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RESUMO

Gendmica comparativa de dois isolados de S. scitamineum com niveis
diferentes de agressividade na doenca do carvao da cana-de-agucar

A doenca do carvao da cana-de-agucar é resultado da interacao biotrofica entre o
fungo basidiomiceto Sporisorium scitamineum e a planta hospedeira, a cana-de-
acucar. A doenca é caracterizada por profundas mudancas no metabolismo do
hospedeiro e a emissdo de uma longa estrutura a partir do meristema da planta
chamada de chicote, onde estéo localizados os telisporos do patdgeno que serao
dispersos pelo vento. Distintos gendtipos de cana possuem niveis diferentes de
resisténcia quanto a colonizagcédo do fungo. Estudos anteriores avaliaram a natureza
da agressividade de dois haplétipos brasileiros do patdgeno infectando plantas
resistentes e suscetiveis. Resultados demonstraram que o isolado SSC04 é capaz
de promover desenvolvimento precoce da doenca quando comparado ao isolado
SSC39, além de induzir um maior nimero de chicotes nas plantas infectadas. Neste
projeto, foram sequenciados o0os genomas completos de células sexualmente
compativeis dos dois isolados, buscando elucidar o grau de polimorfismo e/ou
heterozigosidade entre estes individuos. A analise comparativa revelou uma alta
porcentagem de sintenia entre 0s genomas e sequéncias génicas, entretanto, foram
encontradas alteracfes estruturais associadas a regido entre os loci de mating-type,
onde estéo localizados os genes responsaveis pela determinacdo sexual, essenciais
para formacao da hifa dicaridtica, Unica fase infectiva do patdgeno. Estas variacoes
estruturais provavelmente foram mediadas por reminiscentes de sequéncias
relacionadas a elementos transponiveis. Além disso, o isolado mais agressivo
SSC04 apresentou maior heterozigosidade em relagdo aos genomas do isolado
SSC39, sendo que a variacdo encontrada entre os haploides do isolado SSC39 se
restringe, majoritariamente, aos genes de mating. Variantes de nucleotideo Unico
(SNVs) foram identificadas dentro da sequéncia codante de genes candidatos a
efetores entre os dois isolados, corroborando dados da literatura.

Palavras-chave: heterozigosidade, efetores, sequenciamento, isolados,
agressividade, planta-patdogeno



ABSTRACT

Comparative genomics of two isolates of S. scitamineum with different levels
of aggressiveness in sugarcane smut disease

Sugarcane smut disease is the result of the biotrophic interaction between the
basidiomycete fungus Sporisorium scitamineum and its host plant, sugarcane. The
disease is characterized by profound changes in the host's metabolism and the
emission of a long structure called a whip, which originates from the plant's meristem
and contains the pathogen's teliospores that are dispersed by the wind. Different
sugarcane genotypes exhibit varying levels of resistance to fungal colonization.
Previous studies have assessed the aggressiveness of two Brazilian haplotypes of
the pathogen by infecting resistant and susceptible plants. The results demonstrated
that the SSCO04 isolate is capable of inducing early disease development compared
to the SSC39 isolate, and it also induces a higher number of whips in infected plants.
In this project, the complete genomes of sexually compatible cells from both isolates
were sequenced to elucidate the degree of polymorphism and/or heterozygosity
between these individuals. Comparative analysis revealed a high percentage of
synteny between the genomes and gene sequences; however, structural alterations
were found associated with the region between the mating-type loci, where genes
responsible for sexual determination are located. These genes are essential for the
formation of the pathogen's infective dicaryotic hyphae. These structural variations
were likely mediated by remnants of transposable element-related sequences.
Furthermore, the more aggressive SSCO04 isolate exhibited higher heterozygosity
compared to the genomes of the SSC39 isolate, and the variation found among the
haploids of the SSC39 isolate is mainly restricted to the mating genes. Single
nucleotide variants (SNVs) were identified within the coding sequence of candidate
effector genes between the two isolates, which supports existing literature data.

Keywords: heterozygosity, effectors, sequencing, isolates, aggressiveness, plant-
pathogen



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Chicote, principal sintoma da doenca do carvdo na cana-de-acucar
causada pelo fungo biotrofico Sporisorium scitamineum. Fonte: Autoria prépria 24
Figura 2 — Fases do ciclo de vida do fungo biotréfico Sporisorium scitamineum.
Fonte: MONTEIRO-VITORELLO et al., 2018.......cccoiiiiiiiiiieeeeeee e, 25
Figura 3 — Representacdo esquematica do processo de cruzamento sexual em S.
scitamineum. FoNnte: AULONA PrOPIIA.........uuuuiiii et e e e e 26
Figura 4 — Teste de compatibilidade entre os isolados 04 e 39 e seus respectivos
mating-types. A denominacdo “A” refere-se ao alelo MAT-2, enquanto a
denominacéao “B” refere-se ao alelo MAT-1. Reacdes sexuais positivas apresentaram
uma colonia de morfologia branca e cotonosa com um halo de hifas
(1,3,6,8,9,11,14,16), enquanto reacOes negativas apresentaram colonias lisas e
leveduriformes (2,4,5,7,10,12,13,15). Cruzamentos ocorreram em meio YM sdlido a
28°C por 3 dias. Isolados sé@o capazes de hibridizac8o............ccccccvveeieeeeceeeeeiiinnnnnn. 42
Figura 5 — ldentificag&o visual cruzamento in vitro dos isolados SSC04A/SSC04B e
SSC39A/SSC39B. A — Reacédo positiva de cruzamento entre dois mating-types
diferentes sob microscopia de luz, aumento de 40x. E possivel observar a formac&o
de hifas, gerando aspecto cotonoso em placa. B — Células leveduriformes haploides
sob microscopia de luz, aumento de 40x. E possivel observar reacdo ausente de
cruzamento, quando dois mating-types idénticos sdo cruzados. Crescimento foi
realizado com meio YM sdlido e indculo crescido a 28°C. Fotos realizadas em
microscopio de luz OLYMPUS — BXAOF4 .......coooi o 43
Figura 6 — Quantificacdo das amostras de extracdo de DNA gendmico total medido
pelo espectrofotometro NanoDrop 2000/2000c. A — Espectro de absorbancia e
comprimento de onda da amostra SSCO04A. B — Espectro de absorbancia e
comprimento de onda da amostra SSC04B. De acordo com a ThermoFisher
Scientific, os acidos nucléicos possuem absorbancia maxima em 260 nm............... 44
Figura 7 — Quantificacdo das amostras de extracdo de DNA gendmico total medido
pelo espectrofotbmetro NanoDrop 2000/2000c. A — Espectro de absorbéancia e
comprimento de onda da amostra SSC39A. B — Espectro de absorbancia e
comprimento de onda da amostra SSC39B. De acordo com a ThermoFisher

Scientific, os acidos nucléicos possuem absorbancia maxima em 260 nm............... 45



10

Figura 8 — Teste de discriminacdo molecular de mating-types opostos do isolado
SSCO04 de Sporisorium scitamineum. Produtos de PCR dos primers bE1F1/bE1-2R1
(MAT-1) e bE2F2/bE1-2R1 (MAT-2) foram colocados em gel de eletroforese
(agarose 1%) com ladder de 1 kpb (ThermoFisher Scientific) e registrados em
transiluminador. Lanes 3 e 4 sao referentes ao DNA de um dos haploides, e as lanes
6 e 7 do haploide oposto. Lanes 2, 5 e 7 séo referentes ao controle negativo 46
Figura 9 — Teste de discriminacdo molecular de mating-types opostos do isolado
SSC39 de Sporisorium scitamineum. Produtos de PCR dos primers bE1F1/bE1-2R1
(MAT-1) e bE2F2/bE1-2R1 (MAT-2) foram colocados em gel de eletroforese
(agarose 1%) com ladder de 1 kpb (ThermoFisher Scientific) e registrados em
transiluminador. Lanes 2 e 3 sdo referentes ao DNA de um dos hapléides, e as lanes
4 e 5 do hapldide oposto.. Lanes 2, 5 e 7 sdo referentes ao controle negativo 46
Figura 10 — Comprimento da sequéncia genémica do alelo bE1l do gene bE no
locus de mating-type de Sporisorium scitamineum. Os primers bE1F1 e bE1-2R1,
indicados pelos triangulos invertidos, amplificam a regido N-terminal...................... 47
Figura 11 — Regido gendmica de anelamento dos primers bE1F1 (5'-
ATGCGTGAATTTGCGC-3’) e bE1-2R1 (5-TTGATGAACCAGAGCGTGAG-3) na
regido N-terminal do alelo bE1 do gene bE. A regido amplificada corresponde a 668
pares de base. Alinhamento de primers e traducdo da sequéncia foi realizada pelo
BeNCNIING ..o a7
Figura 12 — Sequenciamento pelo método de Sanger (SS) do produto de PCR
gerou uma sequéncia consenso de 639 pb, referente ao par de primers de mating-
type bE1F1/bE1-2R1 para identificacdo do alelo MAT-1 de S. scitamineum. Setas em
verde sdo referentes a sequéncia dos primers e sua diregdo. A primeira linha
representa a referéncia de sequéncia codante parcial do alelo bE1 como depositado
no NCBI pelo acesso MZ926872.1. A segunda linha representa a sequéncia
consenso gerada pela sequéncia forward e reverse. Terceira e quarta linha
representam, respectivamente, a sequéncia reverse e forward. Cromatogramas sao
referentes a discriminacdo e qualidade das bases. Cromatogramas e alinhamento
das sequéncias foram processados pelo CLC Genomics Workbench v. 20
(0] -] = ) TR 48
Figura 13 — Comprimento da sequéncia gendmica do alelo bE2 do gene bE no
locus de mating-type de Sporisorium scitamineum. Os primers bE2F2 e bE1-2R1,
indicados pelos triangulos invertidos, amplificam a regido N-terminal...................... 49



11

Figura 14 — Regido gendmica de anelamento dos primers bE2F2 (5'-
CTTTCCTACAATCCAAACCAATA-3) e bE1-2R1 (5-
TTGATGAACCAGAGCGTGAG-3’) na regiao N-terminal do alelo bE2 do gene bE. A
regido amplificada corresponde a 458 pares de base ...........ccovvveevvveiiiieeeeeeeeeiiiiinnnn, 49

Figura 15 — Sequenciamento pelo método de Sanger (SS) do produto de PCR
gerou uma sequéncia consenso de 437 pb, referente ao par de primers de mating-
type bE2F2/bE1-2R1 para identificacdo do alelo MAT-2 de S. scitamineum. Setas em
verde sdo referentes a sequéncia dos primers e sua direcdo. A primeira linha
representa a referéncia de sequéncia codante parcial do alelo bE2 como depositado
no NCBI pelo acesso MZ926873.1. A segunda linha representa a sequéncia
consenso gerada pela sequéncia forward e reverse. Terceira e quarta linha
representam, respectivamente, a sequéncia reverse e forward. Cromatogramas sao
referentes a discriminacdo e qualidade das bases. Cromatogramas e alinhamento
das sequéncias foram processados pelo CLC Genomics Workbench v. 20
[(© X ] 1 N | PRSPPI 50
Figura 16 — Amplificacdo do gene candidato a efetor g5159 visualizada em gel de
agarose (1%). Lane 1 mostra ladder 1 kpb, enquanto as lanes 2,4 e 6 mostram um
produto de 2500 pb, resultante da amplificacdo dos primers forward e reverse do
inicio ao final do gene. As lanes 3, 5 e 7 mostram um produto de, aproximadamente,
1500 pb, resultante da amplificacdo a partir do primer forward interno ao gene até o
YW YT o PP 51
Figura 17 — Regido gendmica de anelamento dos primers do g5159 forward (5'-
GAAAAAGGGGAGGGATCTA-3), forward interno (5-
CTGAGCCTGAACCAAAACGC-3’) e reverse (5-AGTCTCAAACACACAGGCAA-3).
A representacdo mostra a sequéncia reversa complementar. Quadrados coloridos
representam o0s aminoacidos que compdem a proteina putativa do g5159. O
asterisco representa o codon de parada da cadeia polipeptidica...............cceevvvvnnnnn.. 52
Figura 18 — Polimorfismos nas posi¢cbes 689 e 690 do gene candidato a efetor
05159 nos dois isolados. Fonte: Crestana (2015). ......cooeveeieiiiiieeiieee 53
Figura 19 — Grafico de barras demonstrando o comprimento da sequéncia
genbmica de cada contig correspondente aos cromossomos da referéncia. Em cinza
escuro, o tamanho dos cromossomos de SSCO04A e, em cinza claro, os contigs da
montagem de NOVO A€ SSCOAB ........ccooiiiiiiiiii e e e e e e 58



12

Figura 20 — Grafico de barras demonstrando o comprimento da sequéncia
genbmica de cada contig correspondente aos cromossomos da referéncia. Em cinza
escuro, os contigs da montagem de novo de SSC39A e, em cinza claro, a referéncia
SSC39B (Taniguti et al., 2015). ...ceeiiiiiiiiiie e 60
Figura 21 — Dot plot das sequéncias gendmicas de mating-types complementares e
opostos do isolado SSC04 de S. scitamineum. O grafico ilustra o alinhamento de
cada contig da montagem de novo em relacdo a referéncia e demonstra sintenia
conservada expressada pela linha diagonal continua ...............ccceovvvviiiicii e, 61
Figura 22 — Dot plot das sequéncias gendmicas de mating-types complementares e
opostos do isolado SSC39 de S. scitamineum. O grafico ilustra o alinhamento de
cada contig da montagem de novo em relacdo a referéncia e demonstra sintenia
conservada expressada pela linha diagonal continua .................ccoovveiiiiiiie e, 61
Figura 23 — Grafico comparando a completude genémica das diferentes montagens
de NOVO COM SUAS FEFEIENCIAS. ....vvvvriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiibibb bbb reaeanennnnes 62
Figura 24 — Densidade de sequéncias codantes distribuidas ao longo do genoma

SSC04 MAT-1. Linhas pretas representam sequéncias codantes. A escala utilizada é

Figura 25 — Densidade de sequéncias codantes distribuidas ao longo do genoma
SSCO04 MAT-2. Linhas pretas representam sequéncias codantes. A escala utilizada é

Figura 26 — Densidade de sequéncias codantes distribuidas ao longo do genoma

SSC39 MAT-1. Linhas pretas representam sequéncias codantes. A escala utilizada é

Figura 27 — Densidade de sequéncias codantes distribuidas ao longo do genoma

SSC39 MAT-2. Linhas pretas representam sequéncias codantes. A escala utilizada é

Figura 28 — Dot plot das sequéncias gendmicas de mating-types complementares e
opostos dos isolados SSC04 (esquerda) e SSC39 (direita) de S. scitamineum. Dot
plot gerado pelo CLC Genomics Workbench (QIAGEN). O gréfico ilustra o
alinhamento do cromossomo 2 nos dois isolados, demonstrando a presenca de
inversdes que sao apresentadas como linhas invertidas, repeticdes, expressas pelas
lINhas adjacentes € JaCUNAS. .......cooiiiii e eens 68
Figura 29 — Dot plot das sequéncias gendmicas de mating-types iguais dos isolados
SSCO4A e SSC39A (esquerda) e SSC04B e SSC39B (direita) de S. scitamineum.



13

Dot plot gerado pelo CLC Genomics Workbench (QIAGEN). O gréafico ilustra o
alinhamento do cromossomo 2 nos dois isolados. Entre os genomas de alelo MAT-2
(representado pelo “A”), ha presenca de uma inversdo, expressada pela linha
invertida, e nos genomas de alelo MAT-1, h4 sintenia continua ............cccccccevvnnnnns 68
Figura 30 — Dot plot das sequéncias génicas de mating-types complementares e

opostos do isolado SSC04 de S. scitamineum, gerados pelo MCScanX .................. 69
Figura 31 — Profundidade sinténica entre os genomas SSC04A (MAT-2) e SSC04B
(MAT-1) gerada pelo MCSCANX .....cccceeiiiiiiiiiii et e e e e e e e e e e e e 69
Figura 32 — Dot plot das sequéncias génicas de mating-types complementares e
opostos do isolado SSC39 de S. scitamineum, gerados pelo MCScanX .................. 70
Figura 33 — Profundidade sinténica entre os genomas SSC04A (MAT-2) e SSC04B
(MAT-1) gerada Pelo MCSCANX .......uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e eaenee 71

Figura 34 — AlteracOes estruturais na regidao entre os loci de mating-type em
diferentes isolados de S. scitamineum. Sequéncias gendmicas anotadas foram
alinhadas pelo CLC Genomics Workbench (QIAGEN) e ajustadas manualmente 72
Figura 35 — Numero de variantes encontradas entre 0os mating-types de dois
isolados de S. scitamineum através dos softwares Medaka e Clair3. O eixo X
representa a cobertura minima de reads consideradas. O eixo y representa 0
NUMETO 8 VAIANTES ... ..ttt ssssssssssssssssssnnnnnnnnnes 73
Figura 36 — Variantes entres 0os mating-types opostos dos isolados SSC04 e SSC39
suportadas pelos softwares Medaka e Clair3..............oiiiiiiieiiiiceeiic e 74
Figura 37 — Variantes encontradas entre os genomas quando comparados com a
referéncia SSC39 MAT-1 (Taniguti et al., 2015).........ccuviiiiiiiiiiiieice e, 75
Figura 38 — Distribuicdo do numero de variantes ao longo do genoma de dois
isolados diferentes e seus respectivos Mating-tyPes. ............uuuueuurmmmmmmmmmmmmmimnniiiininnens 76

Figura 39 — Distribuicdo das variantes entre os alelos MAT-1 e MAT-2 do isolado

SSCO04. Escala de 106 ............................................................................................................................................ 77
Figura 40 — Numero de variantes por qualidade de phred score entre 0s genomas
SSCO4 MAT-1 € MAT -2 oo 78

Figura 41 — Distribuicdo do efeito das variantes entre os genomas SSC04 MAT-1 e
(AN 2 oTe] At oo R =R (=T [ E=Tole [o 1o [T g o] 1 4 F- U 79
Figura 42 — Distribuicdo das variantes entre os alelos MAT-1 e MAT-2 do isolado
SSC39 Esca|a de 106 ............................................................................................................................................ 79



14

Figura 43 — Numero de variantes por qualidade de phred score entre os genomas
SSC39 MAT-L € MAT -2 ittt et e e e e e e s s r e e e e e e e e annneeees 80
Figura 44 — Distribuicdo do efeito das variantes entre os genomas SSC39 MAT-1 e
MAT-2 por tipo € regido dO ENOMA .....cceeeeeeeeeeeee e 81
Figura 45 — Distribuicdo das variantes entre os alelos MAT-2 do isolado SSC04 e
MAT-1 dO isolado SSC39. Escala de 106 ................................................................................................. 81
Figura 46 — Numero de variantes por qualidade de phred score entre 0s genomas
SSCO4 MAT-2 € SSC39 MAT-L..eiiiiieeeiiiiiiiiiie et e e e e e e e e e e e 83
Figura 47 — Distribuicdo do efeito das variantes entre os genomas SSC04 MAT-2 e
SSC39 MAT-1 por tipo € regi&io d0 gENOM@ ......uuvuurrrrireiiiiiiiiiiiiieiiiiieneeneeeeeeeeeeeaeeaeees 84
Figura 48 — Panorama geral da distribuicdo de variantes entre genomas de S.
scitamineum. De fora para dentro: cromossomos, densidade génica, genes
candidatos a efetores (em vermelho: polimérficos) e loci de mating-type em azul,
SNVs do isolado SSC04 MAT-2, SNVs do isolado SSC04 MAT-1 e SNVs do isolado
SSC39 MAT-2. Em cinza claro, destacada regido de mating-type. Escala da

densidade génica é de 10* Imagem gerada através do Circos v. 0.69 .................... 85



15

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Primers utilizado por Agisha et al. (2022) para amplificacdo dos alelos
referentes ao gene bE, presente no locus b de mating-type ..........ccccceevveeeiiieeiiinnnnnnn. 38
Tabela 2 — Primers utilizado para amplificacdo da sequéncia completa do gene
candidato a efetor g5159 de S. SCItamINEUM .........coeviiiiiiiiiei e 39
Tabela 3 — Quantificacdo de extracdo de DNA gendmico total das amostras SSC04
medido pelo espectrofotometro NanoDrop 2000 e razdes .........cccuvvvveeeieeeeeeeeenvennnnnn. 44
Tabela 4 — Quantificacdo de extracdo de DNA gendmico total das amostras SSC39
medido pelo espectrofotometro NanoDrop 2000 e razdes ...........cevvvceeieeeeeeeeeeenvnnnnnn. 45
Tabela 5 — Dados referentes as montagens de novo dos genomas das células
haploides SSC04B e SSC39A de S. SCItaMIN@UIM ........cccuvuuuiiiieeeeeeeieeiiiiiee e e eeeeeeeenes 56
Tabela 6 — Dados referentes as montagens de novo dos genomas dos haploides
SSC04B e SSC39A de S. scitamineum quando comparados com suas referéncias,
SSCO4A e SSC39B, reSPECHVAMENTE........uuuuiiiii e e e 56
Tabela 7 — Comprimento dos contigs gerados pela montagem de novo do genoma
do hapléide SSC04B de S. scitamineum apds trés rodadas de polimento em
comparacao com a referéncia SSC04A (dados ndo publicados). ...........cccceevvvvvnnnnn. 57
Tabela 8 — Numero de bases dos contigs gerados pela montagem de novo do

genoma do hapléide SSC39A de S. scitamineum apés trés rodadas de polimento em

comparacdo com a referéncia SSC39B (Taniguti et al., 2015).........ccoeeveeeeiiiiiennnnnnn. 59
Tabela 9 — Panorama geral comparativo entre os genomas de dois isolados
diferentes de S. scitamineum com seus mating-types complementares. .................. 67

Tabela 10 — Distribuicdo de variantes em cada cromossomo entre 0s genomas

SSCOA MAT -1 € MAT -2 e e e e e e e 77
Tabela 11 — Numero de efeitos por tipo em relagéo as variantes entre os genomas
SSCOA MAT-1 € MAT -2 ceeeeieiiee et e e e e e e e e r e e e e e e e e e s b b raeeeaaens 78
Tabela 12 — Distribuicdo de variantes em cada cromossomo entre oS genomas
SSC39 MAT-1 € MAT 2 ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e eaab e e eeaeas 80
Tabela 13 — Numero de efeitos por tipo em relagdo as variantes entre 0s genomas
SSC39 MAT-1 € MAT -2 ettt e e e e e e e e e e e e e e e s e s b rreeeaaeas 80

Tabela 14 — Distribuicdo de variantes em cada cromossomo entre 0S genomas
SSCO04 MAT-2 € SSC39 € MAT-L. ..ttt 82



16

Tabela 15 — Numero de efeitos por tipo em relagcédo as variantes entre 0s genomas
SSCO4 MAT-2 € SSC39 MAT-L..eeiiiieeiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e 83



17

1. INTRODUCAO

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) é uma planta pertencente ao
grupo economicamente importante das gramineas (CARDOSO-SILVA et al., 2014).
A espécie possui uma capacidade superior de crescimento em relacdo a outras
culturas, devido, principalmente, a sua alta eficiéncia fotossintética como uma planta
C4, em condi¢cOes de altas temperaturas e luminosidade (RICAUD et al., 2012). A
cana-de-aclcar passou por grandes transformacdes induzidas de forma
antropogénica e se converteu em uma importante fonte de alimento e energia (BABU
et al., 2022). A utilizacdo de seus subprodutos, dentre eles, o alcool e a biomassa,
tornou-se essencial para varios setores da economia, como o setor de combustiveis
e bioeletricidade, sendo uma alternativa de fonte renovavel e limpa (GOES et al.,
2011). Além disso, a espécie € responsavel por contribuir com grande parte da
producdo de acucar no mundo (BABU et al., 2022). Dentro deste cenério, €
irrefutavel o papel protagonista do Brasil, visto que, segundo a Unido da Industria de
Cana-de-Acucar e Bioenergia (UNICA), foi contabilizado um volume de 27 milhdes
de toneladas de acucar exportado pelo pais em 2022, tendo a China como principal
destino. Entretanto, tanto fatores ambientais quanto doencas sistémicas podem
limitar a producéo de cana-de-acucar (RICAUD et al., 2012; SUNDAR et al., 2012).

