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Resumo

Os fungos filamentosos geram uma série de produtos ndo essenciais, dentre eles os metabolitos
secundarios. Esses, além de possuirem importancia nas relacdes ecoldgicas, também sdo alvo de
pesquisas na area da biotecnologia. Para a producdo desses compostos, € muitas vezes necessaria a
atuacdo de clusters de genes biossintéticos (BGCs). O avanco das tecnologias de sequenciamento e o
desenvolvimento de softwares de bioinformética tem tornado o uso de dados gendmicos mais acessivel.
Assim, metodologias in silico permitem a inferéncia de produtos naturais. No presente trabalho foi
exemplificada a predicdo de BGCs de metabdlitos secundarios a partir do genoma do fungo Penicillium
echinulatum, utilizando a ferramenta antiSMASH. As familias de metabolitos secundarios mais
encontradas para P. echinulatum incluiram clusters de terpenos, de peptideos ndo ribossémicos e
similares a peptideos ndo ribossémicos. Adicionalmente, a abordagem utilizada permitiu a identificacéo e
caracterizacdo de 26 BGCs para P. echinulatum, dos quais destaca-se acido clavarico, naftopirano,
nidulanin A, oxaleimide C e phyllostictine A. Nesse sentido, é possivel observar que as ferramentas de
bioinformatica sdo fundamentais para auxiliar na identificacdo de organismos produtores de compostos
de interesse, visto que otimizam processos e reduzem custos.

Palavras-chave: clusters de genes biossintéticos, metabolismo secundario, fungos filamentosos,
AntiSMASH, bioinformatica.

Abstract

Secondary metabolism provides non-essential products for organisms. Besides playing an important
role in ecological relationships, they may have an appealing biotechnological potential. Among the
most studied microorganisms are fungi, which are known to synthesize a plethora of secondary
metabolites. In order to produce these compounds, the activity of biosynthetic gene clusters (BGCs) is
often necessary. The recent advance of DNA sequencing technologies has rendered the use of genomic
data more accessible. Therefore, the use of in silico methodologies allows the inference of natural
compound production. In this study we exemplify the prediction of secondary metabolism BGCs from
the genome of the fungus Penicillium echinulatum, making use of the antiSMASH tool. The most
abundant families of secondary metabolites found for P. echinulatum included synthetic clusters of
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terpenes, non-ribosomal peptides (NRPs) and clusters similar to NRPs. In addition, the approach
allowed for the identification of 26 BGCs for P. echinulatum, from which clavaric acid,
naphthopyrone, nidulanin A, oxaleimide C, and phyllostictine A are highlighted. In this sense, it is
possible to observe that bioinformatics tools are fundamental in the identification of organisms that
produce compounds of interest, since they optimize processes and reduce costs.

KeyWOI‘dS: biosynthetic gene clusters, secondary metabolism, filamentous fungi, AntiSMASH,
bioinformatics.

Introducéo

O metabolismo pode ser definido como o somatério dos processos e reagBes quimicas que
ocorrem em um organismo, pelos quais as células transformam moléculas de acordo com a demanda
ambiental [1, 2]. Esse conjunto de eventos pode ser classificado em dois grupos: (i) metabolismo
primario e (ii) metabolismo secundario. O metabolismo primario esta relacionado com o fornecimento de
macromoléculas essenciais a sobrevivéncia do organismo, como DNA, RNA, proteinas, lipidios e
polissacarideos [3]. Em contrapartida, 0 metabolismo secundario constitui na producdo de moléculas
organicas que ndo estdo diretamente envolvidas nos processos de crescimento e desenvolvimento.
Contudo, a auséncia de metabdlitos secundarios pode, a longo prazo, resultar em condi¢es adversas
devido ao comprometimento da capacidade de sobrevivéncia [4].

Nesse ambito, a sobrevivéncia dos organismos esta estreitamente relacionada com a producéao de
metabdlitos secundarios, visto que esses podem auxiliar, por exemplo, na disponibilidade de nutrientes e
na protecdo contra estressores ambientais. Antibiéticos e moléculas de sinalizagdo sdo produzidas por
alguns organismos e estdo envolvidas em interaces competitivas. Outros compostos, como 0s
flavonoides vegetais e os alcaldides, podem atuar como mecanismos de defesa. Ainda mais, os produtos
gerados pelo metabolismo secundario apresentam diversas aplicagdes biotecnoldgicas, como:
antibioticos, agentes antitumorais e antivirais, antipiréticos, alucinégenos, herbicidas, toxinas, e aditivos
alimentares [5].

