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RESUMO

Conhecido amplamente como patdgeno responsavel pela helmintosporiose em
diversas culturas de plantas, Setosphaeria turcica € responsavel por perdas
econbmicas de até 40% em diferentes plantios. Apesar do género Setosphaeria ser
tradicionalmente composto por fitopatégenos, relatos recentes apontam para a
possibilidade de patogenicidade em gatos e em humanos. Dentre os objetivos deste
trabalho estdo a analise pangenémica e a compreensao dos fatores de viruléncia e
patogenicidade associados a este organismo. As sequéncias foram obtidas da base
de dados do National Center for Biotechnology Information, para anotagdo dos
genomas foi utilizado o programa genSAS (V.6.0), uma plataforma que fornece um
pipeline para anotacédo estrutural e funcional do genoma inteiro para eucariotos e
procariotos com uma variedade de ferramentas para mascaramento de repeticao,
previsdo de modelos de genes e outros recursos. Os programas FastANI e
OrthoVenn2 (V.2) foram utilizados para gerar os dados e as imagens relacionadas a
analise pangendémica. Foram analisadas cinco diferentes cepas de S. rostratum e S.
turcica, dentre as quais apenas trés puderam ser adicionadas ao pipeline de anotagao
funcional, pois ndo possuiam os requisitos de menos de 25.000 sequéncias totais e
mais de 50% das sequéncias contendo mais de 2.500 bases. Os resultados
demonstraram que apenas a cepa do organismo de S. rostratum teve cerca de 6%
dos seus clusters associados com processos metabdlicos de lipidio e 17% para o
processamento de macromoléculas, frequentemente associadas ao mecanismo de
penetracdo no hospedeiro. A mesma cepa apresentou sete clusters relacionados a
patogénese, que quando investigados demonstraram ser proteinas potencialmente
associados ao citocromo p450, tioredoxina redutase e proteinas similares as de outros
fitopatdgenos. Genes codificadores dessas proteinas estdo atrelados a producao de
micotoxinas da classe fumosinas, cuja ingestdo prolongada pode causar
carcinogénese de esd6fago em humanos. O presente estudo evidencia a falta de
informacdes e a importancia de novos sequenciamentos de diferentes linhagens
desse organismo, bem como a importancia da investigacao dos diferentes genes para
infeccao de diferentes hospedeiros.

Palavras-chave: helmintosporiose; fitopatdégenos; Bioinformatica.



ABSTRACT

Widely known as the pathogen responsible for helminthosporiasis in several plant
crops, Setosphaeria turcica is responsible for economic losses of up to 40% in different
plantations. Although the genus Setosphaeria is traditionally composed of
phytopathogens, recent reports point to the possibility of pathogenicity in cats and
humans. Among the objectives of this work are the pangenomic analysis and the
understanding of the virulence and pathogenicity factors associated with this organism.
The sequences were obtained from the National Center for Biotechnology Information
database, for genome annotation the genSAS program (V.6.0) was used, a platform
that provides a pipeline for structural and functional annotation of the entire genome
for eukaryotes and prokaryotes with a variety of tools for repeat masking, gene model
prediction, and other features. FastANI and OrthoVenn2 (V.2) programs were used to
generate data and images related to the pangenomic analysis. Five different strains of
S. rostratum and S. turcica were analyzed, among which only three could be added to
the functional annotation pipeline, as they did not have the requirements of less than
25,000 total sequences and more than 50% of the sequences containing more than
2,500 bases. The results showed that only the strain of the S. rostratum organism had
about 6% of its clusters associated with lipid metabolic processes and 17% for the
processing of macromolecules, often associated with the host penetration mechanism.
The same strain showed seven clusters related to pathogenesis, which when
investigated proved to be proteins potentially associated with cytochrome p450,
thioredoxin reductase and proteins similar to those of other phytopathogens. Genes
encoding these proteins are linked to the production of mycotoxins of the fumonisin
class, whose prolonged ingestion can cause esophageal carcinogenesis in humans.
The present study highlights the lack of information and the importance of new
sequencing of different strains of this organism, as well as the importance of
investigating the different genes for infection in different hosts.

Keywords: northern corn leaf blight; phytopathogens; bioinformatics.
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1 INTRODUGAO

Classificado como um fungo ascomiceto heterotalico, o organismo
Sethosphaeria turcica € amplamente conhecido por ser o agente causador da
helmintosporiose em plantas de sorgo, milho (Zhang, 2012) e, por vezes, alguns
relatos em plantas de feijao. Periodicamente epidemias desta doenca s&o relatadas,
que resultam em grandes perdas na produtividade de milho (Raymundo, Hooker,
1981; Perkins, Pedersen, 1987), principalmente em areas com temperatura moderada
e alta umidade (Carson, 1999).

