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1. INTRODUCAO
A cana-de-acgucar, planta pertencente ao género Saccharum L. do grupo

das gramineas, é cultivada em mais de 100 paises e responsavel por atender 80% da
demanda de acgucar 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 producao global de agucar deve apresentar um aumento de 1.7
milhdoes de toneladas, totalizando 182.9 milhoes de toneladas. Dentro deste cenario,
o Brasil é considerado o maior produtor e exportador de cana-de-agucar do mundo
(USDA, 2022). A rapida expansao do cultivo da cana vem acompanhada de uma
crescente demanda da industria alimenticia mas, principalmente, pelo bioetanol (EL
CHAMI et al.,, 2020). O bioetanol € um dos biocombustiveis mais difundidos
mundialmente (BORDONAL et al.,, 2018), sendo que, em 2021, o Brasil foi
responsavel por 27% da producao global, atras apenas dos Estados Unidos (RFA,
2021).

Entretanto, patégenos, especialmente fungos, possuem o potencial de diminuir
a producao da cana-de-acgucar através de doencgas, como, por exemplo, a doenca-do-
carvao, causada pelo fungo biotréfico Sporisorium scitamineum, considerada como a
mais séria e largamente disseminada, capaz de gerar perdas significativas de
rendimento em variedades suscetiveis (RAJPUT et al., 2021; BHUIYAN et al., 2021).
Além de perdas de rendimento, a doenga-do-carvao pode resultar em reducao da taxa
fotossintética e do conteudo de sacarose, além de outros indicadores de qualidade do
suco e apresentar perfil fitoquimico alterado (RAJPUT et al., 2021). O manejo desta
doenca se sustenta, principalmente, na utilizacao de variedades resistentes (SUNDAR
et al., 2012; RAJPUT et al., 2021).

A severidade da doenca-do-carvao depende do grau de resisténcia do genétipo
do hospedeiro e também do nivel de viruléncia do patogeno (NALAYENI et al., 2021).
Apesar da existéncia de diferentes ragas ser controversa e da dificuldade de se isolar
a agressividade dos isolados devido a sensibilidade da interacao planta-patdégeno, o
sequenciamento completo de genomas pode ser utilizado para elucidar como a
variabilidade genética estd relacionada a patogenicidade de diferentes isolados
(BHUIYAN et al., 2021).



2. JUSTIFICATIVA

O presente projeto visa sequenciar e comparar os genomas haploides
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 menos agressivo SSC39A, SSC39B e do isolado mais
agressivo SSCO04A, SSCO04B. Buscando, desta forma, elucidar se o nivel de
polimorfismos e/ou heterozigosidade sao determinantes para a agressividade do

patogeno.

3. OBJETIVOS

Este projeto tem como objetivo: 1) Isolar o DNA dos isolados SSCO04A,
SSC04B, SSC39A, SSC39B; 2) Utilizar a plataforma Oxford/Nanopore de
sequenciamento de reads longos; 3) Utilizar ferramentas computacionais para
montagem dos cromossomos do fungo, predicdo dos genes e analises comparativas;
4) Identificar genes polimorficos; 5) Avaliar o nivel de heterozigosidade; 6) Selecionar
genes candidatos para avaliar a expressao dos mesmos genes utilizando RT-qgPCR

na interagdo do fungo com as plantas resistentes e suscetiveis ao carvao.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material fungico
Neste projeto, serdo utilizadas células leveduriformes hapléides dos isolados
SSC39A, SSC39B e SSC04A, SSC04B de S. scitamineum disponiveis no “Laboratério
de Genética de Microrganismos Jodo Lucio de Azevedo” da Universidade de Sao
Paulo - campus ESALQ para a obtencdao de DNA para o sequenciamento completo
do genoma. As células leveduriformes serdo crescidas em meio YM liquido (Yeast

Universal Medium) a 28°C overnight para a extracao do DNA.

4.2. Extracdo de DNA e Sequenciamento
A extracdo de DNA ocorrerd segundo protocolo de Schwessinger & Rathjen
(2017). A integridade do DNA e quantidade serdo checadas em eletroforese em gel
de campo pulsado (TANIGUTI et al. 2015) e medidas usando o fluorémetro Qubit 2.0
(Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). A biblioteca de
sequenciamento MinlON sera preparada de acordo com o kit Genomic DNA by
Ligation (SQK-LSK109) (Oxford Nanopore Technologies), NEBNext Ultra Il 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¢cdes da
fabricante. Uma amostra de 1uL da biblioteca final eluida em 15uL do Nanopore
Elution Buffer sera quantificada e 5-50fmol ser&o utilizados para carregar a flow cell
com 45 poros disponiveis (MinlON Flow Cells (R9.4.1) (Oxford Nanopore
Technologies; FLO-MIN106_SQK).

4.3. Montagem do genoma, predicao de genes e analise comparativa
A montagem da sequéncia de novo sera realizada utilizando os parametros
padrdées para o programa Canu 1.8 (KOREN et al.,, 2017). O software RACON
(https://github.com/isovic/racon) sera utilizado para realizar a correcao dos reads. Os
genomas dos dois isolados de S. scitamineum serdo avaliados utilizando a ferramenta
Mummer (KURTZ et al.,, 2004). Genes serdo preditos no genoma dos isolados
utilizando o pipeline FunGAP (MIN et al., 2017).

5. CRONOGRAMA

10 20 30 40 50 60
més més més més més més
Cultivo in vitro do fungo X
Isolamento do DNA dos isolados X
Sequenciamento X X
Montagem do genoma X
Analises comparativas
Identificacdo de genes polimorficos
Escrita da monografia
Apresentacao e entrega da monografia X

X X X X
X X

Este projeto € financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (CNPQq) no processo 143879/2021-9.
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