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RESUMO

Os fungos dos géneros Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis
destacam-se pela capacidade de produzir metabdlitos secundarios estruturalmente
complexos com atividades antiviral, antimicrobiana e antitumoral, sendo reconhecidos
como microrganismos de interesse agricola e biotecnoldgico. Este estudo teve como
objetivo explorar, por meio de mineragdo gendmica, a diversidade de clusters de
genes biossintéticos (BGCs) e familias de clusters (GCFs) em 23 genomas
pertencentes aos trés géneros (9 de Pestalotiopsis, 10 de Neopestalotiopsis e 4 de
Pseudopestalotiopsis), incluindo 17 linhagens obtidas de bases publicas (NCBI e JGI)
e 6 linhagens amazénicas patogénicas da cole¢cao da Embrapa Amazdnia Ocidental.
A identificacdo e anotagao de BGCs foram realizadas utilizando antiSMASH verséo
8.0, seguida de analise de redes de similaridade de sequéncias e agrupamento em
familias com BiG-SCAPE, possibilitando a construgdo de redes moleculares e
analises de sintenia. Foram identificados 2.113 BGCs distribuidos em sete classes
principais: NRPS (795 BGCs), PKSI (607 BGCs), Terpene (282 BGCs), Others (596
BGCs), PKSother (162 BGCs), PKS-NRP Hybrids (138 BGCs) e RiPPs (36 BGCs),
evidenciando predominancia de vias biossintéticas relacionadas a peptideos nao-
ribossomais e policetideos tipo |. A analise por género revelou que Neopestalotiopsis
apresentou o maior numero de BGCs (989), com composi¢éo equilibrada entre PKSI
(27,40%), NRPS (25,48%) e Terpenos (12,74%), indicando maior versatilidade
metabdlica, enquanto Pestalotiopsis exibiu 666 BGCs com predominancia de NRPS
(28,98%) e PKSI (28,68%), e Pseudopestalotiopsis totalizou 458 BGCs, destacando-
se pela categoria Others (29,26%). O agrupamento em redes de similaridade resultou
na identificagdo de 632 GCFs, sendo 165 de NRPS, 141 de PKSI, 168 de Others, 63
de Terpene, 47 de PKSother, 36 de PKS-NRP Hybrids e 12 de RiPPs. A analise de
compartilhamento revelou predominédncia de GCFs exclusivas de cada género
(unique) e singletons, com apenas 9 GCFs classificadas como core (compartilhadas
pelos trés géneros), evidenciando elevada especializagdo metabdlica e baixa
conservagao de vias biossintéticas. A comparagcdo com o banco de dados MIBIG
identificou apenas 4 GCFs (0,63%) com correspondéncia a clusters caracterizados
experimentalmente, envolvendo 19 BGCs (0,9% do total), incluindo familias
relacionadas a producgéao de policetideos tipo | (T1PKS) em Nodulisporium sp., Glarea
lozoyensis e Daldinia eschscholzii, acido pesteico em Pestalotiopsis fici, derivados de
indol e cloropestolides em Pestalotiopsis fici, e flavunoidina em Aspergillus flavus,
indicando que mais de 99% das GCFs constituem clusters érfaos com potencial
inexplorado para descoberta de novos compostos bioativos. A abordagem
computacional integrada empregada neste estudo reforca a relevancia da
bioinformatica como ferramenta para a prospeccado de metabdlitos secundarios em
larga escala e para o entendimento da evolugdo funcional de BGCs em fungos
filamentosos, consolidando o potencial dos fungos pestaloides, especialmente
linhagens amazobnicas de um bioma de megadiversidade, como fontes promissoras
de produtos naturais com aplicagdes biotecnoldgicas e farmacologicas.

Palavras-chave: Metabolitos secundarios, Biosynthetic Gene Clusters, antiSMASH,
BiG-SCAPE, Biopython, Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis, Pseudopestalotiopsis.



ABSTRACT

Fungi from the genera Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis, and Pseudopestalotiopsis
are recognized for their ability to produce structurally complex secondary metabolites
with antiviral, antimicrobial, and antitumoral activities, making them of significant
agricultural and biotechnological interest. This study aimed to explore, through
genome mining, the diversity of biosynthetic gene clusters (BGCs) and gene cluster
families (GCFs) in 23 genomes from these three genera (9 Pestalotiopsis, 10
Neopestalotiopsis, and 4 Pseudopestalotiopsis), including 17 strains from public
databases (NCBI and JGI) and 6 pathogenic Amazonian strains from the Embrapa
Western Amazon collection. BGC identification and annotation were performed using
antiSMASH version 8.0, followed by sequence similarity network analysis and
clustering into families using BiG-SCAPE, enabling molecular network construction
and synteny analysis. A total of 2,113 BGCs were identified and classified into seven
major categories: NRPS (795 BGCs), PKSI (607 BGCs), terpenes (282 BGCs), others
(596 BGCs), PKSother (162 BGCs), PKS-NRP hybrids (138 BGCs), and RiPPs (36
BGCs), highlighting the predominance of nonribosomal peptide and type | polyketide
biosynthetic pathways. Genus-level analysis revealed that Neopestalotiopsis exhibited
the highest number of BGCs (989), with a balanced composition of PKSI (27.40%),
NRPS (25.48%), and terpenes (12.74%), suggesting greater metabolic versatility.
Pestalotiopsis showed 666 BGCs, mainly NRPS (28.98%) and PKSI (28.68%), while
Pseudopestalotiopsis presented 458 BGCs, with a predominance of the “others”
category (29.26%). Clustering analysis identified 632 GCFs, including 165 NRPS, 141
PKSI, 168 others, 63 terpenes, 47 PKSother, 36 PKS-NRP hybrids, and 12 RiPPs.
Most GCFs were genus-specific (unique) or singletons, with only 9 core GCFs shared
among the three genera, indicating high metabolic specialization and low conservation
of biosynthetic pathways. Comparison with the MIBiG database revealed that only 4
GCFs (0.63%) matched experimentally characterized clusters, encompassing 19
BGCs (0.9% of the total), including type | polyketides, pestheic acid, indole derivatives,
chloropestolides, and flavunoidin. These results indicate that more than 99% of GCFs
correspond to orphan clusters with unexplored biosynthetic potential. The integrated
computational approach employed in this study highlights the relevance of
bioinformatics for large-scale secondary metabolite prospecting and for understanding
the functional evolution of BGCs in filamentous fungi, reinforcing the potential of
pestaloid fungi, particularly Amazonian strains from a megadiverse biome, as
promising sources of novel bioactive compounds for biotechnological and
pharmaceutical applications.

Keywords: Secondary metabolites; Biosynthetic gene clusters; antiSMASH; BiG-
SCAPE,; Biopython; Pestalotiopsis; Neopestalotiopsis; Pseudopestalotiopsis.
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1.INTRODUGAO

Os fungos desempenham um papel significativo nos ecossistemas terrestres,
desde simbioticos a patogénicos, e ainda podem produzir uma miriade de metabdlitos
secundarios como é o caso dos fungos conhecidos atualmente como "semelhantes a
Pestalotiopsis" (WADHWA et al., 2024; ELKHATEEB; DABA, 2021).

As espécies do grupo pestaldide compartilham entre si alguns aspectos
morfolégicos que podem ser utilizados para diferencia-las, principalmente entre os
género. Até meados de 2014, todas as espécies deste grupo estavam posicionadas
taxonomicamente no género Pestalotiopsis. Contudo, Maharachchikumbura e
colaboradores (2014), ao combinar os dados morfologicos e os de analise filogenética
(ITS, LSU, B-tubulin e TEF-1a), propuseram a segregacdo do género em trés:
Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2012, 2014, 2016b, ARIYAWANSA et al., 2015).

Quanto ao modo de vida, as espécies descritas podem ser endofiticas,
saprofiticas e, principalmente, fitopatogénicas, uma vez que causam sintomas como
a podridao do fruto, o crestamento foliar, mancha foliar, podriddo do caule, além de
podridao pos-colheita em diversas familias de plantas. Pode-se citar como exemplo a
doenca que causa em Camellia sinensis na China, a mancha cinzenta do cha,
considerada uma das doencgas foliares mais destrutivas nesta cultura (CHEN et al.,
2018).

No Brasil, espécies dos géneros Pseudopestalotiopsis e Neopestalalotiopsis
foram identificadas causando mancha foliar semelhante a antracnose em
guaranazeiro (Paullinia cupana) (GUALBERTO et al., 2021). Ainda que essas
espécies sejam associadas a doengas que causam prejuizos a agronomia, a analise
quimica de produtos naturais tém revelado o potencial biotecnolégico de espécies do
género (WU, et al., 2022).

Mesmo antes da reformulagdo do género Pestalotiopsis, foram identificados
metabalitos secundarios produzidos pelo grupo com propriedades interessantes, tais
como antivirais, antimicrobianos e antitumorais (Xu et al., 2010). Um exemplo disso,
€ a classe de policetideo citosporina W, produzido por Pseudopestalotiopsis theae,

que mostrou agao contra Acinetobacter baumannii multirresistente quando utilizado
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como adjuvante da colistina e como atividade citotoxica frente ao linfoma de linhagem
celular L5178 com IC50 de 3.0 uM (YU, 2020).

Estudos relacionados a metabdlicos secundarios no género Pestalotiopsis
identificaram entre 2014 e 2021 um total de 239 novos metabdlitos secundarios (WU,
et al., 2022). Contudo devido a dificuldade de uma correta identificacdo taxonémica
dessas espécies nao é possivel confirmar se todos esses metabdlitos sdo realmente
dos membros do género Pestalotiopsis, podendo ser também de espécies de
Neopestalotiopsis ou Pseudopestalotiopsis, uma vez que separagao dos géneros
ocorreu somente depois de 2014.

Independente do género, o grupo pestaldide atrai a atengdo da comunidade
cientifica devido aos seus metabdlitos secundarios estruturalmente complexos e
biologicamente ativos. Moléculas com potencial para a cura de patologias e outras
aplicacdes biotecnolégicas como, antibidticos, antifungicos, antioxidantes, anti-
inflamatorios, compostos anticancer e entre outros tém sido identificadas em
pestaloide (YANG et al., 2012). Em particular, estudos sobre os Pseudopestalotiopsis
levaram ao isolamento de novos derivados de policetideos, com potencial aplicagao
na luta contra linhagens de céncer e bactérias resistentes a medicamentos (CHU WU
et al., 2022).

Além da abordagem quimica, recentes ferramentas gendmicas podem ser
utilizadas para explorar a diversidade de clusters de genes biossintéticos (BGCs) que
codificam enzimas relacionadas as vias de biossintese de metabdlitos secundarios.
Plataformas como FungiSMASH, possibilitam a identificagdo de BGCs e,
consequentemente, dos metabdlitos secundarios relacionados a esse conjunto de
genes, processo este conhecido como mineragdo genémica.

