity found - -
S83_g5061 No significant similarity found - -
S83_g5064 No significant similarity found - -
S83 g5129 No significant similarity found - -
S83_g5956 No significant similarity found - -
S83 g7031 No significant similarity found - -
S83 g8724 No significant similarity found - -
S83 g8877 No significant similarity found - -
S83 g9014 No significant similarity found - -
S83 g9117 No significant similarity found - -
S83_g10218 No significant similarity found - -
S83_g10867 No significant similarity found - -
S83_g11500 No significant similarity found - -
S83_g11486 Oleate hydroxylas?rich;A"Ii-]HZ [Colletotrichum 100 2 0E-111
S83_g8830 putative methyltransferase tdiE 08 2 0E-23

[Colletotrichum trifolii]

¢)
significa
que os
valores
em
questao

nao
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foram obtidos para tal sequéncia.
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Tabela 5. Genes (BLASTp) que ndo foram atribuidos a ortogrupos no genoma do

isolado A2-2-3
Gene ID Subject Description Identity(%) E-value
S89 g497 aldehyde oxidase 4 isoform X2 [Nannospalax galili] 38 8.9
S89_g11557 Bifunctional epoxidg hydrolase 2 [Colletotrichum 83 9e-24
orbiculare MA...

S89 g3294 Glyoxylate reductase [Colletotrichum spinosum] 82 2e-81

S89_g11505 hypothetical protein CD\{36_010325 [Fusarium 37 0.039
kuroshium]

S89 1873 hypothetical protein THAO_C_31069 [Thalassiosira 58 5e-14
oceanica]

S89_g4260 Multidrug resi_stapcg protein [Colletotrichum ) )

higginsianum IMI...

S89 g3746 No significant similarity found. - -

S89_g5769 No significant similarity found. - -

S89 g5879 No significant similarity found. - -

S89 g7288 No significant similarity found. - -

S89 _g11095 No significant similarity found. - -

S89 g11500 No significant similarity found. - -

S89 g11502 No significant similarity found.

S89 g11506 No significant similarity found.

S89_g3242 putative amino-acid permease [Colletotrichum 72 36-28
spinosum]

S89_g1776 Redox sensor histidine kinase response regulator 38 43

devS...
RNA polymerase sigma-54 factor
589_g4456 [Deltaproteobacteria bacterium] 33 1.9
S89_g7366 vegetative cell wall protein gp1 [Colletotrichum 73 8e-11
fructicola Na...
S89 g4477 Zinc-type alcohol dehydrogenase-like protein 89 1e-68

(-) significa que os valores em questdo n&o foram obtidos para tal sequéncia.
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Dois mil novecentos e dois ortogrupos sao compartilhados entre todas as
espécies de fungos analisadas no presente trabalho, enquanto 1.169 ortogrupos
consistem em ortogrupos com copias unicas. Em relacéo a C. lindemuthianum, para
os isolados 83.501 e A2-2-3, 11.651 e 11.608 proteinas foram agrupadas em
ortogrupos, respectivamente, resultando em 99,8% das proteinas atribuidas a
ortogrupos nos dois isolados. Nove mil novecentos e dezenove e 9.882 ortogrupos
foram atribuidas as proteinas dos isolados 83.501 e A»-2-3, respectivamente. O fungo
C. lindemuthianum compartilha mais ortogrupos com C. orbiculare (9.371) e menos
com R. solani (4.472) (Tabela 3), sendo que dentre as espécies de Colletotrichum, C.

lindemuthianum compartilha menos ortogrupos com a espécie C. chlorophyti (7741).

Duzentos e oitenta e um ortogrupos exclusivos do clado orbiculare foram
encontrados nos genomas de C. lindemuthianum (isolados 83.501 e A2-2-3) e C.
orbiculare. Adicionalmente, foram identificados 231 ortogrupos exclusivos de C.
lindemuthianum, sendo estes compartilhados entre os dois isolados. A anotacao
funcional e atribuicdo de categorias “GO” destas proteinas s&o apresentadas nas

Figuras 6 e 7.

As proteinas pertencentes a ortogrupos especificos de C. lindemuthianum na
categoria “rocesso Biologico”, apresentam uma expansédo em termos relacionados ao
transporte transmembranar. A atividade de transporte também teve uma maior

representacao na categoria “Fungcao Molecular”.

Adicionalmente, utilizando o Interproscan foi possivel atribuir termos do gene
ontology a 55 genes nos dois isolados de C. lindemuthianum. Em ambos os genomas
o termo mais frequente foi o de transportadores MFS, seguido de proteinas contendo
dominios ligagdo ao NAD(P) e P450 mono-oxigenases. Cinco e seis genes consistem
em candidatos a efetores, nos isolados 83.501 (S83_g3214, S83 g3641, S83 g5701,
S83_g6565 e S83_g9172) e A2-2-3 (S89_g4574, S89_g574, S89_g3178 S89_g7582,

S89_g11321 e S89_g9457).
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Tabela 3. Numero médio de ortogrupos de diferentes fungos compartilhados com C.
lindemuthianum.

Espécies Numero de Acesso NCBI
ortogrupos
compartilhados

Arthrobotrys oligospora 5720 JARH00000000.1
Aspergillus fumigatus 6224 GCA _000319635.1
A. nidulans 6423 ACOD00000000.1
Blumeria graminis 4694 LTANOO000000.1
Colletotrichum chlorophyti 7741 JTLR00000000.1
C. fioriniae 8643 JEMNO00000000.1
C. gloeoesporioides 8629 AMCV00000000.1
C. graminicola 8313 JFFI00000000.1
C. higginsianum 8295 JFBX00000000.1
C. incanum 8086 MQVQ00000000.1
C. nymphaeae 8668 JFBX00000000.1
C. orbiculare 9371 MQVQO00000000.1
C. salicis 8603 JARHO00000000.1
C. simmondsi 8666 GCA_000319635.1
C. sublineola 8412 ACOD00000000.1
Fusarium graminearum 7380 LTANOO0O0O00000.1
F. oxysporum 7654 JTLRO0000000.1

Rhizoctonia solani 4472 JEMNOO0000000.1
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[l transmembrane transport [ oxidation-reduction process
@ carbohydrate metabolic process O regulation of transcription
[l phospate-containing compound metabolic process E proteolysis

Figura 6. Anotagcao funcional dos ortogrupos exclusivamente encontrados nos

genomas de Colletotrichum lindemuthianum. Genes do isolado A2-2-3.

[ transmembrane transport B transferase activity
[E metal ion binding [ heme binding
B monooxygenase B exopeptidase activity

HE purine ribonucleotyde triphosphate binding B adeny! ribonucleotide binding

Figura 7. Anotacdo funcional dos ortogrupos exclusivos de Colletotrichum

lindemuthianum. Genes do isolado 83.501.
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Transportadores

Os genomas de C. lindemuthianum apresentam um dos menores numeros de genes
que codificam proteinas preditas como transportadoras dentre os genomas dos
fungos do género Colletotrichum analisados, superando somente a espécie C.
graminicola neste termo (Figura 8). hospedeiros também apresentaram um maior
namero de genes que codificam proteinas transportadoras que as espécies com

gamas mais restritas como € o caso de C. lindemuthianum e C. graminicola.
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Figura 8. Numero de transportadores MFS para cada genoma de fungo. Os
transportadores MFS foram classificados utilizando-se o banco de dados TCDB com
o auxilio da ferramenta Blastp. B.gra - Blumeria graminis; A.oli — Arthrobotrys
oligospora; A.fum — Aspergillus fumigatos; A.nid — Aspergillus nidulans; C.gram — C.
graminicola;, R.sol - Rhizoctonia solani; C. lind 83.501 e C. lind A2-2-3— C.
lindemuthianum; Cchl — C.chlorophyti; C.fio — C. fioriniae; C.glo — C. gloeosporioides;
C.hig — C. higginsianum; C.inc — C. incanum; C.nym — C. nymphaeae; C.orb — C.
orbiculare; C.sal — C. salicis; C.sim — C. simmondsii; C.sub — C. sublineola; F.gram -
Fusarium graminearum; F.oxy - F. oxysporum.
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Em relagédo as demais espécies de Colletotrichum, o numero destes genes variou
de 2.230 em C. graminicola a 2.942 no genoma de C. gloeosporioides,e foi possivel
observar que espécies de fungos como C. gloeosporioides e F. oxysporum, que

possuem maiores gamas de

No presente trabalho foram identificadas 1.433 transportadores diferentes do
TCDB, os quais encontram-se distribuidos entre os genomas analisados (Figuras
9-22). Em relagdo ao seu numero de coépias, 99 destes apresentam-se contraidos ou
expandidos nos genomas de C. lindemuthianum, dos quais 47 encontram-se
contraidos e 52 expandidos (Figuras 9-22, Tabela Suplementar 4). Destas
alteragcbes no numero de copias, 80 sao compartiihadas com mais espécies
analisadas e 19 consistem em alteragdes exclusivas de C. lindemuthianum

(presentes no genoma de um ou dos dois isolados).

Foi possivel observar que os 99 transportadores expandidos ou contraidos nos
genomas de C. lindemuthianum pertencem a 59 familias distintas de transportadores,
dentre as quais se destacaram as familias de transportadores Major Facilitator
Superfamily (MFS), Mitochondrial Carrier Family (MCM), Drug/Metabolite
Trasnsporter Family (DMT), The Putative, Vectorial Glycosyl Polymerization Family
(VGP), ATP-binding Cassete Superfamily (ABC) e Signaling Adaptor Protein
KARP/DAP12/TYROBP Family (SAP), sendo a superfamilia MFS a mais
representada dentre estas (12% do total de transportadores contraidos/expandidos)

(Figura 23).