Descrito pela primeira vez em 1876 com o nome de Helmintosporium turcicum,
esse organismo atualmente possui nomes distintos para suas fases de reproducgao,
S. turcica para a forma sexuada, e Exserohilum turcicum para a forma assexuada
(Caligiorne et al., 1999), mas que essencialmente se referem ao mesmo organismo.
Estima-se que casos avangados dessa doenga geram perdas em plantagdes de milho,
entre 30% até 50% do rendimento no plantio, caso a doenga se estabeleca em uma
planta mais jovem (De Rossi et al., 2022)

Tradicionalmente, esse género € composto apenas por fitopatégenos e
infectam seus hospedeiros com alta especificidade (Tang et al, 2015), entretanto,
relatos recentes por Amaya et al. 2016 observaram doencas cutdneas, infecgdes
sistémicas e locais em pacientes imunossuprimidos e imunocompetentes causadas
por estes patdgenos.

Analises pangenomicas sao analises do repertorio de genes observados em
uma determinada espécie ou grupo taxondmico, esse tipo de estudo pode auxiliar a
compreender e investigar os diferentes mecanismos de patogenicidade e fatores de
viruléncia, avaliando de forma completa variabilidades genéticas existentes conferidas
a populagdo de uma unica regiao, por exemplo, 0 que nao seria possivel caso fosse
utilizado apenas um genoma de referéncia (Rouli et al., 2015). Este trabalho visa
compreender parte dos fatores que tornam os organismos da espécie Sethosphaeria
tdo complexos, e uma classe eficiente de patdgenos capazes de infectar diversos

hospedeiros .
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1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral
Anotar, classificar, analisar e compreender os mecanismos de patogenicidade

do género Setosphaeria.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Anotar os genomas das cepas disponiveis;

- Analisar o pangenoma dos organismos do género Setosphaeria;

- Descrever os genes de patogenicidade e fatores de viruléncia envolvidos
na infecgdo provocada pelos organismos do género Setosphaeria, de acordo com as

informacdes disponiveis.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisao de literatura

O organismos do género Sethosphaeria possuem classificagdo taxondmica
pertencentes a subclasse Loculoascomycetidae, ordem Pleosporales, é um
ascomiceto, ou seja, pertencente ao Filo Ascomycota, e, portanto, classificado como
fungo. Por ser um ascomiceto, o S. turcica produz seus esporos em esporangios
especificos que sdo denominados de ascos. Este fungo pode ser chamado também
de heterotalico, pois hiberna em restos de plantas hospedeiras como micélio dormente
ou como clamidosporos no solo (Leach et al., 1977; Galiano-Carneiro & Miedaner,
2017).

Este fitopatdogeno é o agente causador da doenga “Northern Corn Leaf Blight”
(NCLB), que em portugués €& chamada de helmintosporiose. Esta doencga foi
primeiramente identificada na Italia em 1876 (Mitra, M., 1923), sendo que a
propagacado da doenga nas lavouras ocorre principalmente devido a dispersao dos
conidios através do ar, da chuva ou pelo vento (De Rossi & Reis, 2014). Temperaturas
entre 15 e 25°C, periodos de orvalho de pelo menos 4 horas e umidade relativa entre
90% - 100% acabam por favorecer essas infecgoes (Levy & Cohen, 1983; Bentolila et
al., 1991; Ogliari et al., 2005; Dong et al., 2008).

Ap0s a infecgao, o micélio fungico penetra a cuticula e a epiderme das folhas
(Setyawan et al., 2016). As hifas crescem intracelularmente no mesofilo, e se alastram
para os feixes vasculares, penetrando no xilema da planta (Jennings & Ullstrup, 1957).
Uma vez em contato com o xilema, esse fungo secreta uma toxina denominada de HT
(proveniente do organismo H. turcicum). A toxina HT & composta por compostos
soluveis em agua que contém baixo peso molecular, de modo que inibem a sintese
de clorofila e sdo, portanto, fitotoxicos (Bashan et al., 1995; Li et al., 2016).

Quanto a sua classificacao, S. turcica quase sempre ¢é dividido de acordo com
sua viruléncia para um determinado hospedeiro ou grupo de hospedeiros, muitas
delas conseguindo infectar apenas alguns hospedeiros especificos (Tang et al., 2015).