A mineragao genémica facilita a prospecg¢ao de moléculas por meio de predi¢cao
in silico com base em genomas completos, bem como permite identificar potenciais
novas vias de biossintese e novas moléculas por meio da comparacao da similaridade
entre os BGCs localizados no genoma em investigagdo e aqueles depositados em
bases de dados como MiBIG (Minimum Information about a Biosynthetic Gene
Cluster) que esta interligado ao FungiSMASH, permitindo assim predizer os possiveis
produtos naturais derivados desses BGCs (BLIN et al., 2019, TERLOUW et al.,2020
).

Nesse contexto, a mineragao de clusters biossintéticos (Genome Mining) nasce

como uma ferramenta moderna e eficaz para a prospeccdo de metabdlitos
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secundarios. Essa abordagem permite ndo apenas a descoberta de novos produtos
naturais bioativos, mas também a compreensdo das vias quimicas e biologicas
envolvidas na biossintese desses compostos (Paulo, 2019; Lin, 2020; Mullis, 2019).

As ferramentas como BIG-SCAPE e CORASON que possuem estrutura
computacional para explorar a diversidade biossintética em larga escala, usando
algoritmos mais complexos para comparar simultaneamente dezenas ou centenas de
genomas, e do ponto de vista de computagdo grafica, disponibilizam em seus
resultados de saida de arquivos, conjuntos de imagens que demonstram
comparagdes de BGCs entre espécies diferentes ou iguais, permitindo avaliar a
diversidade biossintética e identificar os BGCs exclusivos ou compartilhados entre
eles (NAVARRO-MUNOZ, JORGE C. et al.,2020).

Os metabdlitos secundarios preditos via mineragcdo gendmica podem ser
classificados em varios grupos quimicos, sendo que as maiores classes de produtos
naturais incluem os terpenoides, policetideos, peptideos nao-ribossomais e
flavonoides. Cada classe possui uma estrutura basica que pode ser modificada por
diferentes grupos funcionais, gerando uma enorme variedade de compostos com
propriedades fisicas, quimicas e biologicas distintas (HOOFT et al., 2020).

Em cada classe, a sintese da estrutura principal da molécula € realizada pela
enzima codificada pelo que chamamos de "gene core" do BGC, podendo ser, por
exemplo, uma policetideo sintase (PKS - polyketide synthases), sintetase de
peptideos n&o ribossomais (NRPS - non-ribosomal peptide synthetases) e ciclases de
terpenos (TCs - terpene cyclase). Algumas enzimas desempenham o papel de realizar
modificagdes pos-traducionais, conhecidas como enzimas de decoragdo, que
incorporam as mais diversas modificagdes ao esqueleto principal da moléculas
através de reagdes de glicosilagdo (glicosiltransferase), metilagdo (metiltransferase),
halogenacéao (halogenase), oxigenagao (P450 monoxigenase), dentre outras (SHEN,
2003; SINGH; CHAUDHARY; SAREEN, 2017; WALSH; TANG, 2017; RUSSELL;
TRUMAN, 2020 WANG et al., 2020, WANG et al., 2023).

A regulagdo da expressdo génica dos BGCs é realizada em resposta a
estimulos ambientais ou fisiolégicos e, embora possam ser identificados dezenas ou
centenas de BGCs em cada genoma microbiano, em condigdes de laboratério a sua
maioria esta silenciado (SOLDATOU et al., 2019; HOOFT et al., 2020; ZIEMERT,
WEBER e MEDEMA, 2020).
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A atual disponibilidade em bancos publicos de milhares de genomas
63microbianos sao uma fonte primaria de BGC para prospecc¢ao de produtos naturais
bioativos. A maioria da diversidade quimica codificada ainda permanece inexplorada,
exigindo novas ferramentas e estratégias para acessar esses potenciais candidatos a
medicamentos ou mediadores quimicos. Os principais gargalos na utilizagdo deste
potencial incluem o reconhecimento e a priorizagdo de genes biossintéticos
interessantes, sua ativacao e, finalmente, o estabelecimento da ligagdo entre os genes
e os produtos naturais relacionados (PALAZZOTTO e WEBER, 2018; SOLDATOU et
al., 2019).

A identificagdo e caracterizacdo dos BGCs envolvidos na producado de
metabalitos secundarios de fungos do grupo pestaldides pode ser de grande interesse
para a exploragao do potencial biotecnoldgico desses microrganismos, visto que os
dados quimicos revelam o potencial das moléculas identificadas até o momento e que
correspondem a uma pequena fracdo da capacidade metabdlica desses
microrganismos (KUHNERT et al., 2021).

Essas grandes quantidades de informagdes preditas através dos algoritmos e
plataformas computacionais, podem auxiliar na selecdo de fungos do grupo
pestaldides candidatos a produtores de metabdlitos secundarios com potencial
biotecnoldgico, e ainda contribuir na elucidagao das vias biossintéticas envolvidas na
formacéo desses compostos.

Diante do exposto, e em funcdo da disponibilidade crescente de sequéncias
gendmicas que podem estar relacionadas a metabdlitos secundarios, o objetivo deste
trabalho é explorar in silico a diversidade de agrupamentos de genes biossintéticos
(BGCs) em genomas de Pestalotiopsis, Pseudopestalotiopsis e Neopestalotiopsis
utilizando mineragdo gendmica. Os resultados desta pesquisa contribuirdo para
caracterizagcao da diversidade de produtores naturais produzidos por pestaldide,
contribuindo ainda para o avango do conhecimento sobre a biossintese de metabdlitos
secundarios das espécies do grupo e para a descoberta de novas moléculas com
potencial biotecnoldgico.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Metabolismo secundario de Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis e
Pseudopestalotiopsis

O metabolismo secundario dos géneros Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis e
Pseudopestalotiopsis tem recebido crescente atencdo devido a sua capacidade de
produzir uma diversidade de metabdlitos bioativos. Esses compostos desempenham
papéis cruciais na ecologia dos fungos, atuando como mecanismos de defesa. Além
de suas fungbes ecologicas, muitos desses metabdlitos apresentam potenciais
aplicagdes farmacologicas, exibindo atividades antimicrobianas, antioxidantes, anti-
inflamatorias e anticancerigenas (Wu et al., 2020).

Estudos recentes tém demonstrado que fatores epigenéticos exercem
influéncia direta sobre a expressédo génica envolvida na biossintese de metabdlitos
secundarios em fungos filamentosos. Em Pestalotiopsis microspora, por exemplo,
Zhang et al. (2018) identificaram o gene mst2, pertencente a familia MYST de
acetiltransferases de histonas, cuja atividade esta associada a modificagdo da
cromatina e ao controle transcricional de vias biossintéticas. A delegdo desse gene
resultou em uma redugdo significativa na produgdo de compostos como o Taxol
(paclitaxel) e o pestalotiolideo B, indicando que a acetilagdo de histonas é um dos
mecanismos determinantes na ativacdo dos genes relacionados a sintese desses
metabolitos bioativos. Esses achados reforgam a importédncia da regulagéo
epigenética como ferramenta biotecnolégica para o aumento da produtividade de
substancias de interesse farmacéutico em fungos endofiticos.

Diversas espécies do género Pestalotiopsis tém sido amplamente estudadas
por sua capacidade de sintetizar metabdlitos secundarios bioativos com relevancia
farmacoldgica. Um dos primeiros e mais importantes exemplos foi o isolamento da
substancia taxol a partir de Pestalotiopsis microspora, um fungo endofitico de Taxus
wallachiana, cuja produgao variou entre 50 e 1487 ng/L (WU; WANG; YANG, 2022).
Desde entdo, outras espécies como P. mangiferae, P. pauciseta, P. breviseta, P.
terminaliae e P. hainanensis também demonstraram capacidade de sintetizar taxol e
seus analogos, além de outros compostos como pestalotiollide B e melanina, com
atividades antitumorais e antioxidantes relatadas (WU; WANG; YANG, 2022).
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A diversidade biossintética do género é ainda evidenciada em espécies como
Pestalotiopsis heterocornis e Pestalotiopsis diploclisia. A primeira produz compostos
como heterocornols A-L, agropyrenol e vaccinol G, que exibem atividades citotoxicas
contra diversas linhagens de células cancerigenas, além de ag&o antibacteriana e
antifungica moderada. Ja P. diploclisia sintetiza os hidroquinonas pestalotioquinol G e
pestalotioquinol H, além de pestalotioquinol A e B, que apresentam efeitos
neuroprotetores e antimalaricos, com valores de IC5, de 19 yM para Plasmodium
falciparum (WU; WANG; YANG, 2022).

Rezazadeh et al. (2024) demonstra que o fungo endofitico Neopestalotiopsis
vitis, isolado de Corylus avellana, é capaz de produzir taxoides, incluindo paclitaxel,
um importante metabdlito secundario com reconhecida aplicagdo no tratamento de
diversos tipos de cancer. Por meio de analises por HPLC e LC-MS, foi confirmada a
presenca desses compostos, o que evidencia o potencial biotecnolégico do género
Neopestalotiopsis para a industria farmacéutica. Essa descoberta amplia a relevancia
dos fungos endofiticos como fontes alternativas sustentaveis de compostos bioativos
originalmente extraidos de plantas como Taxus spp.

Os estudos voltados a Neopestalotiopsis vitis representa uma promissora fonte
para a producéo sustentavel de paclitaxel, reforgcando o papel dos fungos endofiticos
como plataformas biotecnoldgicas na sintese de metabdlitos com propriedades
anticancer, antibioticas e antioxidantes (REZAZADEH et al., 2024)

Os achados de Xie et al. (2020) descrevem a identificag&do e caracterizagéo de
trés metabdlitos secundarios produzidos por Neopestalotiopsis clavispora, isolada de
folhas infectadas de Kadsura coccinea. Os compostos foram identificados como
afritoxinone A, afritoxinone B e oxysporone, com base em analises de RMN e
espectrometria de massas. Essas substancias foram reconhecidas como fitotoxinas,
desempenhando papel essencial na patogenicidade da espécie, uma vez que
causaram lesdes necroticas em folhas tratadas com diferentes concentragbdes dos
compostos.

A investigacdo sobre a produgdo dessas fitotoxinas em Neopestalotiopsis
clavispora, reforga o papel desse género como fonte de metabdlitos secundarios de
importancia ecoldgica e biotecnolédgica. Estudos sugerem que a identificagdo e o
monitoramento de genes associados a biossintese de oxysporone podem contribuir
para distinguir entre cepas endofiticas e patogénicas de N. clavispora, além de
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elucidar os mecanismos moleculares que regulam a sintese de fitotoxinas em fungos
do grupo pestalotidide (XIE et al., 2020).