Dezenove dentre estes apresentam a contragdo ou expansdo exclusivamente
nos genomas de C. lindemuthianum (Tabela Suplementar 4), sendo que 11 estdo
contraidos e 8 expandidos em relagdo a seu numero de cépias. A classificacdo dos
mesmos revelou que estes pertencem a 13 familias de transportadores, sendo mais
frequentemente associados as familias de transportadores The Drug/Metabolite

Transporter (DMT) Superfamily, The Major Facilitator Superfamily (MFS),
29



Mitochondrial Carrier Family (MC), The Huntington-interacting protein 14 (HIP14)
Family, The Chloride Carrier/Chanel (CIC) Family e The Transient Receptor Potencial
Ca2+ (TRP-CC) Family (Figura 24). Dentre os substratos preditos como sendo
carreados por estas protéinas estdo: Cl, H*, K*, Ca2*, radical superoxido, ions,
agucares ligados a nucleotideos, nitrato, proteina PaaT, CMP-acido sialico, Quinidina,

Barban, Cisplatina, Bleomicina, AMP, ADP, ATP e fosfato.

Foram encontradas cinco altera¢gdes no numero de copias que divergem entre os
genomas dos dois isolados de C. lindemuthianum (Tabela Suplementar 4). Dentre
estas, duas consistem em contragdes (transportadores 8.A.51.1.1 e 1.A.1.20.8), e
trés em expansdes (3.A.1.121.19, 3.A.1.17.3 e 2.A.100.1.3). Enquanto os dois
contraidos pertencem as familias The Dipeptidyl-aminopeptidase-like Protein 6 beta
subunit of Kv4 channels (DPP6) Family e The Voltage-gated lon Channel (VIC)
Superfamily, os transportadores expandidos que divergem entre os dois isolados de

C. lindemuthianum pertencem as familias ABC e The ferroportin (Fpn) Family.
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Figura 9. Contracdes e expansodes de familias de transportadores em Colletotrichum lindemuthianum.
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Figura 17. Contracdes e expansdes de familias de transportadores em C. lindemuthianum.
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The Voltage-gated K+ Channel g- The Ca2+:Cation The Chloride Carrier/Channel (CIC) Family (2%)
Antiporter (CaCA) The Hepatitis C Virus P7 Viroporin Cation-selective Channel (HCV-P7) Family (1%)

subunit (KvB) Family (2%) Feribe (168
aniilyi{1%) The Huntington-interacting protein 14 (HIP14) Family (3%)

\ - The MdmD Complementing Protein 1 (Mcp1) Family (1%)
} / The Type Vil or ESX Protein Secretion System (T7SS)Family (2%}

The Transient Receptor Potential Ca2+ Channel (TRP-CC) Family (3%)

The Transferrin Receptor, CD71, (TFR) Family (1%)
The Syntaxin (Syntaxin) Family (1%)
The Spider Insecticidal Neurotoxin Cyrtautoxin (Cyrautoxin) Family (1%)
The Signaling Adaptor Protein KARAP/DAP12/TYROBP (SAP) Family (5%) y

The Sensitivity to Sodium or Salt Stress-induced Hydrophobic Peptide (Sna)
Family (1%)

The Selenoprotein P Receptor (SelP-Receptor) Family (1%) e

The Voltage-gated lon Channel (VIC) Superfamily (1%)
The 5'-AMP-activated protein kinase (AMPK) Family (1%)
The 6 TMS DUF1275/PF06912 (DUF1275) Family (1%)
The Amino Acid-Polyamine-Qrganocation (APC) Superfamily (1%)
The ATP-binding Cassette (ABC) Superfamily (4%)
The Auxin Efflux Carrier (AEC) Family (1%)
Vegetative Insecticidal Protein-3 (Vip3) Family (1%)

’ PIMP1 (PIMP1) Family (1%)
— - The Cation Channel-forming Heat Shock Protein-70 (Hsp70) Family (1%)
The Drug/Metabalite Transporter {DMT) Superfamily (5%)
The Endophilin (Endophilin) Family (1%)
The Endoplasmic Reticulum Membrane Protein Insertion Complex (EMC) Family (1%)
The Enterobacterial Cardiolipin Transporter (CLT) Family (1%)
The Epithelial Na+ Channel (ENaC) Family (1%)

. - The Ferroportin (Fpn) Family (1%)
The Formate-Nitrite Transporter (FNT) Family (1%)

The Respiratory Supercomplex Factor (Rcf) Family (1%) ' F~_
The rBAT Transport Accessory Protein (rBAT) Family (2%) B
The Putative Vectorial Glycosyl Polymerization (VGP) Family (4%)
The Putative Integral Membrane Steroid Sa-reductase (SalphaR)
Family (2%,
amily (2%) The Copper Resistance (CopD) Family (1%)

The P-type ATPase (P-ATPase) Superfamily (1%)
The Copper Resistance Putative Porin (CopB) Family (1%)

The Cytochrome c:Urate Oxidoreductase (PuuD) Family (1%)

The Post-GPI Attachment Protein (P-GAP2) Family (2%)
The Dipeptidyl-aminopeptidase-like Protein 6 beta subunit of Kv4 channels (DPP6) Family (2%)

The Phosphate Permease (Phol) Family (1%) — ’I

The Peroxysomal Membrane Porin 4 (PxMP4) Family (1%)
The Oligopeptide Transporter (OPT) Family (2%)
The Non-Classical Protein Exporter (NCPE) Family (1%)

The Non ABC Multidrug Exporter (N-MDE) Family {1%)

The Neurotransmitter:Sodium Symporter (NSS) Family (1%)

The Neuroligin (Nlg) Family (1%)
The Glycerol Uptake (GUP) or Membrane-bound Acyl Transferase (MBOAT) Family (1%)

The Mitochondrial Carrier (MC) Family (4%)
The Heterokaryon Incompatibility Prion/Amyloid Protein (HET-s) Family (2%)

The Mitochondrial ATP synthase Stress-responsive Protein (MASP) Family (1%)
The MipA-interacting Protein (MipA) Family (1%)
The Integral Membrane Peroxisomal Protein importer-2 (PPI2) Family (1%)

The Membrane Trafficking Yip (Yip) Family (1%) The Major Facilitator Superfamily
(MFS) (125%) ) )
The K+ Channel Accessory Protein (KChAP) Family (1%)

The Membrane Attack Complex/Perforin (MACPF) Family (1%)
The Mechanosensitive Calcium - " .
Channel (MCA) Family {1%) The Lipid-translocating Exporter (LTE) Family (1%)

Figura 23. Classificagdo dos transportadores contraidos/expandidos nos genomas de Colletotrichum lindemuthianum em familias

do TCDB.A classificagao foi obtida por meio dos cddigos do TCDB.
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The Transient Receptor Potential Ca2+ Channel (TRP-CC) Family
10%

The Transferrin Receptor, CD71, (TFR) Family
5%

The Chloride Carrier/Channel (CIC) Family
10%

The Putative Vectorial Glycosyl Polymerization
(VGP) Family
5%

The Huntington-interacting protein 14 (HIP14) Family (11%)

The Voltage-gated lon Channel (VIC) Superfamily
5%
The ATP-binding Cassette (ABC) Superfamily
5%

The Mitochondrial Carrier (MC) Family
11%

The Major Facilitator Superfamily (MFS)
11%

The Cation Channel-forming Heat Shock Protein-70 (Hsp70) Family
5%

The Glycerol Uptake (GUP) or Membrane-bound

Acyl Transferas;;MBOAT) Family The Drug/Metabolite Transporter (DMT) Superfamily
b 15%

The Formate-Nitrite Transporter (FNT) Family
5%

Figura 24. Classificacdo dos transportadores contraidos/expandidos exclusivamente nos genomas de Colletotrichum
lindemuthianum em familias do TCDB.A classificagao foi obtida por meio dos cédigos do TCDB.
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Enzimas Ativas em Carboidratos (CAZymes) Secretadas

Foram identificados 415 genes codificando CAZymes secretadas nos genomas
de C. lindemuthianum. Este numero € superior ao que foi encontrado nos genomas
de algumas espécies de Colletotrichum que infectam um numero maior de espécies
vegetais, tais como C. higginsianum (317), C. graminicola (342), C. sublioneola (392)
e C. chlorophyti (413). Entre os genomas analisados, o0 numero de CAZymes
secretadas variou de 43 em B. graminis até 539 em C. gloeoesporioides. A maioria
das espécies de Colletotrichum analisadas apresenta um maior numero de CAZymes
em seus secretomas preditos do que os fungos saprofiticos e biotréficos avaliados,

sendo uma excecgao a espécie C. incanum (214) (Figura 25).

A média do numero de CAZymes secretadas em Colletotrichum (409) & superior
a média das CAZymes encontradas em F. graminicola e F. oxysporum e proxima a
observada no genoma de R. solani. As glicosideo hidrolases (GH) foram as CAZymes
mais abundantes nas espécies analisadas neste trabalho, seguidas de enzimas com
atividades auxiliares (AA), modulos de ligacdo a carboidratos (CBM), carboidrato

esterases (CE), polissacarideo liases (PL) e glicosil-transferases (GT).

A analise de agrupamentos baseada no perfil de distribuicdo de familias de
CAZymes secretadas demostrou a formagao de trés principais grupos de espécies.
As espécies de Colletorichum nado agruparam de acordo com o esperado pela
proximidade filogenética, como no caso de C. lindemuthianum (agregado orbiculare)
que agrupou com C. chlorophyti (agregado dematium) (Figura 25). Ainda neste grupo,
estdo as espécies R. solani e F. oxysporum nao pertencentes ao género

Colletotrichum.