Além disso, essa espécie possui nomenclaturas distintas para sua forma sexuada
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(Setosphaeria turcica) e assexuada (Exserohilum turcicum); no entanto, muitos
estudos limitam a pesquisa a interagao patégeno e hospedeiro, sem levar em conta
as analises moleculares disponiveis para abranger a diversidade genética dos fungos
(Caligiome et al. 1999).

Tradicionalmente, este género € composto apenas por fitopatdégenos, como
mencionado previamente, embora de acordo com Amaya et al. (2020), existam
registros recentes de diferentes espécies de Exserohilum causando doengas
cutaneas, infecg¢des sistémicas e locais tanto em pacientes imunossuprimidos quanto
em aqueles imunocompetentes.

A reprodugéao do Filo ao qual pertencem esses organismos pode ser de forma
sexuada ou assexuada. A reprodugao assexuada dos fungos ascomicetos acontece
através da formacao de esporos formados por mitose. Ja a reproducédo sexuada deste
grupo pode ser bastante variavel e pode acontecer pelos processos de contato ou
copulagdo de gametangios, por somatogamia e/ou espermatizagcado. Essa forma de
reproducdo delimita o grupo de forma muito precisa, e confere ao grupo sua
caracteristica mais marcante, a formag&o dos ascos (Santos; Junior, 2015)

Os ascos sao estruturas em formato de saco formadas de hifas entrelagadas
e bastante compactadas, denominadas de ascoma. E dentro dessa estrutura
altamente especializada e com diferentes classificacbes que acontecem os processos
de cariogamia, meiose e maturacao interna dos esporos. (Maia; Carvalho,2010).

Em estudo utilizando diversos marcadores moleculares do tipo RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) em mais de 250 isolados de S. turcica de
diferentes regides do planeta, Borchardt et al. (1998) verificaram que em paises
tropicais como México, Quénia e a porcdo mais ao sul da China, essas populacoes
possuem alta diversidade genética indicando quase que exclusivamente a reprodugao
sexuada destes fungos, enquanto que em regides mais temperadas, como Europa e
a porcao norte da China, apresentam uma diversidade genética muito menor,
indicando que a recombinacéo genética seja menor nessas temperaturas.

As analises pangendmicas, unindo o conhecimento das regides conservadas
ao restante do genoma, muitas vezes dito como “acessorio” foi algo que originalmente
foi proposto em modelos de procariotos como uma ferramenta para observar genes e

suas variabilidades intraespecificas (McCarthy & Fitzpatrick, 2019). No entanto, esse
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modelo de analise e pipeline de processamento de dados ja foi comprovadamente

validado para diferentes organismos eucariotos (Parfrey et al., 2008).

2.2 Material e Métodos

Neste trabalho foi utilizada a base de dados NCBI (National Center of
Biotechnology Information), na categoria NCBI Genome, onde foi realizada a pesquisa
utilizando os termos “Setosphaeria turcica” (forma sexuada) e “Exserohilum turcicum”
(forma assexuada). Foram encontradas sequéncias de apenas duas linhagens (E.
turcica Et28A, de referéncia, e E. turcica f. sp. sorghi GD003) e, por este motivo,

ampliamos a busca para o género Exserohilum inteiro.

Os genomas encontrados foram anotados com o auxilio do programa GenSas
(V. 6.0), uma plataforma que fornece um pipeline para anotacao estrutural e funcional
do genoma inteiro para eucariotos e procariotas. Os usuarios podem fazer upload de
sequéncias de genoma e selecionar uma variedade de ferramentas para
mascaramento de repeticdo, previsdao de modelos de genes e outros recursos

estruturais, bem como ferramentas de anotacao funcional (Humann et al, 2019).

Dentro do pipeline, o programa PRINSEQ foi utilizado ja no momento do input
dos dados em formato FASTA. Este programa pode ser utilizado para filtrar, reformatar
ou ajustar dados de sequenciamento gendmico ou metagendmico (Schmieder &
Edwards, 2011). Foram encontradas 5 diferentes sequéncias, sendo duas da espécie
S. turcica e trés da espécie S. rostratum, onde duas das sequéncias de S. rostratum
foram identificadas como sendo de baixa qualidade por este programa foram
descartadas da analise.