O género Pseudopestalotiopsis tem sido reconhecido estruturalmente pelos
metabdlitos secundarios que estdo relacionados as vias para producdo de
policetideos. Pseudopestalotiopsis theae, endofitico isolado de Rhizophora racemosa,
produziu dezoito novos derivados de policetideos, denominados pestalothedis 1-Q e
citosporinas O-W, além de compostos ja conhecidos desta mesma classe (Yu et al.,
2020). Esses metabdlitos apresentam variagdes estruturais relevantes, como grupos
hidroxila, acetila e cadeias laterais insaturadas, o que demonstra a capacidade
biossintética altamente versatil dessa espécie. Dentre os compostos isolados, as
citosporinas 22 e 23 se destacaram por apresentarem atividade antibacteriana contra
linhagens resistentes de Acinetobacter baumannii quando combinadas a colistina em
concentragdes subletais. Além disso, o composto 23 exibiu citotoxicidade significativa
(ICso = 3,0 uyM) frente a linhagem de linfoma murino L5178Y. Esses resultados
demonstram o potencial farmacolégico promissor de metabdlitos derivados de
Pseudopestalotiopsis theae, especialmente no contexto do desenvolvimento de

agentes anticancer e antimicrobianos

2.2- Diversidade Biossintética de BGC em larga escala

2.2.1-Mineragao gendémica

A descoberta de novos produtos naturais (PNs) microbianos é um passo
fundamental na busca por novos antibioticos, antifungicos e agentes antitumorais. A
producdo desses metabdlitos secundarios esta intrinsecamente ligada a presenca de
Clusters de Genes Biossintéticos (BGCs), que sao conjuntos de genes adjacentes no
genoma, responsaveis por codificar as enzimas e proteinas envolvidas nas rotas
metabdlicas que levam a sintese de compostos bioativos (ROKAS et al., 2020). Essa
organizacgao génica favorece a coordenagao da expressao e a regulagéo conjunta da
biossintese.

O avancgo das técnicas de sequenciamento gendmico revelou uma diversidade

metabodlica muito superior ao numero de compostos ja isolados e descritos
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experimentalmente, indicando que a maior parte do potencial biossintético microbiano
permanece latente ou silencioso (HAUTBERGUE et al., 2018) (GUZMAN-CHAVEZ et
al., 2018). Neste cenario, a mineragdo gendmica emergiu como uma estratégia central
para explorar esse potencial inexplorado.

A mineragdo gendmica se inicia com a identificacdo de BGCs, sendo o
antiSMASH (Antibiotics & Secondary Metabolite Analysis SHell) a ferramenta mais
conhecida e utilizada para prever e identificar esses clusters (BLIN et al., 2025). O
antiSMASH complementa essa analise ao fornecer uma anotagdo detalhada das
sequéncias gendmicas, facilitando a previsdo das vias biossintéticas. A integragao
com o banco de dados MiBIG (Minimum Information about a Biosynthetic Gene
cluster) permite que as predicbes sejam comparadas a BGCs ja conhecidos,
reduzindo as taxas de redescoberta (ZDOUC et al., 2025).

No entanto, o volume exponencial de dados genémicos impds um desafio de
escalabilidade. A analise comparativa de milhares de BGCs identificados pelo
antiSMASH exige uma solug&o que va além da simples anotacéo. E neste ponto que
o pipeline BiG-SCAPE/CORASON (Biosynthetic Gene Similarity Clustering and
Prospecting Engine / CORe Analysis of Syntenic Orthologues) se estabelece como
uma estrutura computacional essencial, fornecendo a capacidade de analise
comparativa e evolutiva em larga escala, transformando a mineragdo genémica em
uma disciplina verdadeiramente escalavel (NAVARRO-MUNOZ et al., 2020).

2.2.2- Biosynthetic Gene Similarity Clustering and Prospecting Engine (BiG-
SCAPE) e CORe Analysis of Syntenic Orthologues (CORASON)

O BiG-SCAPE reside na sua abordagem integrada e tecnicamente sofisticada
para a comparagdo de BGCs, utilizando a saida do antiSMASH como dado de
entrada. O algoritmo utiliza uma métrica de similaridade de BGCs que é robusta a
diferentes modos de evolugdo, como a recombinacao e a transferéncia horizontal de
genes (HGT). A similaridade entre dois BGCs é determinada pela comparagéo do seu
conteudo de dominios proteicos, ordem e numero de cépias dos genes constituintes.
Isso é realizado através de uma métrica de distancia que pondera a similaridade de
sequéncia de genes centrais e a conservagao da arquitetura do cluster. Com base
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nessa métrica, os BGCs sao conectados em uma Rede de Similaridade de Sequéncia
(SSN), onde os nos representam BGCs e as arestas refletem a similaridade acima de
um limiar definido. O algoritmo agrupa os BGCs em Familias de Clusters de Genes
(GCFs), que sao sub-redes altamente conectadas(NAVARRO-MUNOZ et al., 2019)..

Os GCFs representam agrupamentos de BGCs que partilham similaridade em
conteudo de dominios proteicos, ordem génica e identidade de sequéncia, sendo
presumivelmente responsaveis pela biossintese de compostos naturais
estruturalmente ou funcionalmente relacionados (NAVARRO-MUNOZ et al., 2019). A
validagao do BiG-SCAPE demonstrou que os GCFs se alinham consistentemente com
grupos de PNs quimicamente relacionados, estabelecendo uma ponte crucial entre o
espago gendmico e o espago quimico (NAVARRO-MUNOZ et al., 2020). O
delineamento de GCFs pelo BiG-SCAPE € o primeiro passo para a descoberta de
PNs, permitindo a identificacdo de BGCs 6rfaos e a priorizacdo de BGCs com maior
probabilidade de codificar novos PNs, com base em sua posi¢ao na rede e sua
divergéncia em relagdo a BGCs conhecidos.

A filogenia de ortologos sinténicos obtida pelo O CORASON complementa o
BiG-SCAPE ao fornecer um contexto evolutivo detalhado para os GCFs. Paraum GCF
de interesse, o0 CORASON identifica um conjunto central de ortélogos sinténicos
(enzimas) presentes nos BGCs, a partir dos quais uma arvore filogenética é
construida. Esta filogenia permite rastrear a divergéncia evolutiva dos BGCs dentro
de um GCF, auxiliando na identificacdo de BGCs que podem ter evoluido para
produzir analogos estruturais com variagdes quimicas sutis, mas biologicamente
significativas. A combinacdo das SSNs do BiG-SCAPE com as arvores filogenéticas
do CORASON fornece uma visdo poderosa sobre como a diversidade quimica surgiu
através de eventos de recombinagéo, HGT e duplicagédo/perda de genes. A integragao
entre genbmica e metabolémica, reforgada pelo uso do BiG-SCAPE e ferramentas
complementares como antiSMASH e MiBIG, permite mapear a diversidade metabdlica
de maneira mais eficiente, facilitando a identificacdo de vias biossintéticas
responsaveis pela produgédo de novos compostos bioativos (VAN DER HOOFT et al.,
2020).

Nos ultimos cinco anos, o pipeline BiG-SCAPE/CORASON tem sido uma

ferramenta muito utilizada para inumeros estudos de mineragdo de genomas,
demonstrando sua versatilidade em diversos contextos biolégicos(Tabela 01), desde
a analise de genomas isolados até a exploragdo de metagenomas complexos. Nos
ultimos anos alguns diversos estudos tém sido realizados por meio da analise de
redes moleculares(NAVARRO-MUNOZ et al., 2019)..
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O futuro da mineragdo de genomas esta intrinsecamente ligado a capacidade
de processar o volume crescente de dados. A introdugéo do BiG-SCAPE 2.0 e do BiG-
SLIiCE 2.0 aborda essa necessidade de forma proativa (DRAISMA et al., 2025). O
BiG-SLIiCE foi inicialmente introduzido para lidar com a escalabilidade, sendo capaz
de agrupar milhdes de BGCs de forma eficiente (KAUTSAR et al., 2021). O BiG-
SCAPE 2.0 representa uma atualizagao significativa, incorporando melhorias na
classificagdo, métodos de alinhamento e visualizagbes, resultando em analises mais
precisas e tempos de execugao até oito vezes mais rapidos (DRAISMA et al., 2025).
Essa evolugdo continua garante que o pipeline BiG-SCAPE/CORASON permaneca
na vanguarda da gendmica de produtos naturais, permitindo a exploragdo de
conjuntos de dados cada vez maiores com precisao e velocidade. Além disso, o BiG-
SCAPE/CORASON tem sido fundamental para a validacdo de novas ferramentas de
mineragdo de genomas, como o GATOR-GC que demonstrou maio habilidade para
deteccdo de BGCs do que o antiSMASH (CEDIEL-BECERRA et al.,, 2025),
estabelecendo-se como um padrdo ouro para a analise de BGCs em larga escala.
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Tabela 1: Estudos de caso recentes (2021-2025) que demonstram a aplicagao do pipeline BiG-SCAPE/CORASON na mineragao de

genomas e os achados obtidos através da analise de redes moleculares.

Estudo de Caso

Rhodococcus

Hypoxylaceae

Pseudomonas

Micromonosporaceae

Microbioma Intestinal

Organismo/Amostra

Género Rhodococcus

Familia fungica
Hypoxylaceae e Xylaria
hypoxylon

Pseudomonas

Micromonosporaceae de
origem marinha

Organismos longevos

Foco da Andlise

Diversidade de NRPS e
Evolucédo Filogendmica

Diversidade de Metabdlitos
Secundarios em Fungos

Potencial Genémico para Novos
PNs

Diversidade Genética e
Comparagao com Banco de
Dados

Potencial Biossintético em
Metagenomas

Achados Chave da Rede Molecular (BiG-SCAPE/CORASON)

A SSN revelou 44 GCFs de NRPS n&o identificados, com um padréo de
evolugéo dependente da filogendmica, sugerindo eventos de HGT ou perda de
genes (UNDABARRENA et al., 2021).

O BiG-SCAPE organizou BGCs em 375 GCFs. Apenas 10 GCFs foram
conservados, indicando que a especiagdo € acompanhada por mudangas no
metabolismo secundario (KUHNERT et al., 2021).

O pipeline avaliou a diversidade e distribuigdo de BGCs, resultando na
identificagdo de 800 GCFs, muitos dos quais eram novos, destacando o
potencial inexplorado do género (SAATI-SANTAMARIA et al., 2022).

A analise BiG-SCAPE revelou diversidade genética e BGCs Unicos em cepas
marinhas, comparando-as com o banco de dados BiG-SLiCE (ALAS et al.,
2024).

O BiG-SCAPE/CORASON analisou BGCs de terpenos em contigs montados,
com o CORASON visualizando o maior GCF para andlise detalhada da
divergéncia (LIU et al., 2024).
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Streptomyces sp.