Dentre as 20 familias de CAZymes mais abundantes nos genomas de C.
lindemuthianum, ao menos 12 sao conhecidas como sendo envolvidas na

degradacdo da biomassa vegetal (Tabela Suplementar 5). A maior parte das
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espécies de Colletotrichum, assim como F. oxysporum apresenta uma expansao no
repertorio de genes que codificam xilanases quando comparado as demais espécies
avaliadas, sendo a excegdo a espécie C. incanum (Figura 26). Os dados
demonstram também que as espécies de Colletotrichum patégenas de plantas nao
gramineas, com excegao de C. incanum apresentam uma expansao no repertério de
genes que codificam pectinases quando comparado as espécies que causam

doengas em gramineas.

Adicionalmente foram analisadas as familias de CAZymes envolvidas na
degradacgao de biomassa vegetal nos secretomas de Colletotrichum spp. (Figura 27).
O dendrograma de agrupamento com base no padrao da distribuicdo e abundancia
destas familias demonstra que as espécies C. lindemuthianum e C. orbiculare nao
apresentam uma distribuicao similar das familias de CAZymes avaliadas, nao tendo,
portanto, estas agrupado conjuntamente. A espécie C. lindemuthianum de acordo
com este agrupamento € mais similar a C. incanum, enquanto C. orbiculare

apresenta-se mais proximamente relacionado a C. salicis.

Foram encontradas alteragdes no numero de copias de 10 familias de CAZymes
secretadas nos genomas de C. lindemuthianum (Figura 27). Destas, quatro
consistem em contragcdes acordantes entre os genomas dos isolados 83.501 e Az-2-3
(familias GH29, GH51, GH62 e GH115) (Tabela 6). Seis destas alteragbes sao
divergentes entre os isolados-83.501 e Ax-2-3, estando todas estas contraidas no
genoma do isolado 83.501 e expandidas no genoma do isolado A2-2-3 (GH36, GH53,
GH67, GH74, GH93 e PL4). A unica alteragao no numero de copias exlcusivamente
encontrada na espécie C. lindemuthianum foi a contragdo na familia GH62, e é

compartilhada nos genomas dos dois isolados analisados.
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Figura 26. Classificacdo das cazymes secretadas quanto ao substrato alvo. As
enzimas foram classificadas em: Pectinases, celulases e xilanases. B. gra - Blumeria
graminis; A. oli — Arthrobotrys oligospora; A. fum — Aspergillus fumigatos; A. nid —
Aspergillus nidulans; C. gra — C. graminicola; R. sol - Rhizoctonia solani; C. lind
83.501 e C. lind A2-2-3— C. lindemuthianum; C. chl — C.chlorophyti; C. fio — C. fioriniae;
C. glo — C. gloeosporioides; C. hig — C. higginsianum; C. inc — C. incanum; C. nym — C.
nymphaeae; C. orb — C. orbiculare; C. sal — C. salicis; C. sim — C. simmondsii; C. sub
— C. sublineola; F. gram - Fusarium graminearum; F. oxy - F. oxysporum.
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Tabela 6. Familias de cazymes que sofreram contragdes e expansdes nos genomas de C. lindemuthianum.

Familia Substrato alvo Situacao

GH29 hemicelulose Contraida em C. lind 83.501 e A2-2-3 e em C. hig

GH51 hemicelulose Contraida em C. lind 83.501e A2-2-3, C. inc e em C. orb

GH62 hemicelulose Contraida exclusivamente em C. lind 83.501 e A2-2-3

GH115 hemicelulose Contraida em C. lind 83.501e A2-2-3 e em C. inc

GH36 hemicelulose *Contraida em C. lind 83.501e outras e expandida em C. lind A2-2-3 e outras
GH67 hemicelulose *Contraida em C. lind 83.501e outras e expandida em C. lind A2>-2-3 e outras
GH74 celulose *o(jﬁra]tsraida em C. lind 83.501e outras espécies e expandida em C. lind A2>-2-3 e
GH93 hemicelulose *Contraida em C. lind 83.501e outras, expandida em C. lind A2-2-3 e outras
GH53 pectina *Contraida em C. lind 83.501e outras, expandida em C. lind A2-2-3 e outras

PL4 pectina *Contraida em C. lind 83.501e outras espécies e expandida em C. lind A>-2-3 e

outras

“* ” significam que a alteragdo em questao ¢é divergente entre os genomas dos dois isolados de C. lindemuthianum. “outras” indicam que a alteragdo é compartilhada com outros

fungos pertencentes ao género Colletotrichum. C. lind 83.501 e C. lind A2-2-3 — C. lindemuthianum; C. hig — C. higginsianum; C. inc — C. incanum; C. orb — C. orbiculare.
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Figura 25. Numero de genes que codificam CAZymes secretadas totais, codificadas nos genomas de Colletotrichum spp. e demais
espécies.. B. gra - Blumeria graminis; A. oli — Arthrobotrys oligospora; A. fum — Aspergillus fumigatos; A. nid — Aspergillus nidulans; C. gram
— C. graminicola; R. sol - Rhizoctonia solani; C. lind 83.501 e C. lind A2-2-3 — C. lindemuthianum; C. chl — C.chlorophyti; C. fio — C. fioriniae;
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C. glo — C. gloeosporioides; C. hig — C. higginsianum; C. inc — C. incanum; C. nym — C. nymphaeae; C. orb — C. orbiculare; C. sal — C.
salicis; C. sim — C. simmondsii; C. sub — C. sublineola; F. gram - Fusarium graminearum; F. oxy - F. oxysporum.
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Color Key
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Figura 27. Expansdes e contracdes de familias de genes que codificam CAZymes secretadas envolvidas na degradagao de biomassa vegetal,
codificadas nos genomas de Colletotrichum. Os valores sao expostos em escala logaritima crescente do azul para o vermelho. Valores azuis
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indicam contragdes e vermelhos expansdes. B. gra - Blumeria graminis; A. oli — Arthrobotrys oligospora; A. fum — Aspergillus fumigatos; A. nid —
Aspergillus nidulans; C. gram — C. graminicola; R. sol - Rhizoctonia solani; C. lind 83.501 e C. lind A2-2-3 — C. lindemuthianum; C. chl —
C.chlorophyti; C. fio — C. fioriniae; C. glo — C. gloeosporioides; C. hig — C. higginsianum; C. inc — C. incanum; C. nym — C. nymphaeae; C. orb —
C. orbiculare; C. sal — C. salicis; C. sim — C. simmondsii; C. sub — C. sublineola; F. gram - Fusarium graminearum; F. oxy - F. oxysporum.
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Proteases secretadas

O total de proteases secretadas encontrado em C. lindemuthianum foi de 100 e
102, nos isolados 83.501 e Az 2-3, respectivamente. Entre as demais espécies de
Colletotrichum, o total variou de 48 em C. incanum até 135 em C. gloeoesporioides
(Figura 28). Nas espécies n&o pertencentes ao género Colletotrichum, o total de
proteases secretadas variou de apenas 14 em B. graminis até 120 em R. solani. Foi
observada uma expansao no repertorio de serina proteases em todas as espécies de
fungos analisadas neste trabalho, o que € mais evidente nas espécies pertencentes

ao género Colletotrichum.

A familia de metalloproteases foi a segunda familia de proteases mais
abundante, variando de 15 genes no genoma de C. incanum até 33 em C.
simmondsii. Baseando-se no perfil de proteases secretadas, C. lindemuthianum, C.
salicis e C. higginsinaum, que pertencem aos clados orbiculare, acutatum e
destructivum, respectivamente, agruparam juntos em vez de agruparem com outras
espécies de Colletorichum filogeneticamente mais proximas. Este perfil também foi
observado paras as espécies nao pertencentes ao género Colletotrichum, como F.

graminearum que agrupou com C. graminicola.

Foram encontradas alteragbes no numero de copias em quatro familias de
proteases secretadas em C. lindemuthianum, sendo todas estas compartilhadas com
uma ou mais espécies do género Colletotrichum (Figura 29). A familia S12 esta
contraida nos genomas de C. lindemuthianum , C. graminicola e em C. higginsianum.
A familia M12 esta contraida nos genomas de C. lindemuthianum e no genoma de C
graminicola analisado. A familia C69 encontra-se expandida nos genomas de C.
lindemuthianum e no genoma de C. fioriniae. E por ultimo, a familia SO01

encontra-se expandida em C. lindemuthianum e no genoma de C.fioriniae.
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Secreted Proteases
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Figura
28. Numero de genes codificando proteases secretadas, colocar as referéncias

codificadas nos genomas de Colletotrichum spp. e outras espécies de

fungos. B. gra - Blumeria graminis; A. oli — Arthrobotrys oligospora; A. fum —
Asperqgillus fumigatos; A. nid - Aspergillus nidulans; C. gram — C. graminicola; R. sol -
Rhizoctoniasolani; C. lind 83.501 e C. lind A2-2-3 — C. lindemuthianum; C. chl —
C .chlorophyti; C. fio — C. fioriniae; C. glo — C. gloeosporioides; C. hig C. higginsianum;
C. inc — C. incanum; C. nym — C. nymphaeae; C. orb — C. orbiculare; C. sal — C.
salicis; C. sim — C. simmondsii; C. sub C. sublineola; F. gram - Fusarium graminearum;
F. oxy - F. oxysporum.

