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RESUMO

A principal doenca da cultura do arroz é a brusone, causada pelo fungo Magnaporthe
oryzae, uma das doengas mais destrutivas, que causa perdas significativas na producéo
do arroz. O fungo apresenta alta variabilidade e esta organizado em popula¢@es que sdo
compostas por patétipo ou racgas fisioldgicas com caracteristicas de viruléncia distintas.
O objetivo deste trabalho foi realizar a anélise gendmica de isolados brasileiros de M.
oryzae a partir de sequenciamento completo do genoma. Foram utilizados isolados da
colecdo de microrganismos da Embrapa Arroz e Feijdo coletados em seis diferentes
estados (MG, MT, SC, RS, TO e MA), de cultivares de terras altas e irrigado. Foram
selecionados os isolados mais virulentos por inoculagdo nas series diferenciadoras da
Embrapa Arroz e Feijdo, sendo o MGa87, MTa91, SCi97, RSi59, TOi67, MAIi68. Os
isolados foram cultivados em meio BDA para a extragdo de DNA e para o
sequenciamento de genoma completo via tecnologia Illumina®. Ao todo, foram
identificados 80.468 marcadores do tipo SNP, sendo 42 SNPs ligados a genes de
aviruléncia. Entre os genes de aviruléncia foi identificado um SNP para Avr-Pizt, dois
SNPs para Avr-CO39, Avr-Pii, Avr-Pik/k/m e AvrPib; trés SNPs para Avr Pi54 e quatro
Avr-Pita 1. Obteve-se dos genomas montados uma média de 11.800 contigs, com
cobertura de 43x a 44x e uma média de contetdo GC de 51%. Com esses dados
esperamos em um futuro proximo desenhar primers para a validacdo desses marcadores
SNPS. Com os resultados dos genomas montados, acreditamos que estdo aptos para

novos estudos, como: anotacdo genémica e predicdo genémica.

Palavras chave: Sequenciamento, brusone, montagem genémica.



ABSTRACT

The main disease of rice culture is blast, caused by the fungus Magnaporthe oryzae, one
of the most destructive diseases, which causes significant losses in rice production. The
fungus has high variability and is organized in populations that are composed of
pathotypes or physiological races with distinct virulence characteristics. The objective
of this work was to perform the genomic analysis of Brazilian M. oryzae isolates from
complete genome sequencing. Isolated from the collection of microorganisms from
Embrapa Arroz e Feijdo collected in six different states (MG, MT, SC, RS, TO and
MA), from upland and irrigated cultivars. The most virulent isolates were selected by
inoculation in the differentiating series of Embrapa Arroz e Feijao, MGa87, MTa9l,
SCi97, RSi59, TOIi67, MAI68. The isolates were grown in BDA medium for DNA
extraction and for complete genome sequencing via Illumina® technology. Altogether,
80,468 SNP-type markers were identified, with 42 SNPs linked to avirulence genes.
Among the avirulence genes, one SNP was identified for Avr-Pizt, two SNPs for
AvrCO39, Avr-Pii, Avr-Pik / k / m and AvrPib; three SNPs for Avr Pi54 and four Avr-
Pita 1. An average of 11,800 contigs was obtained from the assembled genomes, with
coverage ranging from 43x to 44x and an average GC content of 51%. With these data,
we hope in the near future to design primers for the validation of these SNPS markers.
With the results of the genomes assembled, we believe they are suitable for further

studies, such as: genomic annotation and genomic prediction.

Keywords: Sequencing, blast, genomic assembly.



INTRODUCAO

A cultura do arroz possui grande importancia nacional e mundial. O aumento da
producdo tem desempenhado papel importante na seguranca alimentar, especialmente
nos paises em desenvolvimento da Asia e da Africa (CHEN, 2017, GOMEZ e
LIGARRETO, 2019), também no Brasil (DURANTE, 2018), e em outros paises da
América Latina (GANESHAN et al., 2018). A producdo no Brasil, para a safra
2019/2020, foi de aproximadamente 10,56 milhdes de toneladas (CONAB, 2020), sendo
responsavel por cerca de 1,5% da produgdo mundial (FAO, 2020). No entanto grande
parte dessa producdo pode ser perdida por ataque de doengas fungicas, a exemplo da
brusone, causada por Magnaporthe oryzae, pode ocorrer em todas as partes aereas da
planta (folhas, nés, paniculas), desde os estadios iniciais de desenvolvimento até a
maturacao de grdos (SCHEURMANN, 2011; CAO et al., 2017; HAO-LIU et al., 2019).

A perda de producdo é muito variavel conforme a resisténcia da planta,
intensidade de indculo e quantidade de fungicida aplicado, e certamente pode chegar a
perda total, sendo estimada para o arroz de terras altas no Brasil em cerca de 60%
(PRABHU et al, 2003). Esta doenca é encontrada em mais de 50 especies de
monocotileddneas cultivadas e selvagens (GLAUDIEX et al., 2018; ZHANG et al.,
2015). Isso inclui outras culturas de cereais como: trigo (Triticum aestivum) e cevada
(Hordeum vulgare). Sdo hospedeiros a grama selvagem e cultivada, e também o capim
Eleusine indica, o azevém anual (Lolium multiflorum) e outras gramineas (ISLAM et
al., 2016; GLAUDIEX et al., 2018; INOUE et al., 2017). E uma interacdo entre a
cultivar arroz e patégeno da brusone € muito estudada, e em parte explicada pela teoria
“gene a gene” (FLOR, 1941). Em 2005 foi sequenciado o primeiro genoma M. oryzae,
isolado de arroz, o que facilitou o entendimento de como se da a interacdo entre os
genes de aviruléncia do patdgeno e dos genes de resisténcia do hospedeiro de
Magnaporthe oryzae (DEAN et al., 2005; GOFF et al., 2002; CHEN, 2012;
SCHIRAWSKI, 2010).

A interagd0 gene a gene entre patdgeno e cultivar ocorre quando 0s genes de
resisténcia (R) no hospedeiro reconhecem especificamente os genes de aviruléncia (Avr)

correspondentes ao patdgeno. De forma geral, esse reconhecimento ocorre, pois 0 gene



de resisténcia do hospedeiro codifica uma proteina receptora que reconhece
especificamente uma molécula elecitora produzida pelo patdgeno. Técnicas
moleculares, como mapeamento molecular, tem possibilitado localizacdo genémica dos
genes que conferem resisténcia, e facilitado sua selecdo, através da selecdo assistida por
marcadores (SINGH et al.; 2019). O estudo de genes do patdgeno que resultam em
viruléncia ou agressividade, ou ainda em resisténcia da planta, permitem explorar a
complexidade da defesa da planta e da coevolucdo patdgeno-hospedeiro (DONG et al.,
2015). No futuro provavelmente podera direcionar esforcos para resisténcia do
hospedeiro via selecdo assistida, através da selecdo de marcadores ligados a genes de
resisténcia para 0s quais ainda ndo ha variabilidade do patégeno ou deixando de usar
marcadores para 0S genes para 0s quais ja existe variabilidade no patdégeno. (SINGH et
al.; 2019 ; MGONJA et al ., 2016).