VB1

Burkholderia

Microbioma
Pulmonar

Vibrio Marinho

Streptomyces sp. VB1

Género Burkholderia

Microbioma Pulmonar
Humano

Bactérias Marinhas
(Vibrio)

Insights Metabolo-Gendémicos

Padrio de Cluster de
Metabdlitos Secundarios

Potencial Metabdlico

Diversidade e Variabilidade
Estrutural de BGCs

A analise BiG-SCAPE de GCFs confirmou a singularidade da cepa,
identificando dois BGCs Unicos em comparagdo com cepas relacionadas,
sugerindo um potencial de descoberta (SERNA-CARDONA et al., 2024).

A analise de rede BiG-SCAPE/CORASON identificou padroes especificos de
grupo na distribuicdo de BGCs de metabodlitos secundarios, auxiliando na
andlise de componentes principais (KIM et al., 2024).

O BiG-SCAPE identificou 1831 BGCs, revelando o potencial metabdlico do
microbioma pulmonar humano, um nicho pouco explorado (SEMMLER et al.,
2024).

O BiG-SCAPE foi usado para clustering de BGCs de sideroforos, avaliando
variagbes genéticas e estruturais em espécies de Vibrio, destacando a
plasticidade gendmica (AL-SIYABI et al., 2025).
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3.0BJETIVO

3.10bjetivo Geral:

Explorar a diversidade metabolémica por meio da analise de agrupamentos de
genes biossintéticos (BGCs) e familias de clusters de genes (GCFs) em genomas de

Pestalotiopsis, Pseudopestalotiopsis e Neopestalotiopsis

3.20bjetivo Especificos:

1- Identificar BGCs relacionados a sintese de produtos naturais com base na analise
de 23 genomas de espécies dos géneros Pestalotiopsis, Pseudopestalotiopsis e
Neopestalotiopsis;

2- Construir redes de similaridade de sequéncia de clusters de genes biossintéticos
(BGCs) e agrupa-los em familias de clusters de genes (GCFs) visando explorar a
biossintese @ de produtos naturais nas espécies de  Pestalotiopsis,
Pseudopestalotiopsis e Neopestalotiopsis;

3-Realizar correcéo de redes de similaridade de BGCs e familias de agrupamentos

com produtos naturais ja caracterizado conectando os BGCs aos respectivas

moléculas;
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4.MATERIAL E METODOS

4.1 Genomas de Pestalotiopsis, Pseudopestalotiopsis e Neopestalotiopsis
utilizados neste trabalho

Para a identificacdo e caracterizagdo de (BGCs) e (GCFs), foram analisados
os genomas completos de 23 linhagens pertencentes aos géneros Pestalotiopsis,
Pseudopestalotiopsis e Neopestalotiopsis. Entre esses genomas, 17 foram obtidos de
bancos de dados publicos como o NCBI e o JGI. Os 6 genomas restantes sao
provenientes da colecdo da Embrapa Amazobnia Ocidental e correspondem a
linhagens isoladas na regido amazoénica, atuando como patdégenos em plantagdes de

guarana e agai, conforme detalhado na (Tabela 2).
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Tabela 2. Genomas completos de Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis disponiveis nos bancos de dados
publicos ou depositados no banco de dados do Projeto AmazonMicro Embrapa.

Identificagao no NCBI Banco N° de Famanho Scaffold N° de Modo de Vida
acesso (Mb) Proteinas

Pestalotiopsis sp. CR013 NCBI CR013 46.69 12 12827 N&o informado
Pestalotiopsis sp. 9143B NCBI 9143B 46,26 104 18111 Nao Informado
Pestalotiopsis sp. JCM 9685 NCBI BCGFO01 48.23 13 12781 Nao Informado
Pestalotiopsis sp. LF1912 NCBI LF1912 48,14 320 19613 Nao Informado
Pestalotiopsis sp. DP-2020a NCBI JP-2020a 44 .92 1,119 12021 N&o informado
astalotiopsis sp. MUOB 44551 NCBI JOB 440515 47.67 10 14284 Nao informado
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Pestalotiopsis kenyana

Pestalotiopsis sp. NC0098

Pestalotiopsis fici

Pseudopestalotiopsis theae

’seudopestalotiopsis sp. 1.26

Pseudopestalotiopsis sp. 1.2

seudopestalotiopsis chinensis

Neopestalotiopsis sp. 1.3

NCBI

NCBI

NCBI

NCBI

mbrapa

mbrapa

NCBI

mbrapa

PG52

NC0098

W106-1

CYF27

JPAA-1.26

CPAA-1.2

AH-3-21

CPAA-1.3

57.99

46.41

51.91

50.41

49.73

50.52

51.22

52.38

331

24

50

61

162

228

36

399

16873

15175

15413

14786

19909

20317

14737

21475

Patégeno

Nao informado

Endofitico

Patégeno

Patégeno

Patégeno

Patégeno

Patégeno
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Neopestalotiopsis sp.1.5

eopestalotiopsis formicidarum

Neopestalotiopsis sp.

Neopestalotiopsis sp. 37TM

leopestalotiopsis sp. M2102B

leopestalotiopsis sp. PM2101

20pestalotiopsis sp. PM2101E

Neopestalotiopsis clavispora

mbrapa

mbrapa

mbrapa

NCBI

NCBI

NCBI

NCBI

NCBI

CPAA-1.5

NPA 2916

PAA-ACAI

37M

M2102B

PM2101

°M2101E

41201606

51.16

50.8

50.66

50.5

50,62

50,05

49,95

50.46

228

196

162

229

314

220

197

661

21011

14722

20899

14867

17365

18928

17325

15199

Patégeno

Patégeno

Patégeno

Nao informado

Nao informado

Nao informado

Nao informado

Patégeno
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Neopestalotiopsis rosae

NCBI

ML1664

53.78

18

18402

Endofitico
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4.2 Anadlise filogenética e identificagcdo filogenémica de linhagens de

Pestalotiopsis, Pseudopestalotiopsis e Neopestalotiopsis

As sequéncias dos barcodes ITS, tef1-a e B-tubulina dos isolados que possuem
genoma completo disponiveis no banco de dados do GenBank foram processadas
para obtencdo de dados por meio de BLASTn. Para a constru¢do do dataset,
selecionamos espécies proximas, resultando em 23 linhagens de Pestalotiopsis
(incluindo 15 isolados tipo), 16 linhagens de Pseudopestalotiopsis (com 11 isolados
tipo) e 20 linhagens de Neopestalotiopsis (com 10 isolados tipo). Utilizamos
Truncatella angustata como grupo externo para a analise filogenética.

O alinhamento das sequéncias foi guiado individualmente para cada I6cus (ITS,
tef1-a e B-tubulina) utilizando script MAFFT usando o software UGENE na verséo
51.0. Apés o alinhamento, as sequéncias concatenadas foram submetidas a uma
analise de Maxima Verossimilhanga (ML), com 1000 reamostragens de bootstrap,
utilizando a plataforma IQTREE. A topologia resultante da arvore filogenética, assim
como os valores de suporte dos ramos, foi visualizada e editada na plataforma iTOL.
Para edigao final da figura, utilizou-se o software CorelDraw verséo 2020.

4.3 Analise com as ferramentas antSMASH e BIG-SCAPE

A identificagdo e caracterizagdo dos BGCs foram realizadas utilizando a
ferramenta antiSMASH (Antibiotics and Secondary Metabolite Analysis Shell),
empregada na predicdo automatica de clusters biossintéticos em genomas
microbianos. Foram analisados 23 genomas completos pertencentes aos géneros
Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis.

Os arquivos dos genomas, no formato .fasta e .fna foram processados
individualmente no antiSMASH versao 8.0, com todas as opc¢des de deteccao de
clusters ativadas, incluindo médulos de NRPS (Nonribosomal Peptide Synthetase),
PKS (Polyketide Synthase), terpenos, RiPPs e hibridos. O modo “KnownClusterBlast”
foi habilitado, permitindo a comparacao dos BGCs identificados com o banco de dados
MIBiIG (Minimum Information about a Biosynthetic Gene Cluster), o que possibilita

avaliar a similaridade entre clusters novos e compostos previamente descritos.
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Como saida, o antiSMASH gerou um conjunto de arquivos “.GBK”, “®.JSON” e
“.SVG”, organizados em pastas especificas para cada genoma. Esses arquivos
contém as anotagdes dos genes, dominios cataliticos e predicbes de produtos
secundarios associados. Posteriormente, todos os arquivos. GBK referentes aos
BGCs de cada genoma foram agrupados em uma pasta geral, utilizada como entrada
para a analise de agrupamento com o BiG-SCAPE.

O BIiG-SCAPE foi executado em modo local utilizando os arquivos GBK
gerados pelo antiSMASH para os 23 genomas, com a opgao de comparagao com o
banco MIBiG ativada, permitindo o alinhamento dos BGCs dos isolados com clusters

conhecidos de metabdlitos bioativos.

4.5 Analise utilizando bibliotecas PYTHON

Neste estudo, Python foi empregada para processar os arquivos de saida do
antiSMASH e BiG-SCAPE, integrando pacotes como Pandas para tratamento tabular,
Matplotlib e Seaborn para geragdo de graficos e heatmaps. Essa abordagem
programatica permitiu ndo apenas maior reprodutibilidade e rastreabilidade dos
passos de analise, mas também a criacdo de visualizagbes personalizadas (por
exemplo, graficos empilhados e mapas de calor) que elucidam a diversidade de
clusters biossintéticos nos 23 genomas analisados. O moddulo Biopython,
especificamente projetado para tarefas em biologia computacional como leitura de
formatos de sequéncia (FASTA, GenBank), analise de alinhamentos e extracao de
informagdes de metadados também foi incorporado nesta metodologia para auxiliar
na pré-processamento de arquivos anotados e extracao de IDs de BGCs. Ao combinar
Biopython com scripts em Python para cruzamento de tabelas, calculo de propor¢des
e geracao grafica, foi possivel estabelecer um fluxo integrado (“pipeline”) que vai
desde a identificagcao de clusters biossintéticos até a producao de relatérios visuais.

Essa cadeia computacional assegura que os resultados sejam replicaveis,
escalaveis e aptos para discussdo em termos de diversidade biossintética em nivel

gendmico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacao filogenética e filogenémica de linhagens de Pestalotiopsis,
Pseudopestalotiopsis e Neopestalotiopsis com genomas disponiveis

A acurada identificagdo e delimitagao taxondmica das espécies fungicas dos
géneros Pestalotiopsis, Pseudopestalotiopsis e Neopestalotiopsis s&o passos cruciais
para a compreensao de seu potencial biossintético e para a correta atribuicdo de
quaisquer metabdlitos secundarios descobertos. Para tanto a analise filogenética das
23 linhagens em foco foi realizada (Figura 1).