Metabolismo Secundario

O fungo C. lindemuthianum apresenta um numero intermediario de genes que
codificam NRPSs em seus genomas (12) quando comparado as demais espécies de
Colletotrichum, e as espécies deste género coletivamente apresentam um numero
superior de genes de NRPSs e PKSs (policetideo sintases) ao encontrado nas
demais espécies de fungos avaliados (Figura 30). O numero de genes que codificam
NRPSs identificadas entre as espécies de fungos avaliadas variou de um em B.
graminis a 22 em C. higginsianum. O numero de genes que codificam
sintetases de peptideo nao ribossomais n&o € expandido nos genomas de

fitopatdgenos generalistas, quando comparado a espécies mais especificas.
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Figura 30. Numero de genes que codificam sintetases de peptideo nao
ribossomais (NRPS) e policetideo sintases (PKS) nos genomas de Colletotrichum
lindemuthianum e de outras espécies de fungos. Barras azuis correspondem ao
namero de PKS e barras verdes correspondem ao numero de NRPS identificadas
nos genomas em questdo. B. gra - Blumeria graminis; A. oli — Arthrobotrys
oligospora; A. fum — Aspergillus fumigatos; A. nid — Aspergillus nidulans; C. gram
C. graminicola; R. sol - Rhizoctonia solani; C. lind 83.501 e C. lind A2-2-3 -
C. lindemuthianum; C. chl — C.chlorophyti; C. fio-  C. foriniae; C. glo — C.
gloeosporioides; C. hig — C. higginsianum; C. inc — C. incanum; C. nym — C.
nymphaeae; C. orb — C. orbiculare; C. sal — C. salicis; C. sim — C. simmondsii; C.

sub — C. sublineola; F. gram - Fusarium graminearum; F. oxy - F. oxysporum.
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Figura 29. Contagem das familias de proteases secretadas encontradas nos genomas de fungos analisados. Valores em log2 do numero
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de genes pertencentes a cada familia. B. gra - Blumeria graminis; A. oli — Arthrobotrys oligospora; A. fum — Aspergillus fumigatus; nid —
Aspergillus nidulans; C. gram — C. graminicola; R. sol - Rhizoctonia solani; C. lind 83.501 e C. lind A2-2-3 — C. lindemuthianum; C. chl
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C.chlorophyti; C. fio — C. fioriniae; C. glo — C. gloeosporioides; C. hig — C.
higginsianum; C. inc — C. incanum; C. nym — C. nymphaeae; C. orb — C. orbiculare; C.
sal — C. salicis; C. sim — C. simmondsii; C. sub — C. sublineola; F. gram - Fusarium
graminearum; F. oxy - F. oxysporum.

Foram identificados 19 (isolado 83.501) e 20 (isolado A2-2-3) genes que
codificam PKSs nos genomas de C. lindemuthianum, sendo estes 0s menores
repertdrios de PKSs encontrado dentre as espécies de Colletotrichum avaliadas. O
numero de genes que codificam PKSs encontrados nas demais espécies variou de 1
em B. graminis a 42 em C. gloeoesporioides (Figura 30). As PKSs também sao mais
abundantes nas espécies de Colletotrichum do que nas demais espécies de fungos
avaliadas, e tratando-se das espécies do género Colletotrichum, diferentemente do
que foi encontrado para as sintetases de peptideo nao ribossomais o numero de
genes que codificam PKSs parece ser expandido nas espécies mais generalistas
quando comparado as espécies com uma gama de hospedeiros mais restritas, como
€ o0 exemplo das espécies C. gloeosporioides e C. graminicola (maiores gamas de
hospedeiros e maiores numeros de genes que codificam PKSs) e C. lindemuthianum
e C. salicis (menores gamas de hospedeiros e menores numeros de genes que

codificam PKSs).

Com o intuito de buscar ortélogos dos genes que codificam NRPSsem C.
lindemuthianum foi realizada a analise filogenética das NRPSs dos dois isolados,
além de C. orbiculare. Os resultados da reconstrucao filogenética apontam para uma
capacidade de producéo de peptideos nao ribossomais altamente diversos por parte
das espécies C. lindemuthianum e C. orbiculare (Figura 31). Sendo a unica exceg¢ao
a proteina correspondente ao gene S89 g2060, que nao apresentou ortélogos no
isolado 83.501 nem tampouco no genoma de C. orbiculare, todas as demais
sequéncias proteicas preditas como sendo NRPSs em C. lindemuthianum
apresentaram correspondéncia entre os dois isolados. Foram encontrados ortélogos
deste gene nos genomas de C. higginsianum e de C. nymphaeae (Figura

Suplementar
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Figura 31. Analise filogenética das NRPSs identificadas em  Colletotrichum
lindemuthianum e Colletotrichum orbiculare. O alinhamento das sequéncias
protéicas foi realizado utilizando-se o Muscle e a arvore de Neighbor-joining foi gerada
pelo Geneious9  com 4000 repeti¢cdes de bootstrap.
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Apesar de sempre estarem agrupadas em clados contendo uma ou mais
sequéncias protéicas de C. orbiculare, as sequéncias proteicas de NRPSs de C.
lindemuthianum (de ambos isolados) se distanciam das demais, sempre convergindo
para um ancestral comum entre si mais recentemente do que com ancestrais em

comum com sequéncias de outras espécies, como é o caso de C. orbiculare.

As sequéncias proteicas preditas para os genes S89 g8157 e S83 3024
agruparam em um clado contendo Cob171288 (C. orbiculare) e a sequéncia da atnA
sintase, responsavel pela biossintese da aspercriptina, uma fitotoxina produzida pelo
fungo A. nidulans (Chiang et al., 2016). Em um clado irm&o altamente relacionado
com uma alta proximidade filogenética (100% de confianga pelo método de boostrap)

foram agrupadas as sequéncias de S83_5702, S89 3179 e Cob_06950.

As sequéncias das proteinas S83 9364 e S89 9844 agruparam em um clado
irmao do clado contendo as sequéncias proteicas codificadas pelos genes
Cob 01351 e NRPS8, de C. orbiculare e C. spinosum, respectivamente. As
sequéncias contidas nestes clados ndo agruparam com qualquer sequéncia proteica

de fungao conhecida.

As sequéncias de S89 1561 e S83_180 agruparam no mesmo clado de SidD,
requerida para a biossintese de um sideroforo em  Aspergillus fumigatus (Reiber et
al., 2005). As sequéncias proteicas preditas para os genes S89 6490 e S83 6717
agruparam no mesmo  clado do gene que codifica a apicidin F sintetase, responsavel
pela producdo do tetrapeptideo com atividade de histona deacetilase, produzido por

Fusarium fujikuroi (Von Bargen et al., 2013).

As sequéncias S89 10665 e S83_ 4688 apresentaram-se agrupadas num clado
contendo Cob 01942 e ChyA, uma NRPS envolvida biossintese do pigmento
Chrysogine e outros 13 compostos em Penicillium chrysogenum (Viggiano et al., 2018).

As sequéncias S83 5858 e S89 9373 agruparam no mesmo clado da sequéncia de
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uma sintase de sideréforo putativa de C. gloeosporioides.

As sequéncias S89 4811 e S83 2984 agruparam num clado contendo uma
gramicidin synthase putativa de C. orbiculare, possivelmente envolvida na biossintese
do antibidtico gramidicina, assim como na Bacteria Bacillus brevis. Em um clado
proximamente relacionado a este foram encontradas as sequéncias da S89 g2060 e

da NRPS14 de Tolypocladium ophiglossoides.

As sequéncias proteicas preditas para os genes S89 8176 e S83 3043 agruparam
no mesmo clado da aclP sintase putativa de C. trifolii (Chankhamjon et al., 2014),
responsavel pela biossintese de uma toxina em A. oryzae. As sequéncias de S89_ 8993
e S83 1408 agruparam no clado contendo a sequéncia putativa da FUBS8 sintase de C.
orbiculare. Em um clado préximo foram agrupadas as sequéncias de S89 8419 e

S83 6123,

As sequéncias das proteinas preditas para os genes S83 1413 e S89 8998
agruparam separadamente como outgroup, nao tendo, portanto, mostrado uma estreita

relagao filogenética com nenhuma das demais sequéncias contempladas na analise.

Os genomas de C. lindemuthianum apresentam um numero de genes que
codificam P450 mono-oxigenases inferior ao que foi identificado na maior parte das
espécies do género, superando somente a espécie C. graminicola (Figura 32). As
Figuras 33 e 34 apresentam as208 familias de P450 mono-oxigenases identificadas
nas espeécies avaliadas neste trabalho. Foram encontradas alteragdes no numero de
cépias de 21 destas (Tabela 7), das quais trés consistem em contragbes e as demais
em expansdes. Somente cinco das alteragbes no numero de copias encontradas
convergem entre os genomas dos dois isolados de C. lindemuthianum, e uma das
alteragdes no numero de coépias de familias de P450 mono-oxigenases € exclusiva

desta espécie, neste caso sendo compartilhada entre os genomas dos dois isolados.
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Figura 32. Numero de P450 mono-oxigenases por genoma. B. gra - Blumeria
graminis; A. oli — Arthrobotrys oligospora; A. fum — Aspergillus fumigatos; A. nid —
Aspergillus nidulans; C. gram — C. graminicola; R. sol - Rhizoctonia solani; C. lind
83.501 e C. lind A2-2-3 — C. lindemuthianum; C. chl — C.chlorophyti; C. fio — C.
fioriniae; C. glo — C. gloeosporioides; C. hig — C. higginsianum; C. inc — C. incanum; C.
nym — C. nymphaeae; C. orb — C. orbiculare; C. sal — C. salicis; C. sim — C.
simmondsii; C. sub — C. sublineola; F. gram - Fusarium graminearum; F. oxy - F

oxysporum.
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ilias de citocromo P450 mono-oxigenases em C. lindemuthianum. Os valores consistem no

Figura 33. Contragdes e expansodes de fam

Logz do numero de genes. B. gra - Blumeria graminis; A. oli — Arthrobotrys oligospora; A. fum — Aspergillus fumigatos; A. nid — Aspergillus
nidulans; C. gram — C. graminicola; R. sol - Rhizoctonia solani; C. lind 83.501 e C. lind A2>-2-3 — C. lindemuthianum; C. chl — C.chlorophyti;

66



C. fio — C. fioriniae; C. glo — C. gloeosporioides; C. hig — C. higginsianum; C. inc — C. incanum; C. nym — C. nymphaeae; C. orb — C.
orbiculare; C. sal — C. salicis; C. sim — C. simmondsii; C. sub — C. sublineola; F. gram - Fusarium graminearum; F. oxy - F. oxysporum.
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Figura 34. Contracoes e expansodes de familias de citocromo P450 mono-oxigenases em C. lindemuthianum..
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Tabela 7.Contragdes e expansdes observadas em familias de P450 mono-oxigenases nos genomas de C. lindemuthianum.