Dentre estas doencas sistémicas esta a doenca do carvdo, causada
pelo fungo biotréfico Sporisorium scitamineum (Syd.) M. Piepenbr., M. Stoll & Oberw
(PIEPENBRING et al., 2002), capaz de causar perdas significativas de producéo
(SUNDAR et al., 2012). A colonizacédo sistémica do fungo induz o desenvolvimento
de uma longa estrutura no meristema (tanto apical quanto lateral) da planta
denominada de chicote, onde ocorre a esporogénese de telibsporos responsaveis
pela disseminacdo da doenca (MARQUES et al., 2016). Estas mudancas sao
marcadas por profundas alteragbes transcricionais capazes de direcionar o
metabolismo do hospedeiro em diregdo a um aumento na producdo de energia,
envolvendo processos como a glicolise e o ciclo do acido citrico (SCHAKER et al.,
2016). Assim, o desenvolvimento da doenca ocasiona reducdes no conteudo de
sacarose e, portanto, na producdo de acucar, além de outras caracteristicas como a
reducdo do crescimento da planta, a quantidade e qualidade do suco (RAJPUT et
al., 2021).

Estudos anteriores demonstraram a presenca de dois haplotipos

distintos de S. scitamineum dentre os isolados brasileiros (BENEVENUTO et al.,
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2016). Os isolados SSC04 e SSC39 pertencentes a diferentes haplotipos foram
avaliados quanto ao nivel de agressividade da doenca e demonstraram ser distintos
em relagdo a severidade do sintoma, indicando a possibilidade de uma natureza
genética diferencial (OLIVEIRA, 2021). Na literatura, abordagens moleculares tém
sido empregadas na identificacdo dos genes relacionados a agressividade (XU et al.,
2006). Estes componentes genéticos quantitativos abrem as portas para a
adaptacédo do patdégeno, e a busca por compreender esta adaptacao inclui a procura
por polimorfismos no DNA (PARIAUD et al., 2009). Pesquisas comparativas
anteriores, realizadas entre diferentes isolados de S. scitamineum, foram
responsaveis por identificar a existéncia de polimorfismos entre diferentes genes
candidatos a efetores, dentre eles, polimorfismos conferindo substituicdbes né&o-
sinbnimas (TEIXEIRA-SILVA et al., 2020). Além disso, segundo Stukenbrock &
Dutheil (2012), genomas fungicos possuem uma alta plasticidade, sendo que
variacbes cromossOmicas estruturais podem ocorrer. Por esta razdo, o presente
projeto visou sequenciar e comparar os genomas hapléides isolados de células
sexualmente compativeis de dois individuos 2n (teliésporos) do fungo Sporisorium
scitamineum contrastantes quanto a agressividade em cana-de-acucar: as células do
isolado mais agressivo SSC04A (MAT-2), SSC04B (MAT-1) e do isolado menos
agressivo SSC039A (MAT -2), SSC39B (MAT-1). Buscando, desta forma, elucidar se
o nivel de polimorfismos e/ou heterozigosidade sdo determinantes para a

agressividade do patdégeno.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.A cana-de-acucar

A cana-de-agucar € uma planta hibrida perene de alta estatura, propagada
vegetativamente, do género Saccharum spp. pertencente a familia Poaceae, com
centro de origem no sudeste asiatico (DANIELS; ROACH, 1987), na regidao da Nova
Guiné e Indonésia (MARIN, 2014). Segundo Bakker (1999), o nome Saccharum foi
dado por Linnaeus em 1753, visto que, ao longo da histéria, os romanos
transformaram a palavra Sakchar ou Sakcharon, do grego antigo “agucar”, para
“Saccharum”, no latim. Estudos indicam que a espécie S. officinarum se derivou a
partir da domesticacao de S. robustum (BAKKER, 1999; KAFFKA e GRANTZ,
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2014). Variedades modernas séo resultado da hibridizacdo de diversas espécies do
género, sendo que as comerciais sdo cruzamentos de S. officiharum x S.
spontaneum, apesar de existirem programas de hibridizacdo que envolvem outras
espécies como S. barberi e S. sinense para obtencdo de caracteristicas de
interesse, como maior vigor e resisténcia a doencas (KAFFKA e GRANTZ, 2014,
THIRUGNANASAMBANDAM et al., 2018). Segundo Marin (2014), a espécie S.
officinarum possui uma alta capacidade de acumular sacarose, apesar de ser
facilmente afetada por doencas (BAKKER, 1999), enquanto S. spontaneum atua
como repositorio de genes de resisténcia e tolerancia ambiental (KAFFKA e
GRANTZ, 2014). O genoma nuclear das espécies modernas, segundo
Thirugnanasambandam et al. (2018), possui contribuicdes dos genomas destas duas
espécies. De acordo com Kaffka & Grantz (2014), as espécies do género Saccharum
sdo autopoliploides e seu nivel de ploidia, assim como tamanho do genoma, pode
variar consideravelmente entre as espécies devido a sua natureza hibrida.

A cana-de-acucar é cultivada em mais de 100 paises, em regifes tropicais
e semitropicais, principalmente por causa de sua habilidade em armazenar altas
concentracdes de sacarose nos colmos (TEW; COBILL, 2008). E responsavel por
atender 80% da demanda de acucar do mundo, rendendo uma variedade de
produtos que vao desde produtos quimicos a industriais (CHAMI et al., 2020;
QAMAR et al., 2021). Para os anos de 2022/23, a producdo global de acucar deve
apresentar um aumento de 1.7 milhGes de toneladas, totalizando 182.9 milhdes de
toneladas (USDA, 2022). Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Alimentacédo e Agricultura (FAO), para o ano de 2020, a area colhida relativa a cana-
de-acucar no mundo foi na ordem aproximada de 26.5 milhdes de hectares. Dentro
deste cenario, o Brasil é considerado o maior produtor e exportador (USDA, 2022).
Segundo Cursi et al. (2022), durante a safra 2019-2020, a producdo de acucar
atingiu 29.8 milhdes de toneladas sendo que destas, 18.9 milhées foram exportadas,
0 que gerou, aproximadamente, 5.8 bilhGes de ddlares para o pais. Séries historicas
comprovam que o cultivo de cana-de-agucar no pais sofreu rapida expansao desde
sua introdugcdo durante a colonizagdo (GOES et al., 2014). Segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (2020), a area colhida de cana-de-acucar
correspondeu, em 2020, a 10 milhdes de hectares, com uma producédo aproximada

de 757 milhdes de toneladas, sendo o Estado de S&o Paulo o maior produtor.
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A rapida expansdo do cultivo da cana vem acompanhada de uma
crescente demanda da industria alimenticia, mas, principalmente, pelo bioetanol
(CHAMI et al., 2020). O bioetanol € amplamente utilizado em todo o mundo como um
biocombustivel (BORDONAL et al., 2018), sendo que, em 2021, o Brasil foi
responsavel por 27% da producao global, atras apenas dos Estados Unidos (RFA,
2021). Para Cherubin et al. (2021), a maioria das alternativas no impedimento da
crise climatica depende da bioenergia para reducdo da emissédo dos gases do efeito
estufa e, neste cendrio, a cana-de-agUcar se constitui como uma cultura
bioenergética protagonista devido a seu alto potencial de producéao.

Segundo Jaiswal et al. (2017), a expanséo do bioetanol no pais representa
uma possivel solucdo para reducdo das emissdes de gases, visto a baixa emissao
de carbono durante o ciclo de vida da cana-de-acUcar quando devidamente
manejado (CHERUBIN et al., 2021). Além dos usos que contemplam a inddstria
alimenticia, a cana-de-acUcar tem sido utilizada como uma fonte de energia, pois é
considerada uma das culturas mais eficientes na conversao de energia do sol em
energia quimica (TEW; COBILL, 2008), fato evidenciado pela producdo em larga-
escala do etanol no Brasil, por exemplo. Além disso, é sabido que o pais possui um
potencial técnico para cogeracao de energia de 146.000 GWh mediante uso de toda
biomassa disponivel nos campos (CURSI et al., 2022). Para Souza et al. (2018), “o
Brasil € o Unico pais em que os produtos da cana-de-aglcar possuem uma
contribuicdo expressiva no setor energético”.

Entretanto, apesar de fatores abidticos ja terem sido descritos na literatura
(TEW; COBILL, 2008), fatores bidticos podem impactar negativamente o cultivo
desta cultura, como doencas causadas por patdégenos como fungos e bactérias
(CURSI et al.,, 2022). A infeccdo por estes microrganismos leva a ativacdo do
sistema de defesa da planta ocasionando em mudangas no metabolismo que
podem, ocasionalmente, afetar o crescimento e desenvolvimento normal (BERGER
et al., 2007). O contato com estes patdgenos pode resultar em alteracdes na taxa
fotossintética, causando alteragBes nos niveis de agucares (BERGER et al., 2007). A
resposta de defesa contra patdégenos por parte das plantas esta envolvida com
respostas inatas chamadas de PTI (pattern-triggered immunity) e ETI (effector-
triggered immunity), sendo que a primeira é iniciada a partir de proteinas receptoras
(PRRs, do inglés, pattern-recognition receptors) localizadas na superficie da célula
capazes de reconhecer padrdes moleculares, enquanto a segunda € iniciada a partir
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de receptores intracelulares citoplasmaticos (YUAN et al.,, 2021). Os receptores
localizados na membrana plasmatica envolvidos na resposta de PTI séo
responsaveis por reconhecer os chamados PAMPs, ou padrbes moleculares
associados a patdégenos, sendo que a deteccdo destas moléculas € a primeira
camada envolvida na ativagdo da resposta imune antes da invasdo celular
(FAULKNER; ROBATZEK, 2012). Fitopatdgenos sdo capazes de suprimir a resposta
de PTI através da liberacdo de moléculas efetoras codificadas por genes efetores do
patdgeno que, quando reconhecidas pela planta, ativam respostas de
hipersensibilidade (HR) (CUNNAC et al., 2009; YUAN et al.,, 2021). Dentre as
respostas de defesa da planta, presentes tanto em PTI quanto em ETI, estdo a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés, reactive oxygen
species), influxo de ions de calcio, ativacdo da cascata MAPK e reprogramacao
transcricional (YUAN et al.,, 2021). Mais recentemente, Chang et al. (2022),
reforcando os achados de pesquisas anteriores, relembraram que para que as
respostas de PTIl e ETI ocorram, os componentes principais na ativacdo de PTI
também sdo necessarios na ativacado de ETI, e vice-versa. Além de que, ambos
sistemas de defesa atuam potencializando um ao outro (CHANG et al., 2022) indo
ao encontro de Tena (2021) quando diz que ambos os sistemas funcionam como
uma unica via, necessitando que todos seus componentes estejam completamente
funcionais.

Dentre os diversos microrganismos que ocasionam doencgas, alguns
sdo: Xanthomonas albilineans, causadora da escaldadura das folhas (BLANCH et
al., 2015), Puccinia kuehnii, causadora da ferrugem alaranjada (MOREIRA et al.,
2018), Leifsonia xyli subsp. xyli, causadora do raquitismo-da-soqueira (MONTEIRO-
VITORELLO et al.,, 2004) e Sporisorium scitamineum (SUNDAR, 2012), fungo
biotrofico causador da doenca do carvao. Patdogenos biotréficos como o fungo S.
scitamineum devem ser capazes de manipular o metabolismo do hospedeiro, de tal
forma que os nutrientes necessarios para sua sobrevivéncia sejam entregues
(FAULKNER; ROBATZEK, 2012).

2.2.0 carvao da cana-de-agucar

Dentre os patdgenos da cana-de-acucar, um dos mais importantes € o
fungo Sporisorium scitamineum, responsavel por perdas significativas de producéo e
lucratividade (QUE et al., 2014; BHUIYAN et al., 2021). O patégeno pertence a um
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grupo de fungos causadores da doenca do carvao, responsavel por afetar diversas
gramineas economicamente importantes, como a cevada e outros cereais e, por
essa razdo, estes fungos constituem um dos grupos de fitopatbgenos mais
relevantes (BEGEROW et al.,, 2014). Os fungos do carvao verdadeiros estao
classificados dentro da classe dos Ustilaginomycetos no filo Basidiomycota
(MONTEIRO-VITORELLO, 2018). Estes microrganismos sdo capazes de infectar
uma Unica espécie ou alguns hospedeiros suscetiveis, contudo, analises
moleculares confirmaram uma estreita distribuicdo no numero de espécies por
parasita, confirmando uma intima interacdo hospedeiro-especifica, tornando estes
fungos patdégenos especializados (BEGEROW et al.,, 2014). Dentre os patdégenos
mais importantes do grupo estdo Ustilago hordei, agente causal da doenca na
cevada e aveia, Ustilago maydis e Sporisorium reilianum, no milho, e Sporisorium
scitamineum, na cana-de-acgUcar (FELDBRUGGE et al., 2013). Uma caracteristica
comum a estes fungos € a necessidade de cruzamento sexual para o inicio do
desenvolvimento patogénico e producdo de uma hifa dicariética infectiva (YAN et al.,
2016).

Segundo Amorim (1989), a doenca do carvdo na cana-de-acucar foi
primeiro descrita em 1877 na Africa do Sul, com relatos surgindo, inicialmente, em
paises do continente africano e asiatico. Desde entdo, severos problemas com a
doenca foram relatados em paises como a india por volta da década de 1930 e,
posteriormente, identificados em paises da América do Sul como a Argentina, em
1940, e o Brasil, em 1946. J& em 1988, a doenca foi reportada na Australia.
(revisado em MONTEIRO-VITORELLO et al, 2018). Papua Nova Guiné, considerada
centro de origem da cana-de-acucar, teve o primeiro caso reportado da doenca do
carvado apenas em agosto de 2016 (TOM et al., 2017). Ainda segundo Tom et al.
(2017), até 2017, a doenca ocorria em todos os paises do mundo com excecédo de
Fiji.

O carvdo da cana foi descrito no Estado de S&o Paulo, segundo
relatério de Carvalho (1949), como sendo motivo da destruicdo de muitas lavouras,
visando o controle da doenca, em meio ao temor dos elevados danos causados em
outros paises produtores de cana-de-acucar do mundo. De acordo com Amorim
(1989), a presenca do fungo foi notada no Estado de Sdo Paulo ainda em 1946,
época em que variedades suscetiveis foram erradicadas para evitar a propagacao

do patdgeno. Ainda segundo a autora, embora a transicdo no uso de variedades
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suscetiveis para variedades resistentes tenha mantido a doenga em niveis
controlados, a partir de 1979, a doenca do carvao atingiu rapidamente proporcdes
epidémicas, principalmente pelo aumento do uso da variedade NA56-79 que, em
1982, correspondia a 50% da area plantada do estado. A doenca ja se encontrava
presente em todo territorio nacional antes do final da década de 80, sendo muito
provavel que a dispersdo entre os paises da América do Sul e dentro do préprio
territério brasileiro tenha se dado pela propria atividade humana através do
transporte de plantas de cana-de-agcucar assimptomaticas quanto a doenca
(BENEVENUTO et al., 2016).

Segundo Borras-Hidalgo (2005), a progressao da infec¢do do fungo em
variedades suscetiveis do hospedeiro estd ligada amplamente as condicbes
ambientais, além de que a resisténcia para a doenca ndo segue um padrdo gene a
gene como é possivel observar em outras interacdes planta-patdgeno, visto que as
variedades modernas de cana-de-acucar sédo hibridos poliploides (SCHENCK, 2003)
e, portanto, uma variedade resistente em um pais pode ser suscetivel em outro
(THUSHARI; DE COSTA, 2023)

Wu et al. (1988) discorreram sobre como estudos de genética
guantitativa reportaram uma baixa herdabilidade no que diz respeito a resisténcia a
racas do fungo. Além disso, de acordo com Schenck (2003), ha dificuldade em
determinar a presenca de racas na espécie causadora do carvao da cana-de-acucar,
e até mesmo em outras espécies de carvao, como U. maydis, visto que hibridizacéo
€ comum entre isolados e entre espécies. Esta facilidade na hibridizacédo, segundo
Bakkeren & Kronstad (1996), ocorre porque os produtos génicos do locus b de
diferentes espécies podem interagir, além de que os feromdnios de S. scitamineum
podem ser reconhecidos pelos receptores de outras espécies.

A caracteristica mais evidenciada como sintoma da infec¢do do fungo
do carvao na cana-de-acucar é o aparecimento de um longa estrutura em forma de
chicote (Figura 1) no meristema apical ou botbes laterais. Essa estrutura pode
assumir variagdes quanto a cor, numero de ocorréncias e tamanho (SUNDAR et al.,
2012), sendo que a estrutura pode ir de alguns centimetros a 1.5 m como reportado
por Comstock (2005). A emergéncia desta estrutura no 4apice do caule é
impulsionada por severas mudancas no metabolismo do hospedeiro (MARQUES et
al., 2017). Sua forma estrutural € constituida por um nucleo central composto por

tecido vegetal cercado por esporos, estes, por sua vez, cobertos com uma fina
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membrana (COMSTOCK, 2005). Através desta estrutura, 0S esporos se
desenvolvem e sdo capazes de disseminar a doenca (MARQUES et al., 2017). A

fase final de desenvolvimento dos chamados teliGsporos ocorre a partir de processos

celulares como a cariogamia e a fragmentacdo das hifas (BENEVENUTO et al.,
2016).

Figura 1 — Chicote, principal sintoma da doenca do carvdo na cana-de-agUcar causada pelo fungo
biotrofico Sporisorium scitamineum. Fonte: Autoria prépria.

S. scitamineum é um fungo biotr6fico e apresenta diversas fases em
seu ciclo de vida. Teliésporos dipléides germinam formando um pré-basidio na
superficie das gemas da cana-de-acUcar (SUNDAR et al., 2012) quando, por
meiose, quatro esporidios haploides sédo formados. Esses esporidios se dividem por
mitose formando células leveduriformes hapléides com tipos sexuais compativeis
gue devem se fundir para produzir uma hifa dicaridtica e infectiva (Figura 2)
(revisado em LONGATTO et al., 2015). E importante ressaltar que apesar de as
fases de vida do fungo passarem pela germinacdo, formacdo do apressorio,

penetracdo e colonizagdo do meristema, esta Ultima ndo necessariamente se
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traduzira na doenca, visto a influéncia exercida pelo grau de resisténcia do
hospedeiro (LATIZA et al., 1980; TEIXEIRA-SILVA, 2020).
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Figura 2 — Fases do ciclo de vida do fungo biotréfico Sporisorium scitamineum. Fonte: MONTEIRO-
VITORELLO et al., 2018.

A compatibilidade sexual € dependente do sistema de mating que, em
S. scitamineum, € bipolar e, portanto, produz esporidios de dois mating-types
opostos nomeados de MAT-1 e MAT-2 (ZHU et al., 2019), sendo este sistema
controlado pelos loci fisicamente ligados, a e b, nos quais estdo localizados genes
conservados, separados por 59 kpb, no cromossomo 2 (ALBERT; SCHENCK, 1996;
TANIGUTI et al., 2015; BENEVENUTO, 2016). O locus bialélico a é responséavel pelo
reconhecimento e controle da fusao inicial entre células hapléides compativeis e
codifica um ferombénio (mfa) e um receptor de feroménio (pra) (KRONSTAD;
STABEN, 1997; YAN et al., 2016). Segundo Kronstad & Staben (1997), “a reacéo de
cruzamento ocorre a partir da formacéo de tubos de conjugacdo das extremidades
das células haploides mediante o reconhecimento e resposta ao feroménio e
posterior fusao para formacgao do dicario”. Apos a fusdo das células complementares
hapléides, a manutencéo da hifa dicariotica infectiva e a penetracdo no hospedeiro
séo controlados pelo locus b, onde estéo localizados os genes homeoticos bE e bW
responsaveis por codificar subunidades de um fator de transcricdo heterodimérico

essencial para regulagcdo da expressao de genes que resultardo no crescimento
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filamentoso e na patogenicidade, atuando através de uma cascata regulatéria que
modula diversas vias, dentre elas, a do ciclo celular (MARTINEZ-SOTO et al., 2020)
(Figura 3). Entretanto, o fator de transcricdo € ativado apenas quando as proteinas
qgue o formam sado advindas de diferentes alelos, sendo que diferencas nos dominios
sdo responsaveis pelo autorreconhecimento (KRONSTAD; STABEN, 1997; YAN et
al., 2016; MONTEIRO-VITORELLO, 2018).
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Figura 3 — Representacdo esquematica do processo de cruzamento sexual em S. scitamineum.
Fonte: Autoria prépria. 1 — Sinalizagdo e reconhecimento molecular, 2 — Plasmogamia, 3 — Produgédo
da hifa dicariotica infectiva, 4 — Heterodimerizagdo de subunidades dos fatores de transcri¢éo.