A topologia da arvore filogenética, resultante da analise combinada dos
marcadores moleculares ITS, tef1-a e [B-tubulina, demonstrou uma clara e bem
suportada segregacédo em clados distintos e monofiléticos para cada um dos géneros
investigados. Essa distingdo corrobora plenamente as reclassificagdes taxonémicas
modernas, que fragmentaram o antigo género Pestalotiopsis em entidades
filogeneticamente mais coerentes. A eficacia dos barcodes empregados para uma
precisa identificacdo taxonémica das espécies dos géneros analisados apresentou

baixa resolugao.

A analise filogenética permitiu resolver e retificar ambiguidades e incorregdes
taxondmicas previamente existentes, tanto em identificacbes de bancos de dados
quanto em designagdes genéricas. As 17 linhagens oriundas de genomas publicos
apresentaram trés cenarios distintos. Primeiramente, observou-se a reclassificacdo
de espécies previamente nomeadas para designagdes de "sp. nov.", indicando que a
analise filogenética sugeriu que se tratavam de novas espécies dentro de seus
respectivos géneros, apesar de uma identificagdo anterior. Exemplos notaveis incluem
linhagens originalmente identificadas como Neopestalotiopsis clavispora e
Neopestalotiopsis rosae, que foram reavaliadas como Neopestalotiopsis sp. nov., e
Pseudopestalotiopsis  chinensis e  Pseudopestalotiopsis theae, também
reclassificadas para Pseudopestalotiopsis sp. nov.. Tais reavaliagdes sublinham a
importancia da confirmagédo filogenética em depodsitos do NCBI mostrando a

imprecisdo taxonémica de muitos acessos do banco publico.
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Em segundo lugar, a analise filogenética foi crucial para a identificagao precisa

de linhagens que estavam genericamente designadas como "sp." (espécie
indeterminada) para o nivel de "sp. nov.". Este grupo inclui varias linhagens de
Neopestalotiopsis, como Neopestalotiopsis sp. 37M, Neopestalotiopsis sp. M2102B,
Neopestalotiopsis sp. PM2101 e Neopestalotiopsis sp. PM2101E, além de linhagens
de Pestalotiopsis como Pestalotiopsis sp. JCM 9685, Pestalotiopsis sp. DP-2020a e
Pestalotiopsis sp. LF1912. A elevagéo dessas designagdes genéricas para "sp. nov."
nao apenas confere maior especificidade as linhagens, mas também direciona o foco
para sua potencial singularidade dentro do género, possivelmente refletindo perfis

biossintéticos ainda nao explorados.

Por fim, e de forma igualmente significativa, o estudo demonstrou a capacidade
de identificar linhagens "sp." a espécies conhecidas e, em um caso, a reclassificar
uma espécie nomeada para um novo género e espécie. Linhagens como
Pestalotiopsis sp. 9143B e Pestalotiopsis sp. CR013 foram identificadas como
Pestalotiopsis jangxiensis, enquanto Pestalotiopsis sp. MUOB 44551 foi designada
como Pestalotiopsis kenyana, e Pestalotiopsis sp. NC0098 como Pestalotiopsis
photinicola. Adicionalmente, uma corregédo notavel foi a linhagem Pestalotiopsis fici,
que foi reavaliada e corretamente atribuida a Pseudopestalotiopsis fici, evidenciando
que a imprecisao taxondmica por esta inclusive em nivel de género. Essas corregbes
e novas identificagcées de linhagens que anteriormente careciam de uma atribuicao
taxonbmica clara sao importantes para a bioprospec¢ao, pois cada espécie, ou
mesmo cada nova espécie, pode possuir um perfil metabdlico distinto e unico. A
superacdo dessas incertezas taxondmicas, proporcionando um nivel de resolugéo
elevado e confiavel para as linhagens analisadas, demonstra a robustez da
abordagem e estabelece uma base sdlida para as investigagbes subsequentes sobre
a diversidade de clusters de genes biossintéticos.
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Pestalotiopsis pini MEAN 1094
rPestalotiopsis lushanensis LC4344
F iopsis sp. JCM 9685
Pestalotiopsis clavata MFLUCC12-0268
— Pestalotiopsis trachycarpicola OP068

] L Pestalotiopsis distincta LC3232
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Pestalotiopsis intermedia MFLUCC12-0259
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h Pestalotiopsis hollandica CBS 265.33
Pestalotiopsis macadamiae BRIP 63738b
Pestalotiopsis sp. MUOB 440515
Pestalotiopsis kenyana PG52
Pestalotiopsis kenyana CBS 442.67
Pestalotiopsis brachiata LC2988

Pseudopestalotiopsis sp. CYF27*
Pseudopestalotiopsis ignota D97
Pseudopestalotiopsis chinensis LC3011
Pseudopestalotiopsis avicenniae 1.2
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E[Pseudopesta/otfopsis theae MFLUCC12-0055
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10

a0 | Pseudopestalotiopsis sp. 1.26
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1 Pseudopestalotiopsis thailandica MFLUCC 17-1724
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- Neopestalotiopsis olumideae BRIP 72273a

CBS 144025

Figura 1- Estudo filogenético de espécies de Pestalotiopsis, Pseudopestalotiopsis e Neopestalotiopsis.
Destacam-se em verde 17 linhagens cujas sequéncias gendmicas estao disponiveis em repositorios
de dados publicos, e em magenta, sequéncias genémicas de isolados patogénicas de plantas de
guarana e agai apresentadas neste estudo. Os simbolos * indicam espécies cuja identificagado prévia
esta incorreta, e o simbolo # denota espécies anteriormente classificadas como "sp" e que foram
corretamente identificadas a nivel de espécie através desta pesquisa.
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NUmero de BGCs

5.2. Distribuicdo de BGCs por género

A analise quantitativa dos Clusters de Genes Biossintéticos (BGCs) revelou
variagbes marcantes no potencial metabdlico entre os géneros Pestalotiopsis,
Neopestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis. A contagem total de BGCs por género
evidenciou que Neopestalotiopsis se destaca com o maior numero de clusters,
totalizando 989 BGCs, seguido por Pestalotiopsis com 666 BGCs e
Pseudopestalotiopsis com 458 BGCs. Essa hierarquia na abundancia de BGCs
sugere uma maior versatilidade biossintética em Neopestalotiopsis, o0 que pode estar
associado a estratégias de adaptagao ecolégica mais amplas ou a uma amplificagao
de vias de defesa e competigao.

A distribuigédo individual por genoma reforga essa observagéo, com destaque
para linhagens como Neopestalotiopsis sp. 1.5 (111 BGCs) e Neopestalotiopsis rosae
ML1664 (104 BGCs), que exibem os maiores numeros de clusters (Figura 2). As
diferengas observadas na quantidade total de BGCs entre os géneros indicam uma

variagao evolutiva na capacidade de geragao de metabdlitos secundarios, refletindo

possiveis especializagdes quimicas dentro da familia.

Neopestalotiopsis SP15
Neopestalotiopsis rosae ML1664
Neopestalotiopsis clavispora
Neopestalotiopsis sp M2102B
Neopestalotiopsis SP13
Neopestalotiopsis sp acai
Neopestalotiopsis sp37M
Neopestalotiopsis formicidarum
Pestalotiopsis kenyana
Pseudopestalotiopsis sp 126
Pseudopestalotiopsis fici W1061
Pseudopestalotiopsis theae
Pseudopestalotiopsis chinensis
Pestalotiopsis sp MUOB44551
Pestalotiopsis sp JCM9685
Pseudopestalotiopsis sp 12
Pestalotiopsis sp CR013
Neopestalotiopsis sp PM2101
Neopestalotiopsis sp PM2101E
Pestalotiopsis sp LF1912
Pestalotiopsis sp 9143B
Pestalotiopsis sp NC0098 4
Pestalotiopsis sp DP2020a

Genoma

Figura 2 - Numero total de Biosynthetic Gene Clusters (BGCs) por genoma (23 genomas analisados).
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Ao examinar a composicao das classes de BGCs, a analise percentual revelou
perfis distintos e complementares entre os géneros (Figuras 3 e 4). As classes NRPS
(Nonribosomal Peptide Synthetase) e PKS (Polyketide Synthase) tipo | foram as mais
representativas em todos os géneros, reafirmando sua importancia central na
producdo de metabdlitos secundarios nessas espécies fungicas. Em
Neopestalotiopsis, observou-se uma distribuicido notavelmente equilibrada, com PKSI
representando 27,40% do total de BGCs, NRPS com 25,48% e Terpenos com
12,74%. Essa composigdo equilibrada sugere que Neopestalotiopsis pode possuir
rotas metabdlicas mais diversificadas para a sintese de compostos bioativos,
especialmente peptideos e terpenos, o que pode refletir uma maior especializagao
ecologica e versatilidade quimica, permitindo a adaptacdo a multiplos nichos e a
producdo de compostos bioativos com variadas fungdes fisioldgicas.

Para Pestalotiopsis, o perfil apresentou uma ligeira predominéncia das classes
NRPS (28,98%) e PKSI (28,68%), indicando um foco biossintético mais concentrado
na producdo de policetideos e peptideos ndo ribossomais. Ja em
Pseudopestalotiopsis, embora NRPS e PKSI continuem sendo classes relevantes,
houve um destaque para a categoria "Others" (29,26%) e para Terpenos (10,26%). A
presenca de uma proporgdo significativa da classe "Others", embora indique
diversidade, sugere que Pseudopestalotiopsis pode estar envolvido na biossintese de

metabdlitos menos categorizados ou com vias biossintéticas menos comuns.

Adicionalmente, os dados destacam a consistente presenca de hibridos PKS-
NRP em todos os géneros, indicando a existéncia de vias biossintéticas complexas
que integram mecanismos de diferentes familias enzimaticas, expandindo ainda mais
a diversidade estrutural dos metabdlitos produzidos. Em contraste com o perfil de
Neopestalotiopsis, a composicdo mais concentrada de Pestalotiopsis e
Pseudopestalotiopsis sugere a conservagao de vias metabdlicas especificas, que
podem estar relacionadas a evolugao divergente e a especializagdo ambiental dentro
da familia Sporocadaceae.
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Distribuicdo de BGCs por Classe e Género

Classe de Metabdlito
mmm NRPS

Others
Bmm PKS-NRP_Hybrids
. PKSI

PKSother

RiPPs

Terpene

Pseudopestalotiopsis

Pestalotiopsis

Género

Neopestalotiopsis

57

400 600 800 1000
Ndmero de BGCs

Figura 3: Distribuigdo das classes de Biosynthetic Gene Clusters (BGCs) identificadas por género entre

os 23 genomas analisados, evidenciando diferengas nas vias metabolicas predominantes.