Familia Situagao

CYP584 *Contraida em C. lind 83, C. sub, C. fio e em C. orb, expandido em C. lind 89 e demais espécies
CYP61 *Expandida em C. lind 83 e outras espécies e contraida em C. lind 89 e outras espécies
CYP630 *Expandida em C. lind 89 e outras espécies e contraida em C. lind 89 e outras espécies
CYP53 *Expandida em C. lind 89 e outras e contraida em C. lind 83 e outras

CYP617 *Contraida em C. lind 89, C. hig e em C. gra, expandida em C. lind 83 e demais espécies
CYP541 *Expandida em C. lind 83 e outras e contraida em C. lind 89 e outras

CYP566 Contraida em C. lind 83 e 89 e em C. gra

CYP5058 *Expandida em C.lind 83 e em C. sub, contraida em C. lind 89 e demais espécies
CYP675 Expandida em C. lind 83 e 89 e em C. orb

CYP623 *Expandida em C. lind 83 e outras e contraida em C. lind 89 e outras

CYP573 *Expandida em C. lind 83 e outras e contraida em C. lin 89 e outras

CYP62 *Expandida em C. lind 89 e outras e contraida em C. lind 83 e outras
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CYP684 *Expandida em C. lind 89 e outras e contraida em C. lind 83 e outras

CYP567 *Expandida em C. lind 83 e outras e contraida em C. lind 89 e outras
CYP544 *Expandida em C. lind 89 e outras e contraida em C. lind 83 e outras
CYP526 *Expandida em C. lind 83 e outras e contraida em C. lind 89 e outras
CYP527 *Expandida em C. lind 89 e outras e contraida em C. lind 83 e outras
CYP56 *Expandida em C. lind 89 e outras e contraida em C. lind 83 e outras
CYP5049 Expandida exclusivamente em C. lind 83 e 89

CYP5062 Expandida em C. lind 83 e 89, C. orb, C. sim e C. sal

CYP572 Expandida em C. lind 83 e 89, C. orb, C. hig e C. inc

“*”significam que a alteragdo em questao é divergente entre os genomas dos dois isolados de C. lindemuthianum. “outras” indicam que a alteragdo é compartilhada
com outros fungos pertencentes ao género Colletotrichum. C. gram — C. graminicola; C. lind 83.501 e C. lind A2-2-3 — C. lindemuthianum; C. fio — C. fioriniae;. hig — C.

higginsianum, C. inc — C. incanum; C. orb — C. orbiculare; C. sal — C. salicis; C. sim — C. simmondsii; C. sub — C. sublineolax
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DISCUSSAO

No presente trabalho foi realizada a anotacdo dos genomas de C.
lindemuthianum (isolados 83.501 e A2-2-3), que apresenta até o momento o segundo
maior genoma reportado para fungos do género Colletotrichum. Em organismos
eucariotos que possuem genomas pequenos, geralmente o tamanho dos genomas é
relacionado ao numero de genes (Rafaelle & Kamoun, 2012). No entanto, nao foi
encontrada uma correlagdo linear entre o tamanho dos genomas e o numero de
genes preditos para os genomas de fungos do género Colletotrichum, apesar de
existir uma correlagdo entre o aumento do tamanho dos genomas e a diminuigdo no

conteudo G+C (%) (Figura 2).

Conforme esperado, também observou-se que os fungos do clado orbiculare
apresentam uma estrutura de genomas distante daquela apresentada pelas demais
espécies de Colletotrichum, que de modo geral apresentam genomas compactos
com conteudo G+C (%) superior as espécies do clado orbiculare. Além disto, C.
lindemuthianum e C. orbiculare apresentam genomas com um padrdo bimodal, com
até 55,5% de sua totalidade sendo referentes a regides ricas em A+T (Figura 3). Esta
diminuicdo no conteudo G+C (%) e a reducao da densidade génica s&o indicadores
de que a expansao no tamanho dos genomas de C. lindemuthianum e C. orbiculare
pode ter seguindo o modelo “mutation-hazard” (Kelkar & Ochman, 2012), onde a
expansao do genoma seria dirigida pela deriva genética, possibilitando o acumulo de
elementos méveis, que poderiam contribuir para a existéncia de regides genémicas

com baixo conteudo de G+C (%).

71



Os genomas de C. lindemuthianum apresentam um alto percentual de
sequéncias repetitivas considerando-se que os dados utilizados para suas
montagens consistem em dados de sequenciamento de segunda geracao (Rao et al.,
2018). Estes, consistem nos maiores percentuais de sequéncias repetitivas
encontradas para fungos do género Colletotrichum em dados de genomas montados
exclusivamente com dados de tecnologias de sequenciamento de primeira e segunda
geracgéo (dados nao apresentados), e sdo ainda assim, comparaveis aos conteudos
de montagens de genomas quase completas de fungos do género em questao, como
por exemplo o das espécies C. lentis (4,56%), C. truncatum (6,8%) e C. orbiculare

(8.3%) (Rao et al., 2018; Bhaudaria et al., 2019).

Dallery et al (2017) em trabalho que empregou as tecnologias PacBio de
sequenciamento de molécula unica em tempo real e mapeamento optico combinadas
para o sequenciamento do genoma de C. higginsianum obtiveram uma montagem
praticamente livre de gaps. Os autores identificaram que os ETs, que na montagem
anterior, obtida por meio de dados de reads pequenas, correspondiam a somente
1,2 % passaram a corresponder a 7,0 % no genoma completo de C. higginsianum.
Além disto, as repeticbes simples cobrem 12,7% do genoma desse. Estas
informacgdes indicam que provavelmente o conteudo real de sequéncias repetitivas
nos genomas de C. lindemuthianum é superior ao observado no presente trabalho, e

pode estar entre os maiores do género.

Dentre as sequéncias repetitivas identificadas nos genomas de C.
lindemuthianum, os TEs da Classe | sdo os mais abundantes, sendo os elementos da
ordem LTR pertencentes as supefamilias Gypsy e Copia os mais representados
dentre estes. Estes resultados corroboram com o que foi encontrado para as
espécies C. truncatum, C. higginsianum, C. graminicola, C. scovillei, C. chlorophyti e
C. orchidophilum (Rao et al., 2018). Apesar da proximidade filogenética e de
apresentar diversas caracteristicas genémicas similares entre si, as espécies C.

lindemuthianum e C. orbiculare parecem apresentar diferencas na distribuicdo de
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seus ETs. Enquanto elementos da superfamilia Gypsy sdo os mais abundantes nos
genomas de C. lindemuthianum, no caso de C. orbiculare, Rao et al. (2018) relataram
que os elementos da superfamilia Copia sdo os mais abundantes, sendo seguidos
por elementos da superfamilia Gypsy. Além disto, observou-se que a maior fragao
dos TEs no genoma de C. orbiculare consiste em elementos desconhecidos, o que
contrasta com os dados observados no presente trabalho para a espécie C.
lindemuthianum, onde foi possivel classificar a maior parte dos elementos
identificados. No entanto, a abordagem de analise aplicada por Rao et al. (2018) é
distinta da abordagem utilizada para C. lindemuthianum. Enquanto no presente
trabalho foi aplicada a ferramenta RepeatMasker, Rao et al. (2018) utilizaram o
RepeatModeler que realiza a predicdo “de novo”. Dada a fragmentacdo das
montagens dos genomas de C. lindemuthianum nao foi possivel aplicar tal
ferramenta no presente trabalho. Além do mais, a montagem do genoma de C.
orbiculare esta mais préxima da completude do que a de C. lindemuthianum, que
possui genoma maior do que o de C. orbiculare. No futuro, uma nova montagem
dos genomas de C. lindemuthianum serao realizadas aplicando dados de tecnologias
de sequenciamento mais recentes, o que vai possibilitar um melhor acesso ao

conteudo de DNA repetitivo nos genomas desta espécie.

Os genomas de todas as espécies de Colletotrichum avaliadas no presente
trabalho codificam as metiltransferases RID e DIM-2 (Tabela 1). A analise de
assinaturas de RIP nos genomas revelou que C. lindemuthianum possui os maiores
indices de RIP dentre todas as espécies avaliadas, sendo seguido pelas espécies C.
orbiculare, C. sublioneola e C graminicola. Previamente, foi realizada a identificacao,
anotacao e analise comparativa do repertério de genes que codificam proteinas
candidatas a efetores em C. lindemuthianum e outras espécies do género
Colletotrichum (Queiroz et al., 2019). Assim, foi realizada a identificacao de possiveis
SNPS entre os genomas dos dois isolados. Os resultados demonstram que a

frequéncia de SNPS em genes que codificam efetores é 2,3 vezes maior do que em
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outros genes. Além disto, a frequéncia de mutagdes tipicas de RIP em genes que
codificam candidatos a efetores de C. lindemuthianum é quatro vezes maior do que
em outras classes de genes (Figura 4). Quando expostos em conjunto, o baixo
conteudo G+C (%) dos genomas de C. lindemuthianum, associado ao elevado teor
de elementos repetitivos, assim como a presengca dos genes que codificam as
metiltransferases envolvidas em RIP em seus genomas indicam que o mecanismo
RIP ocorre ou ja ocorreu nos genomas de C. lindemuthianum com uma alta

frequéncia e pode ter sido importante-para a modelagem do genoma desta espécie.