Nas etapas seguintes foram utilizados quatro programas para predi¢édo de
genes: AUGUSTUS para predigdo de genes em sequéncias gendmicas eucarioticas
(Stanke & Morgenstern, 2005; Stanke et al, 2004); EvidenceModeler (também
conhecido como EVM), que combina previsdées de genes ab initio, ou seja, que utiliza
apenas aos arquivos das sequéncias de nucleotideos como dados de entrada, e
alinhamentos de proteinas e transcritos em estruturas de genes de consenso
ponderadas (Haas et al, 2008); GeneMarkES, que usa treinamento nao
supervisionado de novos genomas para realizar a previsao de genes ab initio

(Lomsadze et al, 2005; Ter-Hovhannisyan et al, 2008); o software GlimmerM, um
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localizador de genes derivado do Glimmer, desenvolvido especificamente para
eucariontes (Salzberg et al, 1999). Ao fim da execucgao de todos esses programas, foi
implementada uma analise utilizando o software BUSCO (V. 5) como controle de
qualidade para a predigao de genes (Siméao et al, 2015), onde as predi¢des com maior
score eram selecionadas como conjuntos de genes oficiais daquela cepa. O programa
BUSCO fornece medidas quantitativas para a avaliagdo da montagem do genoma,
conjunto de genes e completude do transcriptoma, com base nas expectativas
evolutivas da quantidade de genes ortdlogos de codpia unica quase universais
selecionados do OrthoDB (V. 10) (Simé&o et al, 2015).

Enfim, as sequéncias passaram pela fase de anotagao funcional, utilizando o
banco de dados NCBI RefSeq (O'Leary et al, 2016) e os programas: BLAST (Basic
Local Alignment Tool), que localiza regides de similaridade entre sequéncias dentro
de um banco de dados entre nucleotideos (BLASTn) ou de proteinas (BLASTp);
DIAMOND, que realiza a mesma comparacdo que o BLASTp, mas com uma
velocidade otimizada (Camacho et al, 2009); os programas InterProScan e Pfam, que
realizam comparagao entre sequéncias, sendo que o Pfam utiliza alinhamentos de
sequéncias e modelos ocultos de Markov (HMM’s) (Jones et al, 2015; Finn et al, 2016).
Em seguida, mais uma etapa de controle de qualidade foi adicionada utilizando o
software BUSCO (V. 5) para avaliar a qualidade das anotagdes. As sequéncias nao
tiveram quaisquer alteragdes manuais realizadas, e apenas as anotacgdes funcionais

realizadas pelo programa BLAST foram utilizadas para as demais etapas.

Na sequéncia, foi utilizado o programa OrthoVenn2 (Xu, 2019), que realiza a
analise de clusters ortdlogos de genomas completos e realiza analises comparativas
entre eles, com o objetivo de avaliar o pangenoma de S. turcica. Por fim, para a
avaliacao da distancia filogenética entre as cepas, as sequéncias originais dos
genomas foram submetidas ao software fastANI (JAIN et al, 2018), que compara os
genomas par a par para calcular a identidade nucleotidica média e construir uma
matriz de similaridade, na qual o valor 1 significa 100% de identidade e o valor 0
significa 0% de identidade. O pipeline de analises simplificado pode ser consultado na

Figura 1.
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Figura 1. Pipeline de Andlise Pangenomica do género Sethoespheria.

= Busca de dados = Filtro de sequéncias =l Anotagdo de genomas = Programas utilizados: = Andlise pangendmica

Andises de pangencoma

Qrthavenn2

Input de sequencias em|
Tormate fasta

Haboracdo de trabalhg
diz condusEs

controbe de
qualidade

cantrode de
qualidacde

Figura gerada na ferramenta diagrams.net. Fonte: A AUTORA, 2023.

2.3 Resultados

Em uma busca utilizando o banco de dados Genome, do GenBank, foram
encontradas duas montagens de genoma completo da linhagem Et28A de
Exserohilum turcica, sendo que apenas uma delas esta finalizada (BioProject:
PRJNA638013). As demais cepas encontradas e consideradas para a anadlise

pangenoma estao descritas na Tabela 1:
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Tabela 1. Sequéncias de cepas avaliadas para a
analise pangendmica de Sethosphaeria.

espécie cepa n° de contigs software GenSAS
S. rostratum ER1 29 nao aceito
S. rostratum SR-KPL1 769 aceito
S. rostratum  ZM170581 667 néo aceito

S. turcica Et28A 407 aceito

S. turcica GDO003 22 aceito

Fonte: A AUTORA, 2023.