Os metabdlitos secundarios também podem ser chamados de produtos naturais, ja que sdo
gerados a partir de sintese biolégica [3, 6]. Dentre os organismos que realizam esses processos ha
destaque para os fungos. Como exemplo de produto natural de origem flngica, pode-se citar a penicilina,
composto que revolucionou a industria farmacéutica e a medicina [6]. Entretanto, por mais que existam
aplicacOes benéficas, os metabolitos secundarios também podem apresentar riscos a satde humana; nessa
perspectiva, as micotoxinas sdo produtos naturais com efeitos adversos em animais e plantas, podendo
resultar em doencas ou perdas econémicas [7].

Existem diversas classes de produtos naturais, sendo os quatro grupos mais relevantes: (i)
Alcal6ides, (ii) Peptideos Ndo Ribossémicos (NRPs), (iii) Policetideos (PKs), e (iv) Terpenodides.
Recentemente, foi identificada outra importante classe de metabdlitos secundarios, os Peptideos
Sintetizados por Ribossomos e Modifica¢fes Pds-tradugdo (RiPP). Essas moléculas sdo produzidas em
todos os trés dominios da vida [8]. Ademais, Alcal6ides, NRPs, PKs e Terpendides sdo polimeros
construidos pela acdo de dimetilalil-triptofano sintases, sintetases de peptideos ndo-ribossomais (NRPSs),
policetideo sintases (PKSs) e terpeno sintases/ciclases, respectivamente [9]; sendo que também podem ser
modificados por uma ampla diversidade de enzimas de adaptacdo, incluindo, principalmente,
(des)hidratases, oxigenases, hidrolases e metilases [10].

Devido ao seu grande potencial na indlstria farmacéutica e bioquimica, os metabélitos
secundarios sdo foco de estudo, com destaque, em especial, para trabalhos que buscam elucidar a base
genética por trds de suas vias biossintéticas [11]. Entretanto, técnicas tradicionais de triagem e
identificacdo de compostos de interesse requerem trabalho intensivo e tempo prolongado. Além disso,
estdo subordinadas as condigdes do meio de cultura, que podem propiciar um ambiente desfavoravel para
a producdo de metabdlitos ainda ndo conhecidos [11, 12].
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Os genes envolvidos na sintese de metabdlitos secundarios de fungos estdo geralmente
organizados em grupo. Em outras palavras, os genes que codificam enzimas atuantes no metabolismo
secundario formam clusters de genes biossintéticos (BGCs) e tendem a ser co-regulados de acordo com
sua funcdo ecoldgica e demanda ambiental [13, 14]. Nesse sentido, 0 uso de metodologias in silico
utilizando sequéncias genémicas € uma alternativa emergente para a atribuicéo e predicao dos BGCs [11,
15, 16]. Diversos bancos de dados e softwares podem ser utilizados na predicdo de BGCs com base em
informacgdes genéticas [16], tais como: 2metDB [17], antiSMASH [18], ARTS [19], BAGEL [20], BIG-
SCAPE [21], CASSIS and SMIPS [22], e CLUSEAN [23]. Desse modo, ferramentas de bioinformatica
compdem uma plataforma inicial indispensavel no estudo de metabdlitos secundarios [11, 15, 16].

Entende-se que apenas uma parte das possiveis moléculas de interesse biotecnolégico foram
descobertas. De forma semelhante, um grande nimero de BGCs ainda ndo foi caracterizado. Sendo
assim, muitos sdo os desafios a serem superados para a utilizacdo da diversidade de produtos naturais
[24]. Nessa conjuntura, o presente artigo teve como finalidade exemplificar o uso da ferramenta
antiSMASH para predi¢do de BGCs e analise in silico de metabolitos secundarios de fungos.
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Metodologia

Neste trabalho a predi¢do in silico de BGCs foi realizada utilizando o software antiSMASH
v.5.0 (Antibiotics & Secondary Metabolite Analysis Shell), uma ferramenta de identificacdo, anotacdo e
analise de agrupamentos de genes do metabolismo secundario de bactérias, fungos e plantas [18, 25].