Em C. lindemuthianum a ocorréncia do ciclo sexual foi primeiramente descrita no
ano de 1913 (Shear & Wood 1913), sendo este fungo primeiramente descrito como
homotalico (Shear and Wood, 1913) e posteriormente como heterotalico (Batista &
Chaves, 1982). No entanto, um estudo mais recente demonstrou que o
reconhecimento entre os parceiros em C. lindemuthianum difere do que foi descrito
para outros fungos, pois foi possivel a realizagdo de cruzamentos entre isolados que
apresentam apenas o idiomorfo Mat7-2 (Rodriguez-Guerra et al., 2005). No presente
trabalho, também n&o foi encontrado o gene Mat7-1-1 nos genomas de C.
lindemuthianum avaliados, nem tampouco nos genomas das demais espécies de
Colletotrichum. Estes resultados foram comuns a todas as demais espécies do
género Colletotrichum, e quando somados aos varios relatos de ocorréncia do ciclo
sexual nestes fungos (Shear & Wood 1913; Cisar & TeBeest, 1999; Guerber & Correll,
2001; Guerra et al., 2005; Armstrong-Cho and Banniza, 2006) corroboram com o que
foi previamente descrito em trabalhos anteriores (Wheeler, 1954; Cisar & TeBeest
1999; Vaillancourt et al., 2000), que postularam que espécies de Colletotrichum néo
apresentam um sistema de compatibilidade vegetativa bipolar, sendo estes por sua
vez detentores de apenas um Jlocus de mating type com multiplos alelos alternados.
Assim, os fungos pertencentes a este género ndo se encaixam no modelo de base

genética para a compatibilidade sexual descrito como ‘single locus/two idiomorphs’
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descrito como sendo o mais frequente para fungos pertencentes ao filo Ascomycota

(Glass & Kuldau, 1992; Menat et al., 2016).

Os genes que codificam as proteinas PpgA, PreA e PreB nao foram encontrados
nos genomas de C. lindemuthianum. O gene ppgA codifica um precursor de
ferombnio alpha-factor like, enquanto, as proteinas PreA e PreB consistem em
receptores dos feroménios envolvidos no ciclo sexual. Seo et al. (2004) avaliaram o
efeito da mutagdo dos genes de receptores preA e preB na espécie A. nidulans e
observaram que ambos o0s mutantes produziram um numero reduzido de
cleistotécios em relacéo a linhagem selvagem (aproximadamente 5% da produgao da
linhagem selvagem). Além disto, os autores relataram que o tamanho dos
cleistotécios também diminuiu. Guerra et al (2005) observaram que mesmo ao parear
isolados de C. lindemuthianum sexualmente compativeis ocorre uma baixa producao
de cleistotécios. Esta baixa taxa de producdo de estruturas sexuais mesmo quando
isolados compativeis sdo cruzados poderia ser resultante a auséncia dos genes preA
e preB em seu genoma, mas também pode ocorrer devido a auséncia de condigbes
otimas para a ocorréncia do cruzamento sexual. O fungo A. nidulans por exemplo,
reprime o desenvolvimento sexual quando sob incidéncia de luz no comprimento de
onda do vermelho (Blumenstein et al., 2005). Similarmente, Zentmyer et al (2018)
observaram diferengas significativas no numero e tamanho das estruturas sexuais do
Oomiceto Phytophthora cinanamomi utilizando o0 mesmo cruzamento de isolados em
diferentes meios de cultivo. Para provar esta hipdtese seria requerida a analise
funcional destes genes e de seu impacto em C. lindemuthianum. Alternativamente, é
possivel que C. lindemuthianum possua outro mecanismo de reconhecimento dos
parceiros no cruzamento, ou ainda que este tipo de reconhecimento nao seja

necessario.

Genes que codificam proteinas homologas a Sc_ TOS7 nao foram encontrados
nos genomas de C. lindemuthianum, resultado este comum a espécie F

graminearum, que apresenta um ciclo sexual bem estudado. O papel desta proteina
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no processo de meiose ainda ndo € bem elucidado e apesar de ser listada no banco
de dados utilizado como sendo importante para a ocorréncia da meiose, o fato de nao
ser encontrada em F. graminearum, demonstra que ela ndo é essencial para a
ocorréncia do ciclo sexual, pelo menos neste fungo. Dado que C. lindemuthianum
consiste na unica espécie pertencente ao género Colletotrichum onde homodlogos
desta proteina ndo foram encontrados, sdo necessarios mais estudos acerca do

impacto da auséncia de Sc_TOS7 nestes genomas.

Apesar de todos os indicios de ocorréncia de RIP e da maquinaria necessaria
para a ocorréncia do ciclo sexual estar conservada em C. lindemuthianum, seu ciclo
sexual é descrito como raro, o que limitaria o impacto deste mecanismo de
silenciamento em seu genoma. Este impacto, que seria em tese fortemente limitado
contrasta com as fortes assinaturas de RIP apresentadas pelo genoma de C.
lindemuthianum (as mais altas para os fungos do género avaliados). Gladyshev &
Kleckner (2017) descreveram um possivel mecanismo de geragao de mutacdes de
RIP o qual seria independente da atividade de RID, e por consequente independente
da ocorréncia do ciclo sexual em fungos. Este mecanismo, dirigido pela proteina
DIM-2, em interagdo com as proteinas DIM-5 (histona metiltransferase) e HP1
(proteina da heterocromatina 1) poderia entdo ser o principal responsavel pela
geracdo de mutagbdes RIP no genoma de C. lindemuthianum, explicando assim as
fortes assinaturas de RIP em seu genoma mesmo na auséncia de um ciclo sexual
frequente. Visto que C. lindemuthianum é o fungo do género Colletotrichum com as
mais fortes assinaturas de RIP e apresenta um ciclo sexual de rara ocorréncia, esta
espécie apresenta-se como um modelo interessante para estudos acerca do

mecanismo de geracao de RIP descrita por Gladyshev & Kleckner (2017).

A comparacédo dos proteomas dos isolados 83.501 e Ax-2-3 revelaram 52 e 45
genes exclusivos de cada raga, respectivamente. Dentre os genes exclusivos do
isolado 83.501 (raga 83) estdo genes que codificam proteinas das classes das

arielsterases, hidrolases de éster carboxilico, proteinas contendo o dominio
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DUF1640, componentes de exocisto, transportadores MFS e proteina de biossintese
de tiamina. Parte destas classes proteicas ja foram descritas anteriormente como

sendo envolvidas na viruléncia de fungos fitopatogénicos.

Em estudo de protedbmica, Wickramasekara et al. (2011) identificaram uma
arilesterase que degrada bisfenolA, um composto poluente, demonstrando a provavel
capacidade de C. lindemuthianum de lidar com compostos poluentes. Pedras et al.
(2007) realizaram a identificagdo do gene que codifica a proteina que é responsavel
por destoxificar a fitoalexina brassisina em isolados de Leptosphaeria maculans, o
que resultou na identificacdo de uma hidrolase de éster carboxilico, induzivel

responsavel por este processo.

Similarmente, proteinas componentes de exocisto foram encontradas dentre os
genes exclusivos do isolado 83.501. Sabe-se que os fungos fitopatogénicos
manipulam os componentes do exocisto, de maneira a alterar o trafego vesicular,
altamente importante para o funcionamento do sistema de defesa basal das plantas.
Transportadores MFS também tém sido relatados como fatores de viruléncia em
fungos, e em Cercospora nicotianae um transportador € responsavel pelo transporte
de cercosporina, uma toxina importante no processo infeccioso (Choquer et al.,

2007).

Outro gene exclusivo do isolado 83.501 consiste num gene que codifica uma
proteina de biossintese de tiamina, previamente caracterizada por Roldan et al. (2008)
como sendo requerido para a producao de tiamina, e consequente maior tolerancia
ao estresseoxidativo na espécie F. oxysporum. A delecdo deste gene levou ao

fendtipo de auxotrofia para tiamina e de maior sensibilidade ao estresseoxidativo.

Entre os genes exclusivos do genoma do isolado A2-2-3 estdo genes que
codificam proteinas adenilato cinases, que sido conhecidas como envolvidas no

processo de resposta em redes de sinalizagdo (Dzeja & Terzic, 2009). Proteinas
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contendo o dominio CFEM também foram previamente descritas como fatores de
viruléncia. A proteina Pth11p de Manaporthe grisea, que contém o dominio CFEM
tem acdo no desenvolvimento do apressorio, uma fase essencial para a infeccao de

plantas de arroz (Dezwaan et al., 1999).

Em seu trabalho Gomi, Hiroyuky & Kazuya (2003) realizaram a identificagcdo de
uma hidrolase de epoxidos no genoma de Alternaria alternata. Acredita-se que esta
proteina seja responsavel por interferir na biossintese de cutina e na produgao de
acido jasménico, envolvidos no processo de defesa vegetal contra a invasao de
fitopatogenos. Um gene codificando uma proteina da classe MDR (do inglés
“‘multidrug resistance”) também foi classificado como sendo exclusivo do isolado
A2x-2-3. Esta classe de proteinas é conhecidamente envolvida com a viruléncia de
fungos fitopatogénicos, tendo acao no fendmeno de resisténcia por efluxo, onde a
resisténcia contra compostos de defesa vegetais se da pelo efluxo destas
substancias, processo este mediado por transportadores ABC (De Waard et al.,

2006).