Ap0Os avaliagao para garantir a ndo ocorréncia de repetigcdes das sequéncias,
iniciou-se o0 processo o pipeline descrito na Figura 1, dentro do servidor GenSAS.
Contudo, apenas as cepas S. rostratum SR_KPL1, S. turcica Et28A e S. turcica sorghi
GDO0O03 tiveram a qualidade de sequenciamento suficiente para dar continuidade ao
processamento de dados. De acordo com o manual do usuario do software PRINSEQ,
os arquivos de montagem devem conter menos de 25.000 sequéncias totais e mais
de 50% das sequéncias devem ter mais de 2.500 bases de comprimento (Schmieder
& Edwards, 2011). Os resultados para a predicdo de genes encontrada por cada um
dos programas utilizados e a qualidade final da anotagcdo funcional podem ser

consultados na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados das predigées de genes obtidas pelos diferentes softwares

Cepas

Programa Resultado Média S. turcica S. rostratum
Et28A  SR-KPLA1 GDO003
AUGUSTUS predicdo de genes 12.059 12.262 11.504 12.411
GeneMarKES predicdo de genes 13.067 13.610 11.847 13.743
GlimmerM predicéo de genes 7.782 7.549 8.447 7.349
EvidenceModeler sequéncia consenso 11.735 11.739 11.576 11.891
BUSCO qualidade da anotagao funcional - 99% 99,10% 97,40%

Fonte: A AUTORA, 2023..

Para a analise de valor de identidade nucleotidica média entre as diferentes
espécies, as cepas S. rostratum SR_KPL1 e S. turcica Et28A tiveram identidade igual

a 84,3, 99,5 para S.turcica Et28A e S. turcica sorghi GD003 e, por fim, as cepas S.
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rostratum SR_KPL S. turcica sorghi GD003 apresentaram uma identidade nucleotidica
média de 84,3. A Figura 2 tem um diagrama de Venn representando numericamente

as proteinas comuns e individuais de cada cepa utilizada.

Figura 2. Diagrama de Venn comparando o numero de proteinas entre diferentes espécies do
género Sethosphaeria.

.l Sethosphaeria turcica_Et28A
Sethosphaeria turcica sorghi_G003

103 . Sethosphaeria rostratum_SR_KPLA1

Imagem gerada no programa OrthoVenn2. Fonte: A AUTORA, 2023.

Nas Figuras 3 a 5 sdo demonstradas as diferentes identificacdes de
funcionalidades para o genoma central, ou seja, contendo as proteinas comuns a

todas as cepas analisadas, definidos de acordo com a classificagdo do OrthoVenn2.
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Figura 3. Porcentagem de proteinas do genoma central envolvidas em processos biologicos de
acordo com a classificagao do GO realizada pelo OrthoVenn2.

6%

7%

17%

%

Fonte: A AUTORA, 2023.

» processos biolagicos

» processos metabolicos

processo metabdlico celular
processo celular
processo metabolico de macromoléculas

processo metabdlico de compostos de
nitrogénio

« processos metabolicos primarios

processo metabolico de RNA

processo metabdlico de heterociclo

Figura 4. Porcentagem de proteinas do genoma central associadas a fungées moleculares, de
acordo com a classificagao de GO, realizada pelo OrthoVenn2.

4%

13%
6%

8% 11%

Fonte: A AUTORA, 2023.

= atividade da oxiredutase
ligacdo de ions

m atividade de transferase

m fungdes moleculares

m atividades transportadoras

m atividade de peptidase

= ligacOes de acddos nucleicos
ligacdo de nucleotideos

= atividade de monooxigenase

m outros

Figura 5. Porcentagem de proteinas do genoma central associadas a componentes celulares,
de acordo com a classificagdo de GO realizada pelo OrthoVenn2.
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B membrana
® partes da célula
= componentes celulares
intracelulares
17% = nucleo
= mitocondria
m organelas
m organelasintracelulares
m regides extracelulares
= vacuolo
m outros

15%
Fonte: A AUTORA, 2023.

Nas Figuras 6 a 10 estdo apresentados os resultados para as classificagdes
quanto as proteinas pertencentes ao genoma periférico, ou seja, individuais a cada
cepa analisada. Quanto a classificagdo de proteinas associadas a componentes
celulares, a cepa S. turcica sorghi (GD003) a identificagcéo realizada pelo OrthoVenn2
apenas apresentou a classificagdo de regido extracelular, e ndo obteve resultados

para a classificacdo de proteinas associadas a fungdes moleculares.

Figura 6. Porcentagem de proteinas do genoma de S. turcica sorghi (GD003) envolvidas nos
processos biolégicos de acordo com a classificagdo de GO realizada pelo OrthoVenn2.