O antiSMASH pode ser executado a partir de um servidor web
(http://antismash.secondarymetabolites.org/) ou como uma versdo desktop independente em um
computador padrdo. Os genes sdo preditos a partir da sequéncia de nucleotideos do arquivo de entrada, e
os clusters génicos sdo identificados utilizando o modelo probabilistico pHMMs (profile Hidden Markov
Models). O modelo detecta genes de assinatura espagados em uma distincia menor que 10Kkb.
Posteriormente, diferentes abordagens metodoldgicas podem ser realizadas: (i) analise e anotacdo do
dominio NRPS/PKS; (ii) determinacdo da estrutura quimica do nucleo de PKSs e NRPSs; (iii) estudo
comparativo de clusters de genes (Cluster Blast); e (iv) investigacdo da familia de proteinas do
metabolismo secundario smCOG. A saida é visualizada em uma péagina da web .xhtml interativa, e todos
os detalhes sdo armazenados em um arquivo .embl para analise e edi¢do adicional em um navegador de
genoma. Um arquivo de planilha eletrbnica com visdo geral de todos os agrupamentos de genes
detectados e seus detalhes também € gerado (Figura 1) [18, 25, 26].

Seqabna Identificagdo
GZ?]‘:A’::?C': Predigdo de _ | de clusters
genes génicos
(.gbk, .embl, .fasta) (modelo pHMMs)
{ ‘ ‘ \
Andlise e Determinagao Predicio d
anotagdo do de estruturas Cluster Blast re lf: Oc:; €
dominio quimicas sm

Y
Integragdo e visualizagdo de
saida
(-xhtml, .embl e .xls)
Figura 1: Pipeline de anélise gendbmica de metabdlitos secundarios realizada por meio do antiSMASH.

As cores azul e verde denotam a entrada e saida da ferramenta, respectivamente. A secdo amarela
apresenta o fluxo de funcionamento (adaptado de [26]).
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Alguns conceitos introduzidos pela versdo atual da ferramenta sdo importantes para compreender
0s resultados por ela apresentados (Tabela 1). A adaptagdo da ferramenta, demonstrada por essas
definicOes, possibilitaram o aprimoramento da predicdo de BGCs hibridos, bem como a distincdo de
BGC:s localizados lado a lado [25].

Tabela 1: Conceitos relacionados a analises do antiSMASH v.5.0
Conceito Defini¢éo

A drea minima gque contém um ou mais genes que codificam enzimas para um Unico tipo de
Nicleo BGC, que sdo selecionados pelas regras de deteccdo determinadas manualmente. Esses
(core)  genes ndo precisam ser contiguos, mas podem estar a uma certa distancia de corte,
conforme definido pela regra de deteccdo para o tipo de BGC em questao.

Distancia upstream e downstream do nucleo do cluster, usada para encontrar genes ou

Vizinhana . imas de adaptagéo.

Contém nucleo e vizinhangas em ambos os lados do nlcleo; cada protocluster sempre tera
Protocluster um Unico tipo de produto (por exemplo, NRPS). Protoclusters podem sobrepor
parcialmente ou completamente com outros Protoclusters.

Cluster  Contém um ou mais protoclusters. Clusters candidatos podem sobrepor parcialmente ou
candidato completamente com outros Clusters candidatos.

Contém um ou mais clusters candidatos. As Regifes ndo se sobrepdem umas as outras.
Pelo menos um dos clusters candidatos contidos cobrird a extensdo completa da regido.

Fonte: adaptado de [25].

Regido

Os dados a serem analisados foram provenientes do projeto genoma das linhagens 2HH e S1IM29
do fungo Penicillium echinulatum depositadas no GenBank (CODIGOS OMITIDOS DEVIDO A
REVISAO CEGA, respectivamente). A sequéncia .gbk anotada de ambas as cepas foram inseridas na
ferramenta, mantendo-se as configuracfes padrdes: restritividade da deteccdo relaxada e funcionalidades
adicionais de “KnownClusterBlast”, “SubClusterBlast” e “ActiveSiteFinder”. Os resultados obtidos pela
ferramenta foram analisados manualmente. Adicionalmente, as analises foram complementadas com as
informacBes obtidas no banco de dados MIBIG (Minimum Information about a Biosynthetic Gene
Cluster) [14].

Resultados

As analises do genoma de ambas as linhagens de P. echinulatum resultaram em uma predicéo de
26 clusters biossintéticos. De forma complementar, foi realizada uma comparacdo dessas linhagens com
o fungo P. oxalicum 114-2, que possui similaridades genéticas apontadas anteriormente com as cepas
utilizadas neste estudo [27]. Para essa segunda espécie fangica foram identificados 46 clusters
biossintéticos.