Mesmo com o uso de cultivares resistentes, a quebra de resisténcia das cultivares
ainda ocorre, depois de alguns anos ap0s serem liberadas para os agricultores
(KORINSAK et al.,, 2019). Ha forte pressdo de selecdo reciproca entre patdgeno e
hospedeiro, que ja foi chamada de “corrida armamentista”, ilustrando a coevolucao dos
genes Avr (do patogeno) e R (do hospedeiro) (KANZAKI et al., 2012). A quebra de
resisténcia do hospedeiro deve-se principalmente a mutacGes no patégeno (DEVANNA
et al., 2014; CHEN et al., 2013) e, portanto, a natureza adaptativa de M. oryzae. Para o
melhoramento convencional, possivelmente, os genes do patdgeno de maior relevancia
sd0 0s genes que determinam a reacdo de resisténcia da planta. S&o aqueles que
codificam efetores reconhecidos por proteina da planta desencadeando a resposta de

resisténcia, os chamados genes Avr (CHEN et al., 2013).

Entdo, no presente estudo sequenciamos seis isolados de varias regides
brasileiras, sendo quatro isolados coletados em sistema de cultivo irrigado nos estados
do Rio Grande do Sul (RSi59) e Tocantins TOi67, Maranhado (Mai68) e Santa Catarina
(SCi97) e dois isolados coletados em sistema de cultivo de terras altas nos estados de
Minas Gerais (MGa68) e Mato Grosso (MTa91). O conhecimento dos genes de
aviruléncia e suas mutacdes podem fornecer informacgdes valiosas para aplicacdo em
estratégias de manejo adequadas que aumentem a durabilidade da resisténcia a brusone

emarroz.



REVISAO DE LITERATURA

INTERACAO PLANTA-PATOGENO

A interacdo entre um patégeno e seu hospedeiro ¢ uma Iluta entre dois
organismos pela propria sobrevivéncia, onde as c€lulas vegetais reagem a penetracao do
fungo através de varios mecanismos estruturais ou bioquimicos, procurando se defender
do ataque (PASCHOLATTI & LEITE, 1995; MATIELLO, 1997). O primeiro modelo de
interacdo entre patdgeno-hospedeiro foi concebida por Flor (1942), onde se diferenciou
a resisténcia horizontal, que independe das ragas do hospedeiro, da resisténcia vertical,
na qual gen6tipos do hospedeiro, por exemplo, variedades de uma espécie, apresentam
resisténcia especificamente a ragas do patogeno.

Plank (1963) distinguiu dois tipos de resisténcia em termos epidemiologicos:
resisténcia vertical (RV) e resisténcia horizontal (RH). Baseando-se em grafico de
barras onde as racas do patdgeno sao variavel independente e a intensidade da doenca a
variavel dependente, observou que altura das barras do grafico diferem muito entre si
quando a intensidade da doenca varia muito com a raca do patdgeno, e a isso chamou de
resisténcia vertical. Quando as racas do patdégeno ndo influenciam a intensidade da
doenca o grafico apresenta-se formando um plano na altura da intensidade da doenca, e
a isso ele chamou de resisténcia horizontal. Mais tarde se compreendeu que do ponto de
vista genético, na resisténcia vertical, as acdes de resisténcia podem ser mediadas por
um Unico gene (monogénica), ou poucos genes (oligogénica) de efeito maior, que
apresenta efetividade contra algumas racas do patdgeno, mas nao contra outras
(DALLAGNOL et al.,2018).

A resisténcia horizontal o sistema de defesa da planta é governado por varios
genes (poligénica) de efeito menor. A resisténcia horizontal ocorre com um grau
intermediario de resisténcia, ou seja, € possivel quantificar o nivel de resisténcia,
podendo existir reacbes de maxima suscetibilidade até maxima resisténcia. Devido a
essa possibilidade de mensurar o nivel de resisténcia € caracterizada como resisténcia
quantitativa (VANDER PLANK 1975; CAMARGO 2011; RIBEIRO DO VALE et al.,
2001). Imunidade é quando a planta ndo é hospedeira de um patégeno.

Uma das possiveis aplicagdes da teoria da resisténcia vertical € o uso de um conjunto de



variedades hospedeiras ou resistentes a racas do patogeno, as variedades
diferenciadoras. Quando as técnicas de biologia molecular se aprimoraram até que
pudéssemos compreender a fungdo de algumas proteinas, a resisténcia vertical passou a
ser explicada pela teoria gene a gene (FLOR,1942; SILUE et al., 1992). De acordo com
essa teoria, a resisténcia ¢ o resultado de uma interacdo incompativel entre a proteina
codificada pelo gene de aviruléncia (4vr) do patdogeno e aquela codificada pelo gene de
resisténcia (R) do hospedeiro, que confere na interacdo da existéncia do tipo receptor-
elicitor. O gene de resisténcia do hospedeiro codifica uma proteina receptora que
reconhece especificamente uma molécula elicitora produzida pelo patdogeno
(CAMARGO, 1995). Isso era de certa forma uma predicdo que o sequenciamento dos
primeiros genes confirmava, mas o que ja se conhece da interacdo entre arroz e M.
oryzae mostra que pode ser um pouco mais complexo.

Os genes de aviruléncia podem codificar proteinas que sdo reconhecidas pelo
produto do gene R correspondentes, ou ainda, podem codificar enzimas envolvidas na
producdo de pequenas moléculas ligantes que servem como fatores de reconhecimento
(ORBACH et al., 2000), podendo assim levar a incompatibilidade, isto €, a doenga nao
ocorre devido a resisténcia. E desse reconhecimento do patogeno pela planta, a nivel
molecular, que desencadeia varias reagdes de defesa do hospedeiro a tempo abil de
impedir que o patogeno se estabeleca (HAMMONDKOSACK & JONES, 2000).
Frequentemente essa resposta de defesa ocorre pela ativagdo da reagdo de
hipersensibilidade (HR) que caracteriza-se pela morte celular localizada no sitio de
penetracao do patogeno (SCHENCK et al., 2000; YANG & DICKMAN, 1999).