Em Ustilago maydis, agente causal da doenca do carvao no milho, a
dimerizacdo deste fator de transcricdo sO ocorreu quando regides variaveis da
extremidade N-terminal se combinaram com o produto de um alelo diferente
(KRONSTAD; STABEN, 1997). A hifa dicaridtica, resultante da reacdo sexual entre
mating-types compativeis, diferencia-se em um apressorio para penetragdo nos
tecidos do hospedeiro, de forma inter- e intracelular, principalmente em tecidos
epidérmicos indiferenciados como os meristemas durante a germinacéo, principal
local de entrada do S. scitamineum no hospedeiro (SCHAKER et al., 2016; PETERS
et al., 2017; MONTEIRO-VITORELLO, 2018, TEIXEIRA-SILVA, 2020). A formacao
do apressorio é dependente da heterodimerizacdo do fator de transcricdo codificado
pelo locus b de mating-type, apesar de evidéncias demonstrarem que a
compatibilidade do locus a desempenha importante papel no desenvolvimento da
patogenicidade (SCHAKER et al., 2016). O sistema bipolar de mating, como ocorre
em S. scitamineum, favorece um nivel elevado de homozigosidade na populacéo, de
forma a reduzir a variabilidade genética (BENEVENUTO et al., 2016). Estudos
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anteriores utilizando marcadores determinaram que a estrutura da populagdo é
extremamente homogénea, informacdo corroborada por Benevenuto et al. (2016)
guando demonstraram pouca variacdo nos isolados brasileiros. Apesar disso, ainda
segundo os autores, foi identificada presenca de variagdo dentro das préprias
células germinadas a partir do mesmo teliésporo.

Segundo Rajput et al. (2021), a cana-de-agucar, uma planta C4 com
uma natureza polipléide complexa, quando saudavel, possui uma taxa fotossintética
normal, entretanto, quando atacada pelo fungo, sofre alteracdes fisiologicas que
resultam em taxas fotossintéticas alteradas, assim como um contetdo reduzido de
sacarose. Ainda, foram documentadas perdas na qualidade do suco e, apesar das
perdas estarem relacionadas também aos diferentes cultivares e as variacdes
climaticas, uma perda total da colheita pode ocorrer mediante condicGes favoraveis
para a infeccédo, sendo que S. scitamineum afeta todos os parametros qualitativos e
guantitativos em determinadas cultivares comerciais (RAJPUT et al., 2012). Danos
meédios em produtividade causados pelo fungo, reportados na Australia por Magarey
et al. (2010), ja chegaram a 26%, demonstrando o potencial destrutivo do patégeno

nesta cultura global e economicamente importante.

2.3.Genbmica de microrganismos

O advento das tecnologias de sequenciamento e a disponibilidade de
sequéncias genbmicas alterou a percepcdo dos estudos envolvendo a interagéo
molecular planta-patégeno e como os fungos do carvao estabelecem uma relacéo
com seu hospedeiro (DUTHEIL et al.,, 2016). Segundo a Nature Portfolio, o
sequenciamento de DNA é qualquer “procedimento quimico, enzimatico ou
tecnoldgico para determinar a ordem linear das bases nucleotidicas do DNA”. Além
disso, as tecnologias de sequenciamento de DNA foram responsaveis por
fundamentar a area da genémica, sendo que o método de terminacao de cadeia de
Sanger permitiu o sequenciamento do genoma humano. Apesar de estudos
descreverem as respostas de diferentes cultivares do hospedeiro em resposta ao
ataque do patdgeno, tanto a nivel molecular quanto celular (MARQUES et al., 2018;
HIDAYAH et al., 2021;), poucos isolados de S. scitamineum tiveram o0 genoma
completamente sequenciados (TANIGUTI et al., 2015), sendo a maioria a nivel de

contig ou scaffold (QUE et al., 2014; DUTHEIL et al., 2016; ULLMANN et al., 2022).
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Além disso, dentre as sequéncias depositadas no National Center for Biotechnology
Information (NCBI), a maioria é advinda de sequenciamento de short-reads (Acesso:
PRJINA240344, PRINA816553, PRINA240344, PRJEB6265, PRJEB5169). Apesar
do avanco significativo suscitado pelo surgimento de técnicas de sequenciamento
por sintese e estratégias de paralelizacdo, o tamanho pequeno dos fragmentos
sequenciados representa um desafio (ZHANG et al., 2022) Segundo Moolhuijzen et
al. (2021), a montagem de genomas fungicos a partir de short-reads representa, de
fato, uma dificuldade, devido as caracteristicas regides repetitivas presentes,
enquanto que tecnologias de sequenciamento de long-reads representam uma
oportunidade de superar alguns problemas, como a alta fragmentacdo das
montagens short-reads. Apesar de as tecnologias de short-reads serem apoiadas
por uma variedade de andlises, protocolos e pipelines, além de alta acuracia, o
tamanho dos fragmentos sequenciados dificulta a reconstrugcdo dos genomas.
Segundo Amarasinghe (2020):
A tecnologia de long-reads pode aprimorar a montagem de novo, a certeza
do mapeamento, a identificagdo de isoformas de transcritos e a detectacdo
de variagBes estruturais. [...] Essas capacidades, em conjunto com o
continuo progresso da acuracia e reducdo do custo, tém tornado o

sequenciamento de long-reads uma opcdo para uma ampla gama de
aplicacBes na gendmica de organismos modelo e ndo-modelo.

As tecnologias de sequenciamento de long-reads ja foram utilizadas,
sozinhas ou em conjunto (montagem hibridas), em uma variedade de estudos
envolvendo fungos, principalmente no que diz respeito a montagem de genomas
fungicos e de oomicetos (FAURE et al., 2020; MCKENZIE et al., 2020; SHAN et al.,
2021; ZHANG et al., 2021). Kovaka et al. (2023) consideram que o ano de 2022 foi
um ponto de inflexdo em relacdo as tecnologias de sequenciamento long-read que
agora representam o padrdo-ouro no que diz respeito a acuracia, velocidade e
precos competitivos, além disso, os autores vao ao encontro de Moolhuijzen et al.
(2021) ao afirmar que as reads longas permitem com que regibes complexas e
repetitivas do genoma sejam resolvidas. Ademais, os autores relembram que a
publicacdo do primeiro genoma humano completo de telébmero a teldmero (SNURK
et al., 2022) teve grande influéncia das long-reads. Snurk et al. (2022) confirmam
gue as reads “ultra-longas” geradas pela Oxford Nanopore foram responsaveis por

permitir a montagem completa do centrébmero do cromossomo humano Y e, mais
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tarde, a montagem completa do cromossomo X. Apesar de os dados iniciais
produzidos por tecnologias de sequenciamento de reads longas tenham tido grande
taxas de erro, atualmente modos de alta acuracia foram responsaveis por melhorar
significativamente a qualidade das reads, tanto na plataforma PacBio, quanto na
plataforma Oxford Nanopore Technologies (KOVAKA et al., 2023).

O sequenciamento completo de genomas langcou as bases para o
campo da gendmica comparativa, uma abordagem holistica que objetiva comparar
duas ou mais sequéncias, buscando encontrar suas diferencas e similaridades (WEI
et al., 2022). Para as analises de genbmica comparativa, as sequéncias sao
comparadas ao serem alinhadas umas contra as outras e, desta forma, € possivel
identificar regides homologas baseadas na identidade das sequéncias comparadas.
Segundo Stukenbrock & Dutheil (2012), “a sintenia descreve a extensdo da
colinearidade entre dois genomas e, portanto, refere-se ao grau de correspondéncia
estrutural entre os cromossomos” sendo que a caracterizagcdo de tal sintenia
depende inteiramente na qualidade das montagens. Genomas fangicos possuem
alta plasticidade genbmica, o que indica que rearranjos cromossémicos podem
ocorrer e diferenciar as sequéncias, dentre estes rearranjos, podem estar envolvidas
duplicacbes, inversdbes e translocacbes de sequéncias, por exemplo
(STUKENBROCK; DUTHEIL, 2012). Analises gendbmicas comparativas entre
diferentes fungos do carvdo foram conduzidas por Benevenuto et al. (2018) e
possibilitaram detectar a presenca de repertérios génicos distintos entre as espécies,
além de novos insights relacionados a especificidade do hospedeiro dentro do
grupo, como, por exemplo, o fato de a especificidade ser provavelmente
determinada, principalmente, pelas perdas e ganhos de genes efetores. Em U.
hordei, ha evidéncias de que transposons ativos foram responsaveis pela
translocacdo de genes candidatos a efetores, visto que estes elementos
transponiveis estdo associados, em muitos casos, a plasticidade genémica e
evolucao rapida (ALI et al., 2014; BENEVENUTO et al., 2018; LAURIE et al., 2012).
Ainda, estas analises comparativas reportaram, brevemente, a presenca de
translocacoes e inversdes nos scaffolds que carregam os genes de mating-type em
S. reilianum e S. scitamineum, além da presenca de candidatos a efetores ortélogos
entre varias espécies de carvao. Variagbes nas regides de mating em espécies de
fungo sdo importantes pois a reproducédo sexual das leveduras so € iniciada a partir

do reconhecimento de sua célula complementar para a fusdo do citoplasma e,



30

posteriormente, fusdo do nudcleo para formacdo de células dipléides e, por esta
razdo, a comunicacdo dos ferombnios no processo de cruzamento € imperativa
(MAEKAWA; KANEKO, 2014). Maekawa & Kaneko (2014) j& reportaram a existéncia
de plasticidade envolvendo o locus de mating na espécie da levedura Hansenula
polymorpha na forma de uma conversao de mating-types. Durante o cruzamento, 0s
pesquisadores notaram que a regido cromossOmica entre os dois loci de mating
foram invertidas, ocasionando em uma conversao no locus que estava sendo
expresso. De acordo com os autores do estudo, este fendmeno ja foi observado em
outras espécies de fungo, como Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis e
Schizosaccharomyces pombe. Além disso, autores como Bakkeren et al. (2008) ja
reportaram que a orientacdo dos genes do locus b no fungo do carvao Ustilago
hordei parece estar invertida, além de sugerirem um papel preponderante dos
elementos transponiveis no processo de evolucdo destes loci envolvendo o
mating.Outras analises realizadas entre espécies de carvdo, como com Ustilago
maydis e Sporisorium reilianum, demonstraram que 0s genomas s&o altamente
similares, e lancaram luz sobre a evolugdo deste grupo (WOLLENBERG;
SCHIRAWSKI, 2014).

A publicagéo da primeira sequéncia gendémica completa de telomero a
telomero de um isolado brasileiro de S. scitamineum por Taniguti et al. (2015),
combinando reads curtas (lllumina) e longas (PacBio), representou um ponto de
inflexdo para andalises gendmicas relacionadas a espécie. A montagem final do
estudo apresentou por volta de 20 Mpb distribuidos em 26 contigs, sendo os ultimos
3 contigs compostos majoritariamente por elementos repetitivos, levantando duvidas
sobre a possibilidade de serem misassemblies. O genoma do isolado SSC39B
apresentou 6.677 genes codantes e 1.24% da sequéncia caracterizada como
elementos repetitivos. Analises de gendmica comparativa confirmaram S. reilianum
como sendo a espécie mais proxima de S. scitamineum, demonstrando diferentes
arranjos entre os cromossomos das duas espécies. Dentre estes arranjos, um dos
mais notaveis, € um ponto de ruptura, enriquecido com elementos transponiveis,
presente na regido que liga fisicamente os loci de mating-type de S. scitamineum no
Cromossomo 2, ja que este cromossomo € homologo aos cromossomos 1 e 20, onde
estdo presentes os genes de mating em S. reilianum. As analises conduzidas por

Taniguti et al. (2015) reportaram poucos polimorfismos entre isolados, corroborando
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com achados posteriores sobre a baixa variabilidade genética da espécie como em
Benevenuto et al. (2016).

2.4.A interacao planta-patdogeno

Um dos fatores criticos para a colonizacdo de fitopatdgenos em seus
hospedeiros é a secrecdo de proteinas ou outras moléculas, chamadas de efetoras,
gue sao capazes de modular a resposta de defesa da planta e, portanto, permitir a
progresséo da infeccdo (HOGENHOUT et al., 2009). Esse arsenal de moléculas ira
trabalhar de forma a aumentar o fitness do fungo em frente ao sistema imune do
hospedeiro (TEIXEIRA-SILVA, 2020). Segundo Hogenhout et al. (2009), “métodos
computacionais robustos aplicados a dados de sequéncias genbmicas de
fitopatdgenos resultaram em vastos catalogos de genes efetores putativos”. Em S.
scitamineum, estudos recentes demonstraram que os genes candidatos a efetores
atuam em Varios processos e em diversos compartimentos subcelulares, algo
comum para patégenos filamentosos, além de serem afetados pelo gendétipo do
hospedeiro (TEIXEIRA-SILVA, 2020). Em trabalhos anteriores, como de Benevenuto
et al. (2016), polimorfismos foram identificados em varios genes candidatos a
efetores. A presenca de racas pode estar envolvida com estes polimorfismos nestes
genes candidatos, mas resultados anteriores nao permitem inferir a emergéncia de
novas racgas, sendo que o préprio conceito ainda € um topico controverso para essa
espécie (BENEVENUTO et al., 2016) como discutido em Schenck (2003). Apesar
disso, quando analisando populacdes de isolados brasileiros de S. scitamineum,
Benevenuto et al. (2016) observaram a formacdo de dois grandes grupos
geneticamente distintos no pais.

Patogenos biotréficos precisam ser capazes de ultrapassar as defesas
do hospedeiro ao mesmo tempo em que causam danos fisioldgicos minimos para
estabelecer uma colonizacédo bem-sucedida (MAIA et al., 2022). Moléculas efetoras,
como descritas anteriormente, sdo capazes de modular a resposta metabdlica do
hospedeiro e por isso sdo de extrema importancia. Estudo realizado por Maia et al.
(2022) demonstrou que, dentre uma selecdo de genes candidatos a efetores, ha
evidéncia da presenca de paralogos no genoma de S. scitamineum. Além disso,
estes paralogos de genes candidatos a efetores estdo organizados em tandem no
genoma, de forma semelhante ao genoma de S. reilianum (MAIA et al., 2020). Estes
achados hipotetizaram que os candidatos a efetores de S. scitamineum passaram
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por rodadas de duplicacbes em pequena escala e posterior retencéo, provavelmente
orquestrada por elementos transponiveis, indo ao encontro de Benevenuto et al.
(2018) quando discorre a respeito da associacdo destes elementos com a
plasticidade gendmica. Visto que patdgenos biotréficos lancam mao da utilizacdo de
uma variedade de efetores em momentos distintos do desenvolvimento da doenca
para permitir sua colonizacdo, a caracterizacdo destas sequéncias pode fornecer
informacgdes valiosas sobre a biologia do fungo (JASWAL et al., 2020).

Estudo anterior de Oliveira (2021) (dados nao publicados) reportou que
dois isolados brasileiros de S. scitamineum pertencentes a dois haplétipos diferentes
(BENEVENUTO et al., 2016) diferem quanto a sua agressividade. No estudo, o
isolado SSCO04, coletado na Bahia em 2009, foi capaz de induzir o desenvolvimento
precoce do chicote em plantas hospedeiras da variedade RB925345, considerada de
resisténcia intermediaria, quando comparado ao isolado SSC39, coletado em
Ribeirdo Preto. Além disso, segundo Oliveira (2021), o numero de chicotes em
plantas inoculadas com o isolado SSC04 foi quatro vezes maior do que naquelas
inoculadas com o isolado SSC39, corroborando hipéteses levantadas por Crestana
(2017) sobre a natureza distinta da agressividade dos haplotipos. De acordo com
Castiblanco et al. (2020), apesar de a agressividade ser caracterizada por heranca
genética complexa, ela é frequentemente analisada ao avaliar 0os sintomas em
tempos diferentes.

Para Nayaleni et al. (2021), “a severidade da doenga depende de dois
grandes fatores, isto €, o grau de resisténcia do gendtipo do hospedeiro e o nivel de
viruléncia do patégeno”. A patogenicidade pode ser definida como a capacidade do
patbgeno em causar doenca, enquanto a agressividade esta ligada a aspectos
guantitativos da interacdo planta-patogeno (VIEIRA et al., 2019). J& o conceito de
grau de resisténcia esta relacionado a capacidade do hospedeiro em superar, de
forma parcial ou integral, o efeito do patégeno. De acordo com Pariaud et al. (2009),
na literatura fitopatoldgica, a agressividade é frequentemente utilizada como um
sinbnimo de tragos quantitativos relacionados a patogenicidade, expostos em
caracteristicas como, a eficiéncia da infeccdo, periodo latente e a taxa de
esporulacéo, por exemplo. De acordo com Oliveira (2021), o isolado SSCO04
proporcionou um periodo de laténcia menor na mesma variedade de hospedeiro em
comparacao ao isolado SSC39, o que, de acordo com Rago et al. (2009), pode ser

considerado como uma diferenca na agressividade. Apesar de variagOes da
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agressividade em populagfes do patdgeno ja terem sido identificadas no Estado de
Sao Paulo, os estudos acerca do tépico sao de tortuosa execucao, visto a auséncia
de metodologias claras e dificil reproducdo dos resultados, ocasionando na
impossibilidade de comparacao entre diferentes estudos (RAGO et al., 2009). Além
disso, a interacdo entre o hospedeiro e o fungo sofre influéncias ambientais,
tornando complexa a tarefa de avaliar o nivel de agressividade de isolados
(BHUIYAN et al., 2021).

Ainda que o estudo das bases genéticas da agressividade em fungos
seja escasso, e que seus componentes tenham sido pouco estudados em fungos
fitopatogénicos, a natureza genética da resisténcia no hospedeiro € provavelmente
complexa e, consequentemente, o controle genético da agressividade do patégeno
envolvera diversos fatores, sendo que estudos sugerem que seus componentes Sao
determinados de forma poligénica (PARIAUD et al., 2009). Segundo Rago et al.
(2009), em patossistemas controlados por fatores quantitativos, € comum que as
variedades se comportem de maneiras distintas, mediante influéncias ambientais, no
que diz respeito as doencas. E sabido que o estado fisiolégico do hospedeiro afeta a
progressdo e severidade da doenca, assim como o estado fisiol6gico do patégeno
pode resultar em variagcées na agressividade (PARIAUD et al., 2009; SUNDAR et al.,
2012). Dentre os fungos causadores da doenca do carvdo, as bases genéticas da
agressividade foram examinadas em espécies como Ustilago hordei, ocasido em
gue se sugeriu um sistema poligénico, além de diferencas em mating-types
segregantes que podem indicar a existéncia de um fator ligado ao mating que afeta
a agressividade (CATEN et al., 1984). Ainda, evidéncias para determinacao
poligénica da agressividade em Ustilago maydis remonta décadas (BLANCH et al.,
1981).

Ademais, segundo Tian et al. (2017), a investigacdo da
heterozigosidade é um processo importante, visto que podem ocorrer mudangas
rapidas de viruléncia em isolados que séo heterozigotos para essa caracteristica. De
acordo com Halisky (1965), o comportamento dos fenotipos patogénicos dentre os
fungos do carvdo é baseado na constituicdo genotipica. Ainda segundo o autor, 0
namero de genes que governa esta caracteristica tera consequéncia direta na
variacao patogénica.

Apesar de estudo anterior de Benevenuto et al. (2016) nédo ter

encontrado associagcdo entre a distancia genética e geografica entre os isolados
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brasileiros e nenhuma presenca de polimorfismo na regido ITS, foi reportada a
existéncia de variabilidade entre os isolados. Mais recentemente, Thushari & Costa
(2023) encontraram variabilidade entre os isolados do Sri Lanka, apesar de os
autores admitirem que a raz&do dessa variabilidade pode ter sido causada pelo uso
de teliosporos. Populagdes de outros fungos biotréficos patogénicos, como Puccinia
striiformis, demonstraram possuir baixa diversidade genética, entretanto, os autores
afirmam que um melhor entendimento sobre a variacdo de viruléncia sera essencial
no desenvolvimento de cultivares resistentes (ZHENG et al., 2013).

Anteriormente, genes candidatos a efetores selecionados por Teixeira-
Silva (2018) demonstraram polimorfismos entre isolados de S. scitamineum de
diferentes paises como Africa do Sul, Austrdlia, Brasil e China. Dentre estes genes
candidatos, dois candidatos a efetores selecionados por Oliveira (2021), g1052 e
05159, demonstraram ser polimorficos entre os isolados SSC04 e SSC39. Além
disso, uma arvore de haplétipos construida a partir de isolados brasileiros
considerando o gene candidato a efetor g4257, em estudo realizado por Ferreira
(2019), colocou os isolados SSC04 e SSC39 como pertencentes a haplotipos
distintos indo ao encontro dos achados de Benevenuto et al. (2016). Estes achados
sdo importantes visto que proteinas efetoras sao, provavelmente, componentes
essenciais envolvidos na agressividade de um patdgeno (FABRE et al., 2019).

Segundo Monteiro-Vitorello et al. (2018), apesar de diversos estudos
terem tentado acessar a variabilidade de S. scitamineum, suas bases genéticas
ainda séo pouco entendidas e, por esta razdo, pesquisas envolvendo a natureza dos
polimorfismos e variacbes estruturais serdo essenciais na discussao a respeito de

racas patogénicas.

3. OBJETIVO GERAL

O presente projeto visou sequenciar e comparar os genomas haploides
isolados de células sexualmente compativeis de dois individuos 2n (teliosporos) do
fungo Sporisorium scitamineum contrastantes quanto a agressividade em cana-de-
agucar: as células do isolado menos agressivo SSC39A (MAT-2), SSC39B (MAT-1)
e do isolado mais agressivo SSC04A (MAT-2), SSC04B (MAT-1). Buscando, desta
forma, elucidar se o nivel de polimorfismos e/ou heterozigosidade sdo determinantes

para a agressividade do patégeno.
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4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este projeto teve como objetivos especificos:

1) Isolar o DNA dos isolados SSC04A (MAT-2), SSC04B (MAT-1),
SSC39A (MAT-2), SSC39B (MAT-1);

2) Utilizar a plataforma Oxford/Nanopore de sequenciamento de reads
longas;

3) Utilizar ferramentas computacionais para montagem dos
cromossomos do fungo, predi¢do dos genes e analises comparativas;

4) ldentificar genes polimorficos;

5) Avaliar o nivel de heterozigosidade;

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Material bioldgico

Teliosporos foram coletados a partir de chicotes da variedade de cana-
de-acucar RB925345 referentes ao isolado 04 e 39 e disponibilizados no Laboratoério
de Genética de Microrganismos Joao Lucio de Azevedo” no campus da Escola de
Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ) da Universidade de S&o Paulo. Apés coleta, a
estrutura dos chicotes foi colocada em papel pardo e disposta em estufa a 37°C para
secagem e posterior armazenamento em microtubos plasticos de 1,5 mL selados
com plastico filme. O armazenamento dos microtubos foi realizado em recipiente de
vidro contendo silica e selado com vaselina, como disposto em Longatto (2014).