Familias de Compostos de BGCs

Ao analisar os BGCs de acordo com as familias dos metabodlitos secundarios, em P.
echinulatum, aquelas com maior abundancia foram clusters de terpenos, NRPSs e similares a NRPS
(NRPS-like). Os terpenos sdo conhecidos como metabdlitos odoriferos de plantas. No entanto, essa
familia de produtos naturais também € sintetizada por fungos. Em suma, todos os terpenos s&o
constituidos por unidades de isopreno, podem ser lineares ou ciclicos, saturados ou insaturados e ainda
modificados em diferentes vias. JA& 0os NRPs, sdo derivados de aminoacidos proteinogénicos e de
aminoacidos oriundos de NRPS (ndo proteinogénicos). Como exemplo desses compostos e enzimas
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sintetizantes podemos apontar: a NRPS sintase de peptaibols em Trichoderma virens; o composto
imunossupressor ciclosporina, NRP em Tolypocladium niveum; e o sider6foro ferricrocina em
Aspergillus nidulans, que é sintetizado por uma NRPS [15].

A maioria dos metabdlitos secundarios de fungos séo derivados de PKs e NRPs [12]. No entanto,
enquanto NRPSs apresentaram uma maior abundancia em P. echinulatum, clusters de PKSs foram
preditos em menor frequéncia. Os PKs sdo produtos naturais que possuem multiplos grupos funcionais
de beta-hidroxicetona ou beta-hidroxiladeido [28]. Em fungos, os PKs melhor caracterizados
geneticamente sdo o pigmento amarelo naftopirano, aflatoxinas (agentes carcinogénicos) e a lovastatina
(composto utilizado para reducdo do colesterol) [15]. Adicionalmente, foram identificados em menor
abundancia clusters de PKS tipo | (T1PKS), hibridos entre NRPSs e T1PKS (NRPS-T1PKS), beta-
lactona e siderdforo. O fungo P. oxalicum demonstrou um perfil similar ao de P. echinulatum para as
familias de compostos naturais, considerando a abundancia de BGCs preditos. Ainda assim, foram
encontrados BGCs para esse fungo pertencentes a familias ndo preditas para P. echinulatum, incluindo:
indol, T3PKS e outros clusters hibridos. A distribuicdo das familias de metabdlitos nos organismos
analisados esta representada na Figura 2.

P. oxalixum 114-2 1
Legenda
Beta-lactona
B rres
NRPS-like
P. echinulatum S1M29
B \res-TiPks
Sideréforo
B rexs
Terpeno
P. echinulatum 2HH A

0 40
n° de clusters
Figura 2: Distribuicdo dos clusters de metabdlitos secundarios preditos de acordo com o backbone
proteico.

Descrico dos clusters de genes biossintéticos

Considerando que foi desenvolvida uma analise comparativa entre as linhagens selvagem e
mutante do fungo P. echinulatum, foram identificadas seis regiGes com alta similaridade no contetdo
génico, essas contendo BGCs para: cido clavarico, naftopirano, nidulanin A, oxaleimide C (2 clusters) e
phyllostictine A (Figura 3). Adicionalmente, esses clusters foram comparados com os resultados para 0s
organismos com maior similaridade, conforme sugerido pelo MIBIG.
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Figura 3: BGCs preditos para as linhagens 2HH e S1M29 do fungo P. echinulatum com o software
antiSMASH.

O cluster biossintético do acido clavarico foi identificado em comparagdo com o BGC de
referéncia de Hypholoma sublateritium (Figura 4). Os clusters de P. echinulatum s&o formados por nove
genes. Desses, um gene com similaridade de 100% foi identificado nos trés organismos, o qual esta
relacionado com sintese da enzima oxidosqualene clavarinone cyclase em H. sublateritium. Essa enzima
esta envolvida na conversdo de oxidoesqualeno para &cido clavarico [29]. O &cido clavarico é um
triterpenoide descrito como um composto antitumoral devido a sua habilidade de inibir a
farnesiltransferase (farnesyl-protease transferase - FPTase), um catalitico essencial para o
desenvolvimento de tumores de origem oncogeénica [29, 30].
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Figura 4: BGC do acido clavarico e formula quimica do composto. O esquema de cor denota ortologia.