) 10%
15%

= processo metabdlico do DNA

10% ® processo metabaolico de compostos celulares
aromaticos
processo metabdlico de compostos de
nitrogénio

m processos metabdlicos

5%

® processos metabdlicos de macromoléculas
10% 10%

® processos metabdlicos celulares
= processos metabolicos primarios
u processos metabdlicos do heterociclo
10% 10%
transporte

= outros
10% 10%

Fonte: A AUTORA, 2023.
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As Figuras 7 a 9 apresentam os dados de classificagao do GO realizada pelo
OrthoVenn2 para as proteinas associadas a determinados processos bioldgicos,
funcdes moleculares e componentes celulares do genoma periférico correspondente
a cepa de S. rostratum (SR_KPL1).

Figura 7. Porcentagem de proteinas do genoma de S. rostratum (SR_KPL1) envolvidas em
processos biolégicos de acordo com a classificagdo do GO realizada pelo Orthovenn2.

4%

5%

B processos biolégicos
m processos metabdlicos

6% processo metaholico celular

m processo multi-organismos
m processo metabolico de compostos de

nitrogénio ) )
= processos metahaolicos de lipideo

6%

= processos metabdlicos primarios

6% 17%

= processo metabolico de

macromoléculas
processo metabolico de compostos

celulares aromaticos
= outros

m processo metabolico de contencdo de

12% nucleobases

Fonte: A AUTORA, 2023.

Figura 8. Porcentagem de proteinas do genoma de S. rostratum (SR_KPL1) associadas a
fung¢6es moleculares de acordo com a classificagdo do GO realizada pelo OrthoVenn2.

4%

4%

= atividade da oxiredutase
atividade de transferase
38%
m ligacdo de nucleosideos
m ligacdes
9%
m ligacdo de nucleotideos

m atividade da monooxigenase

= atividade da ligase

outros

23%
Fonte: A AUTORA, 2023.
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Figura 9. Porcentagem de proteinas do genoma de S. rostratum (SR_KPL1) associadas a
componentes celulares, de acordo com a classificagcdo do GO realizada pelo OrthoVenn2.

50% 50%

= membrana

B componentes celulares

Fonte: A AUTORA, 2023.

Na Figura 10, estao apresentados os resultados para as classificagdes quanto
as proteinas pertencentes ao genoma periférico da cepa de S. turcica (Et28A). Quanto
a classificacdo de proteinas associadas a componentes celulares, a cepa Et28A nao
apresentou resultados, sendo a unica associagao para fungdo molecular dentre as

classificagdes realizadas pelo OrthoVenn2, foi a de atividade da hidrolase.

Figura 10. Porcentagem de proteinas do genoma de S. turcica (Et28A) envolvidas nos
processos biolégicos de acordo com a classificagdo de GO realizada pelo OrthoVenn2.

10% 10%

m processos bioldgicos

10% m processos metabdlicos
processos celulares
m componentes de organizacdo celular
m divisdo nuclear

10%

m processo metabdlico de compostos de
nitrogénio
u ciclo celular
= organizacdo de organelas
10% 10% Banzac &

10%

10%

processo metabdlico de contencdo de
nucleobases
10% 10%

Fonte: A AUTORA, 2023.
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No genoma central analisado, foram encontradas 80 proteinas associadas
com patogénese de acordo com a classificagdo do GO realizada pelo OrthoVenn2,
enquanto que no genoma periférico, apenas a cepa de S. rostratum analisada teve
ocorréncias de proteinas associadas a patogenicidade de acordo com a mesma

classificagdo. As sete ocorréncias encontradas foram investigadas quanto a sua

origem e os resultados estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Relagdo de proteinas de S.rostratum relacionadas a patogénese com suas
correspondentes de maior score de acordo com a maior identidade e similaridade