Telidosporos foram colocados em 1 mL de agua miliQ e tratados com
sulfato de estreptomicina (5 mg/mL) e tetraciclina (2,5 mg/mL) durante 1 hora.
Posteriormente, microtubos contendo a solugéo foram centrifugados a 8000 rpm por
5 minutos. A solucédo foi ressuspendida em 1 mL de solu¢cdo NaCl 0,85 Mol L:para

posterior inoculagdo em meio de cultura.

5.2.0btencéo de células leveduriformes haploides

As células leveduriformes haploides do isolado 04 referentes aos
mating-types MAT-1 e MAT-2 foram retiradas de estoque em glicerol 60% a -80°C.

50uL da solucéo contendo as células foi pingada em placa de Petri contendo meio
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YM (yeast universal medium) sdlido (3 g L+ de extrato de levedura, 3 g L+ de extrato
de malte, 5 g L+ de peptona, 10 g L de glicose e 15 g L+ de agar) e estriada com
alca Drigalski. Placas foram posteriormente incubadas em BOD a 28°C.

Solucdo de teliosporos tratados anteriormente com antibiéticos foram
utilizados para obtencdo das células leveduriformes haploides do isolado 39. A
solucao foi inoculada em 50 mL de meio liquido YM (3 g L+ de extrato de levedura, 3
g L+ de extrato de malte, 5 g L+ de peptona, 10 g L+ de glicose) contendo 25uL de
sulfato de estreptomicina (100mg/mL) e 250pL tetraciclina (5mg/mL). O meio com o0s

teliésporos foi incubado a 28°C e 200rpm durante 24 horas.

5.3.Isolamento dos mating-types

ApOGs germinacgédo e proliferagdo das células haploides leveduriformes
provenientes dos telidsporos, foram realizadas diluicdes seriadas para separacdo
das colonias e posterior isolamento dos diferentes mating-types para realizagéo de
testes de cruzamento. Diluicdes seriadas de 10! a 10° foram realizadas e
inoculadas, novamente, em meio YM solido. A partir destas diluicdes, colonias foram
isoladas e repicadas em placas contendo meio YM soélido contendo 25uL de sulfato
de estreptomicina (100mg/mL) e 250pL tetraciclina (5mg/mL).

5.4. Teste de cruzamento in vitro

A avaliacdo quanto ao mating-type de cada colbnia isolada foi realizada em
placas de Petri em testes de cruzamentos para confirmacéo do tipo sexual. Uma
por¢cdo de cada coldnia isolada foi coletada com palito estéril e diluida em
microtubos (um para cada col6nia) contendo 900uL de solugdo NaCl 0,85 Mol L.
Para realizacdo dos testes de cruzamento in vitro foi realizada adaptacédo de
Carvalho et al. (2016), 10pL da suspensao de determinada colonia foram misturados
com mais 10uL da suspenséo de outra colénia em microtubo separado, de forma a
cobrir todas as possibilidades de cruzamento. Esta solugéo foi inoculada em meio
YM sdlido a 28°C. Como descrito em Albert & Schenck (1996), a fusdo de hifas a
partir de células leveduriformes haploides compativeis resulta na formacdo de uma
colénia cotonosa, indicando reacdo sexual positiva, enquanto que ceélulas néao-

compativeis (portanto, de mesmo mating-type) produzem colénias lisas sem a
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presenca de hifas quando observadas em microscopia de luz, mas sim com a

aparéncia de células leveduriformes.

5.5.Microscopia de luz

A coleta de dados sobre as células leveduriformes hapldides e o
cruzamento compativel entre os tipos de reacdes sexuais com formacdo de hifa
dicaridtica foi feita através de andlise em microscopia 6ptica pelo OLYMPUS -
BX40F4. As imagens foram capturadas com camera de video acoplada ao

microscoépio de luz.

5.6.0Obtencdo de DNA de alto peso molecular e preparo de biblioteca
gendmica

Para obter uma quantidade significativa de células para extracdo de
DNA genbmico e posterior sequenciamento, foi realizado um pré-indculo dos
isolados 04 (MAT-1 e MAT-2) e 39 (MAT-1 e MAT-2) do fungo Sporisorium
scitamineum em 50mL de meio YM liquido submetido a 28°C e agitacdo de 200 rpm
durante 24 horas. ApG6s 24 horas, 100uL do pré-in6culo foram adicionados em 50mL
de meio YM liquido divididos entre 5 erlenmeyers para cada isolado, totalizando
250mL de meio liquido tanto para o isolado 04 quanto para o 39. ApGOs o crescimento
do in6culo, o meio de cultura de cada erlenmeyer foi vertido em tubo Falcon de
50mL e centrifugado a 8000g por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado do
tubo e o pellet formado pelas células centrifugadas foi lavado com solucéo estéril de
Tris 10mM e EDTA 1mM. Células foram entéo estocadas a -20°C até utilizacdo para
extracdo de DNA gendmico.

Para extracdo de DNA gendmico, o material fangico foi transferido para
microtubos de 1,5uL para seguimento de protocolo de extracdo de DNA gendmico
total para obtencdo de moléculas de alto peso molecular objetivando o
sequenciamento de reads longas (SCHWESSINGER; RATHJEN, 2017) na
plataforma Oxford Nanopore MinlON. Analises de integridade das moléculas de DNA
foram realizadas a partir de eletroforese em gel convencional (0.8% agarose) com
tampdo TBE 0,5X. A quantificacdo foi realizada a partir do fluorobmetro Qubit 2.0
(Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) e NanoDrop (ThermoFisher

Scientific, Wilmington, Delaware, USA). A biblioteca de sequenciamento MinlON foi
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preparada de acordo com o kit Genomic DNA by Ligation (SQK-LSK109) (Oxford
Nanopore Technologies), NEBNext Ultra 1l End-prep reaction/FFPE DNA Repair
(New England Biolabs), Ligation Buffer (LNB), NEBNext Quick T4 DNA Ligase, e
Adapter Mix (AMX), de acordo com as instru¢gdes da fabricante. A biblioteca final foi
guantificada e 5-50 fmol utilizados para carregar a flow cell (MinlON Flow Cells
(R9.4.1) (Oxford Nanopore Technologies; FLO-MIN106_SQK).

5.7.Analise de discriminacdo molecular de mating-types opostos

Células leveduriformes haploides pertencentes a cada mating-type e a
cada isolado, 04 ou 39, crescidas da forma como descrito na secdo anterior foram
utilizadas para extracdo de DNA seguindo protocolo Doyle & Doyle (1987). Foram
utilizados trés primers (Tabela 1), como descritos por Agisha et al. (2022), para
amplificacdo de alelos bE1 e bE2 do gene bE, gene responsavel por codificar a
subunidade de um fator de transcricdo heterodimérico envolvido na reacdo de
mating-type de Sporisorium scitamineum. A visualizacdo dos primers foi realizada

pela plataforma Benchling.

Tabela 1 — Primers utilizado por Agisha et al. (2022) para amplificacdo dos alelos referentes ao gene
bE, presente no locus b de mating-type.

Tamanho do

Nome Orientacéo Sequéncia amplicon (pb) Alelo

bE1F1 Forward 5-ATGCGTGAATTTGCGC-3’ 668 MAT-1
bE1-2R1 Reverse 5-TTGATGAACCAGAGCGTGAG-3’

bE2F2 Forward 5-CTTTCCTACAATCCAAACCAATA-3 458 MAT-2

Fonte: AGISHA et al. (2022).

Para amplificagdo dos primers, foi utilizada reagdo em termocicladora
seguindo os parametros de desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 56°C por 30 segundos e
polimerizacao a 72°C por 1 minuto, seguido de elongacéo final a 72°C por 5 minutos.
Os produtos de PCR provenientes desta amplificacdo foram visualizados em gel de
agarose convencional 1% com tampéao TAE 1X. A purificagdo destes produtos foi
realizada seguindo protocolo do kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

(Promega) e encaminhada para sequenciamento Sanger. Sequéncias advindas de
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sequenciamento Sanger foram analisadas pelo software Sequencher v5.0.0 e pelo
CLC Genomics Workbench v. 20 (QIAGEN).

5.8.Confirmagdo molecular da identidade celular dos isolados de

Sporisorium scitamineum

Estudo anterior relacionado aos genes candidatos efetores de S.
scitamineum identificou polimorfismos no gene g5159 nas posicbes 689 e 690,
responsaveis por causar uma mutacdo nao-sinbnima de uma tirosina para um
triptofano (TEIXEIRA-SILVA, 2018). Estas modificacbes demonstraram ser isolado-
especificas e por isso foram utilizados primers para amplificar a regido (Tabela 2) e
confirmar a identidade das células leveduriformes haploides do isolado 04 e 39 para
0 seguenciamento. A visualizacdo dos primers foi realizada pela plataforma

Benchling.

Tabela 2 — Primers utilizado para amplificacdo da sequéncia completa do gene candidato a efetor
05159 de S. scitamineum.

Tamanho do

Nome Orientacao Sequéncia amplicon (bp)
g5159 F Forward 5-GAAAAAGGGGAGGGATCTA-3 1511
g5159 F2 Forward 5-CTGAGCCTGAACCAAAACGC-3 991
05159 R Reverse 5-AGTCTCAAACACACAGGCAA-3’ -

Para amplificacdo dos primers, foi utilizada reacdo em termocicladora
seguindo os parametros de desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos, 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos e
polimerizacdo a 72°C por 1 minuto e 16 segundos, seguido de elongacgéao final a
72°C por 10 minutos. Os produtos de PCR provenientes desta amplificagdo foram
visualizados em gel de agarose convencional 1% com tampdo TBE 0,5X. A
purificacdo destes produtos foi realizada seguindo protocolo do kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega) e encaminhada para sequenciamento
Sanger. Sequéncias advindas de sequenciamento Sanger foram analisadas pelo
software Sequencher v5.0.0 e pelo CLC Genomics Workbench v. 20. (QIAGEN).
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5.9. Sequenciamento e montagem dos genomas

O acompanhamento em tempo real do sequenciamento e estatisticas
foram obtidas através do software MinKNOW 22.12.7 e visualizadas com o pacote
MinlONQC v1.4.2. Guppy v6.4.6 (Oxford Nanopore Technologies) foi utilizado para o
basecalling das reads através do modo super high accuracy (sup). Apés basecalling,
o software Porechop v0.2.4 realizou a excisdo dos adaptadores presentes nas reads
provenientes do processo de preparo da biblioteca. Foram utilizados dois softwares
de montagem de genomas de novo em busca dos melhores resultados para o
conjunto de dados, sendo eles, Flye v. 2.9 (KOLMOGOROV, 2019) e, Canu v.1.8
(KOREN et al, 2017). Para o Canu, foram utlizados os parametros
genomeSize=20m, correctedErrorRate=0.144 (14% de erro), e -nanopore-raw para
especificar as reads da plataforma Oxford Nanopore Technologies (ONT). Para o
Flye, foram utilizados parametros padrdes.

Sequéncias resultantes dos softwares descritos foram polidas com os
softwares RACON (https://github.com/isovic/racon) e o Medaka v.1.2.2 (Oxford
Nanopore Technologies) (https://github.com/nanoporetech/medaka). Para analisar a
completude dos genomas foi utilizado o software BUSCO v.5.4.3 (MANNI, 2021)
com banco de dados “basidiomycota_odb10”. O controle de qualidade foi realizado
pelo QUAST (GUREVICH et al., 2013).

5.10. Anélises de sintenia

Alinhamentos de sequéncias gendmicas e génicas foram realizados a
partir do software MCScanX v.1.3.6 (WANG et al., 2012) para avaliacédo da sintenia,
em conjunto com o CLC Genomics Workbench v. 20 (QIAGEN) (parametros

padrdes) para resolucao dos loci de mating-type.

5.11. Predicdo génica
Genes foram preditos para os quatro genomas dos isolados SSC04 e
SSC39 utilizando o pipeline FUunGAP v. 1.1.1 (MIN et al., 2017). Antes da predicéo,
0s genomas foram mascarados utilizando os softwares RepeatModeler v1.0.11
(http://www.repeatmasker.org) e RepeatMasker v4.1.0 (http://www.repeatmasker.org)

para resolucao de regides repetitivas.
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O modelo de Ustilago maydis foi utilizado como input para o Augustus
dentro do pipeline FUnGAP, enquanto o proteoma irmao foi recuperado de Taniguti
et al. (2015). Reads de RNAseq do fungo S. scitamineum in vitro (Taniguti et al.,
2015) foram usadas como evidéncia extrinseca. Por fim, o conjunto de dados
“‘pbasidiomycota_odb10” pelo BUSCO avaliou a completude da predicdo. A
ferramenta DensityMap (https://github.com/sguizard/DensityMap) foi utilizada para
plotar a visualizacdo da densidade génica ao longo dos cromossomos. A predicdo
funcional dos genes relacionados aos loci de mating-type foi realizada a partir do

banco de dados do UniProt, Interpro e NCBI.

5.12. Predicao de o6rtologos

Em busca de encontrar a correspondéncia dos ortélogos para cada um
dos genomas, best hits dos genes ortélogos foram avaliados utilizando BLASTp all-
against-all com um cutoff 9%, minimo de 40% de identidade e 80% de cobertura,

seguido por ranqueamento por bitscore.

5.13. Analise de SNVs (Single Nucleotide Variants)

A descoberta de variantes entre as montagens dos genomas foi
realizada por ambos os softwares Medaka v1.2.2 e Clair3 v1.0.2 (ZHENG et al.,
2022). Antes da descoberta de variantes os genomas foram mascarados pelos
softwares RepeatModeler v1.0.11 (http://www.repeatmasker.org) e RepeatMasker
v4.1.0 (http://www.repeatmasker.org).

Para uma variante ser considerada, em ambos os programas, foi
aplicado um filtro de phred score maior que 20 e uma cobertura minima de 20X
atraveés do software BCFtools v.1.8 (LI, 2011). A ferramenta bcftools isec foi utilizada
para encontrar as variantes em comum, ou seja, presentes em ambas as analises.
Para analise de variantes entre as células complementares do isolado SSC04, o
genoma SSC04A MAT-2 (de maior cobertura) foi utilizado como referéncia, enquanto
para o isolado SSC39, o genoma SSC39B MAT-1 (Taniguti et al., 2015) foi a
referéncia. Para comparacdo das variantes entre todos 0s genomas, 0 genoma
SSC39 MAT-1 foi utilizado como referéncia. O pacote CMap do R v4.3.0
(https://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/cmapR.html) e o Circos
v0.69-9 (KRZYWINSKI et al., 2009) realizaram a projecado das variantes ao longo


http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/cmapR.html)
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dos cromossomos, além disso o VCFtoolz 1.2.0 (DAVIS, 2019) foi utilizado para o
plot comparativo de variantes e diagramas de Venn. A anotacdo funcional das
variantes foi realizada pelo software SnpEff v.4.3 (CINGOLANI et al., 2012).

6. RESULTADOS

6.1.Cruzamento in vitro das células leveduriformes hapléides de mating-

type opostos

Quando inoculadas em meio de cultura YM, as col6nias referentes a
mating-types opostos e complementares apresentaram uma morfologia branca e
cotonosa com um halo de hifas ao redor, indicando cruzamento positivo, evidenciado
pela transicdo do estado unicelular para um estado multicelular. Colénias cruzadas
com o mesmo mating-type apresentaram uma morfologia lisa e sem presenca de
hifas, indicando auséncia de cruzamento. Células leveduriformes haploides de

isolados diferentes foram capazes de cruzar entre si, indicando ndo haver nenhuma

barreira para o cruzamento (Figura 4).

04A

04A

04B

39A

m N

Figura 4 — Teste de compatibilidade entre os isolados 04 e 39 e seus respectivos mating-types. A
denominacdo “A” refere-se ao alelo MAT-2, enquanto a denominagéo “B” refere-se ao alelo MAT-1.
Reacbes sexuais positivas apresentaram uma colénia de morfologia branca e cotonosa com um halo
de hifas (1,3,6,8,9,11,14,16), enquanto reacbes negativas apresentaram colbnias lisas e
leveduriformes (2,4,5,7,10,12,13,15). Cruzamentos ocorreram em meio YM sélido a 28°C por 3 dias.
Isolados séo capazes de hibridizacéo.
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Coldnias com cruzamento positivo analisadas em microscopia Optica
confirmaram a transi¢cao do estado celular, apresentando longas hifas emergindo das
extremidades, resultado da plasmogamia entre leveduras complementares (Figura
5A). As coldnias com cruzamento negativo apresentaram células com morfologia de
levedura unicelular ao longo de toda a extensdo, permanecendo juntas em uma

colonia coesa (Figura 5B).

Figura 5 — Identificacdo visual cruzamento in vitro dos isolados SSCO04A/SSC04B e
SSC39A/SSC39B. A — Reacgdo positiva de cruzamento entre dois mating-types diferentes sob
microscopia de luz, aumento de 40x. E possivel observar a formacdo de hifas, gerando aspecto
cotonoso em placa. B — Células leveduriformes hapléides sob microscopia de luz, aumento de 40x. E
possivel observar reacao ausente de cruzamento, quando dois mating-types idénticos sao cruzados.
Crescimento foi realizado com meio YM soélido e inéculo crescido a 28°C. Fotos realizadas em
microscépio de luz OLYMPUS — BX40F4.

6.2. Extracdo de DNA total para Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A extracdo de DNA gendmico total com protocolo Doyle & Doyle (1987)
do isolado SSCO04A (MAT-2) resultou em 5820,5 ng/uL, enquanto SSC04B (MAT-1)
resultou em 5430,8 ng/uL (Tabela 3). A amostra do isolado SSC39A (MAT-2)
resultou em 2611,2 ng/pL, enquanto SSC39B (MAT-1) resultou em 2081,4 ng/uL
(Tabela 4). Ambos isolados apresentaram espectro de absorbancia esperado para
leitura entre 220 a 350 nm (Figura 6 e Figura 7). A razdo 260/280 de todas as
amostras apresentaram o valor acima do recomendado de, aproximadamente, 1.8,

esperado para uma amostra de DNA “puro”, segundo o boletim técnico (T123) da
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ThermoFisher Scientific (Tabelas 3 e 4). Apesar disso, segundo o boletim, altas

razdes nao indicam necessariamente um problema.
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Figura 6 — Quantificagdo das amostras de extragdo de DNA gendmico total medido pelo
espectrofotbmetro NanoDrop 2000/2000c. A — Espectro de absorbancia e comprimento de onda da
amostra SSC04A. B — Espectro de absorbancia e comprimento de onda da amostra SSC04B. De
acordo com a ThermoFisher Scientific, os acidos nucléicos possuem absorbancia maxima em 260
nm.

Tabela 3 — Quantificacdo de extracdo de DNA gendmico total das amostras SSC04 medido pelo
espectrofotdmetro NanoDrop 2000 e razdes.

SSCO04A (MAT-2) SSC04B (MAT-1)
Concentragéo (ng/uL) 5820,5 5430,8
260/280 2,15 2,10

260/230 2,24 2,27
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Figura 7 — Quantificagdo das amostras de extragdo de DNA gendmico total medido pelo

espectrofotdbmetro NanoDrop 2000/2000c. A — Espectro de absorbancia e comprimento de onda da
amostra SSC39A. B — Espectro de absorbancia e comprimento de onda da amostra SSC39B. De
acordo com a ThermoFisher Scientific, os &cidos nucléicos possuem absorbéncia maxima em 260
nm.

Tabela 4 — Quantificacdo de extracdo de DNA gendmico total das amostras SSC39 medido pelo
espectrofotdmetro NanoDrop 2000 e razdes.

SSC39A (MAT-2)

SSC39B (MAT-1)

Concentragéo (ng/pL) 2611,2 2081,4
260/280 2,04 2,00
260/230 2,23 2,13

6.3. Discriminacdo molecular de mating-types opostos

A discriminacdo molecular de mating-types opostos foi conduzida a
partir da amplificagéo da regido N-terminal variavel do gene bE, presente no locus b
de mating-type no cromossomo 2. No isolado SSCO04, os primers forward bE1F1 e o
reverse bE1-2R1, utilizados para identificagcdo do MAT-1, produziram um amplicon
entre 750 e 1000 pb (Figura 8). Enquanto os primers forward bE2F2 e o reverse
bE1-2R1, utilizados para identificacdo do MAT-2, produziram um amplicon entre 500
e 750 pb (Figura 9). No isolado SSC39, os primers bE1F1/bE1-2R1 produziram um
amplicon entre 750 e 1000 pb, enquanto os primers bE2F2/bE1-2R1 produziram um
amplicon entre 500 e 750 pb. Desta forma, os primers utilizados por Agisha et al.

(2022) foram capazes de distinguir mating-types diferentes.
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Figura 8 — Teste de discriminacdo molecular de mating-types opostos do isolado SSCO04 de
Sporisorium scitamineum. Produtos de PCR dos primers bE1F1/bE1-2R1 (MAT-1) e bE2F2/bE1-2R1
(MAT-2) foram colocados em gel de eletroforese (agarose 1%) com ladder de 1 kpb (ThermoFisher
Scientific) e registrados em transiluminador. Lanes 3 e 4 sao referentes ao DNA de um dos haploides,
e as lanes 6 e 7 do hapldide oposto. Lanes 2, 5 e 7 s&o referentes ao controle negativo.
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Figura 9 — Teste de discriminacdo molecular de mating-types opostos do isolado SSC39 de
Sporisorium scitamineum. Produtos de PCR dos primers bE1F1/bE1-2R1 (MAT-1) e bE2F2/bE1-2R1
(MAT-2) foram colocados em gel de eletroforese (agarose 1%) com ladder de 1 kpb (ThermoFisher
Scientific) e registrados em transiluminador. Lanes 2 e 3 séo referentes ao DNA de um dos hapléides,
e as lanes 4 e 5 do hapldide oposto.. Lanes 2, 5 e 7 séo referentes ao controle negativo.