Distribuicao percentual das classes de BGCs por género

100 A Classe (BiG-SCAPE)
Hm NRPS
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Neopestalotiopsis Pestalotiopsis Pseudopestalotiopsis

Figura 4 — Distribuigado percentual das classes de Biosynthetic Gene Clusters (BGCs) identificadas em

cada género (Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis € Pseudopestalotiopsis).
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A analise global dos 23 genomas pertencentes a espécies dos géneros
Pestalotiopsis, Pseudopestalotiopsis e Neopestalotiopsis permitiu a identificagao de
um total de 2.113 BGCs. Este volume de BGCs, para a biossintese de metabdlitos
secundarios, evidencia um numeroso conjunto de metabdlitos secundarios que essas

espécies fungicas possuem.

A distribuicdo desses BGCs entre as diversas classes de metabdlitos
secundarios revelou um padrao predominante de NRPS (Nonribosomal Peptide
Synthetase), PKS (Polyketide Synthase) e cluster hibridos PKS-NRP (Figura 5).

Distribui¢cao das classes de BGCs por genoma

Neopestalotiopsis_SP13 5] 0 2 15
Neopestalotiopsis_SP15 9 0 1 “ 30
Neopestalotiopsis_clavispora 7 1 1
Neopestalotiopsis_formicidarum 4 0 1 15
Neopestalotiopsis_rosae_ML1664 7 0 2 14 ‘ »s
Neopestalotiopsis_sp37M 6 0 1 13
Neopestalotiopsis_sp_M2102B 5 0 1 13
Neopestalotiopsis_sp_PM2101 4 0 2 7
Neopestalotiopsis_sp_PM2101E 4 0 1 6 20
Neopestalotiopsis_sp_acai _- 6 0 2 13 "
o Pestalotiopsis_kenyana _— 8 1 4 8 §
:g{ Pestalotiopsis_sp_9143B _ 5 1 1 9 ﬁ
i Pestalotiopsis_sp_CR013 —_ 8 1 1 7 15 g
pestalotiopsis sp_or2020: JIENIIIEE © DO - 1 8 z
pestalotiopsis_sp o655 - EENEN 9 1 1 9
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Pestalotiopsis_sp_MUOB44551 8 1 1 6
Pestalotiopsis_sp_NC0098 6 “ 1 1 7
Pseudopestalotiopsis_chinensis 5] 1 2 10
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Pseudopestalotiopsis_theae 5 1 2 10
g g ' i ' '

0
NRPS Others  PKS-NRP_Hybrids PKSI PKSother RiPPs Terpene
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Figura 5. Heatmap representando a distribuicdo das classes de Clusters de Genes Biossintéticos
(BGCs) entre os 23 genomas dos géneros Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis € Pseudopestalotiopsis.
Cada célula indica o numero de BGCs por classe (NRPS, PKSI, hibridos PKS-NRP, PKS other, RiPPs,
Terpene e Others) identificado em cada genoma. A intensidade da coloragédo varia conforme a

quantidade de BGCs, onde tons mais escuros representam maior abundancia.

A alta representatividade de NRPS e PKS é particularmente interessantes do
ponto de vista biotecnoldgico, uma vez que peptideos n&o ribossomais e policetideos
sdo reconhecidos como compostos bioativos, incluindo antibidticos, antifungicos,

citotoxinas e imunomoduladores e no caso de patégenos de plantas como muitas das
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linhagens analisadas a produgdo de fitotoxinas que podem ser utilizadas no
desenvolvimento de herbicidas para a agricultura. Essa preponderancia de BGCs
ressalta o potencial dos fungos estudados como fontes de moléculas com interesse
farmacolégico e biotecnoldgico, consolidando o crescente interesse nesses géneros
na busca por novos produtos naturais. Classes como terpenos também foram
consistentemente representadas, enquanto RiPPs (peptideos ribossomalmente
sintetizados e pos-traducionalmente modificados) apresentaram uma frequéncia

menor, um padrao comum em comparagao com outros fungos e bactérias.

5.3. Familias de Clusters de Genes (GCFs) presentes em Pestalotiopsis,

Neopestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis
5.3.1 GCFs relacionadas a biossintese de peptideos nao ribossomais (NRP)

Foram identificadas 165 familias de clusters biossintéticos (GCFs) entre 795
NRPS identificados. Destes, 9 correspondem a “core GCFs” (presentes
simultaneamente nos trés géneros analisados). A distribuigdo das familias
denominadas “accessory GCFs” (compartilhados entre dois géneros) corresponde a
18 GCFs principalmente entre Neopestalotiopsis/Pseudopestalotiopsis (12 GCFs),
Neopestalotiopsis/Pestalotiopsis (4 GCFs) e Pestalotiopsis/Pseudopestalotiopsis (2
GCFs). As GCFs género especificas (“unique GCFs”) sdo 95, sendo 35 exclusivos de
Pestalotiopsis, 43 de Neopestalotiopsis e 17 de Pseudopestalotiopsis. E 43
representam “singletons”, contendo apenas um membro na familia (Figura 6). Os
dados evidenciam que a maioria das familias NRPS s&o especificas de cada género,
especialmente para Neopestalotiopsis. As interse¢cdes destacam o compartilhamento
metabadlico acessorio e o nucleo biossintético conservado entre todos os grupos (core
GCFs). Esse panorama revela uma ampla especializagdo metabdlica, apontando
tanto para potenciais vias centrais quanto acessorias envolvidas na produgdo de

metabalitos secundarios nesses fungos.
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Compartilhamento de familias de clusters NRPS entre géneros

Pestalotiopsi S
estalotiopsis Pseudopestalotiopsis

17
35 2

12

Neopestalotiopsis

Figura 06. Diagrama de Venn ilustrando a distribuicdo e o clusters NRPS (GCFs) entre os
géneros Pestalotiopsis, Pseudopestalotiopsis e compartihamento de familias de

Neopestalotiopsis.
5.3.2 GCFs PKSI

Entre as policetideo sintase tipo 1 (PKS1) foram identificadas 141 familias de clusters
biossintéticos entre os 607 BGCs identificados. Destes, apenas 3 GCFs sdao compartilhadas
simultaneamente entre os trés géneros. Foram encontradas 14 GCFs, compartilhada entre
dois géneros Neopestalotiopsis/Pseudopestalotiopsis (7 GCFs),
Neopestalotiopsis/Pestalotiopsis (5 GCFs) e Pestalotiopsis/Pseudopestalotiopsis (2 GCFs). A
maior parte das familias sdo exclusivas para cada género: Neopestalotiopsis (39),
Pestalotiopsis (22), Pseudopestalotiopsis (18). Este resultado evidencia forte especializacdo
metabdlica para PKS1 entre os trés géneros, com predominancia de familias unicas e limitada

presenca de vias conservadas (core) (Figura 7).
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Compartilhamento de familias de clusters PKSI entre géneros
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Figura 07.Compartilhamento de familias de clusters PKS1 entre os géneros Pestalotiopsis,

Pseudopestalotiopsis e Neopestalotiopsis.
5.3.3 GCFs Terpeno

Para a classe de terpeno, foram identificadas familias de clusters cuja
distribuicdo evidencia alta especificidade entre os géneros analisados. Destacam-se
20 familias exclusivas de Neopestalotiopsis, 9 exclusivas de Pestalotiopsis e 8
exclusivas de Pseudopestalotiopsis. Foram observadas ainda 4 core GCFs
compartilhadas entre todos os géneros, além de intersegcbes entre os diferentes
géneros: 1 entre Neopestalotiopsis/Pseudopestalotiopsis, 1 entre Pestalotiopsis/
Pseudopestalotiopsis e nenhuma entre Pestalotiopsis/Neopestalotiopsis (Figura 8).
Assim como para as demais classes, os resultados indicam predominéncia de vias

metabalicas especificas para cada género, com limitada presenga de GCFs terpénicos
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compartilhados entre os géneros. Dessa forma, a analise revela que a diversidade
biossintética de terpenos € majoritariamente impulsionada pela especializagdo

metabdlica.

Compartilhamento de familias de clusters Terpene entre géneros

Pestalotiopsis Pseudopestalotiopsis

20

Neopestalotiopsis

Figura 08. Diagrama de Venn referente ao compartilhamento de familias de clusters Terpene

entre os géneros Pestalotiopsis, Pseudopestalotiopsis e Neopestalotiopsis.
5.3.4 Panorama quantitativo das familias de clusters biossintéticos identificadas

Numero total de familias de clusters (GCFs) identificadas, numero de BGCs
agrupados, e distribuicdo das categorias “core” compartilhada pelo trés géneros,
“accessory” compartilhados por dois dos trés géneros, “unique” exclusivos de cada
género e “singleton” para cada classe de BGC analisada nos géneros Pestalotiopsis,

Pseudopestalotiopsis e Neopestalotiopsis.

Tabela 3. Distribuicdo das familias de clusters biossintéticos (GCFs) identificadas em
cada classe entre espécies dos géneros Pestalotiopsis, Pseudopestalotiopsis e

Neopestalotiopsis.
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Classe N° GCFs N° BGCs Core  Accessory Unique  Singleton

NRPS 165 795 9 18 95 43
PKS1 141 607 3 14 79 45
Terpene 63 282 4 2 37 20
PKS other 47 162 0 6 25 16
PKS-NRP 36 138 0 7 19 10
RiPPs 12 36 2 0 3 7
Others 168 596 4 12 86 66

Observa-se que as classes NRPS e Others reunem o maior numero de familias
e de BGCs. O numero de GCFs consideradas “core” é restrito em todas as classes,
destacando que apenas uma pequena fracdo das vias metabdlicas identificadas é
conservada e compartilhada pelos trés géneros analisados. Em contrapartida,

predomina a ocorréncia de GCFs exclusivas (“unique”) ou com apenas um membro
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(“singleton”), especialmente em terpene, PKS-other, PKS-NRP e Others, reforgando
a especializagao quimica de cada género. Classes como PKS1 e NRPS apresentam
valores relativamente maiores para GCFs “accessory”, sugerindo certa plasticidade
evolutiva e possibilidade de compartilhamento facultativo de vias biossintéticas entre
dois géneros. Esses resultados sustentam a hipdtese de que a diversidade de
metabalitos secundarios desses fungos se deve principalmente a aquisicdo de

familias exclusivas, contribuindo para perfis metabdlicos singulares.

A comparagao das 632 familias de clusters biossintéticos (GCFs) identificadas
nos 23 genomas analisados com o banco de dados MIBIG revelou correspondéncia
com clusters caracterizados experimentalmente em apenas quatro familias, conforme
apresentado na Tabela 4. Essas quatro GCFs agrupam um total de 29 BGCs
provenientes dos genomas de Pestalotiopsis, Pseudopestalotiopsis e
Neopestalotiopsis, representando aproximadamente 0,9% do repertorio biossintético
total de 2.113 BGCs identificados.