O naftopirano é um heptacetideo envolvido na pigmentacdo de conidios [31]. Além disso, é
precursor na sintese de 1,8-dihidroxinaftaleno (1,8-DHN) melanina [32]. Tomando como referéncia o
BGC de A. nidulans FGSC A4, foi possivel identificar apenas um gene com 100% de similaridade entre
os trés organismos (Figura 5). Enquanto a estrutura do BGC de P. echinulatum é formada por 12 genes,
em A. nidulans apenas um gene foi predito. Esse gene codifica uma PKS para o heptacetideo de
naftopirano [33]

P. echinulatum 2HH

P. echinulatum S1M29

K X} <]

430
NSy
peC

Asperqillus nidulans FGSC A4

|»\\P\}ﬂgg

Figura 5: BGC do naftopirano e formula quimica do composto. O esquema de cor denota ortologia.

O BGC de nidulanin A é conservado em muitas espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium
[34]. Esse composto & um tetraciclopeptideo/isopreno isolado e caracterizado originalmente em A.
nidulans [35]. Dessa forma, a predicdo do BGC em P. echinulatum teve como referéncia A. nidulans
FGSC A4, alcancando 75% de similaridade entre os genes comuns encontrados (Figura 6); sendo que o
BGC de referéncia € formado por quatro genes. Entre esses, ANIA 1242, também conhecido como nlsA,
apresentou ortologia em P. echinulatum. O gene em questdo codifica uma enzima NRPS envolvida na
sintese de nidulanin A e compostos derivados [10]. Atualmente, ndo existe uma propriedade ou fungdo
atribuida a esse metabdlito. Contudo, a mesma enzima NRPS que esta envolvida na sintese de nidulanin,
também compde a cascata metabdlica resultante em fungisporina, produto natural que demonstra
potencial atividade antibacteriana [34].

P. echinulatum 2HH

‘,;,o\'\,”‘?ﬂA ?ec\'\/ws ?Ec,\—\f‘?ﬂ6
P. echinulatum S1M29
PEO““/ﬁgl% vec"‘f)gw veo\\f\f’g%\
Aspergillus nidulans FGSC A4
p \\\\P»\'LA% P N\PJ(LAZ | N\P\/\’LAQ

Figura 6: BGC da nidulanin A e férmula quimica do composto. O esquema de cor denota ortologia.
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Dois BGCs foram identificados para oxaleimide C em duas regiGes distintas dos genomas de P.
echinulatum 2HH e S1M29, aqui diferenciados como “Cluster A” e “Cluster B”. Ambos BGCs foram
comparados com o cluster biossintético de P. oxalicum 114-2 (Figura 7). Em relagdo a similaridade, os
clusters A e B apresentaram apenas 10% e 15% de similaridade, respectivamente, com o BGC de
referéncia. De forma complementar, a oxaleimide possui como constituinte a maleimida, que apesar de

ser um componente raro em produtos naturais, apresenta capacidade citotoxica [36].
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Figura 7: BGC da oxaleimide C e formula quimica do composto. O esquema de cor denota ortologia.

Na predicdo realizada (Figura 8), o0 BGC de referéncia identificado para phyllostictine A foi do
organismo Phyllosticta cirsii. Phyllostictine A é produzida pelo fungo P. cirsii, que é patgeno da planta
invasora Cirsium arvense. Esse metabdlito possui atividade fitotdxica; assim, os primeiros estudos com
esse composto foram voltados para o seu potencial como bioherbicida. Também foram identificadas trés
variantes nomeadas de phyllostictine B-D. No entanto, além das propriedades fitotdxicas, a phyllostictine
A apresenta citotoxicidade em culturas celulares humanas, atividade antibacteriana e zootéxica [37, 38].

O BGC de referéncia possui dez genes, dos quais quatro apresentam ortologia com as linhagens
selvagem e mutante de P. echinulatum (2HH e S1M29). Todos esses estdo envolvidos na biossintese de
phyllostictine A. Desses, ha énfase para a predi¢do de PhyS (produto ARP51711.1), visto que codifica
uma enzima hibrida PKS-NRPS. Esses sistemas hibridos sintetizam uma diversidade de compostos,
incluindo acidos tetramicos, classe na qual se enquadra a phyllostictine [38, 39].

P. echinulatum 2HH
41 >
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Figura 8: BGC da phyllostictine A e formula quimica do composto. O esquema de cor denota ortologia.
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Analise de micotoxinas

Entre os metabdlitos secundarios ha destaque para as micotoxinas, visto os efeitos adversos para
a economia e salde de plantas, humanos e outros animais [40]. Nesse sentido, é imprescindivel a
concretizacdo de andlises direcionadas para a identificacdo e caracterizacdo desses compostos. O
mapeamento de micotoxinas no presente trabalho comparou os BGCs de diferentes espécies de fungos
filamentosos com os clusters preditos para P. echinulatum, levando em consideragdo ortologia. A analise
incluiu 17 BGCs de micotoxinas secretadas por fungos filamentosos extraidos do banco de dados MIBIG
(Figura 9).