Mas se o patdgeno ndo possuir o gene de aviruléncia, ndo sera reconhecido pela
molécula receptora da planta hospedeira, consequentemente ndo se desencadeia a
resposta de resisténcia, dando inicio a uma reacdo compativel, ocorrendo a doenga.
Existem alguns patotipos que ndo possuem os genes de aviruléncia, sendo portanto
virulentos para a planta. Viruléncia ¢ a capacidade que um determinado patdégeno possui
de interferir nas fungdes celulares de seu hospedeiro. Agressividade ¢ a maneira como
este patogeno se desenvolve nos tecidos vegetais, podendo ser mais agressivos € menos

agressivo (BERGAMIN FILHO et al., 1995).

RESISTENCIA DE PLANTAS A DOENCAS

A ocorréncia de doencas bidticas em plantas de lavouras pode reduzir a



qualidade e quantidade da producdo de alimentos (GURURANI et al., 2012). O uso de
resisténcia genética ¢ um dos métodos para controlar doengas por ser uma estratégia de
efeito constante ao longo dodesenvolvimento da cultura e ndo onerar os custos de
producao (DALLAGNOL et al., 2018), além de ndo deixar residuos no ambiente.
Entanto, apesar do trabalho continuado de melhoristas e fitopatologistas, conseguir
cultivares com resisténcia duravel e continua permanece um desafio continuo (CASELA
& GUIMARAES, 2005).

A resisténcia de plantas a doengas tem sido definida de diferentes formas. Para
Robinson (1969), resisténcia ¢ a capacidade de impedir o desenvolvimento do patdgeno
ou agente causal da doenca. Para Strange (2003), ¢ o retardo da infeccao e do
crescimento do patdégeno nos tecidos do hospedeiro. J4 para Russell (1978), a
resisténcia € qualquer caracteristica herdada do hospedeiro que reduz o efeito do
patogeno, ou seja, as plantas resistentes sdo menos afetadas do que as plantas
suscetiveis. Para muitos autores, a menor perda de producao de gendtipos afetados pela
doenca ¢ denominada tolerancia (HOFFMANN, 2000). Esta ¢ uma definicio mais
ampla que a de Robinson, e ndo necessariamente implica em efeito inibitério direto do
hospedeiro no desenvolvimento ou na atividade do patéogeno indica apenas reducdo da

severidade da doenga (PRABHU & FILIPPI, 2006).

A BRUSONE DO ARROZ

O arroz (Oryza sativa L) é cultivado e consumido em todos 0s continentes e
considerado o principal alimento para mais da metade da populacdo mundial (BORDIN
et al., 2016). A cultura vem sendo acometida por diversas doencas fungicas foliares que
diminuem a area foliar atil das plantas de arroz e, consequentemente, a capacidade de
realizar fotossintese e produzir fotoassimilados, influenciando no enchimento de graos
em plantas infectadas (BEDENDO, 1997). A principal doenca sendo conhecida como

brusone do arroz, € causada pelo fungo Magnaporthe oryzae.

Os primeiros registros da doenca foram feitos na China em 1637 (OU, 1972). Ja
no Brasil, a brusone foi relatada pela primeira vez em 1912 no Estado de S&o Paulo.
Desde entdo a doenca tem sido relatada em todas as regiGes produtoras do mundo e no
Brasil tanto em arroz irrigado (varzeas) quanto em sequeiro (terras altas) (IGARASHI et
al., 1986). A doenca desencadeia diversas acdes negativas, a exemplo da limitacdo de

produtividade, diminuicdo da qualidade do grdo e ao aumento dos custos de cultivo,



devido ao seu elevado grau de patogenicidade, causando perdas de até 100% da
producdo agricola (OLIVEIRA et al., 2019).

O ciclo de vida de Magnaporthe oryzae inicia-se quando os conidios que foram
produzidos por lesdes esporulativas sdo disseminados e entram em contanto com a
superficie da folha de arroz (PRABBU & FILIPPI, 2006). Essa aderéncia dos conidios
nas folhas ocorre pela presenca de um adesivo conhecido como mucilagem, que fica
armazenado em um compartimento localizado no espaco periplasmico, no apice do
esporo (PRABBU & FILIPPI, 2006). Umidade e a temperatura séo fundamentais para o
desenvolvimento da doenca. A temperatura 6tima para esporulacdo é aproximadamente

28°C, embora possa ocorrer esporulacdo desde 10 até 35°C.

A producéo de conidios ocorre nas folhas. Uma vez, aderidos a superficie da
folha, € necessario que a umidade esteja entre 92% a 96% para ocorrer a germinacao
(PRABBU & FILIPPI, 2006). A germinagdo do conidio inicia-se apos 30 a 90 minutos
de contato com a &gua. Podendo ocorrer antes da sua liberacdo pelo conidioforo, pois
necessita apenas de um pouco de agua (PRABBU & FILIPPI, 2006). O tubo
germinativo é produzido pela célula basal ou apical de um conidio, constituido por trés

células nucleadas.

O apressoério possui a funcdo de romper a superficie foliar do hospedeiro. O
tamanho em geral pode variar entre 5 a 15 um em didmetro e as formas podem variar
entre globosas, ovoides ou oblongas, a depender de cada isolado. A parede celular do
apressorio possui uma camada de melanina, que reveste a parede celular do apressorio,
como barreira a permeabilidade, permitindo o aumento da concentracdo de alguns
solutos citoplasmaticos (HOWARD & FERRARI, 1989). No apressério maduro existe
uma estrutura designada pino de penetracdo que quebra mecanicamente a cuticula e a
epiderme das folhas de arroz, sendo necessaria uma elevada pressdo de turgor interna

para que a penetracdo ocorra.

Apo6s 0 processo a penetracdo inicial que é feita pelo apressério, ocorre a
formacdo da hifa de infeccdo. Nesse processo, geralmente a proteina actina esta
envolvida, sendo localizada no apice da penetracdo (BOURETT & HOWARD, 1990).
A hifa de infeccdo da origem a hifas secundarias dentro das células da epiderme e do
mesofilo, levando ao desenvolvimento da formacdo de lesbes (PRABBU & FILIPPI,

2006). As lesbes nas folhas podem ser visiveis 72 horas ap6s a inoculacdo do patégeno



na epiderme. Com o tempo crescem em tamanho e nimero até coalescerem, podendo
necrosar, diminuindo consequentemente a area fotossintética da folha (PRABBU &
FILIPPI, 2006), em 144 horas em condic¢Ges de alta umidade, ocorre a produgdo de
esporos assexuais em abundancia, os quais sdo liberados e dispersos pelo vento, dgua ou

por sementes infectadas, fornecendo indculo para o inicio de um novo ciclo de infeccéo.