Uma das caracteristicas bastante intrigantes na espécie C. lindemuthianum é sua
alta variabilidade patogénica (Padder et al.,, 2017). Os mecanismos genéticos
responsaveis por este fendbmeno ainda nao foram elucidados e podem ser
responsaveis pela perda ou aquisicdo de proteinas efetoras, pelas mutacbes em
genes que codificam proteinas efetoras e fatores de viruléncia em geral. Assim,
possivelmente algumas das proteinas exclusivas dos isolados 83.501 e A2-2-3
podem ser responsaveis pela capacidade ou incapacidade destes fungos de infectar

variedades de feijoeiro.

Conforme o esperado, C. lindemuthianum compartilha mais ortogrupos com C.
orbiculare, a espécie mais proximamente relacionada em termos filogenéticos dentre
as analisadas. Foram encontrados 231 ortogrupos exclusivos de C. lindemuthianum,

dentre os quais através da anotacdo funcional foi possivel notar que existe uma
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expansao na classe de proteinas envolvidas no transporte transmembranar, sendo
que estas proteinas foram atribuidas as classes de transportadores, proteinas
contendo dominios de ligagdo do NAD(P) e P450 mono-oxigenases, além das

atividades de oxidagao e reducéao e proteinas efetoras.

Visto que todas estas classes ja s&o conhecidas como envolvidas na
patogenicidade em um grande numero de fitopatégenos (Siewers et al., 2005;
Choquer et al., 2007; Wilson et al., 2010; Urquiza & Keyhani, 2015), é possivel que
grande parte das proteinas exclusivas de C. lindemuthianum sejam fatores

requeridos para o sucesso da infec¢ao de plantas de feijoeiro.

Transportadores consistem em proteinas essenciais a todos os organismos
celulares, sendo responsaveis pelo estabelecimento e manutengdo de gradientes
quimicos e elétricos ao longo das membranas celulares (Burgstaller, 1997). Além
disto, estas proteinas também sao envolvidas na captagdo de nutrientes e
sinalizagao celular, atuando em vias de transdugao de sinal. Alguns transportadores
contribuem para a viruléncia de fitopatdgenos, participando da secrecao de toxinas e
efetores, e outros participam do processo de resisténcia de fungos a compostos
toxicos presentes no ambiente, sendo este processo denominado de resisténcia

mediada por efluxo (de Waard et al., 2006; Coleman & Mylonakis, 2009).

No presente trabalho foram analisados todos os transportadores descritos no
TCDB em 20 espécies de fungos, sendo 12 do género Colletotrichum. Foi possivel
observar que C. lindemuthianum apresenta um menor repertério de transportadores
quando comparado com espécies de fungos mais generalistas como C.
gloeosporioides. Esta reducdo pode ser atribuida ao fato desse fungo ser um
patdgeno especializado na cultura do feijao, o que em tese reduz a quantidade de
compostos toxicos com os quais 0 mesmo teria de lidar durante o processo de

infeccao.
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Foram identificados 99 transportadores com alteragdes no numero de copias nos
genomas de C. lindemuthianum, dentre os quais 19 possuem um numero de copias
alterados exclusivamente nesta espécie. Estes transportadores pertencem as
familias The Drug/Metabolite Transporter (DMT) Superfamily, The Major Facilitator
Superfamily (MFS), Mitochondrial Carrier Family (MC), The Huntington-interacting
protein 14 (HIP14) Family, The Chloride Carrier/Chanel (CIC) Family e The Transient
Receptor Potencial Ca2+ (TRP-CC) Family.

Transportadores ABC consistem em uma das maiores familias de proteinas
conhecidas na natureza e diversos trabalhos demonstraram que atuam na
resisténcia a drogas e a compostos de defesa vegetal em fungos fitopatogénicos
(Kovalchuk & Driessen, 2010; Nakaune et al.,, 1998; Nakaune et al., 2002;
Roohparvar et al.,2007). Similarmente, a superfamilia de transportadores MFS
também é constituida de proteinas importantes, envolvidas na viruléncia de fungos
fitopatogénicos, tendo sido associadas a secrecao de diversas substancias, tais
como toxinas, metabdlitos oriundos do ciclo de Krebs, permeases bacterianas,-etc
(Perlin & San Toh, 2014). Recentemente alguns trabalhos tém demonstrado a
contribuicdo de transportadores MFS na viruléncia de espécies do género
Colletotrichum e em outros importantes géneros de fitopatdogenos (Liu et al., 2017;

Wang et al., 2018; Chen , Zhou, Liu, 2019; Vela-Corcia et al., 2019;).

A familia de transportadores mitocondriais (MC) é responsavel pelo transporte de
cetoacidos, aminoacidos, nucleotideos, ions inorganicos e cofatores ao longo da
membrana interna (Kunji & Robinson, 2010). Além disto, em fungos filamentosos
esses carreadores sdo também requeridos para fenbnemos como a toleréncia a
stress oxidativo, aquisicao de ferro e viruléncia (Inoue, Namiki, Tsuge, 2002; Yang et

al., 2012; Huang et al., 2019).

Adicionalmente, as familia de transportadores DMT, HIP14, CIC e TRP-CC estao

envolvidas nos processos de resisténcia a drogas, (Martin & Kirk, 2004).

80



Transportadores da familia HIP14 estdo relacionados ao processo de Palmitoylation,
que € um processo de modificacao reversivel de lipideos, que desempenha um papel
chave em patdégenos de todos os tipos (Blanc, Blaskovic, der Goot, 2013). Em
trabalho realizado por Sweigard et al (1998), a mutagdo de uma palmitoil transferase
levou a reducdo dos sintomas da infeccdo de Magnaporthe grisea em folhas

destacadas de arroz (Oryza sativa).

Transportadores de Chloride estdo envolvidos com o processo de formacéo e
maturagdo das estruturas sexuais de F. graminearum (Hallen et al., 2007).
Adicionalmente, linhagens mutantes do fungo M. oryzae defectivas em canais
permeaveis de calcio apresentaram deficiéncias nos processos de crescimento
micelial, esporulacdo e formacdo de apressorios, além de apresentarem uma

reducao na agressividade a diferentes cultivares de arroz.

Quando expostos em conjunto, os dados reforgcam a ja demonstrada importancia
do repertério de transportadores para a fisiologia dos fungos e em especial chamam
a atencao para sua importancia como possiveis fatores de viruléncia. De fato, para
uma conclusdo com melhor embasamento, a analise funcional dos transportadores
contraidos ou expandidos nos genomas de C. lindemuthianum se faz necessaria para
a comprovacgao de sua contribuicdo no processo infeccioso em plantas de feijoeiro.
No entanto, foi demonstrado previamente com analises funcionais de genes de
transportadores, que estes em geral podem contribuir para viruléncia em C.
lindemuthianum, seja em casos onde a inativagcdo destes genes diminuem a
agressividade deste fungo ou em casos onde a inativagdo de um transportador
propicia o aumento da viruléncia neste fitopatogeno (Oliveira, 2009; Pereira, 2011).
Além disto, diversos outros trabalhos também demonstram sua participacdo no
processo infeccioso de diferentes fungos fitopatogénicos (de Waard et al., 2006;
Coleman & Mylonakis, 2009). Como as alteragdes se tratam de contracbes e
expansdes e nao de presenca e auséncia de determinados transportadores nos

genomas de C. lindemuthianum, o estudo da contribuicdo dos produtos destes genes
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requer sistemas de marcadores reciclaveis para a transformag¢ao sequencial destes
fungos, como por exemplo o sistema proposto por Kumakura, Ueno, Shirasu (2018)

para o fungo C. orbiculare.

O repertério de CAZymes secretadas das espécies de Colletotrichum é de modo
geral maior do que as demais espécies de fungos avaliadas. Este grande potencial
de producdo das espécies de Colletotrichum ja havia sido demonstrado
anteriormente (O’ Connel et al., 2012; Gan et al., 2013) e pode ser interessante do
ponto de vista de aplicagdes biotecnoldgicas para estes fungos. O dendrograma
baseado no padrdo de distribuicdo de todas as familias de CAZymes secretadas
identificadas nas espécies de Colletotrichum demonstra que o conteudo dos genes
que codificam tais enzimas ndo é moldado pelas relagdes filogenéticas nem

tampouco pela gama de hospedeiros (Figura 25).

No entanto, ao restringir a analise as familias de CAZymes secretadas que s&o
conhecidas pela atividade na degradacdo de material vegetal, C. lindemuthianum
agrupou com C. incanum, uma espécie que causa doenca nas plantas de soja
(Glycine max) (Figura 27). A soja € uma planta pertencente a mesma familia do
feijoeiro (Fabaceae) e compartilha diversas caracteristicas fisiologicas e estruturais
com este, sendo portando esperado que o repertorio de enzimas degradadoras de
carboidratos vegetais empregados por estas duas espécies de fitopatdogenos seja

bastante semelhante.

Foram encontradas 10 familias de CAZymes secretadas envolvidas na
degradacdo de biomassa vegetal apresentando alteragbes no numero de copias nos
genomas de C. lindemuthianum, das quais quatro consistem em contracdes e seis
em expansodes (Tabela 6). A maioria destas familias participa da degradacédo de
hemicelulose (7), enquanto duas estdo envolvidas na degradagéo de pectina, e uma
esta envolvida na degradacédo de celulose (Tabela 6). Diferentemente do que foi

encontrado para transportadores, proteases eNRPSs, onde a maioria das alteragdes
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no numero de copias € convergente nos genomas dos dois isolados de C.
lindemuthianum, no caso das CAZymes secretadas envolvidas na degradacédo de
biomassa vegetal a maior parte destas foi divergente entre os isolados, sendo

contraida no genoma de um e expandida no genoma do outro.