identificados pelo BLASTp

cédigo da
cluster proteina nome query cover identidade codigo NCBI
relacionado com a monooxigenase do
citocromo P450 (lovA) [Ramularia collo- XP_023628
cluster 232  00g075360 cygni] 100% 87,99% 0741
citocromo P450 [Phaeosphaeriaceae sp. KAH870300
cluster 232  00g009610 PMI808] 100% 87,71% 1.1
proteina hipotética AJ80_05567 PGH15383.
cluster 232  00g096090 [Polytolypa hytricis UAMH7299] 98% 64,16% 1
tioredoxina redutase [Phaeosphaeriaceae KAH872304
cluster 233  00g009510 sp. PMI808] 99% 80,83% 9.1
relacionado com tiorredoxina redutase XP_023628
cluster 233 009075450 [Ramularia collo-cygni] 96% 81,96% 083.1
tioredoxina redutase glit KAH872304
cluster 233  00g096100 [Phaeosphaeriaceae sp. PMI808] 100% 85,48% 21
EntF, proteina do médulo de peptideo
sintetase néo ribossomal [Pyrenophora KAF757292
cluster 9231 009108620 fritici-repentis] 99% 62,77% 9.1
HC-toxina sintetase [Pyrenophora tritici- XP_001940
cluster 9231 009104680 repentis Pt-1C-BFP] 100% 64,26% 764 .1
proteina hipotética GQ44DRAFT_693644 KAH870127
cluster 9248 00g047670 [Phaeosphaeriaceae sp. PMI808] 99% 90,57% 5.1
proteina hipotética HBI10 107890 KAH400013
cluster 9248 00g003400 [Parastagonospora nodorum) 100% 74,88% 0.1
proteina ndo caracterizada
C7974DRAFT_292919, parcial [Boeremia XP_045992
cluster 9249 009075370 exigual 91% 79,75% 328.1
proteina hipotética GQ44DRAFT_831630 KAH870300
cluster 9249 00g009530 [Phaeosphaeriaceae sp. PMI808] 86% 81,05% 8.1
EntF, proteina do médulo de peptideo
sintetase nao ribossomal [Pyrenophora KAF757292
cluster 9269 009112320 tritici-repentis] 82% 76,92% 8.1
EntF, proteina do médulo de peptideo
sintetase nao ribossomal [Pyrenophora KAF757292
cluster 9269 009102630 fritici-repentis] 100% 72,91% 8.1
proteina ndo caracterizada XP_043173
cluster 9288 00g022800 ALTATR162_LOCUS9826 [Alternaria atral] 98% 57,25% 3971
proteina hipotética J4AE81_010817 KAI4677792
cluster 9288 009004710 [Alternaria sp. BMP 2799] 100% 75,69% N

Fonte: A AUTORA, 2023.
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2.4 Discussao

O organismo Sethosphaeria turcica pertencente a familia Ascomycota é
principalmente conhecido por ser o agente causador da helmintosporiose (Zhang et
al., 2012). Periodicamente, essa espécie causa prejuizos na cadeia produtora de
milho, relacionadas a epidemias dentro de plantagcdes localizadas em regides com
altas temperaturas e umidade elevada (Raymundo & Hooker, 1981., Perkins &
Pedersen, 1987; Carson, 1999), sendo desta forma, uma espécie com que desperta
o interesse quanto ao seu entendimento.

Ainda que S. turcica tenha sua atencao justificada, ao observar os dados
apresentados na Tabela 1, em pesquisa no NCBI genome foram encontradas apenas
seis diferentes sequéncias do organismo Sethophaeria, e dentre elas, apenas trés
delas foram aceitas pelo pipeline de anotagao funcional. Ou seja, além dos poucos
dados disponiveis, 50% deles ndo tinham os requisitos adequados para participar do
pipeline de analises.

Dentre os dados analisados na Tabela 2, podemos observar os resultados
para a predigdo de genes para cada cepa de acordo com os diferentes programas
utilizados. Os trés programas apresentaram dados concordantes entre si, e até
mesmo dados aproximados entre as diferentes cepas dos mesmos organismos.
Naturalmente, a cepa da espécie S. rostratum apresentou uma divergéncia das outras
duas de S. turcica, se tratando de diferentes espécies. Na mesma tabela, € possivel
observar também que o programa de GlimmerM apresentou uma contagem de genes
muito abaixo dos demais, isso pode ser explicado por conta dos modelos de
treinamento que o programa recebeu, contendo apenas os organismos Arabidopsis
thaliana, Oryza sativa, e Plasmodium falciparum (Salzberg et al, 1999). O treinamento
que o programa recebe € intrinseco ao seu software e ndo pode ser modificado, como
nenhum destes organismos citados se assemelha especificamente ao objeto de
estudo neste trabalho, esses resultados foram descartados nas demais etapas deste
projeto.

Nas Figura 2 e Tabela 3, estdo apresentados o Diagrama de Venn com o
numero de clusters comuns e individuais a cada cepa de Sethophaeria, onde o
genoma central apresentou 28906 proteinas e 9066 clusters. Quanto as classificagdes

realizadas, representadas graficamente nas Figuras 3, 6, 7 e 10 é possivel observar
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as porcentagens dos clusters envolvidos nos processos biolégicos do genoma central
e individual de cada cepa. Destes resultados, podemos destacar a Figura 7, que
apresenta 6% de clusters identificados para os processos metabdlicos de lipidio e 17%
para o processamento de macromoléculas.