Foto: Amanda A. Chaibub
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Ramos (2009).
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OS GENES DE AVIRULENCIA DE Magnaporthe oryzae

As mutacdes nos genes de aviruléncia (Avr) levam a quebra dos mecanismos de
resisténcia controlados pelos genes R da planta, essas mutacbes podem afetar a
transcri¢do e/ou funcdo dos produtos dos genes Avr, interrompendo assim a resisténcia.
(OSE et al., 2015; SONE et al., 2013; MIKI., et al 2009).

Existem aproximadamente 24 genes de aviruléncia (genes Avr) de M. oryzae
mapeados, mas apenas 12 genes de aviruléncia foram clonados (Tabela 1). Sua
designacdo é dada normalmente como Avr seguida da nomenclatura do gene de
resisténcia do arroz para o qual existe correspondéncia funcional na resposta de
resisténcia. Isto é, estando presentes o Avr e o0 gene de resisténcia (R) correspondentes a
doenca ndo ocorre. Os genes de resisténcia do arroz a brusone sdo frequentemente
designados como Pi, do nome da fase imperfeita do fungo, Pyricularia. A maioria dos
genes de aviruléncia clonados codificam proteinas pequenas secretadas, exceto Avr-Pita
e ACE1 (WANG et al, 2017). O Avr-Pita codifica uma metaloprotease de zinco

secretada, ja o ACE1 ndo é secretado e codifica uma proteina hibrida que produz



metabolito secundéario, que consiste em uma policetideo sintase (PKS) fundida com um
peptideo sintetase ndo-ribossémica (NRPS) contendo um dominio B-cetoacil (WANG et
al, 2017; RAY et al., 2016).

Nove dos genes de aviruléncia clonados apresentaram polimorfismo de presenga
ou auséncia para populacdo de arroz. O Avr-Pia, esta presente em apenas 17 das 48
sequéncias gendmicas no NCBI (Tabela 1), sendo possivel, hipoteticamente, que
evolutivamente tenha se movido entre os cromossomos 5 e 7 em diferentes isolados ou

tenha sido adquirido por diferentes isolados em eventos separados (WANG et al, 2017).

Tabela 1: Polimorfismo de presenca ou auséncia dos genes Avr clonados em isolados

coletados de diferentes hospedeiros.

Gene Presenca/auséncia
Avr-Pita 43/5
Avr-CO39 4/44
PWL1 4/44
PWL2 45/3
Avr-Piz-t 48/0
Avr-Pia 17/31
Avr-Pii 25/23
Avr-Pik/Km/Kp 39/9
ACE1l 48/0
Avr-Pi9 45/3
Avr-Pib 48/0
Avr-Pi54 4117

Os primeiros genes de M. oryzae foram clonados em 1995, conhecidos como
PWL1 e PWL2, conferia reacdo diferencial do fungo a hospedeiros de géneros diferentes
de plantas, por um lado arroz e, por outro, Eragrostis curvula, conhecido popularmente
como capim-chordo ou barba-de-bode e cultivado como forrageira (KANG et al., 1995;
SWEIGARD et al., 1995). Nesta fase, a aplicacdo da identificacdo dos fatores de
avirulencia no entendimento para selecdo de gendtipos de arroz no melhoramento
genético convencional ainda ndo existia, pois ndo evidenciava diferenca na reacdo de

resisténcia dentro do género Oryza. Os genes PWL1 e PWL2 compartilham 75% de



identidade de aminoacidos e codificam proteinas hidrofébicas ricas em glicina (Gly)

com sequéncias de sinal de secrecdo (YOSHIDA et al., 2009).

Tabela 2: Localizagdo cromossdmica, tipo de efetor produzido e genes de resisténcia

(R) correspondente de 12 genes de aviruléncia (Avr) clonados de Magnaporthe oryzae.

Geneavr Cromossom  Tipo efetor Gene R clonado Referencia
0
PWL1 2 Rico em glicina Desconhecido Kang et al. (1995)
PWL2 2 Rico em glicina Desconhecido Sweigard et al. (1995)
Avr-CO39 1 MAX Pi-CO39 Farman and Leong
(1998);
Ribot et al. (2013
Avr-Pita 3 Zinco Pi-ta Orbach et al. (2000)
metalloprotease
ACE1l 1 PKS/NRPS Pi33 (uncloned) Bohnert et al. (2004)
Avr-Pia 5 ou7 MAX Pia Miki et al. (2009);
Yoshida
et al. (2009)
Avr-Pii 7 Desconhecida Pii Yoshida et al. (2009)
Avr- 1 MAX Pik/Pik-m/Pik-p, ~ Yoshida et al. (2009);
Pik/km/kp Pik-h Wu et al. (2014)
Avr-Piz-t 7 MAX Piz-t Li et al. (2009)
Avr-Pi9 7 Seis cisteina Pi9 Wau et al. (2015)
Avr-Pib 3 Desconhecida Pib Zhang et al. (2015)
Avr-Pi54 4 MAX Pi54 Ray et al. (2016)

O segundo gene clonado, cinco anos depois, no ano 2000, por Orbach et al.

(2000), foi o Avr-Pita, cujo produto é reconhecido pela proteina codificada pelo gene de

resisténcia Pita da planta hospedeira. Possui a funcdo de codificar uma proteina

metaloprotease de zinco excretada. Metaloproteases sdo enzimas que cortam proteinas e

que precisam de zinco ou calcio para funcionar corretamente. No caso de Avr-Pita sabe-

se que alteracOes estruturais (principalmente insercdo de transposons) no gene alteram



seu reconhecimento pelo gene de resisténcia (KASETSONBOOM et al, 2013). A
diversidade do gene foi estudada tendo-se encontrado delecGes, duplicactes e
translocacfes, sendo estas Gltimas mais raras (JIA et al, 2020). Esta instabilidade é
explicada devido ao gene Avr-Pita estar localizado na regido telomérica do
cromossomo, onde a maioria dos genes Avr clonados até o momento estd localizada
(BAO-HUA, 2017): translocagdes inter-cromossomicas, reconstrugdes estruturais e
variagBes no comprimento dos cromossomos sdo mais provaveis de serem observadas
no final das regides dos telémeros. O aumento do ndmero de copias de genes
hospedeiro, portanto quebra de resisténcia. Um exemplo é o gene Avr-Pita em M.
oryzae, que continha vérias copias em diferentes cromossomos, levando a hipotese de
que vérias copias de efetores aumentam a adaptacdo de patdgenos, o que deve estar
efetores em fitopatdgenos pode estar correlacionado a supressdo da resisténcia do
associado a pequenas mutacdes, gerando variabilidade e, possivelmente em alguns casos
esses efetores fossem reconhecidos pelo hospedeiro e, com as mutagdes, passaram a ndo
ser. No isolado FJ81278 de Chen et al (2015), foram encontrados os principais eventos
de polimorfismos de ndmero de copias (CNV, copy number variation) no final do
Supercontig 8.1, final do Supercontig 8.2 e 120-130 KB de uma extremidade no
Supercontig 8.6.