Os primers utilizados para discriminagdo molecular do alelo MAT-1
(bE1F1/ bE1-2R1) se anelaram na regido N-terminal variavel, como observado nas

Figuras 10 e 11 e confirmado por sequenciamento Sanger na Figura 12.
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Figura 10 — Comprimento da sequéncia gendmica do alelo bE1 do gene bE no locus de mating-type
de Sporisorium scitamineum. Os primers bE1F1 e bE1-2R1, indicados pelos triangulos invertidos,
amplificam a regido N-terminal.

QTGCGTGAATTTGCGB

ATGCGTGAATTTGCGCACAAAGGGGCCCGCTTGAGTGAGGAAATAATCACAAATTGCGTGCCACCGCCCCGAGAAATTCGAGATAGTTCAATCACGGCTCGGGTTTCTGCCCGTAATCAAGGCAT

Fﬂu-c JAIRERD s ENENTRED T N c MBe P P REENDNRNDD s s BB T WIENED s NIEIN Q¢ ¢ B

CACACCACCATCACGAACTYCAAYCAGCATGGCGCAACACAGTAGCYTCGAGTYCGCAGGACTGCYAAGGTCACTGAAAGATATCGAGAGYGA(YYCCYGGCCGTCGAACAGGGCCATGAYAACG

‘ PP SHERT SHBS W ANQ His S NESEENAS G EEEERD S JNEEEDNEED S DEENESANEED Q ¢ HWRBN D

ATCTCGTCAGCAGGTTGAAACAAGTAGTCATCGA(ATTEAAAGCTCTTCTCTAGATCATCAGACAACCATCTTTGCACGGCAAG(TGCCCAGAGAATACAGATCATAGEACAGACGAGGCTTAAG

s IENENKD ¢ DENEINDEES Q s s S HEEBH Q T T Q RIUINQ IR A Q T

CTCGATAACACGTTCGAGGAACAGGCCAGCAAGCTGCTCAGACAAGCAAACGAAGCAATCGAAGTCGCGACCAAAGCGAAGCAGCTCCTCGAGGTGAAGCAGGAATTATCAGAGACGCTCCCTGC

N T DENEEED Q AT S INESHSHINRD Q A- N EDA IENENNS A T IKSA NS ¢ SENUSIEEVINKD o ERIS S ED T EB P A

ATATCACATGCGCCAGCACTTCCTCGCAACCTTGGACAGTCCTTACCCCTCCCAACAAGACAAAGAAGCGCTACTGCGGATCACGAATGATTCATGTGCCGGCACAGATGGATCTTCCCAAGGCC

illlﬂﬂ%" BEQ WINESAT T EEDS s P EBP S ¢ o DECEESCIENEEREES T N RS c Wic THRG S S 6

GTCCGCCTCTGGACGCTCACCAGCTCACGCTCTGETTCATCAACGCGCGCCGCCGTTCCEGCTGETCCAACATTCTCCGCGAATTTGCACGGGGCGATCGTTCACGAATGAAAGTTCTCATGCAA

GAGTGCGAGACCAAGTAGTT]
I. P PEDIA H QDT EOW JENIDN A RURERES 6 W 5 N ITNENRICENED A RD ¢ JONRD s RO 4 KEMELD N Q-

GCCAAGATGAGCTCTTGCGGCTTGTCCGTTCCTTTGCACCCGGGCTGCTCGACGCCAATTCGGAGCGTGGACGATATCCTTTGCGACAACCTCAATCGACCTCTCACAGCAGCAGACAAGAAAGA

NS S CcCHERSHERFERN P 6 C 5 T PN S NN C XN I P BT NEN

GTTCGAAGAAGAATGGAGCAGCATGATCAGCTGGATCAGATATGGCGTCAAGGAAAAGAT CGGAAACTGGGTCTACGATCTCGTTGCGGCAAGCAAGAAGCCGCGEAAMACTGGTCAAGCGEGET
S S N JEDS W IDNRAND ¢ WAKISENKIIH G N W IVINEDEENVE A A s TKEKD P RIKDT 6 Q ATRD

CAGTCACCACTCCTGTGAAGCGCACACCAGCACGCAAAGCAGCCACGACTCAGCAGGCCAAGCCTAGGAGGGCTAAGCAGAGAGCAAGCGCGACACCTTCCATCGACAGCACGGTCGGCAGTTCA

P T " MRS  ASMENSASAST T QO NS P BENSATHDQ WWADS 0T P S WENBS TERC S S

GGCCTGGAATCGACTCCAGAGCTCAGTATGTGCTCTACTGCAGACACGAGTCTCAGTTCATTCACAAGCAACCTCTCCATGGCGCACTACGATCCATTCCAGCACCGCGACGATCTTCTCCAGAG
ii'lll.s T PIENENS N C ST AMIT sIERS SIBT s NIERS v A HINEOS P JEDQ H IRIDEONENEN Q S

CCCGACACTCAGCGCCAAGAGCAACAGGAGGGYCAAAGCGCTCCCCAAGCGCGCYGGYCAGCAACAAYCYCCTCGCAAGACCCYCACCAACGGTAAGTGCAACACCCTTGGTTCAGCCCYTGGCC
PTRBS P G

CTGATCGTTGTTCGCGC

Figura 11 — Regido gendmica de anelamento dos primers bE1F1 (5-ATGCGTGAATTTGCGC-3’) e
bE1-2R1 (5-TTGATGAACCAGAGCGTGAG-3’) na regidao N-terminal do alelo bE1 do gene bE. A
regido amplificada corresponde a 668 pares de base. Alinhamento de primers e traducdo da
sequéncia foi realizada pelo Benchling.
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DE1F1 (mismatches: 0)
2 @ & 0 100
1

1 1 1 ]
MZ9268721 ATGCGTGAATTTGCGCACAAAGGGGCCCGCTTGAGTGAGGAAATAATCACAAATTGCGTGCCACCGCCCCGAGAAATTCGAGATAGTTCAATCACGGCTCGGGTTTCTGCCCGTAAT
Consensus CAAAGGGGCCCGCTTGAGTGAGGAAATAATCACAAATTGCGTGCCACCGCCCCGAGAAATTCGAGATAGTTCAATCACGGCTCGGGTTTCTGCCCGNAAT

04_bE1F1_R T |CAAAGGGGCCCGCT TGAGTGAGGAAATAATCACAAATTGCGTGCCACCGCCCCGAGAAATTCGAGATAGT TCAATCACGGCTCGGGTTTCTGCCCGTAAT

Trace data

04_bEFI_F

Trace data

2 140 180 180 20 F]

1 I I I I 1
MZ9268721 CAAGGCATCACACCACCATCACGAACTTCAATCAGCATGGCGCAACACAGTAGCTTCGAGTTCGCAGGACTGCTAAGGTCACTGAAAGATATCGAGAGTGACTTCCTGGCCGTCGAA
Consensus CAAGGCATCACACCACCATCACGAACTTCAATCAGCATGGCGCAACACAGTAGCTTCGAGTTCGCAGGACTGCTAAGGTCACTGAAAGATATCGAGAGTGACTTCCTGGCCGTCGAA

04_bE1F1I_R CAAGGCATCACACCACCATCACGAACTTCAATCAGCATGGCGCAACACAGTAGCTTCGAGTTCGCAGGACTGCTAAGGTCACTGAAAGATATCGAGAGTGACTTCCTGGCCGTCGAA

Trace data

04_bEIF1_F

Trace data

| | | ] |
MZ9268721 CAGGGCCATGATAACGATCTCGTCAGCAGGT TGAAACAAGTAGTCATCGACATTCAAAGCTCTTCTCTAGATCATCAGACAACCATCTTTGCACGGCAAGCTGCCCAGAGAATACAG
Consensus CAGGGCCATGATAACGATCTCGTCAGCAGGT TGAAACAAGTAGTCATCGACATTCAAAGCTCTTCTCTAGATCATCAGACAACCATCTTTGCACGGCAAGCTGCCCAGAGAATACAG

04_bE1F1_R CAGGGCCATGATAACGATCTCGTCAGCAGGTTGAAACAAGTAGTCATCGACATTCAAAGCTCTTCTCTAGATCATCAGACAACCATCTTTGCACGGCAAGCTGCCCAGAGAATACAG

Trace data

04_bEIF1_F

Trace data

1 1 1 1 I
MZ9268721 ATCATAGCACAGACGAGGCTTAAGCTCGATAACACGTTCGAGGAACAGGCCAGCAAGCTGCTCAGACAAGCAAACGAAGCAATCGAAGTCGCGACCAAAGCGAAGCAGCTCCTCGAG
Consensus ATCATAGCACAGACGAGGCTTAAGCTCGATAACACGTTCGAGGAACAGGCCAGCAAGCTGCTCAGACAAGCAAACGAAGCAATCGAAGTCGCGACCAAAGCGAAGCAGCTCCTCGAG

04 bE1F1_R ATCATAGCACAGACGAGGCTTAAGCTCGATAACACGTTCGAGGAACAGGCCAGCAAGCTGCT CAGACAAGCAAACGAAGCAAT CGAAGTCGCGACCAAAGCGAAGCAGCTCCT CGAG

Trace data ||

04_bE1F1_F

Trace data

] | | 1 ]
MZ926872.1 GTGAAGCAGGAATTATCAGAGACGCTCCCTGCATATCACATGCGCCAGCACTTCCTCGCAACCTTGGACAGTCCTTACCCCTCCCAACAAGACAAAGAAGCGCTACTGCGGATCACG
Consensus GTGAAGCAGGAATTATCAGAGACGCTCCCTGCATATCACATGCGCCAGCACTTCCTCGCAACCTTGGACAGTCCTTACCCCTCCCAACAAGACAAAGAAGCGCTACTGCGGATCACG

04_bE1F1_R GTGAAGCAGGAATTATCAGAGACGCTC CCTGCATAT CACATGCGCCAGCACTTCCTCGCAACCTTGGACAGTCCTTACCCCTC CCAACAAGACAAAGAAGCGCTACTGCGGAT CACG
1

Trace data

04_bE1F1_F GTGAAGCAGGAATTATCAGAGACGCTCCCTGCATATCACATGCGCCAGCACTTCCTCGCAACCTTGGACAGTCCTTACCCCTCCCAACAAGACAAAGAAGCGCTACTGCGGATCACG

Trace data

bE1-2R1 (mismatches: 0
& & 60 & ™
1 I I I I

MZ926872.1 AATGATTCATGTGCCGGCACAGATGGATCTTCCCAAGGCCGTCCGCCTCTGGACGCTCACCAGCTCACGCTCTGGTTCATCAACGCGCGCCGCCGTTCCGGCTGGTCCAACATTCTC

Consensus AATGATTCATGTGCCGGCACAGATGGATCTTCCCAAGGCCGTCCGCCTCTGGACGCTCACCAGCTCACGCT

04_bE1F1_R AATGATTCATGTGCCGGCACAGATGGATCT,

Trace data

04_bE1F1_F AATGATTCATGTGCCGGCACAGATGGATCTTCCCAAGGCCGTC CGCCTCTGGACGCTCACCAGCTCACGCT'

Trace data

Figura 12 — Sequenciamento pelo método de Sanger (SS) do produto de PCR gerou uma sequéncia
consenso de 639 pb, referente ao par de primers de mating-type bE1F1/bE1-2R1 para identificagéo
do alelo MAT-1 de S. scitamineum. Setas em verde séo referentes a sequéncia dos primers e sua
direcdo. A primeira linha representa a referéncia de sequéncia codante parcial do alelo bE1 como
depositado no NCBI pelo acesso MZ926872.1. A segunda linha representa a sequéncia consenso
gerada pela sequéncia forward e reverse. Terceira e quarta linha representam, respectivamente, a
sequéncia reverse e forward. Cromatogramas sao referentes a discriminacéo e qualidade das bases.
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Cromatogramas e alinhamento das sequéncias foram processados pelo CLC Genomics Workbench v.
20 (QIAGEN).

Os primers utilizados para discriminagcdo molecular do alelo MAT-2
(bE2F2/ bE1-2R1), assim como no outro alelo, também se anelaram na regido N-
terminal variavel, como observado nas Figuras 13 e 14 e confirmado por

sequenciamento Sanger na Figura 15.

bE2 (1251 bp)

200 4@@ 6@e B@0 1,@e0 1,200

1-1251 >

(N A

Figura 13 — Comprimento da sequéncia genémica do alelo bE2 do gene bE no locus de mating-type
de Sporisorium scitamineum. Os primers bE2F2 e bE1-2R1, indicados pelos tridngulos invertidos,
amplificam a regido N-terminal.

€T ATCCARACCAATA
ATGACGCCGACCAACAGCTTCCGATTCACAGGGGTGCTAGATTCTCTGAAAGAAATCGAGAATGATTTCCTTTCCTACAATCCAAACCAATATTCCGATCTCGTCAATAGGCTGGAATCCTTGCA

M T P T N s JERRIEST ¢ VIEEWDD s JUNKINENTNED N JDIENED s BN P N 0 WD s IDENVE N RIELEED s 10D o

GAAAAGGGCAGCCATCGACGTTCAAAGGTGTTCTCTAGATCAGGAGTTGGTGTTCGAAGCAAGTCAAGCTGCAAAGAGGATACAGCTCATAGCACAGACGATGTTGAAGCTTGAGATTGCATTCG

‘Wﬁ"il{_'} JRTC s TEUIDN @ ENLIVIOENEN A S Q A A KURIID Q IENINA Q T M JLIKILTENIN A JERD

AGGAGCATGCCAGCAAGGTGCTCAGACAAGCAAACGAAGCAATCGAAGTCGCGACCAAAGCGAAGCAGCTCCTCGAGGTGAAGCAGGAATTATCAGAGACGCTCCCTGCATATCACATGCGCCAG

‘ A s JREVITETRI @ A N JERA JEUERMI A T JKD A KD Q JENETENVEKD @ JENLD s JER T XD P A WBH M JRDQ

CACTTCCTCGCAACCTTGGACAGTCCTTACCCCTCCCAACAAGACAAAGAAGCGCTACTGCGGATCACGAATGATTCATGTGCCGGCACAGATGGATCTTCCCAAGGCCGTCCGCCTCTGGACGE

"ﬁ'ﬁ-s PINBP s Q Q IDNKINEDA JENENRIIDT NJDBS ¢ A G TG s s Q G JRBP P JENDNA

TCACCAGCTCACGCTCTGGTTCATCAACGCGCGCCGCCGTTCCGGCTGGTCCAACATTCTCCGCGAATTTGCACGGGGCGATCGTTCACGAATGAAAGTTCTCATGCAAGCCAAGATGAGCTCTT

[GAGTGCGAGACCAAGTAGTT!

e
YHQ I T ERWIEEISD N AREREED S ¢ Wi s N HNEEREENERAIED ¢ NERD S JRD ¢ EENEED Y 0 ATKBH S S
(s

GCGGCTTGTCCGTTCCTTTGCACCCGGGCTGCTCGACGCCAATTCGGAGCGTGGACGATATCCTTTGCGACAACCTCAATCGACCTCTCACAGCAGCAGACAAGAAAGAGTTCGAAGAAGAATGE

Colis W MW P G ¢ S T P WENDS WENENSGNED C NS N NN M- NS T kA SNEEENSHENS v

AGCAGCATGATCAGCTGGATCAGATATGGCGTCAAGGAAAAGATCGGAAACTGGGTCTACGATCTCGTTGCGGCAAGCAAGAAGCCGCGGAAAACTGGTCAAGCGCGCCCAGTCACCACTCCTGT

S S MRS W NREND ¢ WEKEENKIID ¢ N W VIRMSUMERVEA AT S JKIKD P JREKST ¢ Q AIRDP WBT T P Y
[t

GAAGCGCACACCAGCACGCAAAGCAGCCACGACTCAGCAGGCCAAGCCTAGGAGGGCTAAGCAGAGAGCAAGCGCGACACCTTCCATCGACAGCACGGTCGGCAGTTCAGGCCTGGAATCGACTC

=T P IAIREERANTES T T QUQ TANED P INEREATIED O AD S AT P S RS THBC S S ¢ ENERS T

CAGAGCTCAGTATGTGCTCTACTGCAGACACGAGTCTCAGTTCATTCACAAGCAACCTCTCCATGGCGCACTACGATCCATTCCAGCACCGCGACGATCTTCTCCAGAGCCCGACACTCAGCGCC

ES M C S T AMBT SRS sIEDT S NJERS M A H WD) P JEDQ H RIDNDNENENQ s P T JERS A

AAGAGCAACAGGAGGGTCAAAGCGCTCCCCAAGCGCGCTGGTCAGCAACAATCTCCTCGCAAGACCCTCACCAACGGTAAGTGCAACACCCTTGGTTCAGCCCTTGGCCCTGATCGTTGTTCGCG

'S N IREREVITKS A TED P JKEREA G Q Q Q S P RUKDT DT N ¢ KPC N TIEG s AJEHG P IDERNC s IR

g0

Figura 14 — Regido genbmica de anelamento dos primers bE2F2 (5-
CTTTCCTACAATCCAAACCAATA-3) e bE1-2R1 (5-TTGATGAACCAGAGCGTGAG-3’) na regiao N-
terminal do alelo bE2 do gene bE. A regido amplificada corresponde a 458 pares de base.
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bE2F2 (mismatches: 0)
20 a0 0

| | |
MZ926873.1 ATGACGCCGACCAACAGCTTCCGATTCACAGGGGTGCTAGATTCTCTGAAAGAAATCGAGAATGATTTCCTTTCCTACAATCCAAACCAATATT

Consensus ATCCAAACCAATATT

04_bE2F2 R < |AT CCAAACCAATATT

Trace data

100 120 120 160 180
]

] | | |
MZ926873.1 CCGATCTCGTCAATAGGCTGGAATCCTTGCAGAAAAGGGCAGCCATCGACGTTCAAAGGTGTTCTCTAGATCAGGAGTTGGTGTTCGAAGCAAG

Consensus CCGATCTCGTCAATAGGCTGGAATCCTTGCAGAAAAGGGCAGCCATCGACGTTCAAAGGTGTTCTCTAGATCAGGAGTTGGTGT TCGAAGCAAG

04_bE2F2 R CCGATCTCGTCAATAGGCTGGAATCCTTGCAGAAAAGGGCAGCCATCGACGTTCAAAGGTGTTCTCTAGATCAGGAGTTGGTGT TCGAAGCAAG

Trace data

04_bE2F2_F |AAAGGGCAGCCATCGAEGTTCAAAGGTGTTCTCTAGATCAGGAGTTGGTGTTCGAAGCAAG
Trace data
N ) — i Nensonnen e s A WA VA

200 220 240 280 280
I I 1

I |
MZ926873.1 TCAAGCTGCAAAGAGGATACAGCTCATAGCACAGACGATGTTGAAGCTTGAGATTGCATTCGAGGAGCATGCCAGCAAGGTGCTCAGACAAGCA

Consensus TCAAGCTGCAAAGAGGATACAGCTCATAGCACAGACGATGTTGAAGCTTGAGATTGCATTCGAGGAGCATGCCAGCAAGGTGCTCAGACAAGCA

04_bE2F2 R TCAAGCTGCAAAGAGGATACAGCTCATAGCACAGACGATGTTGAAGCTTGAGATTGCATTCGAGGAGCATGCCAGCAAGGTGCTCAGACAAGCA

Trace data

04_bE2F2_F

Trace data

200 =20 240 380

| | 1
MZ926873.1 AACGAAGCAATCGAAGTCGCGACCAAAGCGAAGCAGCTCCTCGAGGTGAAGCAGGAATTATCAGAGACGCTCCCTGCATATCACATGCGCCAGC

Consensus AACGAAGCAATCGAAGTCGCGACCAAAGCGAAGCAGCTCCTCGAGGT GAAGCAGGAATTATCAGAGACGCTCCCTGCATATCACATGCGCCAGC

04_bE2F2_ R AACGAAGCAATCGAAGTCGCGACCAAAGCGAAGCAGCTCCTCGAGGT GAAGCAGGAATTATCAGAGACGCTCCCTGCATATCACATGCGCCAGC

Trace data ||

04_bE2F2_F

Trace data

| 1 | |
MZ926873.1 ACTTCCTCGCAACCTTGGACAGTCCTTACCCCTCCCAACAAGACAAAGAAGCGCTACTGCGGATCACGAATGATTCATGTGCCGGCACAGATGG

Consensus ACTTCCTCGCAACCTTGGACAGTCCTTACCCCTCCCAACAAGACAAAGAAGCGCTACTGCGGATCACGAATGATTCATGTGCCGGCACAGATGG

04_bE2F2 R ACTTCCTCGCAACCTTGGACAGTCCTTACCCCTCCCAACAAGACAAAGAAGCGCTACTGCGGATCACGAATGATTCATGTGCCGGCACAGATGG

Trace data

04_bE2F2_F

Trace data

bE1-2R1 (mismatches: 0)

1 | |
MZ9268731 ATCTTCCCAAGGCCGBTCCGCCTCTGGACGCTCACCAGCTCACGCTCTGGTTCATCAACGCGCGCCGCCGTTCCGGCTGBGTCCAACATTCTCCGE
Consensus ATCTTCCCAAGGCCGTCCGCCTCTGGACGCTCACCAGCTCACGCTC

04_bEZF2_R ATCT|

Trace data

Loy
04_bE2F2_F ATCTTCCCAAGGCCGTCCGCETCTGGAEGCTCACCAGCTEACGCTCl

Trace data ||

Figura 15 — Sequenciamento pelo método de Sanger (SS) do produto de PCR gerou uma sequéncia
consenso de 437 pb, referente ao par de primers de mating-type bE2F2/bE1-2R1 para identificacdo
do alelo MAT-2 de S. scitamineum. Setas em verde sdo referentes a sequéncia dos primers e sua
direcdo. A primeira linha representa a referéncia de sequéncia codante parcial do alelo bE2 como
depositado no NCBI pelo acesso MZ926873.1. A segunda linha representa a sequéncia consenso
gerada pela sequéncia forward e reverse. Terceira e quarta linha representam, respectivamente, a
sequéncia reverse e forward. Cromatogramas sao referentes a discriminagdo e qualidade das bases.
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Cromatogramas e alinhamento das sequéncias foram processados pelo CLC Genomics Workbench v.
20 (QIAGEN).