Apesar destes fungos pertencerem a mesma espécie e infectarem o mesmo
hospedeiro, as ragcas de C. lindemuthianum sao altamente especializadas por
cultivares de feijoeiro especificos. Sendo assim, ndo seria supreendente que a
alteracao no repertério de CAZymes nestes fungos dirigisse sua especializagao por

cultivares de feijoeiro.

Foram encontradas alteragdes no numero de copias em quatro familias de
proteases secretadas em C. lindemuthianum, sendo todas estas compartilhadas com
uma ou mais espécies do género Colletotrichum (Figura 29). A familia S12 esta
contraida nos genomas dos dois isolados de C. lindemuthianum, em C. graminicola e
em C. higginsianum. A familia M12 esta contraida nos genomas de C.
lindemuthianum e em C. graminicola. A familia C69 encontra-se expandida nos
genomas de C. lindemuthianum e em C. fioriniae. E por ultimo, a familia S01

encontra-se expandida em C. lindemuthianum e em C.fioriniae.

A familia de serina peptidase S12, contraida nos genomas de C. lindemuthianum
esta envolvida na degradagéo de quitinases, e de acordo com os resultados obtidos
por Muszewska et al (2017) em trabalho que analisou os proteomas preditos de mais
de 600 fungos, ndo faz parte do core de serina peptidases fungicas. Esta familia
encontra-se expandida no genoma de C. truncatum (Rao & Nandineni, 2017), sendo

possivelmente atuante na defesa contra quitinases vegetais.

Metaloproteases consistem em enzimas hidroliticas que atuam na interagcéo de
fitopatogenos com o hospedeiro, podendo consistir em fatores de toxicidade (Zhou et

al., 2018). De acordo com Lévesque et al (2010), a familia de metaloproteases M12,
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contraida nos genomas de C. lindemuthianum é notavelmente expandida no genoma
do fitopatégeno necrotréfico Pythium ultimum em relagdo a espécies de oomicetos
hemibiotréficos. Assim, é previsivel que esta familia esteja contraida nas espécies de
fungos hemibiotroficos analisados no presente trabalho. No entanto, a contragao foi
encontrada também na espécie de fungo necrotréfico R. solani, levantando a

hipotese da atuagao ou nao das proteinas desta familia no processo infeccioso.

De acordo com Dubovenko et al (2010) trypsins peptidases como as que
pertencem a familia S01 podem ser utilizadas como marcadores da
fitopatogenicidade em fungos. Estas proteinas podem possuir as fungbes de
chaperonas e atuar na degradacéao extracelular (Monod et al., 2002; Padmanabhan et
al., 2008). E provavel que a expansao da familia SO1 esteja relacionada & viruléncia
de C. lindemuthianum. Assim, todos os indicios apontam para uma contribuicao
importante da classe das proteases secretadas na especializa¢ao e viruléncia de C.

lindemuthianum.

Metabdlitos secundarios (MS) consistem em produtos n&o requeridos para o
crescimento, os quais sdo produzidos com o intuito de obter alguma vantagem
adaptativa em relacdo ao ambiente ou em relagdo a outras formas de vida, tais como
sideroforos, micotoxinas, antibidticos e pigmentos (Keller & Bennet, 2005). No
presente trabalho foram analisados os genes de NRPSs, PKSs e de P450
mono-oxigenases, classes importantes de genes que atuam na sintese metabdlitos
secundarios ‘MS’. As espécies do género Colletotrichum em geral demonstraram um
poder de producédo de peptideos nao ribossomais superior ao apresentado pelas
outras espécies de fungos analisados neste trabalho. No entanto, C. lindemuthianum
apresenta um numero intermediario de NRPSs em relagao aos fungos analisados. A
busca por ortdlogos de genes que codificam NRPSs revelou uma provavel
capacidade de produgao de uma gama diversa de peptideos por este fungo, sendo a
maioria destes conservado entre os genomas dos dois isolados, com excec¢éo do

gene S89 g2060 que encontra-se ausente no isolado 83.501 e em C. orbiculare.
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Dentre as fun¢des dos produtos das proteinas NRPSs codificadas pelos ortdlogos de
C. lindemuthianum destacam-se toxinas como a AclP, aspercriptina e sideréforos

como SidD.

Apesar do repertério de P450 mono-oxigenases em C. lindemuthianum ser um
dos menores dentro do género Colletotrichum (Figura 32), foram encontradas
alteragdes no numero de cépias em 21 familias pertencentes a esta classe (Figuras
33 e 34, Tabela 7). A maior parte destas altera¢cdes consiste em expansdes e
intrigantemente n&o sao convergentes nos genomas dos dois isolados, apontando
para uma possivel importancia na interagdo com os genotipos de feijoeiro, dado que
a unica diferengca em relagao ao ciclo de vida destes fitopatégenos sao os gendtipos

0s quais 0s mesmos podem infectar.

CONCLUSAO

O genoma de C. lindemuthianum apresenta uma arquitetura bipartida tipica de
genomas de duas velocidades, com uma maior frequéncia de ocorréncia de SNPS e
mutagdes tipicas de RIP em genes que codificam proteinas candidatas a efetores,
bem como com uma maior proximadade destes a regides ricas em repeti¢cdes. A
expansdo no tamanho de seus genomas nao se deu em termos de aumento de
namero de genes, nem tampouco de familias de genes que codificam fatores de
viruléncia conhecidos, sendo muito provavelmente associada ao aumento no teor de
elementos repetitivos. Colletotrichum lindemuthianum apresenta em seu genoma
alteragdes no numeros de coépias de importantes familias de genes, quando
comparado as demais espécies de Colletotrichum. Estas alteragbes foram
observadas em familias génicas previamente relatadas como sendo envolvidas na
viruléncia de fungos fitopatogénicos. Alteragcbes nos numeros de coépias destas
classes ja haviam sido relatadas para fungos do género Colletotrichum e outros
géneros. No entanto, no presente foi possivel identificar contragbes e expansdes em

diversas familias génicas exclusivas de C.. lindemuthianum, e além disto foram
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apontadas divergéncias entre os genomas dos isolados que pertencem a duas ragas
patogénicas distintas, as quais poderiam explicar a variagdo patogénica desta
espécie. Estas informagdes podem ser exploradas futuramente em trabalhos de
analise funcional visando elucidar quais sdo 0s mecanismos responsaveis pela
especificidade de C. lindemuthianum por plantas de feijoeiro e também acerca dos

mecanismos geradores da variabilidade patogénica desta espécie.

Em relacdo ao conteudo de sequéncias repetitivas no genoma de C.
lindemuthianum, trabalhos, empregando tecnologias de sequenciamento que
fornegam uma montagem de seu genoma com uma maior resolugdo, poderiam
possibilitar a melhor identificacdo dos elementos e sua localizagdo nos

Cromossomaos.
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Tabela Suplementar 2 - Predicdao do conteudo de DNA repetitivo no
genoma de C. lindemuthianum 83.501.

* Elementos representando menos de 0,01% do genoma foram omitidos da tabela.

Classe Nl]n'1e.ro de Tamanho do ::?:;gi:;
copias elemento no genoma (%)
Total de Repeticoes no genoma - - 5,95
Retroelementos: 6851 2284585 pb 2.35
SINEs: 15 846 pb 0.00
LINEs: 933 67542 pb 0.07
L2/CR1/Rex 280 18131 pb 0.02
R1/LOA/Jockey 135 11807 pb 0.01
L1/CIN4 146 9696 pb 0.01
Elementos LTR: 5903 2216197 pb 2.28
BEL/Pao 76 5255 pb 0.01
Ty1/Copia 2103 685978 pb 0.70
Gypsy/DIRS1 3521 1512164 pb 1.55
Transposons de DNA: 1871 449708 pb 0.46
hobo-Activator 322 22048 pb 0.02
Tc1-1S630-Pogo 631 358589 pb 0.37
Tourist/Harbinger 102 6209 pb 0.01
Nao Classificadas 245 25830 bp 0.03
Repeti¢coes Simples 53489 2654877 bp 2.73

* Elementos representando menos de 0,01% do genoma foram omitidos da tabela.
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Tabela Suplementar 3 - Predi¢cao do conteudo de DNA repetitivo no

genoma de C. lindemuthianum A2-2-3.

Nimero de Tamanho do elemento Proporc¢ao do

Classe copias no genoma Genoma (%)
Total de Repeticoes no genoma - - 6,18
Retroelementos: 7188 2455674bp 2.48
LINEs: 956 68923 bp 0.07
L2/CR1/Rex 287 19351 bp 0.02
R1/LOA/Jockey 135 11609 bp 0.01
L1/CIN4 143 9671 bp 0.01
Elementos LTR: 6213 2385767 bp 2.41
BEL/Pao 72 5273 bp 0.01
Ty1/Copia 2222 738639 bp 0.74
Gypsy/DIRS1 3709 1628804 bp 1.64
Retroviral 134 8010 bp 0.01
Transposons de DNA: 1998 494793 bp 0.50
hobo-Activator 315 21666 bp 0.02
Tc1-1S630-Pogo 662 395979 bp 0.40
PiggyBac 15 876 bp 0.00
Tourist/Harbinger 109 6499 bp 0.01
Nao Classificadas 233 25376 bp 0.03
Repeticoes Simples 54987 2729125 bp 2.75

* Elementos representando menos de 0,01% do genoma foram omitidos da tabela.
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