A GCF 3199, pertencente a classe PKS1, constitui a familia mais robusta,
reunindo 13 BGCs, dos quais 10 sdo originarios dos genomas estudados e trés
correspondem a clusters do MIBIiG (BGC0001257.1, BGC0001258.1 e
BGCO0001906.1) previamente caracterizados em fungos endofiticos e fitopatogénicos
como Nodulisporium sp. ATCC74245, Glarea lozoyensis e Daldinia eschscholzii IFB-
TLO1. No contexto de Daldinia eschscholzii, o cluster BGC0001906.1 (ou os clusters
génicos subjacentes a ele) esta especificamente associado a biossintese dos
imunossupressores dalmanol A e acetodalmanol A. Conforme detalhado por Zhou e
colaboradores (2019), a produgédo dessas moléculas envolve o acoplamento de dois
aglomerados génicos de policetideos (PGCs) distintos: um que codifica naftaleno
(com a NR-PKS pksTL) e outro que codifica cromano (com a PR-PKS ChrA e a
parceira KR ChrB). Esta via, que combina precursores de naftaleno e cromano atraves
de um mecanismo de acoplamento catalisado por uma monooxigenase inespecifica
(provavelmente do tipo P450), resulta na formagao de produtos hibridos, destacando
um mecanismo de orquestragao inter-cluster que amplia a diversidade de policetideos

fungicos e tem relevéncia no desenvolvimento de novos compostos bioativos.

A GCF 3482, também da classe PKS1, agrupa seis BGCs, sendo cinco
provenientes dos genomas analisados e um do MIBiG (BGC0000121.1) caracterizado
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em Pestalotiopsis fici, sugerindo que os isolados estudados podem produzir

compostos relacionados (Figura 9).

A GCF 3705, classificada como "Others", reune cinco BGCs. Dentro deste
contexto, a pesquisa realizada por Pan et al. (2018) detalha a biossintese de
importantes metabolitos em Pestalotiopsis fici. Este fungo endofitico € a fonte de
moléculas como 0 iso-A82775C (10), um prenilepoxiciclohexano, e os cloropestolides.
A via biossintética do iso-A82775C envolveu a identificacdo do BGC ijac e a
caracterizagdo da preniltransferase lacE como uma enzima chave, cuja delegao
resultou na acumulagéo de siccayne (2) e na geracgao de quatro novos cloropestolides:
cloropestolides H-K (3-6). As aplicagbes dessas moléculas sado notaveis:
cloropupukeananina e os cloropestolides A-D (11-14), co-isolados do mesmo fungo,
ja eram conhecidos por suas propriedades antimicrobianas, antitumorais e anti-HIV.
O estudo aprofundou essas descobertas, revelando que os recém-gerados
cloropestolides 5 e 6 demonstraram efeitos antibacterianos contra Staphylococcus
aureus e Bacillus subtilis. Adicionalmente, o cloropestolide 5 exibiu citotoxicidade
contra linhagens de células tumorais humanas HelLa, MCF-7 e SW480, destacando o

potencial farmacoldgico dessas moléculas complexas.

A baixa proporgdo de GCFs com correspondéncia ao MIBIiG (4 de 632, ou
0,63%) e de BGCs individuais (19 de 2.113, ou 0,9%) indica que a vasta maioria das
familias biossintéticas identificadas constitui clusters orfaos, sem rotas metabdlicas
caracterizadas ou produtos conhecidos na literatura. Esse panorama reforca o
elevado potencial dos fungos estudados para a descoberta de novos metabdlitos
secundarios com estruturas quimicas inéditas e possiveis aplicagées biotecnolédgicas
e farmacéuticas. A identificacdo de BGCs com correspondéncia ao MIBIG facilita a
priorizagao de familias para caracterizagao funcional e estudos de expresséo génica,
enquanto as GCFs 6rfas (mais de 99% do total) representam alvos promissores para
abordagens de prospecc¢ao de compostos novos por meio de técnicas de gendmica,

transcriptdmica e metabolémica integradas.
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Tabela 4.Familias de clusters biossintéticos (GCFs) com correspondéncia ao banco de dados MIBIG identificadas nos 23 genomas

de Pestalotiopsis, Pseudopestalotiopsis e Neopestalotiopsis

PKSI 3199 13 & BGC0001257.1; 10 Neopestalotiopsis_sp_PM2101; T1PKS Nodulisporium sp. ATCC74245;
BGC0001258.1; Pestalotiopsis_sp_JCM9685; Glarea lozoyensis; Daldinia
BGC0001906.1 Pestalotiopsis_sp_9143B; eschscholzii IFB-TLO1

Pestalotiopsis_sp_CR013;
Pestalotiopsis_kenyana;
Pseudopestalotiopsis_sp_12;
Pestalotiopsis_sp_DP2020a
Pestalotiopsis_sp_MUOB44551;
Pestalotiopsis_sp_LF1912 ;
Pestalotiopsis_sp_NC0098;

PKSI 3482 6 1 BGC0000121.1 5 Pseudopestalotiopsis_chinensis; T1PKS Pestalotiopsis fici
Pseudopestalotiopsis_fici_ W1061;
Pseudopestalotiopsis_theae;
Pseudopestalotiopsis_sp_12;
Pseudopestalotiopsis_sp_126

46



Others

NRPS

3705

3843

11

BGC0001624.1

BGC002248

Pseudopestalotiopsis_chinensis;
Pseudopestalotiopsis_fici_ W1061;
Pseudopestalotiopsis_theae;

Pseudopestalotiopsis_sp_126;

Neopestalotiopsis sp PM21011.1;
Neopestalotiopsis sp. PM2101E;
Neopestalotiopsis sp. Acai;
Neopestalotiopsis sp. 37M;
Neopestalotiopsis sp. M2102B;
Neopestalotiopsis rosae ML 16641.1;
Pestalotiopsis sp. CR013;
Pestalotiopsis sp. NC0098;
Pestalotiopsis sp. MUOB 44551;
Pestalotiopsis kenyana pg52

Indole

iso-
A82775C

NRPS/Ter

pno

flavunoidin

e

Pestalotiopsis fici

Aspergillus falvus NRRL3357
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5.4 Caracterizagao de redes moleculares

A comparacgao entre as topologias das redes de PKS e NRPS revela padroes
evolutivos fundamentalmente distintos na organizagdo dos clusters biossintéticos
destes fungos. As redes de PKS apresentam dois padrdes predominantes: (1) clusters
exclusivos de um unico género, ou (2) familias génicas com mistura dos trés géneros,
onde nodos laranjas (Pseudopestalotiopsis), azuis (Neopestalotiopsis) e verdes
(Pestalotiopsis) aparecem interconectados na mesma familia, indicando conservagéo

evolutiva e compartilhamento destas vias biossintéticas.

Em contraste marcante, as redes de NRPS exibem um padrédo de segregacao
intragénica: dentro de uma mesma familia génica, os nodos se agrupam de forma
género-especifica, formando sub-redes distintas (Figura 10A). Ou seja, embora
pertencam a mesma familia de NRPS e compartilhem ancestralidade comum, cada
género desenvolveu variantes proprias destes clusters, com os nodos laranjas, azuis
e amarelos/verdes formando agrupamentos separados dentro da rede maior. Esta
segregacao intrafamiliar sugere evolugéo divergente acelerada nas NRPS, onde cada
linhagem modificou e especializou seu repertorio biossintético de forma independente,

mesmo mantendo o arcabougo génico basico.

E relevante o fato de que a vasta maioria destas familias de NRPS que
apresentam segregacdo por género nao possuem similaridade com BGCs
caracterizados, indicando que representam vias biossintéticas completamente novas
e ndo descritas. Este padréo contrasta com o cluster de flavunoidina, uma das poucas
familias onde foi possivel estabelecer correspondéncia com um BGC conhecido, mas
que mesmo assim mantém a segregacao género-especifica entre Neopestalotiopsis
e Pestalotiopsis.

Esta dicotomia entre conservagdo em PKS versus diversificagdo em NRPS
sugere que os peptideos nao-ribossomais representam um hotspot de inovagao
metabdlica, com cada género explorando o espago quimico de forma unica. O
potencial inexplorado desta diversidade quimica criptica representa uma fronteira
promissora para a bioprospecgdo de compostos com atividades farmacologicas e

agrondmicas inovadoras.
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A analise da rede de similaridade de sequéncias de genes relacionados a
policetideo sintases (Figura 9A) revelou uma distribuicdo diferencial entre os trés
géneros avaliados. Notavelmente, a familia de genes associada a biossintese do
acido pesteico (destacada na rede delimitada) foi identificada exclusivamente em
isolados de Pseudopestalotiopsis (nodos laranjas), sugerindo uma restricdo

filogenética deste cluster biossintético a este género especifico.

A analise de sintenia (Figura 9B) demonstrou alta conservagao estrutural do
cluster de acido pesteico entre seis linhagens de Pseudopestalotiopsis analisadas
(1.2, AH-3-21, CYF271, 1.26, W10611, e P. fici BGC0000121). O cluster
caracterizado, composto por 13 genes essenciais (ptaA-ptaM) e trés reguladores
transcricionais (ptaR1-ptaR3), apresentou arquitetura génica altamente sinténica
entre todas as linhagens avaliadas. A presenga consistente de genes de tailoring
(ptaH, ptal, ptad) e metiltransferases (ptaK, ptalL) sugere a conservacéo do potencial

biossintético completo para produgéo de acido pesteico neste género.

Ja a rede de similaridade de sequéncias de NRPS (Figura 10A) revelou um
padrao de distribuicdo contrastante em relagdo aos clusters de PKS. A familia génica
associada a biossintese de flavunoidina (painel ampliado) foi identificada
predominantemente em espécies de Neopestalotiopsis (nodos azuis) e Pestalotiopsis
(nodos laranjas), com auséncia conspicua em Pseudopestalotiopsis (nodos verdes).
Esta segregacdo taxonémica sugere eventos evolutivos distintos na aquisicdo ou

perda deste cluster biossintético entre os trés géneros.

A analise de sintenia comparativa (Figura 10B) entre os BGCs tipo-flavunoidina
identificados em pestalotidides e o cluster caracterizado em Aspergillus flavus
NRRL3357 (BGC0002248) revelou caracteristicas notaveis. Dez linhagens de
Neopestalotiopsis (N. sp. acai, N. sp. 37M, N. sp. M2102B1, N. rosae ML16641.1, N.
sp. PM2101E1.1, N. sp. PM21011.1) e quatro linhagens de Pestalotiopsis (P. sp.
NC00981.1, P. sp. M4405151, P. kenyana PG52, P. sp. CR0131) apresentaram
clusters com arquitetura génica parcialmente conservada em relagdo ao BGC de

referéncia.