6.4.ldentificacdo de haplotipos

Apés o0s mating-types complementares e opostos terem sido
identificados corretamente, fez-se necessario a confirmacdo dos haplétipos
utilizados. A confirmagé&o ocorreu a partir da amplificacdo do gene candidato a efetor
05159, visto que o gene carrega um SNV na posi¢cdo 689 e outro na posi¢cédo 690,
como descrito por Silva (2018). Os isolados SSC04 e SSC39 foram agrupados em
diferentes haplo6tipos em pesquisa de Benevenuto et al (2016), além de que estudos
anteriores (dados ndo publicados) identificaram SNVs diferentes entre os dois
isolados.Os primers utilizados para amplificacdo do gene corretamente identificaram

a regido como visto na Figura 16.

2500 pb
2000 pb

1500 pb

1000 pb
750 pb
500 pb

250pb

Figura 16 — Amplificacdo do gene candidato a efetor g5159 visualizada em gel de agarose (1%).
Lane 1 mostra ladder 1 kpb, enquanto as lanes 2,4 e 6 mostram um produto de 2500 pb, resultante
da amplificag&o dos primers forward e reverse do inicio ao final do gene. As lanes 3, 5 e 7 mostram
um produto de, aproximadamente, 1500 pb, resultante da amplificacdo a partir do primer forward
interno ao gene até o seu reverse.
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Os primers utilizados para amplificacdo anelaram-se alguns pares de
bases antes do inicio do gene e alguns depois de seu fim, enquanto outro primer
possuia a regido interna do gene como alvo (Figura 17). Esta estratégia foi utilizada
para otimizar o sequenciamento Sanger na obtencdo de todo comprimento da
sequéncia.

AGTCTCAAACACACAGGCAA

AGTCTCAAACACACAGGCAAGTGCCTACACAGCACAGTACTGGATTGTACATTGATACAGCACGCTTCAGCGCAGCCAAGCATGAGATTCCTT
M

CTCCCTACCTTCTTTGGCGTGGCCACAT TCTTGGCGAGCGTGCTTCTCTGGTCCCAGAGCTGTACTGC TTTCCACGGGGACAAAGCCTCCACE
“- ¢ NIFAD T NENINAY s INEEENERWY S Q s c T JANENHD c MEEREAD S T

TCTATGACTCCGGTGCTGCCTCCGGCTGGCTCATCGGCAAGCACTCCAGCGCGCAGTCCGCCTCGGATGCCGTTATTTCAAATGGAACGACCC

s M T PNEERP PIANG S STAUS T PIAMEDSs P P IRDv r HNDQ v JENED ¢

GATGTAAACACATACATTAAAGACCACCTCACACCCAAAAAGCTCGAAGGTCTACAGTCTACCATAACTAGTGAACCGAAGCCCGAAATGCCT

N7 JEENKEDD D v P KEKEESED c e s TEBT s Ebe XKDeP EBn P

TTCGAAGGACCTACGCCGCTTTTGAACATCTTGGCCCCTACAAACGAAGTCAGACAAGCTCTTGTTGAT TACGG TAGTATAGGCCTTGTCGAC
G P T P IENESN EEENA P T NIEENERDQ AINNEDEERDc s ¥Bc

CAGGAACGGGAAAAAGCATTGTATATCCAGC TACAAGGCGGAGGCAT TTTGCCGATAAAGCCATCGGATGAACAGACGCAGATGCTAGTGACG
AT o e ¢ ¢ c ENIDP MNEDr s BEERC T o v NS T

ATGATGAAGCTGGACCCGAAGGTTCACAAACTCAAGAAAGCCATATTAGGCCGCCTTGGTCCGATCCGTGCCATGTCTTCAGACGAGGTCGAT

WP TR+ IRNRERDA NN c D c P NEERRAD M S S

GGACTGCCGCATGCTCTAGGTATACCCATACTAACACGCGGTCACGACTCTTACGAAAACATGCTCGCTGCGTCGAGACAAGAGCCCAGAAGT

G .P HITATED ¢ XD P HINED v 1RD ¢ 'HIDD s NEEDN ¢ JNATAY s BB P 1B s

TTTTGGCTTCAGCACGAACGCAGATGGCTCCTGATTCATCCTTATCAGGAAGTCTTGTTCGAAGAGGCTGTAAGTCATGCTACAGACGAGATC
JE o H IENRNRD Y NS Y P NB o ENVEIEIENERED A WBs H A7

AACCAAGCCCTGAAAGGGTTTCGCGACTACAAAGACAGGTACGGAAGGGGGTACGCGGGGCTGCGTTGGGGCCGCCCTCTGAATCTCGAAACT

N a f"ﬁ“v‘-s TERNUERKRURRD ¢ 1R ¢ NA) ¢ MEEREW) ¢ IRD P M N JEED v

TGGCCGACTTCGATCAAGCGTCCAAACATTGAAAAGTACGAGCGTTTTGGTTCAGGCTCAGCCAGTCGACAAGAGATGATCCAGGCTCTCAAG
CGCAAAACCAAGTCCGAGTC

Nep T s HEEERSP N IEENKENNENREER:c s ¢ s AU s Do NED v MR o TANER

AAACATGGACGCTTCCGTCTCTACATCACCTCCCCTGCCCAGTCTCAGAGTCGGGATGTGCCATTCAAGGCTTACAAGGCCATAT TGCAACAC

.H ¢ IRNENRNINENE T s P JATQ S Q S IREDENS P JEEKHANNKNA NI Q H

AGTGTCTCTTCTGGCCATGGTCCTTCGACGACGGAGGTCGTTATTCATCCTCTGACTCGCAAGGAACGTTTCTACGAATGGCTGGCGAAAACG
s S GHic P s T 7T ENNENEESH P NN T INKEENRENENED VAT v

GCGAAMAGGATAAGCTGCCAGCAATGATTCCCTTCGGGCAAGAGGAGGTGACTAACGTAGATACAATTCTGTCACCCGTGCGAGGGGACGAA
PRy HBP MG o ENENNDT N NELDT IS P NEEDc NEED

TCCGAGCGGGAGGGGGAACTTGCGCAATCACTGCAAGCGGGCGAGAGCGTCGCAGGACACATCCACGTCTAATCATATGGCCTACTTATCTAT
TG ENATQ s HBQ TAD ¢ JEB s WINAY ¢ THINENHIND «

CCCTTGTTTATGTTTGCTACTTTTCTCCTCATCGTCATCTTCGTGGTTGCTAGGCGAGTCACAGCCTAACTTTAGCAATTTCAGTCTGATACC

TCCCTAGATCCCTCCCCTTTTTC
ATCTAGGGAGGGGAAAAAG

Figura 17 — Regido genbmica de anelamento dos primers do ¢5159 forward (5'-
GAAAAAGGGGAGGGATCTA-3), forward interno (5-CTGAGCCTGAACCAAAACGC-3’) e reverse
(5-AGTCTCAAACACACAGGCAA-3'). A representacdo mostra a sequéncia reversa complementar.
Quadrados coloridos representam 0s aminoacidos que compdem a proteina putativa do g5159. O
asterisco representa o cédon de parada da cadeia polipeptidica.
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Os polimorfismos no gene @g5159 utilizados para identificacdo dos
haplétipos estdo na posicdo 689 e 690 da sequéncia codante. O primeiro
polimorfismo se da pela troca de uma base guanina (G) por uma citosina (C),
enquanto o segundo polimorfismo se da pela troca de uma timina (T) por uma
citosina (C) (Figura 18). Estas altera¢cbes nucleotidicas ocasionam a alteracdo do

cédon do aminoacido e, portanto, a troca de um Triptofano (W) por um aminoé&cido

Tirosina ().

SSCO4A SSC39A

SSC04B SSC39B

Figura 18 — Polimorfismos nas posicdes 689 e 690 do gene candidato a efetor g5159 nos dois
isolados. Fonte: Crestana (2015).

6.5. Sequenciamento de Nova Geracédo (NGS) pela plataforma Oxford

Nanopore MinlON

6.5.1. Isolado SSC04B (MAT-1)

O sequenciamento do isolado SSC04B (MAT-1) (APENDICE A) pela
plataforma Oxford Nanopore MinlON produziu um total de 5,71 Gb de dados. Foram
geradas, aproximadamente, 65.720 reads, com um numero estimado de 656,93 Mb
de bases totais. O N50 estimado foi de 17,38 kb. O comprimento médio das reads foi
de 10.214,5 pb. 30.120 reads tiveram comprimento maior que 10 mil pares de bases
(pb), 10.247 tiveram comprimento maior que 20 mil pb, e apenas 91 reads
ultrapassaram comprimento maior que 50 mil pb (Figura A-1).

A corrida se iniciou com 299 poros ativos na flow cell para o
sequenciamento. A atividade dos poros decaiu progressivamente ao longo da

duracédo da corrida, chegando a poucos poros ativos por volta de 22 horas e 45
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minutos apos o inicio, momento em que o0 sequenciamento foi encerrado (Figura A-
2).

Por conta do decaimento progressivo natural dos nanoporos presentes
na flow cell, ocorreu decréscimo no numero total de reads sequenciadas por hora,
resultado da diminuicdo dos poros ativos e operantes. Por volta da vigésima hora da
corrida, o numero de sequéncias produzidas ja era quase nulo. Foi possivel observar
gue as reads com score maior ou igual a 7 foram sequenciadas em menor nimero
guando comparadas as reads totais (Figura A-3).

Entretanto, apesar da performance reduzida dos poros ao longo da
duracdo da corrida, ndo foram observados impactos no comprimento médio das
reads sequenciadas. O comprimento das reads se manteve constante e concentrado
na faixa dos 10 kpb (Figura A-4).

Além do comprimento médio das reads, a qualidade média total esteve
concentrada em, aproximadamente, 9 ao longo de toda corrida, enquanto reads com
um score maior ou igual a 7 estiveram concentradas em uma qualidade média de,
aproximadamente, 12 (Figura A-5).

O numero total de reads com um score de qualidade maior ou igual a 7
foi de 39.963 do conjunto inicial de 65.720 reads (Figura A-6). Dentro deste conjunto
de dados, o valor estimado do N50 foi de, aproximadamente, 18,33 kb, enquanto o
comprimento médio das reads que passaram este filtro foi de 10.821,1 pb. A
gualidade das reads com Q>=7 esteve concentrada em, aproximadamente, 11,2.
Ainda neste conjunto, 19.391 reads tiveram comprimento maior que 10 mil kpb,
6.928 foram maiores que 20 kpb e apenas 69 reads ultrapassaram 50 kpb. Reads
gue nao passaram no filtro Q>=7 foram descartadas e néo utilizadas nas montagens

finais.

6.5.2. Isolado SSC39A (MAT-2)

O sequenciamento do isolado SSC39A (APENDICE B) pela plataforma
Oxford Nanopore MIinlON produziu um total de 7,52 Gb de dados. Foram geradas,
aproximadamente, 76,29 mil reads, com um numero estimado de 846,19 Mb de
bases totais. O N50 estimado foi de 19,53 kb. O comprimento médio das reads foi de
11.475,1 pb. 35.917 reads tiveram comprimento maior que 10 kpb, 15.226 tiveram
comprimento maior que 20 kpb, e 179 reads ultrapassaram comprimento maior que
50 kpb (Figura B-1).



55

A corrida se iniciou com 280 poros ativos na flow cell para o
sequenciamento. A corrida teve uma duracao de 5 horas e 42 minutos, momento em
gue o sequenciamento foi encerrado (Figura B-2).

Assim como ocorreu durante o sequenciamento do isolado SSC04B, as
reads com qualidade igual ou maior que 7 foram sequenciadas em menor
guantidade em relacao ao total de reads, como pode ser observado na Figura B3.

Durante a corrida, foi possivel observar um aumento do comprimento
meédio das reads sequenciadas (Figura B-4). A corrida se iniciou com o0
sequenciamento de fragmentos de comprimento médio aproximado de 10 kpb.

O score médio de qualidade do total das reads sequenciadas do
isolado SSC39A manteve-se constante durante toda a corrida préximo ao valor de
8,7 (Figura B5). As reads sequenciadas com score igual ou maior a 7 possuiram um
score de qualidade médio maior do que o total das reads no experimento, 10,9.

O numero total de reads com um score de qualidade igual ou maior que
7 foi de 46.836 do conjunto inicial de 76.288 reads (Figura B-6). Dentro deste
conjunto de dados, o valor estimado do N50 foi de, aproximadamente, 20,35 kb. O
comprimento médio das reads dentro deste conjunto foi de 12.349,1 pb. Das reads
Q>=7, 23.789 tiveram comprimento maior que 10 kpb, 10.568 maior que 20 kpb e
apenas 139 ultrapassaram os 50 kpb. Assim como no sequenciamento do isolado
SSCO04, as reads que nao passaram pelo filtro foram descartadas e ndo participaram

da montagem final do genoma.

6.6. Montagem de novo e andlises de gendmica comparativa

Apenas 26 contigs fizeram parte da montagem final dos genomas dos
dois haploides, seguindo o estabelecido pela referéncia SSC39B de Taniguti et al.
(2015). Em ambas montagens, o maior contig teve um comprimento de >2Mb. O
comprimento total do genoma SSCO04B foi de 19.978.807 pb, e o genoma SSC39A
compreendeu 19.845.973 pb (Tabela 5).
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Tabela 5 — Dados referentes as montagens de novo dos genomas das células haploides SSC04B e
SSC39A de S. scitamineum.

Dados da Montagem SSC04B (MAT-1) SSC39A (MAT-2)
Contigs 26 26
Maior contig 2.012.307 2.010.856
Comprimento total 19.978.807 19.845.973
GC (%) 55.14 55.07
N50 871.046 859.510

Quando comparada com sua referéncia SSCO04A (dados néo
publicados), a montagem SSCO04B apresentou um contetdo de, aproximadamente,
14 mismatches e 92 indels a cada 100 kpb. O total de sequéncias alinhadas entre a
montagem de novo e sua referéncia foi de 19.936.950, valor muito préximo do
comprimento total da sequéncia gendmica. Em comparagcdo com sua referéncia
SSC39B (Taniguti et al., 2015), a montagem SSC39A apresentou um contetdo de,
aproximadamente, 5 mismatches e 45 indels a cada 100 kpb. O total de sequéncias
alinhadas entre a montagem de novo e a referéncia foi de 19.806.782, assim como
ocorreu para o haploide do isolado SSC04. Outros dados referentes as analises

comparativas com os genomas referéncias estéo descritos na Tabela 6.

Tabela 6 — Dados referentes as montagens de novo dos genomas dos haploides SSC04B e
SSC39A de S. scitamineum quando comparados com suas referéncias, SSC04A e SSC39B,
respectivamente.

Estatisticas Genémicas com Referéncia SSC04B (MAT-1) SSC39A (MAT-2)

Maior alinhamento 2.012.146 2.010.685
Total alinhado 19.936.950 19.806.782
Misassemblies 18 18

Relocacbes 12 10

Translocacdes 4 8

Inversdes 2 0
Mismatches por 100 kpb 14.83 5.44
Mismatches 2956 1078

Indels por 100 kpb 92.46 45.96
Indels (<=5 bp) 17480 8969
Indels (> 5 bp) 954 134

Quando comparados individualmente com sua referéncia, os contigs
gerados pela montagem SSC04B (MAT-1) apresentaram grande similaridade no que

diz respeito ao comprimento das sequéncias, sendo que pequenas variacbes no
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tamanho foram encontradas, principalmente, pela complexidade na montagem de
sequéncias teloméricas. A Unica discrepancia foi encontrada no contig 23
correspondente ao cromossomo 23 da referéncia SSC04A (MAT-2) onde encontram-
se o cluster de genes rDNA (TANIGUTI et al., 2015) (Tabela 7).

Tabela 7 — Comprimento dos contigs gerados pela montagem de novo do genoma do hapléide
SSC04B de S. scitamineum ap6s trés rodadas de polimento em comparacdo com a referéncia
SSCO04A (dados nao publicados).

SSCO4A (referéncia) Montagem SSC04B
ID Cromossomo Tamanho (pb) ID Cromossomo Tamanho (pb)
Sag 01 pilon 1 2.010.843 Chri 1 2.012.307
Sag_02_pilon 2 1.682.132  Chr2 2 1.677.552
Sag 03_pilon 3 1.571.048 Chr3 3 1.572.524
Sag_04_pilon 4 1.271.557  Chr4 4 1.272.781
Sag 05 _pilon 5 1.054.858 Chr5 5 1.040.170
Sag_06_pilon 6 1.026.702  Chr6 6 1.027.827
Sag_07_pilon 7 944.452 Chr7 7 922.846
Sag_08_pilon 8 827.561 Chr8 8 828.504
Sag 09 pilon 9 814.175 Chr9 9 815.192
Sag_10_pilon 10 884.414 Chr10 10 871.046
Sag_11_pilon 11 772.128 Chrl1l 11 779.534
Sag_12_pilon 12 714.214 Chr12 12 715.037
Sag_13_pilon 13 686.470 Chr13 13 668.952
Sag_14 pilon 14 657.027 Chrl4 14 657.876
Sag_ 15 pilon 15 609.286 Chr15 15 611.033
Sag_16_pilon 16 652.924 Chrl6 16 653.618
Sag_17_pilon 17 591.589 Chrl7 17 592.400
Sag_18_pilon 18 612.409 Chr18 18 613.002
Sag_ 19 pilon 19 583.410 Chr19 19 584.117
Sag_20_pilon 20 553.972 Chr20 20 554.576
Sag_21_pilon 21 556.426 Chr21 21 557.130
Sag_22_ pilon 22 465.144 Chr22 22 466.966
Sag_23_pilon 23 141.908 Chr23 23 207.241
Sag_24 pilon 24 73.322 Chr24 24 73.644
Sag 25 pilon 25 94.517 Chr25 25 94.904
Sag_26_pilon 26 107.681 Chr26 26 108.028

A representacéo grafica dos comprimentos dos contigs em relacdo aos

cromossomos de sua referéncia pode ser observada na Figura 19.
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Figura 19 — Gréfico de barras demonstrando o comprimento da sequéncia gendmica de cada contig
correspondente aos cromossomos da referéncia. Em cinza escuro, o tamanho dos cromossomos de
SSCO04A e, em cinza claro, os contigs da montagem de novo de SSC04B.

Da mesma forma que a montagem anterior, a montagem SS39A foi
comparada com sua referéncia SSC39B (Taniguti et al., 2015) e demonstrou a alta
similaridade existente entre os comprimentos dos contigs da montagem de novo e a
referéncia (Tabela 8). Apesar de uma diferenca de, aproximadamente, 32 kpb no
contig 23 dos dois genomas, ela foi menor que a diferenca de, aproximadamente, 65

kpb neste mesmo contig entre os genomas do isolado SSCO04.
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Tabela 8 — NuUmero de bases dos contigs gerados pela montagem de novo do genoma do hapléide
SSC39A de S. scitamineum apos trés rodadas de polimento em comparacao com a referéncia SSC39B
(Taniguti et al., 2015).

Montagem SSC39A SSC39B (referéncia)

ID Cromossomo Tamanho (pb) ID Cromossomo Tamanho (pb)
Chr1 1 2.010.856 CP010913.1 1 2.009.762
Chr2 2 1.671.832 CP010914.1 2 1.671.606
Chr3 3 1.568.132 CP010915.1 3 1.566.833
Chr4 4 1.272.646 CP010916.1 4 1.271.980
Chr5 5 1.053.466 CP010917.1 5 1.055.339
Chr6 6 1.022.517 CP010918.1 6 1.032.954
Chr7 7 939.058 CP010919.1 7 938.453
Chr8 8 824.091 CP010920.1 8 837.966
Chr9 9 802.280 CP010921.1 9 808.176
Chr10 10 859.510 CP010922.1 10 875.830
Chri1 11 764.289 CP010923.1 11 790.822
Chri2 12 705.453 CP010924.1 12 716.888
Chr13 13 681.909 CP010925.1 13 681.008
Chr14 14 658.775 CP010926.1 14 652.314
Chris 15 619.076 CP010927.1 15 634.981
Chri6 16 654.104 CP010928.1 16 653.278
Chr17 17 589.514 CP010929.1 17 605.135
Chr18 18 594.350 CP010930.1 18 598.089
Chr19 19 574.890 CP010931.1 19 580.969
Chr20 20 544.644 CP010932.1 20 573.042
Chr21 21 526.395 CP010933.1 21 539.152
Chr22 22 464.207 CP010934.1 22 475.902
Chr23 23 118.345 CP010935.1 23 140.422
Chr24 24 63.509 CP010936.1 24 87.293
Chr25 25 83.824 CP010937.1 25 82.225
Chr26 26 89.722 CP010938.1 26 99.152

A representacdo grafica dos comprimentos dos contigs em relacdo aos
cromossomos de sua referéncia pode ser observada na Figura 20.
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Figura 20 — Gréfico de barras demonstrando o comprimento da sequéncia gendmica de cada contig
correspondente aos cromossomos da referéncia. Em cinza escuro, os contigs da montagem de novo
de SSC39A e, em cinza claro, a referéncia SSC39B (Taniguti et al., 2015).

Apesar da alta similaridade entre o nimero de bases dos contigs das
montagens de novo e suas referéncias, foi necessario realizar uma comparacéo
global entre as sequéncias gendmicas para identificacdo de regides sinténicas.
Desta forma, foi gerado um grafico de pontos (ou dot plot) bidimensional em que
cada eixo representa uma sequéncia e um ponto € desenhado a partir de um score
de similaridade calculado. Entre as montagens de novo e suas referéncias, nao
foram encontradas grandes diferencas macro sinténicas, como aquelas relacionadas

a rearranjos cromossomicos extensos (Figuras 21 e 22).
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Figura 21 — Dot plot das sequéncias gendmicas de mating-types complementares e opostos do
isolado SSC04 de S. scitamineum. O grafico ilustra o alinhamento de cada contig da montagem de
novo em relacdo a referéncia e demonstra sintenia conservada expressada pela linha diagonal
continua.
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Figura 22 — Dot plot das sequéncias gendmicas de mating-types complementares e opostos do
isolado SSC39 de S. scitamineum. O gréfico ilustra o alinhamento de cada contig da montagem de

novo em relacdo a referéncia e demonstra sintenia conservada expressada pela linha diagonal
continua.
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A avaliagdo da completude das montagens de novo foi realizada
utilizando a ferramenta BUSCO para investigar a presenca de ortologos altamente
conservados entre os basidiomicetos. A sequéncia referéncia completa telomero a
teldbmero do genoma do isolado SSC39B (MAT-1) publicado em 2015 por Taniguti e
colaboradores apresentou 94.3% de completude. O genoma de maior completude foi
a sequéncia do isolado SSCO04A, apresentando 98.1% ortdlogos completos e de
copias Unicas. As montagens de novo referentes aos genomas SSC04B e SSC39B
ambas apresentaram completude maior do que a referéncia de Taniguti e colabores,

como observado na Figura 23.