Tabela 2: Comparacdo do nimero de genes em BGCs de micotoxinas por ortologia entre P. echinulatum
e fungos filamentosos de referéncia. As micotoxinas identificadas foram anotadas de acordo com as
informacdes disponiveis no MIBIG, podendo estarem fazendo alusdo a um composto especifico ou classe
de composto.

N° de genes do BGC N° de genes

Micotoxina Organismo de referéncia no organismo de  ortélogos do BGC
referéncia em P. echinulatum
Acetylaranotin Aspergillus terreus FGSC A1156 15 2
Aspergillus flavus BN008 25 4
Aflatoxinas
Aspergillus parasiticus ATCC 56775 25 4
Aflatrem (cluster 1) Aspergillus flavus 17 1
Aflatrem (cluster 2) Aspergillus flavus 8 0
Citreoviridina Aspergillus terreus FGSC A1156 7 1
Monascus purpureus ATCC 16360 8 1
Citrinina Monascus ruber M7 16 3
Penicillium expansum MD-8 8 1
i Aspergillus oryzae R1B40 7 0
Acido ciclopiazénico
Aspergillus flavus 6 0
Fumagilina Aspergillus fumigatus Af293 14 2
Aspergillus fumigatus Af293 9 1
Fumitremorgina  Aspergillus fumigatus FGSC A1163 9 1
Aspergillus fischerianus ATCC 1020 9 1
Fumonisina Aspergillus niger CBS 513.88 12 2
Gliotoxina Aspergillus fumigatus Af293 15 1
Cochliobolus carbonum 7 4
HC-Toxin
Penicillium chrysogenum P2niaD18 7 6
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Penicillium roqueforti FM164 5 5
Aspergillus niger CBS 513.88 5 1
Ocratoxina A Penicillium nordicum DAOMC 8 0
185683
Penicillium expansum MD-8 15 1
Patulina

Aspergillus clavatus ATCC 1007 15 1
Penitrem A Penicillium simplicissimum 15 5
(cluster 1) Penicillium crustosum 13 4
Penitrem A Penicillium simplicissimum 5 0
(cluster 2) Penicillium crustosum 5 0
Penicillium roqueforti 4 0
Penicillium roqueforti FM164 4 0

Toxina PR
Penicillium rubens Wisconsin 54-1255 11 0
Penicillium chrysogenum P2niaD18 10 0
Penicillium roqueforti 4 0
Roquefortina C  Penicillium rubens Wisconsin 54-1255 7 0
Penicillium chrysogenum P2niaD18 7 0
Micotoxina T-2 Fusarium sporotrichioides ATCC 28 5

24631

Ao relacionar os genes ortologos entre os organismos, € possivel observar que nenhum BGC
encontrado para P. echinulatum apresenta a totalidade de genes contidos nos agrupamentos de referéncia.
O BGC que apresentou a maior porcentagem de genes ortélogos foi o da micotoxina HC-toxina,
atingindo 70%. Esse produto natural é um tretrapeptideo ciclico inibidor de deacetilases de histonas em
muitos organismos, e também possui atividade antitumoral [41, 42]. Nos demais clusters, a quantidade
de genes com ortologia é igual ou inferior a 50%. Considerando a baixa quantidade de genes ortélogos
presentes nos BGCs de P. echinulatum, podemos hipotetizar a inexisténcia de rotas biossintéticas
completas para as micotoxinas analisadas. Todavia, estudos complementares com metodologias
experimentais sdo pertinentes para averiguar os resultados obtidos.

Consideracodes Finais

Os fungos filamentosos secretam uma ampla diversidade de metabdlitos secundarios. Esses
possuem diferentes estruturas quimicas e fungdes bioldgicas, desempenhando um papel eminente para 0s
organismos e suas relagbes com os ecossistemas. Os resultados in silico indicam que as cepas de P.
echinulatum podem secretar diferentes produtos naturais de interesse biotecnolégico, de acordo com os
BGCs preditos pela ferramenta antiSMASH. Contudo, anélises complementares sdo necessérias para
ratificar a produgéo e secrecdo desses compostos. Por fim, os resultados aqui apresentados sdo uma
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exemplificagdo do uso da ferramenta antiSMASH e ndo apresentam em sua integridade um panorama
completo dos metabolitos secretados para as linhagens estudadas.
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