Uma caracteristica comum a algumas espécies de Ascomicetos
fitopatogénicos é a dependéncia da digestdo de corpos lipidicos armazenados no
citoplasma para conseguir realizar a penetragdo no hospedeiro (Mims et al., 1995;
Schadeck; Leite; Bucchi, 1998). A digestao dessas moléculas supre a demanda de
substratos para os processos de sintese e auxilia ao fornecer a energia necessaria
para a germinacao, além de produzir glicerol e melanina, necessarios para obtengao
da pressao de turgor, essencial a infeccado (Weete, 1984; Thimes; Weber; Talbot,
2000).

Ao investigar a patogenicidade dessas espécies, foi possivel identificar 80
proteinas associadas a patogénese dentro do genoma central, no entanto, ao
consultar o codigo de classificacdo dentro do GO, o sistema informava que essa se
tratava de um codigo de classificagdo obsoleto que atualmente contempla duas
subdivisdes, podendo significar: 1. Modulagao processos de um hospedeiro através
de um simbionte; 2. Indu¢do de morte celular programada no hospedeiro realizada por
um simbionte.

Nas analises para investigar de forma mais profunda a patogenicidade
individual de cada linhagens, apenas a cepa proveniente da espécie de S. rostratum
teve teve clusters associadas a patogénese, de acordo com a classificagdo do GO
realizada pelo programa OrthoVenn2. Isso representa um achado interessante, pois
muitos dos genes de patogenicidade sdo comuns ao género, no entanto, somente a
linhagem Et28A tem diferentes genes associados diante dessa classificacdo. Para o
melhor entendimento deste repertério genético, seria necessaria a comparagao
apenas entre diferentes linhagens contendo amostras apenas da espécie de S.
rostratum.

Com 16 proteinas em 7 diferentes clusters, os resultados organizados na
Tabela 5, demonstram uma frequéncia de quatro principais proteinas, das quais:
citocromo p450 e relacionadas, proteinas relacionadas a tioredoxina redutase,
proteina do mdédulo de peptideo sintetase de outros ascomicetos como Ramularia

collo-cygni, Phaeosphaeriaceae sp. e Pyrenophora tritici-repentis.
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Genes codificadores para essas proteinas estdo fortemente atrelados a
producao de micotoxinas denominadas fumosinas, usualmente encontradas no milho
e seus derivados, associadas a diversas doengas em animais (Lorenzzeti, Villas-Boas,
Garcia, 2006). Comprovadamente a ingestdo de grdos contaminados com
fumonisinas pode trazer sintomas alérgicos ou ainda, causar carcinogénese de
es6fago em humanos se ingeridos por longos periodos de tempo (Norred, 1993; Pitt,
2000; Marasas, 2001). Ainda que muitas dessas proteinas tenham apresentado um
baixo percentual de identidade, isso pode fornecer informagdes quanto a outros

organismos com mecanismos de viruléncia similares e também como conté-los.
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3 CONCLUSAO

O presente trabalho se propbés a analisar o pangenoma de Setosphaeria
turcica, visando descrever genes de patogenicidade e fatores de viruléncia envolvidos
na infecgao provocada pelo agente causador da helmintosporiose. Mesmo causando
grande impacto nos plantios, os dados disponiveis em relagdo a esta espécie séo
insuficientes para estudos gendmicos mais aprofundados, capazes de desvendar os
mecanismos de infeccdo deste organismo. Na pesquisa realizada, apenas o0s
genomas de seis cepas de duas espécies distintas de Setosphaeria foram
encontradas, dos quais apenas trés possuiam qualidade suficiente e puderam ser
utilizados para o desenvolvimento do trabalho.

Vale ressaltar que a maior parte do pangenoma do género Setosphaeria &
formado pelo o genoma central, mesmo realizando a comparacao entre diferentes
espécies, 0 que evidencia uma baixa variabilidade intra-cepa e intra-especifica.
Quanto aos genes de patogenicidade, € importante destacar a presenca de genes de
funcao ainda desconhecida exclusivos a cepa de S. rostratum (Et28A) analisada, que
podem ser de importancia para a infecgao e o desenvolvimento da doenca.

E necessario ampliar o sequenciamento de linhagens distintas que sejam
provenientes de diferentes hospedeiros, pois além de possibilitar a compreensao das
variagbes genéticas que as tornam capazes de infectar diferentes cultivares, nos
ajudariam a ter um maior vislumbre dos mecanismos de infec¢do desenvolvidos para

a recém adquirida capacidade de infectar mamiferos.
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