O gene de aviruléncia do patdgeno Avr-Pi54 tem como um gene de resisténcia
correspondente no arroz o Pi54. E responsavel por codificar uma proteina que é
secretada, possuindo, portanto, um peptideo sinal (SP) na regido N-terminal
(DEVANNA, et al., 2014).

De acordo com a predicdo de uma modelagem in silico a interacdo entre 0s
produtos dos genes de resisténcia Pi54 e o gene Avr-Pi54 é uma interacdo fisica pelos
dominios ricos em leucina LRR (Leucine Rich Repeat) (Devanna et al. 2014; Ray et al.
2016). Os aminoacidos que foram encontrados na proteina Pi54 que participaram da
interacdo com o produto proteico, incluem 10 residuos de aminoacidos (L221, E222,
N223, L224, S225, 1226, S227, F228, E231 e K249) do dominio LRR (Ray et al.,
2016). Isso era esperado, ja que em outras interacdes também o dominio LRR das
proteinas R é o local de interacdo com as proteinas Avr do patdgeno (JIA et al., 2000;
RAVENDALE et al., 2012). Dessa forma, o produto do gene de resisténcia Pi54 pode
atuar como uma proteina receptora no hospedeiro que pode reconhecer a proteina do
gene Avr-Pi54 secretada por M. oryzae durante a invasdo do hospedeiro (RAY et al.,

2016). Nos estudos de Ray et al. (2016) foi feito um ensaio de agroinfiltracdo de folhas
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de N. benthamiana, para melhor compreender a interacéo entre Pi54 e as proteinas Avr-
Pi54. Neste trabalho foi confirmado que a inducdo de resposta hipersensivel ocorre
somente na presenca de Pi54. Com o método de agroinfiltracdo, Pi54 e os genes
candidatos a genes de aviruléncia foram co-expressos transitoriamente nas folhas de
Nicotiana benthamiana, induzindo assim uma resposta hipersensivel, ou hipersensitiva.
O teste de complementacdo genética também provou que a proteina induz resposta de
resisténcia da planta na presenca do gene Pi54, ou seja, o isolado que continha o gene
AvrPi54 foi incapaz de infectar plantas de arroz.

O ACEL1 codifica uma proteina hibrida putativa de uma policetideo sintase (PKS,
polyketide synthetase) e de um peptideo sintase ndo ribossomal (NRPS, nonribosomal
peptide-synthetase). PKS e NRPS sdo duas classes distintas de enzimas envolvidas na
producdo de metabdlitos secundarios especificos de uma infeccdo, expressa apenas
durante a penetracdo mediada por apressério e em nenhum outro estagio do ciclo de
vida de M. oryzae (RAY et al., 2016). Essas proteinas codificadas pelo gene ACE1 sdo
reconhecidas especificamente por cultivares de arroz que possuem o gene de resisténcia
Pi33 (BERRUYER et al., 2003). O gene ACE1 possui 12,4 Kb (SONG et al., 2015), e a
proteina de aviruléncia codificada é completamente diferente das outras proteinas, pois
codifica uma enzima que ndo é secretora por natureza. Uma troca de aminoacidos no
local catalitico da B-cetoacil sintase do ACEL abole o reconhecimento do fungo por
cultivares resistentes (BOHNERT et al., 2004) 1sso mostra que a atividade biossintética
do ACEL é necessaria para a aviruléncia e que a deteccdo do patdgeno fangico invasor
envolve o reconhecimento de um metabdlito secundario cuja biossintese depende do
ACEL1.

O Avr-Pik codifica uma proteina de 113 aminoacidos com um peptideo sinal de
21 aminoacidos (YOSHIDA et al., 2009). Cinco variantes (alelos) de Avr-Pik (Avr-
PikA, Avr-PikB, Avr-PikC, Avr-PikD e Avr-PikE ) diferem um dos outros por um total
de cinco substituices de nucleotideos, todas dos quais causam alteracdes de
aminoacidos (LONGYA et al., 2019).

Os alelos do arroz do gene Pik mostram especificidades de reconhecimento para
diferentes variantes dos efetores do patdgeno Avr-Pik (DE LA CONCEPCION et al.,
2018). As variedades de arroz que expressam o0s genes Pikp e Pi7 sdo resistentes apenas

a racas do patdgeno que possuem o gene Avr-PikD. O arroz que expressa Pikm é
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resistente a M. oryzae que possuem 0s genes de aviruléncia AvrPikA, Avr-PikD ou Avr-
PikE (CHAIPANYA et al., 2017; LONGYA et al., 2019), ja a cultivar de arroz que
apresenta o gene Pik é resistente apenas aos patdgeno que possui 0s genes Avr-PikDe
Avr-PikE. A base molecular para os reconhecimentos de variantes do gene Avr-Pik por
esses alelos do gene de resisténcia de arroz se da através dos dominios ricos em leucina
da proteina chamados de NLR ou NBS-LRR (Nucleotide-binding and leucine-rich
repeat), pois foi possivel observar que alteragdes de aminoacidos nessas interfaces de
Avr-Pik (tanto variantes naturais quanto mutacdes projetadas) afetam a ligacdo in vitro,
como também alteram respostas de fendtipos de morte celular no sistema modelo
Nicotiana benthamiana. 1sso mostrou que o efetor é ligado ao dominio Pik-HMA por
meio de trés superficies de interacdo predominantes (CHAIPANYA et al., 2017;
LONGYA et al., 2019).

Em um estudo de variacdo genética com 58 isolados de M. oryzae da Tailandia,
identificou-se uma nova variante do Avr-Pik, que foi denominado como Avr-PikF, e
todas as cultivares que foram testadas apresentaram suscetibilidade aos isolados que
expressam apenas este efetor (LONGYA et al., 2019). Além disso, o gene Avr-PikF nédo
esté ligado aos dominios Pik-HMA in vitro e ndo apresenta fendtipo de morte celular em
Nicotiana benthamiana, sugerindo entdo um mecanismo de evasdo imunoldgica por esta
variante (LONGYA et al., 2019).