Particularmente relevante € a presenga de genes de failoring adicionais
(destacados com bordas vermelhas) nos clusters de pestalotidides que estédo
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ausentes no BGC de A. flavus, tais como metiltransferases, p450 e hidrolases que séo
conhecidas por fazerem adigdes de grupos funcionais em metabdlitos secundarios.
Esta expanséao do repertorio enzimatico sugere que os pestalotidides podem produzir
derivados estruturais de flavunoidina com modificagdes pos-biossintéticas adicionais,
potencialmente gerando uma diversidade quimica ampliada em relagdo ao composto

descrito em Aspergillus.
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Figura 9. Rede de similaridade de sequéncias e analise de sintenia de clusters
génicos Dbiossintéticos de policetideo sintases (PKS) em genomas de
Neopestalotiopsis, Pestalotiopsis e Pseudopestalotiopsis. A. Rede de similaridade de
sequéncias mostrando familias de genes relacionados a policetideo sintases. Cada
no representa um gene, e as conexdes indicam similaridade de sequéncia. A rede
delimitada (tracejado) destaca a familia de genes associada a biossintese do acido
pesteico. B. Analise de sintenia comparativa entre clusters génicos biossintéticos
identificados em diferentes espécies de Pseudopestalotiopsis e o BGC caracterizado
para producdo de acido pesteico (P. fici BGC0000121). Genes homodlogos séo
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conectados por regides sombreadas, e a orientagdo das setas indica a diregcao

transcricional.
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Figura 10: (A) Rede de similaridade de sequéncias mostrando familias de genes
relacionados a NRPS identificados nos genomas analisados. Cada né representa um
gene, e as conexdes indicam similaridade de sequéncia. O painel ampliado (tracejado)
destaca a familia génica associada a biossintese de flavunoidina, com nos laranjas
representando genes de Pestalotiopsis spp. € nds azuis representando genes de
Neopestalotiopsis spp. (B) Analise de sintenia comparativa entre clusters génicos
biossintéticos identificados em diferentes espécies de pestalotibides e o BGC
caracterizado para producdo de flavunoidina em Aspergillus flavus NRRL3357
(BGC0002248). As regides sombreadas conectam genes homologos entre os
clusters, e a orientagdo das setas indica a diregao transcricional. A intensidade do
sombreamento reflete o percentual de identidade entre as sequéncias (escala de 0O-
100%). Genes destacados com bordas vermelhas correspondem a tailoring genes
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ausentes no BGC de referéncia, indicando possiveis modificagdes estruturais

adicionais nas moléculas produzidas por esses clusters.
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6. CONCLUSAO

Este estudo de mineragcdo genbémica revelou a diversidade biossintética de
metabalitos secundarios nos fungos dos géneros Pestalotiopsis, Pseudopestalotiopsis
e Neopestalotiopsis, com base na analise de 23 genomas. Os resultados obtidos
consolidam o potencial desses microrganismos como fontes promissoras de produtos
naturais e fornecem uma base robusta para futuras investigagbes biotecnoldgicas.

Abaixo apresentamos as conclusdes com base em cada objetivo especifico:

6.1 Diversidade metabolémica dos géneros Pestalotiopsis,
Pseudopestalotiopsis e Neopestalotiopsis

A analise demonstrou uma expressiva diversidade metabolémica entre os
géneros estudados. Foram identificados um total de 2.113 Clusters de Genes
Biossintéticos (BGCs) distribuidos em sete classes principais, com predominancia
notavel de NRPS (795 BGCs, 37,6%) e PKSI (607 BGCs, 28,7%). Essa abundancia
sugere um elevado potencial para a produgdo de peptideos nao ribossomais e
policetideos, compostos conhecidos por suas diversas atividades biologicas.
Observou-se que Neopestalotiopsis apresentou o maior numero de BGCs (989),
indicando uma maior versatilidade biossintética em comparacéo a Pestalotiopsis (666
BGCs) e Pseudopestalotiopsis (458 BGCs), com linhagens como Neopestalotiopsis
sp. 1.5 (111 BGCs) e Neopestalotiopsis rosae ML1664 (104 BGCs) destacando-se na
capacidade de geracédo de metabdlitos secundarios.

6.2 Identificacao e agrupamento de BGCs em Familias de Clusters de Genes
(GCFs)

A aplicagéo das ferramentas antiSMASH e BiG-SCAPE permitiu a identificagdo
e agrupamento dos BGCs em 632 Familias de Clusters de Genes (GCFs). A
distribuicdo dessas GCFs revelou 165 de NRPS, 141 de PKSI, 168 de Others, 63 de
Terpene, 47 de PKSother, 36 de PKS-NRP Hybrids e 12 de RiPPs. A analise do
compartilhamento indicou uma predominancia de GCFs exclusivas ("unique") e
singletons, refletindo uma alta especializagdo metabdlica e baixa conservagao das
vias biossintéticas entre os géneros. Apenas 22 GCFs (3,5% do total) foram
classificadas como "core", compartilhadas pelos trés géneros. As redes de

similaridade também evidenciaram padrdes evolutivos distintos, com as redes de
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NRPS apresentando uma segregagdo género-especifica, sugerindo uma

diversificagcao acelerada e inovagao metabdlica para esta classe.
6.3 Conexao entre BGCs e Produtos Naturais Caracterizados

A comparagao das 632 GCFs com o banco de dados MIBIG identificou 4
familias (0,63%) com correspondéncia a clusters caracterizados experimentalmente,
envolvendo 19 BGCs dos genomas estudados (0,9% do total). As GCFs identificadas
e seus respectivos produtos caracterizados sio:

1- GCF 3199 (classe PKS1): Esta familia, que agrupa 13 BGCs, inclui
homologia com clusters previamente caracterizados em Nodulisporium sp., Glarea
lozoyensis (BGC0001257.1, BGC0001258.1) e Daldinia eschscholzii IFB-TLO1
(BGCO0O01906.1). No contexto de D. eschscholzii, o cluster esta associado a
biossintese dos imunossupressores dalmanol A e acetodalmanol A, cuja produgao
envolve o acoplamento de dois aglomerados génicos de policetideos (PGCs) distintos
(naphthalene-encoding e chromane-encoding) via um mecanismo catalisado por uma
monooxigenase inespecifica (ZHOU et al., 2019).

2- GCF 3482 (classe PKS1): Esta familia agrupa seis BGCs, sendo cinco
provenientes dos genomas analisados e um do MIBiG (BGC0000121.1) caracterizado
em Pestalotiopsis fici. Este cluster € homologado a biossintese do acido pestheic, um
regulador de crescimento vegetal (XU et al., 2014).

3-GCF 3705 (classe Others): Esta familia reune cinco BGCs e apresenta
correspondéncia com o cluster MIBIiG BGC0001624.1, caracterizado em
Pestalotiopsis fici. Este cluster esta envolvido na biossintese do iso-A82775C, um
prenilepoxiciclohexano, e de cloropestolides (como H-K). Compostos como
cloropupukeananina e cloropestolides A-D, co-isolados do mesmo fungo, ja
demonstraram atividades antimicrobianas, antitumorais e anti-HIV (PAN et al., 2018).

4- GCF 3843 (classe NRPS): Esta familia foi associada ao cluster caracterizado
em Aspergillus flavus NRRL3357 (BGC0002248) para a biossintese de flavunoidina.
A presenca de genes de ftailoring adicionais nos clusters de pestalotidides
homologados a essa familia sugere a capacidade de produzir derivados estruturais de
flavunoidina com modificagbes pods-biossintéticas, potencialmente gerando uma
diversidade quimica ampliada em relacdo ao composto descrito em Aspergillus
(Figura 10).
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Esta baixa proporgéo de correspondéncia com o MIBiG € um achado de grande
impacto, indicando que mais de 99% das GCFs identificadas representam "clusters
orfaos", sem rotas metabdlicas caracterizadas ou produtos conhecidos na literatura
cientifica. Esses clusters inexplorados representam um vasto potencial para a
descoberta de novos metabdlitos secundarios com estruturas quimicas inéditas e

potenciais aplicagdes biotecnologicas e farmacéuticas.

7. Perspectivas Futuras

Os resultados desta dissertacdo abrem multiplas avenidas para futuras
investigacdes, visando desvendar plenamente o potencial biotecnolégico dos fungos

estudados:

1-Validagao experimental e caracterizagcao funcional: priorizar a validagao laboratorial
dos "clusters 6rfaos" identificados. Isso pode envolver estudos de genémica funcional
para ativar BGCs silenciosos, empregando técnicas de edigdo génica ou engenharia

de cepas para superproducao.

2-Integracdo Omica: combinar abordagens de gendmica, transcriptomica e
metabolémica para estabelecer a ligagao direta entre os BGCs previstos e os produtos
naturais reais. A analise metabol6émica aprofundada pode revelar a estrutura quimica

dos metabdlitos codificados pelos clusters 6rfaos.

3-Estudos quimicos e farmacoldgicos: uma vez que novos metabdlitos sejam isolados,
caracterizar suas estruturas quimicas detalhadamente e investigar suas atividades
biolégicas em ensaios in vitro e in vivo, com foco em aplicagdes antimicrobianas,

antitumorais, imunomoduladoras ou agricolas.

4-Engenharia biossintética: utilizar plataformas de expressao heterdéloga para produzir
metabdlitos de interesse em sistemas microbianos mais manejaveis, permitindo a

otimizagao da produgao e a geracéo de analogos semi-sintéticos.

5-Analise filogenética e ecoldgica aprofundada: expandir a analise filogendmica para
incluir um numero maior de linhagens, correlacionando a presenga de GCFs unicas e

acessorias com nichos ecologicos especificos e padrbes de adaptagao. Aprofundar a
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investigacédo dos isolados amazoénicos pode revelar metabdlitos com caracteristicas

unicas relacionadas a biodiversidade da regiéo.

6-Exploracdo de mecanismos de regulagao: investigar os mecanismos regulatérios
que controlam a expressédo dos BGCs, incluindo fatores epigenéticos e ambientais,
para desenvolver estratégias que maximizem a produ¢ado de metabdlitos secundarios

em condi¢cdes de laboratorio.
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7. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

ATIVIDADE MESES (2025)

M J J A|S
Revisao de literatura X X[ X|X|X X
Aquisigao de genomas publicos (NCBI e
JGI)
Obtengédo dos 6 genomas (Embrapa
Amazénia Ocidental)
Processamento dos genomas no

X[ X|X|X
antiSMASH
Instalacao e testes BiG-SCAPE X X[ X|X
Execucao das analises no BiG-SCAPE X X[ X|X
Desenvolvimento dos algoritmos (Python

X[ X[ X|X|X
+ Biopython)
Tratamento de dados e visualizagao

_ X[ X[ X|X|X

(Python, Matplotlib, Seaborn)
Interpretacéo dos resultados e redacao

X[ X[ X|X|[X
da dissertagao
Qualificagao e Defesa da Dissertagao X
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