Resultados do BUSCO
- Completos (C) e de cépias Unicas (S) . Completos (C) e duplicados (D)
Fragmentados (F) . Ausentes (M)

| [ [ | [ |

0 20 40 60 80 100

SSC04B_Polido_3X

SSC39A_Polido_3X

%BUSCOs

Figura 23 — Grafico comparando a completude gendmica das diferentes montagens de novo com
suas referéncias.

A predicdo génica realizada pelo FunGAP foi realizada, de forma
independente, para cada um dos genomas. Para o genoma do isolado SSC04 MAT-
1, foram preditas 6.988 sequéncias codantes que informam a producgéo de proteinas.
O numero de bases médio das CDS (coding sequence) foi de 1.728,9 pb, enquanto
a densidade génica foi de 349,77 genes por megabase (Figura 24). 37,59% dos
genes foram preditos com splicing. O numero médio de introns por gene, assim

como o numero médio de éxons por gene foi 1. O nimero de bases médio de
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Figura 24 — Densidade de sequéncias codantes distribuidas ao longo do genoma SSC04 MAT-1.

Linhas pretas representam sequéncias codantes. A escala utilizada é de 10°.
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Figura 25 — Densidade de sequéncias codantes distribuidas ao longo do genoma SSC04 MAT-2.

Linhas pretas representam sequéncias codantes. A escala utilizada é de 10°.
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Figura 26 — Densidade de sequéncias codantes distribuidas ao longo do genoma SSC39 MAT-1.

Linhas pretas representam sequéncias codantes. A escala utilizada é de 10°.
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Figura 27 — Densidade de sequéncias codantes distribuidas ao longo do genoma SSC39 MAT-2.

Linhas pretas representam sequéncias codantes. A escala utilizada é de 10°.
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A montagem do genoma SSCO04B (ou MAT-1) apresentou uma

cobertura de 19,61X, e a montagem do genoma SSC39A (ou MAT-2) teve,

aproximadamente, 25X de cobertura (Tabela 9). Dados gerais comparativos sobre

0s genomas podem ser visualizados na Tabela 9.

Tabela 9 — Panorama geral comparativo entre os genomas de dois isolados diferentes de S.
scitamineum com seus mating-types complementares.

Caracteristica SSCO4A SSC04B  SSC39A SSC39B
Plataforma ONT ONT ONT PacBio e Illlumina
Software de Montagem Canu Canu Flye HGAP.2 e CLC Workbench
Tamanho do Genoma (Mb) 20,42 19,97 19,84 19,97
Cobertura 195,59X 19,61X ~25X >100X
Numero de contigs 26 26 26 26
Maior cromossomo (bp) 2.010.843 2.012.146 2.010.685 2.009.762
Menor cromossomo (bp) 73.322 73.471 63.409 82.225
Contetdo GC (%) 55,5 55,14 55,07 55
BUSCO (%) 98,1 94,5 95,9 94,3
NuUmero de genes preditos 6.933 6.988 6.956 6.896

6.7. Andlise de variantes estruturais

Apesar de uma extensa colinearidade entre as sequéncias gendémicas

hapléides de dois isolados distintos de S. scitamineum, quando comparados mating-

types opostos e complementares de mesmo isolado, foram encontradas inversoées,

repeticdes e lacunas no locus de mating (Figura 28) que, segundo Taniguti et al.

(2015) esté localizado entre as regides 792,295 bp a 863,606 bp no cromossomo 2.

Além disso, quando comparados 0os genomas de mating-types iguais, 0s genomas

haploides SSC04A e SSC39A referentes ao MAT-2, demonstraram nao ser idénticos

por apresentarem uma inversao no locus de mating no cromossomo 2. Os genomas

haploides SSC04B e SSC39B referentes ao MAT-1, apresentaram sintenia completa

(Figura 29).
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Figura 28 — Dot plot das sequéncias gendmicas de mating-types complementares e opostos dos
isolados SSC04 (esquerda) e SSC39 (direita) de S. scitamineum. Dot plot gerado pelo CLC Genomics
Workbench (QIAGEN). O gréfico ilustra o alinhamento do cromossomo 2 nos dois isolados,
demonstrando a presencga de inversfes que sdo apresentadas como linhas invertidas, repeticdes,
expressas pelas linhas adjacentes e lacunas.
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Figura 29 — Dot plot das sequéncias gendmicas de mating-types iguais dos isolados SSCO4A e
SSC39A (esquerda) e SSC04B e SSC39B (direita) de S. scitamineum. Dot plot gerado pelo CLC
Genomics Workbench (QIAGEN). O gréfico ilustra o alinhamento do cromossomo 2 nos dois isolados.
Entre os genomas de alelo MAT-2 (representado pelo “A”), ha presenga de uma inversao, expressada
pela linha invertida, e nos genomas de alelo MAT-1, h& sintenia continua.

Além das sequéncias gendmicas, as sequéncias dos genes preditos
foram avaliadas quanto ao grau de colinearidade entre os genomas dos isolados
SSCO04A (MAT-2) e SSC04B (MAT-1). Nao foi possivel observar nenhuma variante

estrutural a nivel global em nenhum dos cromossomos (Figura 30), a ndo ser pelas

variacOes estruturais locais presentes no cromossomo 2.
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Figura 30 — Dot plot das sequéncias génicas de mating-types complementares e opostos do isolado
SSCO04 de S. scitamineum, gerados pelo MCScanX.

A profundidade sinténica que, segundo Tang et al. (2015), “refere-se ao
namero de regides sinténicas identificadas em um genoma alvo para uma
determinada posig¢ao de consulta”, foi analisada comparando as sequéncias génicas
pelo MCScanX. Entre os genomas do isolado SSC04, a profundidade sinténica

representou 97% de todo genoma (Figura 31).
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Figura 31 — Profundidade sinténica entre os genomas SSC04A (MAT-2) e SSC04B (MAT-1) gerada
pelo MCScanX.
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As sequéncias dos genes preditos entre os genomas SSC39A (MAT-1)
e SSC39B (MAT-2) também foram avaliados quanto a colinearidade e seguiram o
padrao apresentado pelo isolado mais agressivo, visto que nao foram encontradas
variantes estruturais globais, com excec¢éo de variantes locais no cromossomo 2 no

locus de mating-type (Figura 32).

SSC39B

SSC39A
Figura 32 — Dot plot das sequéncias génicas de mating-types complementares e opostos do isolado
SSC39 de S. scitamineum, gerados pelo MCScanX.
Entre os genomas do isolado SSC39, a profundidade sinténica

representou 98% do genoma, frente a 97% do isolado mais agressivo (Figura 33).
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Figura 33 — Profundidade sinténica entre os genomas SSC04A (MAT-2) e SSC04B (MAT-1) gerada
pelo MCScanX.

As sequéncias entre os genomas de mating-types opostos que
sofreram variagOes estruturais estao localizadas entre os loci de mating-type (Figura
34). Os genes cldl (g969), bE (g970) e bW (g971), pertencentes ao locus b de
mating-type, ndo sofreram nenhum tipo de alteracdo em nenhum dos quatro
genomas. Entretanto, o gene nat-1 (g972), responsavel por codificar uma
acetiltransferase, foi invertido entre os alelos MAT-1 e MAT-2, em ambos isolados.
Além disso, um conjunto de genes foi invertido junto com o segmento, dentre eles,
pode-se citar um gene (g973) contendo um dominio de transporte de ions
(IPR027359), outro gene (g974) com um dominio Pall (IPR009571), um gene (g976)
cujo produto é uma proteina de controle de montagem do citoesqueleto (UniProt:
AOAOD1E8M) e, por fim, uma subunidade 26S reguladora do proteassomo (g977)
(UniProt: AOAOD1CGUS). Além deste segmento invertido entre os mating-types, dois
genes foram realocados, sendo um deles, um provavel regulador de replicacdo do
DNA (g986) (IPR021110, IPR040203). Entre as sequéncias génicas presentes entre
os loci de mating-type, é possivel observar a presenca de sequéncias relacionadas a
transposons, flanqueando as regides que sofreram alteragdes estruturais.

Apesar dos mesmos padrdes de alteracdes terem sido observados nos
mating-types opostos de ambos isolados, o isolado SSC39 possui uma inversao nao
presente no isolado SSC04 e, por esta razdo, a sequéncia referente a esta regiao
dos genomas SSC04 (MAT-2) e SSC39 (MAT-2) nédo é igual, como demonstrado
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anteriormente pela Figura 41. A sequéncia invertida possui um gene predito como
possivel caseina quinase hhpl (g979) (Uniprot: AOAOD1EAT76).
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Figura 34 — AlteracBes estruturais na regido entre os loci de mating-type em diferentes isolados de
S. scitamineum. Sequéncias gendmicas anotadas foram alinhadas pelo CLC Genomics Workbench
(QIAGEN) e ajustadas manualmente.

6.8. Anélise de Variantes de Nucleotideo Unico (SNVs)

Variantes de nucleotideo Unico (SNVs) foram chamadas a partir dos
softwares Medaka e Clair3 (ZHENG, Z. et al, 2021). Entre os mating-types opostos
do isolado SSC04, foram encontradas 469 variantes que apresentaram phred score
maior que 20 e uma cobertura de no minimo 20X, através do software Medaka.
Entretanto, o software Clair3 encontrou apenas 205 variantes que cumpriam 0S
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mesmos requisitos estabelecidos. Em busca de analisar o efeito da cobertura
genbmica sobre a presenca destas variantes, foram chamadas variantes até uma
cobertura de 10X (Figura 35). Em todas as coberturas analisadas, o software
Medaka encontrou um namero maior de variantes do que o software Clair3 para o
isolado SSC04. Além disso, mesmo em coberturas diferentes, a variagdo do nimero
de variantes encontradas pelo Clair3 nao foi significativa. Em relagdo aos mating-
types do isolado SSC39, o Medaka seguiu sua tendéncia de encontrar mais
variantes do que o Clair3, visto que o software encontrou 164 variantes, enquanto o
ultimo encontrou apenas 118 variantes. Apesar da flutuacdo no niumero de variantes
encontradas pelos softwares distintos, o isolado SSC04 apresentou um ndamero
maior de variantes do isolado SSC39 em todas as coberturas independente do

software utilizado.

1200
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Figura 35 — NuUmero de variantes encontradas entre os mating-types de dois isolados de S.
scitamineum através dos softwares Medaka e Clair3. O eixo x representa a cobertura minima de
reads consideradas. O eixo y representa o numero de variantes.

Visto a variagdo no numero de variantes encontradas por ambos
softwares, foram consideradas apenas as variantes suportadas por ambos os
programas (Figura 36). Desta forma, 145 variantes entre as células hapléides MAT-1

e MAT-2 do isolado SSCO04 foram suportadas tanto pelo Medaka quanto pelo Clair3,
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e, para o isolado SSC39, foram consideradas 88 variantes, evidenciando a diferenca

de variabilidade entre os isolados.

VARIANTES ENCONTRADAS ENTRE OS HAPLOIDES
DOS ISOLADOS SSC04 E SSC39

231 145 60 76 88 30

SSC04_clair3
SSC39 clair3
SSC04_medaka SSC39_medaka

Figura 36 — Variantes entres os mating-types opostos dos isolados SSC04 e SSC39 suportadas
pelos softwares Medaka e Clair3.

A sequéncia mais bem montada de S. scitamineum, pertencente ao
isolado SSC39 MAT-1, publicado por Taniguti et al. (2015), foi tomada como
sequéncia de referéncia. Reads provenientes de outras células haploides foram
utilizadas para encontrar variantes em relacdo a referéncia (Figura 37). Apenas
variantes suportadas pelos softwares Medaka e Clair3 foram consideradas. O
isolado SSC04 MAT-1 apresentou 96 variantes em relacdo ao genoma SSC39 MAT-
1, sendo que apenas 3 variantes foram Unicas deste genoma. Quando comparado a
um diferente isolado e mating-type oposto, o isolado SSC04 MAT-2 apresentou 860
variantes em relacdo a referéncia, sendo que 686 foram encontradas apenas neste
genoma. Quando comparadas sequéncias do mesmo isolado, mas de mating-type
complementares, o isolado SSC39 MAT-2 apresentou 88 variantes, sendo apenas 7
Unicas a ele.

Dentre as 96 variantes encontradas entre o isolado SSC04 MAT-1 e a
referéncia, 93 destas variantes sdo compartilhadas com o isolado SSC04 MAT-2.
Enquanto 81 das 88 variantes encontradas entre o isolado SSC39 MAT-2 e a

referéncia sdo compartilhadas com o isolado SSC04 MAT-2.
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VARIANTES ENTRE OS HAPLOIDES EM RELAGAO A
REFERENCIA SSC39 MAT-1 (TANIGUTI ET AL., 2015)

04_MAT-2 04_MAT-1

686 93 3

81 0

39 _MAT-2

Figura 37 — Variantes encontradas entre 0s genomas quando comparados com a referéncia SSC39
MAT-1 (Taniguti et al., 2015).

As 145 variantes encontradas entre os isolados SSC04 MAT-1 e MAT-
2 estdo distribuidas por todo o genoma, ndo restritas aos loci de mating-type
presente no cromossomo 2. Por outro lado, as 88 variantes encontradas entre os
isolados SSC39 MAT-1 e MAT-2 estdo concentradas, em sua maioria, nos loci de
mating-type, sendo que apenas uma variante se encontra fora da regido. Desta
forma, o isolado SSC04 possui maior variabilidade genética em relacdo ao isolado
SSC39 quando sdo comparadas as células haploides opostas e complementares.
Quando comparados mating-types iguais, entretanto, de isolados diferentes, foram
encontradas 96 variantes entre os isolados SSC04 MAT-1 e SSC39 MAT-1, sendo
gue as variantes ndo estdo concentradas no locus de mating-type. Ao comparar-se
os isolados SSC04 MAT-2 e SSC39 MAT-2 foram encontradas 390 variantes
distribuidas por todo o genoma.

Desta forma, foi possivel observar variagdo genética dentro dos
préprios isolados e a presenca de variagcdo até mesmo entre mating-types iguais,

porém em isolados diferentes, sendo que o alelo MAT-2 é mais variavel (Figura 38).
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Figura 38 — Distribuicdo do nimero de variantes ao longo do genoma de dois isolados diferentes e
seus respectivos mating-types.

Entre as células hapldides SSC04 MAT-1 e MAT-2, das 145 variantes
encontradas, apenas 48 variantes estdo presentes em regifes codantes e apenas
22 destas néao estéo relacionadas aos genes de mating-type (Figura 39). Portanto, a
maioria destas variantes estdo concentradas no cromossomo 2 (Tabela 10).
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Figura 39 — Distribuicdo das variantes entre os alelos MAT-1 e MAT-2 do isolado SSCO04. Escala de

106.

Tabela 10 — Distribuicdo de variantes em cada cromossomo entre 0s genomas SSC04 MAT-1 e

MAT-2.

Cromossomo_ Comprimento Variantes

1 2,010,843 10
2 1,682,132 72
3 1,571,048 9
4 1,271,557 5
5 1,054,858 9
6 1,026,702 4
7 944,452 7
8 827,561 5
9 814,175 1
10 884,414 4
12 714,214 4
13 686,470 1
14 657,027 3
15 609,286 1
16 652,924 2
17 591,589 2
19 583,410 1
21 556,426 1
22 465,144 1
23 141 908 3

Total 17,746,140 145
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A média da qualidade de cada variante baseada no phred score foi de

22, sendo que o limiar para ser considerada uma variante foi de 20 (Figura 40).

Quality histogram

o Pt |

Quality

Figura 40 — Numero de variantes por qualidade de phred score entre os genomas SSC04 MAT-1 e
MAT-2.

Dentre as variantes, ocorreram 31 eventos responsaveis por mutagdes
ndo-sinbnimas ou missense, Ou seja, responsaveis pela substituicdo de um
aminoacido por outro, em decorréncia da alteracdo do cdédon. 17 mutacles

sinbnimas foram encontradas em decorréncia das variacdes (Tabela 11).

Tabela 11 — Numero de efeitos por tipo em relacdo as variantes entre os genomas SSC04 MAT-1 e
MAT-2.

Tipo Variantes Percentual (%)
Variantes nao-sindbnimas 31 3,97
Variantes sinbnimas 17 2,18

A maioria das variantes esteve concentrada em regides a montante
(upstream) e a jusante (downstream) a regido codante dos genes (Figura 41). Além
disso, das 145 variantes, 59 foram transicbes, ou seja, substituicbes de bases
pirimidicas por outra pirimidica, e 86 foram transversoes, bases pirimidicas trocadas

por bases puricas e vice-versa.
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Figura 41 — Distribuicdo do efeito das variantes entre os genomas SSC04 MAT-1 e MAT-2 por tipo e
regido do genoma.

Ja entre as células haploides SSC39 MAT-1 e MAT-2, das 88 variantes
encontradas, apenas 77 cairam em regides codantes, sendo que 74 estdo presentes
nos genes de mating-type (Figura 42). As 3 variantes em regides CDS restantes
estdo presentes em um gene responsavel pela producdo de uma provavel proteina
contendo dominio do tipo fungico Zn(2)-C6 (IPR007219, IPR001138, IPR036864) na
regiao entre os loci a e b de mating. Assim como no isolado SSC04, a maioria destas

variantes estao concentradas no cromossomo 2, como pode ser visto na Tabela 12.
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Figura 42 — Distribui¢c@o das variantes entre os alelos MAT-1 e MAT-2 do isolado SSC39. Escala de
106.
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Tabela 12 — Distribuicdo de variantes em cada cromossomo entre 0s genomas SSC39 MAT-1 e
MAT-2.

Cromossomo Comprimento Variantes

2 1,671,606 87
4 1,271,980 1
Total 2,943,586 88

A média da qualidade de cada variante baseada no phred score foi de
22, sendo que o limiar para ser considerada uma variante foi de 20, assim como no
isolado SSC04 (Figura 43).

Quality histogram

Quality
Figura 43 — Numero de variantes por qualidade de phred score entre os genomas SSC39 MAT-1 e
MAT-2.
Dentre as variantes, ocorreram 39 eventos responsaveis por mutacdes

nao-sinbnimas ou missense. 38 mutacBes sinbnimas foram encontradas em
decorréncia das variages (Tabela 13).

Tabela 13 — Numero de efeitos por tipo em relacéo as variantes entre os genomas SSC39 MAT-1 e
MAT-2.

Tipo Variantes Percentual (%)
Variantes ndo-sinbnimas 39 10,83
Variantes sindbnimas 38 10,55

A maioria das variantes esteve concentrada em regides a montante
(upstream) e a jusante (downstream) da regido codante dos genes, assim como no

isolado SSC04 (Figura 44). Das 88 variantes, 47 foram transi¢cdes, enquanto 41
foram transversoes.



81

WVariations

40 Upstream

a5 SUTR

Il Exon

I Splice Donor

4 25 Intron

. Splice Acceptor
FUTR
Downstream

10 B ntergenic

h Intergenic Up 5UTR Exon Donor Intron Acceptor Exan JUTR Down  Intergenic

Figura 44 — Distribuicé@o do efeito das variantes entre os genomas SSC39 MAT-1 e MAT-2 por tipo e
regido do genoma.

Para analisar as variantes existentes entre os dois isolados, SSC04 e
SSC39, o genoma mais bem montado e com maior profundidade de
sequenciamento foi escolhido como referéncia, neste caso, o genoma SSC39B
(MAT-1) (Taniguti et al., 2015). Para a etapa de variant calling, foram utilizadas
sequéncias do isolado SSC04 com maior quantidade de reads, portanto, SSC04A
(MAT-2). Foram encontradas 860 variantes entre o isolado SSC04 e SSC39, sendo
que o cromossomo 2 foi o cromossomo que mais carregou variantes, visto a
presenca dos loci de mating-type (Figura 45). Os cromossomos 2, 4, 10, 11 e 16

apresentaram maior nimero de variacdo em relacdo aos demais cromossomos.
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Figura 45 — Distribuicdo das variantes entre os alelos MAT-2 do isolado SSC04 e MAT-1 do isolado
SSC39. Escala de 106.
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Tabela 14 — Distribuicdo de variantes em cada cromossomo entre 0s genomas SSC04 MAT-2 e
SSC39 e MAT-1.

Cromossomo_Numero de bases (pb) Numero de Variantes

1 2,009,762 38
2 1,671,606 253
3 1,566,833 18
4 1,271,980 80
5 1,055,339 10
6 1,032,954 37
7 938,453 19
8 837,966 10
9 808,176 7
10 875,830 82
11 790,822 98
12 716,888 5
13 681,008 36
14 652,314 16
15 634,981 13
16 653,278 72
17 605,135 5
18 598,089 6
19 580,969 42
20 573,042 4
21 539,152 4
22 475,902 3
26 99,152 2

Total 19,669,631 860

A média da qualidade de cada variante baseada no phred score foi de
33, sendo que o limiar para ser considerada uma variante foi de 20, assim como nas

andlises anteriores, sendo que a variante com maior qualidade foi de 49 (Figura 46).
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Figura 46 — Numero de variantes por qualidade de phred score entre os genomas SSC04 MAT-2 e
SSC39 MAT-1.

Dentre as variantes, ocorreram 312 eventos responsaveis por
mutac¢des ndo-sinbnimas ou missense. 253 mutag¢des sindbnimas foram encontradas

em decorréncia das variacdes (Tabela 15).

Tabela 15 — Numero de efeitos por tipo em relacéo as variantes entre os genomas SSC04 MAT-2 e
SSC39 MAT-1.

Tipo Variantes Percentual (%)
Variantes nao-sinébnimas 312 7,94
Variantes sinbnimas 253 6,44

A maioria das variantes esteve concentrada em regides a montante
(upstream) e a jusante (downstream) dos genes, assim como nas analises entre
haploides do mesmo isolado (Figura 47). Das 860 variantes, 709 foram transicoes,

enquanto 151 foram transversoes.
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Figura 47 — Distribuicdo do efeito das variantes entre os genomas SSC04 MAT-2 e SSC39 MAT-1
por tipo e regido do genoma.