O gene de aviruléncia Avr-Pia, desencadeia uma reacdo hipersensivel em
cultivares de arroz que possuam em seu genoma o gene R Pia. O nimero de copias do
gene Avr-Pia, variou de um a trés entre isolados de M. oryzae avirulentos ao arroz com
0 gene de resisténcia Pia, e trés copias do gene foram localizadas em um Unico
cromossomo na cepa Inal68, da qual o gene foi originalmente clonado. A interacédo
entre Pia e Avr-Pia também ocorre fisicamente através de dominios de proteinas NLR
do gene de resisténcia, nomeadas RGA4 e RGADS, atuando juntas (CESARI et al. 2013,
2014). O RGA4 atua como um indutor de morte celular constitutivamente ativo e é
inibido pelo RGA5 em plantas de arroz sem infeccdo por patdgenos. O RGAS5 é um

receptor do produto do Avr-Pia e ndo tem atividade indutora de morte celular.

O gene Avr-CO39 que confere resisténcia para a cultivar de arroz CO39, foi
mapeado no cromossomo 1 de M. oryzae, com 1,06Kb. O ORF3 codifica uma proteina

que tem as caracteristicas de um efetor fungico. Possui um tamanho pequeno com 89
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aminoécidos, sem homologia com outras proteinas, trés residuos de cisteina em um
peptideo sinal previsto para secrecdo em seu terminal N. J& h&d muitas racas que
quebraram a resisténcia de CO39 (BAO-HUA, 2017).

O gene Avr-Pi9 correspondente ao gene de resisténcia Pi9. Codifica uma
pequena proteina secretada que, excretada pelo patdgeno, parece permanecer nesse
‘complexo interfacial’ entre fungo e hospedeiro, e a seguir ¢ translocado para as células
do hospedeiro. O Avr-Pi9 pode estar em cdpias multiplas em um conjunto de genes em
tandem; O Avr-Pi9 é altamente expresso em estagios iniciais da doenca (LIU et al.,
2010).

O gene Avr-Pib, que confere aviruléncia ao gene de resisténcia Pib, foi isolado
por meio de clonagem em mapa. O gene codifica uma proteina de 75 residuos, que
inclui um peptideo sinal (Zhang et al., 2015).

O Avr-Pii é uma pequena proteina secretada de 70 aminoacidos, contém um
peptideo sinal N-terminal e ndo possui semelhancas de com outras proteinas
conhecidas. O Avr-Pii forma um complexo com duas proteinas Exo 70 do arroz, os
Exo70-F2 e os Exo70-F3. As proteinas Exo foram consideradas como necessarias para
a resisténcia de Pi (BAO-HUA, 2017; FUJISAKI et al., 2015).

OS GENES DE RESISTENCIA DO ARROZ PARA OS QUAIS FOI CLONADO
O GENE DE AVIRULENCIA

A insercdo de cultivares resistentes no mercado é considerada a ferramenta mais
ecoldgica e econdmica para prevenir ou controlar doengas das culturas (MIKI et al.,
2009). A durabilidade da resisténcia pode ser pensada como coevolucdo. As plantas
possuem imunidade inata contra micrébios formada por diversos genes que podem ser
selecionados para estarem presentes em variedades comerciais para a agricultura. Essa
imunidade as vezes é causada por resisténcia induzida pelo patdgeno e, nesse caso
depende, primeiramente, do reconhecimento do patdgeno e depois, de sinais sistémicos

provenientes nos locais de infeccdo (CHISHOLM et al., 2006).

A imunidade inata depende, portanto do reconhecimento de padrées moleculares

associados a patdgenos, feita por proteinas de membranas chamadas receptores de
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reconhecimento de padrdes, PRRs (PAMP-recognition receptor), que reconhecem 0s
padrdes moleculares associados a patdgenos que tenham estruturas conservadas, ou seja,
ndo alteradas no processo evolutivo e que por isso constituem-se em padrdes de
reconhecimento, e que podem ser chamados de PAMPs ou MAMPs (pathogen or
microbe associated molecular patterns) (OSE et al., 2015; WANG, 2017). Os PAMPs
sdo, usualmente, moléculas extracelulares resultantes da presenca do microbio. Quando
pensamos em termos evolutivos, e tentamos entender a quebra de resisténcia, autores
como DEVANNA et al., 2014 nos mostram que alguns patégenos vegetais adaptam-se
para secretar um arsenal de proteinas que podem suprimir a defesa da planta, resultando
em suscetibiliade por efetores (ETS effector-triggered susceptibility). que pode ser
entendido como sinénimo de proteinas Avr. Para a planta conseguir combater essa
infeccdo, existe uma segunda camada de defesa, que € denominada de imunidade
desencadeada por efetor ETI (effector-triggered immunity), que € baseada no
reconhecimento especifico de certas moléculas efetoras derivadas de patdgenos que sao
as proteinas de aviruléncia (Avr). O reconhecimento das proteinas Avr se da pelas
proteinas R da planta (DEVANNA et al., 2014) resultando em uma resposta de
resisténcia mais completa em comparacéo a resisténcia inata, e pode também resultar na

morte celular programada conhecida como resposta hipersensitiva (WANG, 2017).

Entdo os receptores vegetais, as proteinas, frequentemente localizadas na
membrana plasmatica ou intracelulares, que tém essa funcdo podem ser denominadas
receptores imunoldgicos, e sdo codificadas por genes R, sendo a maioria proteinas
intracelular de ligacdo a nucleotideos e repeticdo rica em leucina (NBS-LRR) contendo
um dominio NBS (do inglés, nucleotide binding site) e LRR (Repeti¢cbes Ricas em
Leucina; Leucine Rich Repeats) (TAMELING et al.,, 2010) . Sdo em geral 20 a 30
aminodacidos com predominancia de leucina (CANNON et al., 2002; McHALE et al.,
2006). O dominio LRR apresenta maior variacdo e interage com o seu efetor, no
reconhecimento direto ou indireto de racas de patdgenos especificos. (CANON et al.,
2002). Muitos LRRs podem interagir com outras proteinas transmembranares
proporcionando a capacidade de sinalizacdo intercelular. Esse dominio também esta
envolvido em sitios de unido ao peptideo ligante e a sitios de interacdo proteina-

carboidrato, no que tange a especificidade da resisténcia (IMEDIATO, 2014)

A classe NBS-LRR, possui 0 maior grupo de genes R e a mais diversificada

(BOHRERT et al., 2004). Analises de bioinformatica de varias linhagens de arroz
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revelaram aproximadamente 500 genes que codificam proteinas de ligacdo NBS-LRR
(OSE et al., 2015), frequentemente associadas a defesascontra fungos, bactérias, afideos
e nematoides (McHALE et al.,, 2006). Alem de NBS-LRR, podem estar presentes
dominios amino-terminal e carboxi-terminal variaveis, como representado na Figura 2
(CANNON et al., 2002; McHALE et al., 2006).

Exemplos

Bs4, L6, N protein,
C RAC1, RPP5, RPS4

and Y-1

RRS1

12, Mi, Mia, Prf, RPPS,
RPP13, RPS2, RPS5
and Rx

Bs2, RGC2 and RPM1

Figura 2: Representacdo dos principais dominios das proteinas NBS-LRR. N - Amino-
terminal, TIR - Receptor Toll- Interleucina, CC - Cauda Espiralada, NBS - Sitio de
Ligacdo ao Nucleotideo, LRR - RepeticGes Ricas em Leucina, C - Carboxi-terminal,
WRKY - Fator de Transcri¢do (Fonte: McHale et al., 2006) Exemplos de proteinas com
cada configuracdo sdo mostradas a direita. Bs4, 12, Mi e Prf sdo de tomate; L6 de linho;
N do tabaco; RAC1, RPP5, RPS4, RRS1, RPP8, RRP13, RPS2, RPS5 e RPM1 de
Arabidopsis; Y-1 e Rx da batata; Mla de cevada; RGC2 de alface; Bs2 de pimenta.
Fonte: MCHALE (2006).

O dominio NBS atua na transducdo de sinal, responsavel por atividade de
ligacdo ao ATP (Adenosina Trifosfato, Adenosine Triphosphate), subunidades da ATP
sintetase e fatores de elongacéo do ribossomo. Os dominios NBS sédo divididos em dois
grupos nas plantas, definidos como: i) dominios amino-terminal, motivo
TOLL/interleucina-1 (TIR) e ii) 0 motivo de bobina espiralada (CC). Esses grupos estao
envolvidos no reconhecimento de patdgenos diferindo pelas sequéncias de aminoacidos
e em sua via de sinalizacdo (ARAUJO, 2015).

Existem mais de 100 genes de arroz envolvidos na resisténcia da brusone do
arroz, e 35 deles foram clonados (LONGYA et al., 2019) (Tabela 2). A maioria desses
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genes de resisténcia mapeados codificam proteinas NBS-LRR. Mas o gene de
resisténcia Pi-d2 é uma exce¢do, codifica uma cinase (sinbnimo de quinase, ou seja,
uma enzima que transfere grupos fosfato) semelhante a um receptor, com um dominio
extracelular de lectina B e um dominio intracelular de serinotreonina cinase. Outra
excessao é o gene pi2l, recessivo, que codifica uma proteina rica em prolina com um

potencial dominio de ligacdo a metais pesados.

Tabela 3: Caracteristicas dos genes de resisténcia a do hospedeiro, arroz, a brusone, que
possuem genes Avr clonados.

R gene Codificagdo Cromossomo Referéncia
(hospedeiro)

Pi9 NBS-LRR 6 Qu et al. (2006)
Piz-t NBS-LRR 6 Zhou et al. (2006)
Pii NBS-LRR 9 Takagi et al. (2013)
Pi54 NBS-LRR 11 Sharma et al. (2005, 2010)
Pikm NBS-LRR 11 Ashikawa et al. (2008)
Pik NBS-LRR 11 Zhai et al. (2011)
Pik-p NBS-LRR 11 Yuan et al. (2011)
Pia NBS-LRR 11 Okuyama et al. (2011)
Pi-CO39 NBS-LRR 11 Cesari et al. (2013)
Pik-h NBS-LRR 11 Zhai et al. (2014)
Pita NBS-LRR 12 Bryan et al. (2000)

A maioria dos genes de resisténcia da brusone estdo nos cromossomos 6 e 11
(LIU et al. 2010; TANWEER et al. 2015), e com menor quantidade de genes de
resisténcia nos cromossomos 1 e 9 e apenas um gene R nos cromossomos 2, 4, 8 e 12
(WANG, 2017).

H&a genes de resisténcia que sdo muito perto uns dos outros no genoma, e
portanto sdo selecionados frequentemente em conjunto no programa de melhoramento.
Este € o caso de Pi2, Pi9 e Piz-t, no cromossomo 6 (LIU et al., 2010; YANG et al.,

2009), como mostra a Figura 3.
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Figura 3: Distribuicdo dos genes de resisténcia completos a brusone do arroz
identificados e loci de caracteristicas quantitativas (QTLs. Os genes de resisténcia
mapeados e 0s QTLs estdo localizados no lado direito dos cromossomos. Marcadores de

DNA estdo localizados no lado esquerdo dos cromossomos.
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OBJETIVOS

Geral: Andlise gendmica de isolados brasileiros de M. oryzae a partir de

sequenciamento completo do genoma.
Especifico:

- Selecionar seis isolados brasileiros de M. oryzae de arroz da micoteca da Embrapa

arroz e feijao;
- Montar e alinhar o genoma dos seis isolados brasileiros de M. oryzae sequenciados;

- Identificar SNPs ligados a genes de aviruléncia em M. oryzae
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MATERIAL E METODOS
LOCAL DE COLETA DOS SEIS ISOLADOS

Foram selecionados seis isolados de Magnaporthe oryzae para sequenciamento
de genomas completos, da série de diferenciadora da Embrapa Arroz e Feijdo (Tabela 3;
Figura 4). Os seis isolados foram escolhidos com base na localizagdo geogréafica dos
pontos de coleta, procurando representar os sistemas de cultivo de terras altas e irrigado.
Além disto, a informacdo dos dados de inoculacdo nas séries diferenciadoras foi
utilizada buscando-se aqueles isolados mais virulentos identificados pelo grupo de
pesquisa da Embrapa Arroz e Feijdo. As inoculagcdes dos isolados em variedades
diferenciadoras foram conduzidas anteriormente a esse estudo pela equipe da Embrapa
Arroz e Feijao (Tabela 3)

Figura 4: Regibes de coleta do fungo Magnaporthe oryzae em plantaces de arroz de
terras altas MGa87 e MTa91 e irrigado SCi97, RSi59, TOi67, Mai68.
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Tabela 3: Genotipos de Magnaporthe oryzae com a cultivar de origem, local de coleta dos isolados, ano de coleta, patétipo nacional e

internacional e sistemas de cultivo terras altas ou irrigado.