Quando analisadas as variantes em relacdo a genes candidatos a
efetores preditos por alguns estudos (BASSE et al., 2006; KEMPER et al., 2006;
KHRUNYK et al., 2010; WOLLENBERG et al., 2014; TANIGUTI et al., 2015; ZHAO
et al., 2015), foram encontradas variantes em trés genes candidatos a efetores:
01052, g5159 e o Effl (g4257 e g4260) (Figura 48) entre os isolados SSC04 e
SSC39. Além disso, é possivel observar que existem variantes ao longo do genoma
gue sdo especificas ao isolado SSC04, quando comparadas com a referéncia
SSC39 MAT-1. Como descrito anteriormente, o isolado SSC04 MAT-2 possui 0
maior numero de variantes inferidas, e entre o isolado SSC39 MAT-1 e MAT-2, a
maioria das variantes esta concentrada apenas nos loci de mating-type. As variantes
inferidas entre os dois isolados evidenciam as diferencas alélicas nos genes
responsaveis pelo controle da reacdo sexual, entretanto, foi possivel observar que
0S genes presentes entre os dois loci também estdo carreando mutacdes entre 0s
diferentes matings, como o0s genes: cldl (g969), natl (g972), o gene que codifica
uma proteina com dominio Pall, o gene para 0 controle da montagem do
citoesqueleto e a subunidade do complexo de actina, além da subunidade
regulatério do proteassomo. Estes resultados evidenciam que a variacdo entre 0s
alelos de diferentes mating-types nao ocorre apenas nos genes envolvidos

diretamente com a reagcdo, mas que a regiao entre os loci também & variavel.
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Figura 48 — Panorama geral da distribuicdo de variantes entre genomas de S. scitamineum. De fora
para dentro: cromossomos, densidade génica, genes candidatos a efetores (em vermelho:
polimérficos) e loci de mating-type em azul, SNVs do isolado SSC04 MAT-2, SNVs do isolado SSC04
MAT-1 e SNVs do isolado SSC39 MAT-2. Em cinza claro, destacada regido de mating-type. Escala
da densidade génica é de 10* Imagem gerada através do Circos v. 0.69.

7. DISCUSSAO

Segundo Potgieter et al. (2020), a performance de programas que
encontram polimorfismos depende grandemente de alguns fatores, dentre eles, a
complexidade da sequéncia, a cobertura do sequenciamento e 0s critérios de
filltragem. Apesar da tarefa de detectar estas variantes ser complexa, diversos
softwares ja foram introduzidos para a deteccdo com acuracia de variantes atraves

de sequenciamento long read (HELAL et al., 2022). Segundo Helal et al. (2022), ao
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testar diferentes variant callers para um conjunto de dados de SNPs atrelados aos
genes BRCA1 e BRCA2 em seres humanos, o software Clair3 atingiu a maior taxa
de performance, sendo que o programa ultrapassou o Medaka em acuracia quando
utilizando dados de Oxford Nanopore Technologies e, por esta razéo, neste estudo,
foram consideradas apenas variantes suportadas pelos dois softwares, na busca da
obtencdo de um maior nivel de certeza quanto a existéncia das variantes. Ainda de
acordo com Harvey et al. (2023), a chamada de variantes baseadas em reads com o
software Clair3 demonstrou a menor variabilidade entre softwares e abordagens,
indo ao encontro dos resultados observados no presente estudo, visto que as
variantes aparentaram atingir um plateau a partir de 16X de cobertura. A variacédo
genética diferencial encontrada entre células do mesmo isolado vai ao encontro dos
resultados obtidos por Benevenuto et al. (2016) quando evidenciou a presenca de
variabilidade até mesmo entre isolados provenientes do mesmo teliosporo. Além da
variabilidade genética encontrada no isolado SSC04 nao se limitar aos loci de
mating-type, diferente do isolado SSC39, foi realizada a identificagdo de candidatos
a efetores polimorficos entre os dois isolados, em concordancia com Teixeira-Silva et
al. (2020). As proteinas efetoras sdo capazes de atuar em uma variedade de alvos
para subverter o sistema imune do hospedeiro e, portanto, culminar em um fitness
melhorado frente ao seu hospedeiro (STERGIOPOULOS; DE WIT, 2009). Por esta
razdo, a futura caracterizacdo funcional destes candidatos polimoérficos sera
essencial na elucidacéo de seu papel na agressividade diferencial entre os isolados.
Sporisorium scitamineum, fungo biotréfico responséavel pela doenca do carvdo na
cana-de-acgUcar, possui um sistema de cruzamento bipolar, em que células haploides
de mating-types opostos e complementares se fundem para produzir uma hifa
dicariodtica infectiva (ALBERT; SCHENCK, 1996). O processo de cruzamento para
inicio da infeccdo no hospedeiro € comum as espécies de fungos do carvédo. O
cruzamento € regulado por dois loci, a e b, sendo que no locus a, os genes
presentes codificam feroménios e receptores, enquanto no locus b, genes codificam
duas subunidades de um fator de transcricdo heterodimérico (BAKKEREN et al.,
2008). Desta forma, o locus a é responsavel pelo reconhecimento de células
hapléides opostas e complementares e sua fusao, exercendo um controle pré-
cruzamento (HARTMANN et al., 2021), o locus b é responsavel pela manutencéo da
hifa dicaridtica infectiva e, portanto, a compatibilidade pds-cruzamento (YAN et al.,
2016; HARTMANN et al., 2021). Os fatores de transcricdo heterodiméricos



87

codificados pelo locus b possuem papel central na regulacdo dos genes necessarios
para a patogénese da hifa dicariética, como ocorre em Ustilago maydis
(KRONSTAD; STABEN, 1997). A conservacado da organizacdo dos genes bE e bW
no locus b observado nos quatro genomas hapléides (SSC04 MAT-1, MAT-2 e
SSC39 MAT-1, MAT-2) de S. scitamineum segue o padrao dos fungos patogénicos e
flamentosos, visto que o locus b é altamente conservado entre estes organismos
(YAN et al., 2016). Apesar disso, é possivel observar a presenca de uma regiao N-
terminal variavel nos genes bE e bW entre os alelos MAT-1 e MAT-2, frente a uma
regido C-terminal conservada (YAN et al., 2016), tornando possivel a discriminacéo
molecular pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (AGISHA et al., 2021) dos
isolados utilizados neste estudo. Entretanto, ao contrario do locus b, foi observado
gue os genes presentes no locus a de mating-type possuem orientacéo e localizacéo
variavel entre os diferentes alelos indo ao encontro dos achados de Benevenuto
(2017). Além disso, assim como em U. maydis, o locus a possui dois genes
adicionais rga2 e Iga2 presentes apenas no alelo MAT-2 (BAKKEREN et al., 2008).
Os genes rga2 e Iga2, em U. maydis, estéo relacionados com a heranca mitocondrial
uniparental, visto que as mitocondrias na hifa dicariotica sdo herdadas de um Unico
mating, enquanto as outras mitocondrias serdo degeneradas (HARTMANN et al.,
2021).

Foi observada a presenca de duas sequéncias referentes ao gene
responsavel pela codificacdo do feromdnio envolvido no processo de
reconhecimento de células hapléides, mating factor ou mfa. Estas duas sequéncias
mfal e mfal.3, presentes nos dois alelos, estdo lado a lado no alelo MAT-1,
enquanto no alelo MAT-2, flanqueiam os genes pra (receptor de feromdnio), lga2 e
rga2. Ainda, mfal e mfal.3 possuem ortdlogos em Sporisorium reilianum, onde
também flanqueiam os genes pra, Iga2 e rga2 (BAKKEREN et al., 2008). Entretanto,
segundo Benevenuto (2017), a segunda copia do gene mfa (mfal.3) ndo possui a
sequéncia que sinaliza o processamento pés-traducional necesséario para a
producdo de um feromdnio lipoproteico secretavel, assim como descrito por Taniguti
et al. (2015).

A regiao interlocus entre os loci a e b de mating-type sofreu eventos de
inversao e rearranjos intracromossémicos nos distintos alelos presentes nos dois
isolados descritos neste estudo. O sequenciamento gendmico progressivo de novos

isolados em fungos tem demonstrado a presenca de rearranjos no locus de mating-
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type em diversas espécies (HARTMANN et al., 2021). O segmento invertido no
genoma dos alelos MAT-1 e MAT-2 em S. scitamineum corresponde as sequéncias
dos genes: natl (g972), uma N-terminal acetiltransferase, a proteina g973 contendo
um dominio de transporte de ions (IPR027359), a proteina g974 com dominio Pall
(IPR0O09571), a proteina g976 de controle da montagem do citoesqueleto (UniProt:
AOAOD1E8M) e, por fim, uma subunidade regulatério 26S do proteassomo (g977)
(UniProt: AOAOD1CGUS). Inversbes ja foram descritas no locus de mating-type em
outros carvbes, como em Ustilago hordei, visto que seu alelo MAT-1 possui um
acumulo de sequéncias repetitivas reminiscentes de elementos transponiveis que
podem estar envolvidos no rearranjo do genoma ao longo da evolu¢do (BAKKEREN
et al., 2008). Além disso, estes elementos repetitivos, segundo Bakkeren et al.
(2008), sao frequentemente encontrados entre regides sinténicas. Estas sequéncias
reminiscentes também foram encontradas na regido entre os loci a e b em S.
scitamineum, ao lado dos eventos de inversdo descritos, como descrito em Taniguti
et al. (2015). De acordo com Hartmann et al. (2021), “o acumulo destes elementos
moveis tendem a ocorrer, especialmente, em regiées de recombinacao suprimida, ja
gue a selecdo contra insercbes deletérias é menos efetiva que em regides de
recombinacdo livre”. O proprio fato da acumulacdo de mutacbes em regibes
repetitivas resulta em um decréscimo das taxas de recombinacdo, visto o
decréscimo da similaridade entre as regides (HARTMANN et al., 2021).

Taniguti et al. (2015) reportaram que 0 cromossomo 2 de S.
scitamineum é homologo aos cromossomos 1 e 20 de S. reilianum. Os genes de
mating-type de S. reilianum estdo presentes nestes cromossomos e, por esta razao,
o fungo possui um sistema de cruzamento tetrapolar, visto que 0s genes segregam
de forma independente. A similaridade aos cromossomos 1 e 20 termina na regido
entre os loci a e b em S. scitamineum, sugerindo a transi¢do do sistema tetrapolar
para bipolar, onde os genes de mating-type estdo ligados e segregam como uma
unidade. Os elementos transponiveis podem ter sido 0s protagonistas no processo
de fusédo dos loci de mating-type, sendo que a transicdo de um estado tetrapolar
para bipolar pode ter ocorrido de forma independente e multiplas vezes através do
fendbmeno de ligacdo cromossdémica (BENEVENUTO et al., 2017). Visto a ocorréncia
de um processo de ligacdo cromossdmica em S. scitamineum quanto aos loci de
mating-type, um individuo diploide € capaz de gerar apenas dois alelos relacionados

ao mating, permitindo com que cada célula hapldide seja capaz de se cruzar com
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metade das outras células haploides e, desta forma, o fendmeno de linkage €
vantajoso e tem ocorrido em diversos géneros dentro do grupo dos basidiomicetos
(HARTMANN et al., 2021).

Segundo Hartmann et al. (2021), a incorporagao de genes nos loci de
mating-type que ndo estdo envolvidos diretamente na determinacdo do mating €
comum em fungos. Neste estudo, foi possivel observar a presenca de genes na
regido entre os loci a e b que estdo majoritariamente relacionados a uma variedade
de processos celulares. Dentre estes genes, estdo genes relacionados com a
arquitetura celular, visto a presenca de uma proteina envolvida no controle da
montagem do citoesqueleto, além de uma subunidade do complexo proteico
relacionado a actina. A presenca destes genes nesta regido evidencia o fato de que
fungos causadores do carvdo devem passar por transicdes morfologicas
significativas, visto a transicdo do estado unicelular para o estado multicelular
infectivo (MARTINEZ-SOTO et al., 2020). Estes achados corroboram estudos de
Hartmann et al. (2021) quando descrevem que, em basidiomicetos, existem genes
gue estdo envolvidos no processo de cruzamento, além dos genes determinantes,
presentes no locus de mating-type como, por exemplo, fatores de transcricdo e
proteinas quinase. Segundo estes pesquisadores, 0s genes envolvidos na cascata
de sinalizacdo MAP quinase (MAPK) de Cryptococcus spp. foram ligados ao locus
de mating-type.

Segundo Martinez-Soto et al. (2020), a via das MAPK é responsavel
pela regulacdo de processos fisiolégicos, como a multicelularidade e o cruzamento.
Em U. maydis, a via MAPK PMM (do inglés, “pathogenesis, mating and
morphogenesis”, ou seja, patogénese, cruzamento e morfogénese) é responsavel
pelo crescimento pluricelular e, dentre os genes regulados por esta via, estdo genes
gue codificam a organizacdo do citoesqueleto de actina e genes que codificam
quinases como serina/treoninas quinases (MARTINEZ-SOTO et al., 2020). A
presenca dos genes relacionados ao controle da montagem do citoesqueleto
(UniProt: AOAOD1E8M) e da actina (UniProt: AOAOD1C8W4) e, a presencga de uma
caseina quinase (g979) hhpl putativa (uma serina/treonina quinase) (UniProt:
AOAOD1EA76) na regido entre os loci de mating-type em S. scitamineum pode
indicar que estes genes estdo envolvidos nas vias responsaveis pela transicdo do
estado leveduriforme para a hifa dicariética. Uma das sequéncias génicas envolvidas

no segmento invertido entre os alelos contém um dominio Pall (IPR009571),
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potencialmente envolvido no crescimento da extremidade da célula, permitindo um
crescimento polarizado, fendbmeno observado durante a formacdo do tubo de
conjugacdo mediante cruzamento positivo entre ceélulas haploides opostas e
complementares. Além disso, existem genes na regido que podem atuar diretamente
na regulacdo da expressdo génica, como uma sequéncia que possui dominios de
ligacdo ao DNA (IPR007219, IPR001138, IPR036864), ainda, na regido, é
observada a presenca de genes relacionados com a regulacdo da replicacéo e
remodelamento do complexo da cromatina, potencialmente desempenhando papel
na divisao celular para a formacéao da hifa infectiva.

E interessante notar que a sequéncia do gene responsavel pela
codificacdo da caseina quinase hhpl (g979) tem orientacdes opostas nos genomas
MAT-1 e MAT-2 do isolado SSC39,no isolado SSC04, o gene segue a mesma
orientacao. Isso indica que, no isolado SSC39, o gene hhpl foi invertido junto com o
segmento descrito anteriormente e, por esta razéo, adquiriu orientacdes opostas nos
diferentes alelos. No isolado SSC04, o gene hhpl ndo foi incluido no segmento
invertido, preservando sua orientagédo nos dois alelos. Desta forma, quando avaliada
a sintenia entre genomas de mesmo mating, os genomas SSC04 MAT-1 e SSC39
MAT-1 apresentaram sintenia completa, enquanto que os genomas SSC04 MAT-2 e
SSC39 MAT-2 apresentaram uma inversao, indicando que apesar de alelos iguais,
as sequéncias sao diferentes entre os dois isolados.

A maioria das variantes encontradas entre diferentes alelos dos
isolados SSC04 e SSC39 estd concentrada na regido dos loci de mating-type.
Segundo Hartmann (2021), os alelos que estao ligados ao locus de mating tendem a
acumular mutacdes de forma independente ao longo do tempo, nos diferentes
genomas dos mating-types complementares, visto a ocorréncia de uma supressao
da recombinacao na regido. Essa supresséo da recombinagao ocorre para que cada
mating-type consiga manter sua combinacdo alélica e, consequentemente, um
cruzamento correto, jA que a compatibilidade das células sera determinada por
mecanismos moleculares que estéo relacionados e controlados pelos loci de mating-
type (HARTMANN et al., 2021). E interessante notar que, se ha uma recombinacéo
suprimida nestes loci, 0os rearranjos que ocorrem sao acumulados de forma
independente em cada alelo. Ainda segundo Hartmann et al. (2021), em
Schizosaccharomyces, foi identificada a presenca de metilacdo da histona (H3) e

interferéncia por RNA, fenbmenos associados a supressao da recombinagédo. Neste
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sentido, € importante ressaltar a presenca de um gene provavelmente relacionado
com uma subunidade do complexo de remodelacédo da cromatina adjacente ao locus
b em S. scitamineum, logo a montante da regido de mating-type, pois pode
desempenhar, também, algum papel na conformacgéo dos loci. Apesar do progresso
continuo nas estratégias de sequenciamento genémico, sdo necessarios estudos
posteriores para identificar e entender as causas da supressdo da recombinacéo

nestes loci de mating-type e os efeitos causados pelas variacdes estruturais.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Os primers desenvolvidos por Agisha et al. (2022) foram bem-
sucedidos na discriminacdo molecular de mating-types opostos e complementares
em S. scitamineum. Além disso, 0 gene candidato a efetor g5159 pode atuar como
um marcador molecular para a identificacdo dos distintos haplotipos dos isolados
brasileiros descritos por Benevenuto et al. (2016). A plataforma Oxford Nanopore
MinlON se constitui como uma alternativa viavel na geracdo de sequéncias longas e
de alta cobertura na montagem de genomas flngicos, como S. scitamineum, a partir
da obtencao de DNA de alto peso molecular.

Genes responsaveis por controlar o cruzamento sexual, presentes no
locus b de mating-type, tiveram orientacdo e posicdo conservadas entre todos os
genomas analisados, entretanto, os genes no locus a sdo polimorficos entre os
matings. Os genes presentes na regido entre os loci de mating-type que nao estao
diretamente ligados com a determinacdo sexual, também carregam mutacdes entre
0S mating-types e entre os isolados, estas sequéncias podem estar envolvidas com
processos relacionados com a biologia da reacdo de cruzamento e a transicao do
estado unicelular leveduriforme para o estado pluricelular na formacéo de uma hifa
dicaridtica infectiva. As causas das alteracdes estruturais nos loci de mating-type
tém sido pouco exploradas entre os fungos e estudos posteriores serdo necessarios
para avaliar a natureza evolutiva das mudancas.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel acessar as variacfes
genéticas entre diferentes isolados do fungo biotréfico S. scitamineum com niveis
diferentes de agressividade na doenca do carvdo da cana-de-acucar. As analises
genéticas revelaram a existéncia de variacdo entre células haploides opostas e
complementares de mesmo isolado, além de que o alelo MAT-2 do isolado SSC39
possui uma inversao em relacdo ao mesmo alelo do isolado SSC04. O isolado mais
agressivo apresentou um numero elevado de variantes nucleotidicas Unicas em
relacdo ao isolado menos agressivo, indicando uma maior heterozigosidade. Além
disso, alguns genes candidatos a efetores entre os dois isolados apresentaram
mutacdes ndo-sinbnimas que devem ser posteriormente caracterizadas na busca de
compreender seus efeitos na agressividade.

Espera-se que o0s resultados recentes apresentados neste estudo

contribuam para um maior entendimento sobre a natureza da variabilidade genética
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de S. scitamineum e sua relacdo com a agressividade dos sintomas na doenca do

carvao da cana-de-acucar.
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APENDICES

APENDICE A — SEQUENCIAMENTO DO ISOLADO SSC04 MAT-1

Bases (Mb)
o2 rmoeN®

©

O =N WH B ~N®

0 275 575 875 1175 1475 17.75 2075 2375 26.75 20.75 32.75 3575 38.75 41.75 44.75 47.75
Comprimento das reads (k)

Figura A1 — Gréfico representando o comprimento das reads mostrando o namero total de bases
pelo comprimento da read no sequenciamento SSC04B, gerado pelo MinKNOW v22.12.7.
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Figura A-2 — Gréfico de atividade dos poros do Oxford Nanopore MinlON demonstrando a
performance da amostra enquanto foi sequenciada durante a corrida do SSCO04B. Verde claro
representa a proporcdo de poros sequenciando, verde escuro sdo poros disponiveis para
sequenciamento, azul claro representa nenhum poro, cinza claro representa canais desativados.
Figura gerada pelo MinKNOW v22.12.7.
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Figura A-3 — Grafico demonstrando o nimero de reads (eixo y) sendo sequenciadas por hora
durante as horas da corrida (eixo x). Figura gerada pelo MinlONQC v1.4.2.
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Figura A-4 — Grafico demonstrando o comprimento médio das reads (eixo y) durante as horas da
corrida (eixo x). Figura gerada pelo MinlONQC v1.4.2.
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Figura A-5 — Gréfico demonstrando o score médio de qualidade das reads (eixo y) durante as horas
da corrida (eixo x). Figura gerada pelo MinlONQC v1.4.2.
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Figura A-6 — Grafico demonstrando o niumero de reads em funcdo do score médio de
gualidade. Figura gerada pelo MinlONQC v1.4.2.
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APENDICE B — SEQUENCIAMENTO DO ISOLADO SSC39 MAT-2
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Figura B-1 — Grafico representando o comprimento das reads mostrando o ndmero total de bases
pelo comprimento da read no sequenciamento SSC39A, gerado pelo MinKNOW v22.12.7.
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Figura B-2 — Gréfico de atividade dos poros do Oxford Nanopore MinlION demonstrando a
performance da amostra enquanto foi sequenciada durante a corrida do SSC39A. Verde claro
representa a propor¢do de poros sequenciando, verde escuro sdo poros disponiveis para
sequenciamento, azul claro representa nenhum poro, cinza claro representa canais desativados.
Figura gerada pelo MinKNOW v22.12.7.
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Figura B-3 — Grafico demonstrando o nimero de reads (eixo y) sendo sequenciadas por hora
durante as horas da corrida (eixo x). Figura gerada pelo MinlONQC v1.4.2.
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Figura B-4 — Grafico demonstrando o comprimento médio das reads (eixo y) durante as horas da
corrida (eixo x). Figura gerada pelo MinlONQC v1.4.2.
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Figura B-5 — Grafico demonstrando o score médio de qualidade das reads (eixo y) durante as horas
da corrida (eixo x). Figura gerada pelo MinlONQC v1.4.2.
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Figura B-6 — Grafico demonstrando o numero de reads em funcdo do score médio de
gualidade. Figura gerada pelo MinlONQC v1.4.2.