Gendtipos BRM Cultivar de Local de coleta Ano Patétipo Pat6tipo Sistemas de

origem nacional internacional cultivo
MGa87 9887 25.023 Primavera Guarda Mor —-MG 2009 BD-2 IC-17 Terras altas
MTa91 9891 25.027 Primavera Paranatinga -MT 2009 BD-16 IF-1 Terras altas
SCi97 9897 25.033 Tio Taka Indaial — SC 2009 BI-1 IB-46 Irrigado
RSi59  Tpy59 - Guri Inta CL Arroio Grande — RS 2016 BF/BH-1 1A-25 Irrigado
TOI67 Tpy67 - IRGA 424 Lagoa da Confusdo — 2017 BG-2 1A-99/100 Irrigado

TO

MAIi68 Al68L 11.219 IRGA 424 Séo Luis -MA 2018 BF-4/BI-1 IB-9 Irrigado




Os isolados de Magnaporthe oryzae sdo compostas por ragas, ou patotipo, com
caracteristicas distintas de viruléncia. A diversidade dos isolados é determinada pela
variedade e distribuicdo dos patdtipos, definidos com bases nas reacfes de resisténcia e
suscetibilidade de uma série com cultivares da diferenciadora internacional e nacional,

composta por oito cultivares diferenciadoras (ANJOS, 2008).

A determinacdo dos patétipo foi realizada em condicOes controladas de casa de
vegetacdo, utilizando oito diferenciadoras internacionais propostas por Atkins et al.
(1967), das quais seis apresentam genes de resisténcia conhecidos, (Raminad, Zenith —
Pi-a e Pi-z, NP 125, Usen — Pi-a, Dular - Pi-k, Kanto 51 - Pi-k, Sha-tiao-tsao - Pi-k®e
Caloro - Pi-k*). Dessa forma, podem ser identificados um méximo de 256 patétipos de

M. oryzae distribuidos em nove grupos distintos: IA, IB, IC, ID, IE, IF, 1G, IH, II.

A série de diferenciadoras internacionais de patotipos pode ndo revelar
diferencas importantes na patogenicidade em populagdes regionais. Assim, Silva et al
(2011), propuseram oito cultivares diferenciadoras brasileiras adicionais para cultivares
de arroz irrigado (BRS Jaburu, BRS Taim, BRS Bigua, BR IRGA-417, Epagri 109,
Javaé, Metica-1 e Supremo). Os patotipos brasileiros foram prefixados com a letra “B”
em substituicao a letra “I” ficando os grupos designados como BA, BB, BC, BD, BE,
BF, BG, BH e BI.

OBTENCAO DOS ISOLADOS MONOSPORICOS

As coletas dos isolados foram feitas anteriormente ao inicio deste estudo pela
equipe da Embrapa Arroz e Feijdo. Foram coletadas folhas com sintomas da brusone em
lavouras. As folhas coletadas foram incubadas em camara Umida sob luz branca por 24
horas, a 27 °C. Com o auxilio de uma al¢a de platina, os conidios foram transferidos da
folha lesionada para Placas de Petri, contendo meio de cultura e espalhados sobre o
meio. Em seguida foi utilizado um bisturi estéril para retirada de segmentos de meio de
cultura contendo conidio, foram transferidos para outra placa de Petri, contendo meio de
cultura BDA com antibiotico e logo em seguida incubados. ApGs 0 crescimento sem
nenhuma contaminacgdo por bactérias, &caros e fungos, foi feita a retirada dos segmentos
e transferido novamente para outra placa de Petri contendo meio de cultura BDA com

antibidtico, e levadas para incubacéo para o crescimento de colénias monosporica
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Para a insercdo e a conservacdo em papel filtro, utilizou-se um disco de cada
colénia monosporica o qual foi transferido para o centro de uma placa de Petri,
contendo uma folha de papel filtro esterilizado sobre meio BDA, em seguida as placas
foram levadas para incubacdo a 24 °C, até que a colénia ocupasse toda a superficie do
papel filtro. Apds a finalizagdo da etapa de incubacéo, o papel filtro foi retirado do meio
BDA e foi transferido para outra placa de Petri ja esterilizada e sem meio BDA, levado
entdo para secagem em estufa a 28° - 30°C Depois da secagem, o papel filtro, contendo
o fungo, foi entdo cortado em quadrados e transferido para um criotubo contendo silica.

EXTRACAO DE DNA DOS ISOLADOS

Os isolados foram colocados para crescer a partir da amostra armazenada em
papel em meio de cultura BDA (BDA, 200 g de batata descascada, 20 g de dextrose, 20
g de agar, 1 1 de 4gua destilada) com antibidtico (clorafenicol 50 pg/mL), em seguida,
foram mantidos em temperatura ambiente a 25°C para o crescimento por 15 dias. O
DNA dos seis isolados foi extraido, separadamente, utilizando o protocolo desenvolvido
pelo Lanagro (GO) (Laboratorio Nacional Agropecudrio) para extracdo de DNA de

plantas com modificacgdes.

Com o auxilio de uma lamina de vidro retiraram-se, da placa de Petri,
aproximadamente 300 mg de micélios posteriormente acondicionadas em microtubos de
2 mL. Os microtubos foram congelados em nitrogénio liquido e adicionou-se a cada
microtubo, uma esfera de aco inox (4 mm de didmetro), a maceracdo foi feita
manualmente, através de movimentos fortes bidirecionais (para cima e para baixo) por
30 segundos. Apos a maceragdo, foram adicionados, a cada microtubo, 1000 pl de
CTAB 2% + 10 ul de proteinase-K 20mg/mL. Os microtubos foram incubados em
banho Maria BHS a uma temperatura de 65°C durante uma hora, com agitacdo manual
das amostras a cada 10 minutos. Em seguida foram adicionados 520 pl de solugdo CIA
(Cloroférmio: Alcool isoamilico (24:1)) e as amostras foram centrifugadas a 12.000xG
por 10 minutos. Apos a retirada do sobrenadante, foram adicionados 300 ul de acetato
de amodnio 7,5 M e 300 pl de isopropanol 96 % gelado para a precipitagdo do DNA. Os
microtubos foram entdo invertidos 20 vezes manualmente para homogeneizacdo e
deixados a temperatura ambiente, em repouso, por 20 minutos. Seguiu-se mais uma

etapa de centrifugagdo por 10 minutos a 12.000g. O sobrenadante foi descartado e o
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precipitado foi lavado com 500 pl de élcool 70% por duas vezes consecutivas. As
amostras precipitadas foram secas em temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido
em 30pul de solugdo TE-RNAse (Tris HCL 1 M pH= 8,0, EDTA a 0,5 M pH=8,0 e
RNAse a 10ng/mL).

DETERMINACAO DA QUANTIDADE E DA QUALIDADE DO DNA PARA
SEQUENCIAMENTO

Para o sequenciamento foram selecionadas somente as amostras com alta
qualidade de DNA, uma vez que a qualidade do DNA reflete diretamente na qualidade
das bibliotecas de DNA geradas. Primeiramente, verificou-se quantidade e qualidade
com marcador fago Lambda através de gel de agarose 1%. A quantificacdo foi analisada
no NanoDrop (Thermo Scientific) e Qubit® (Invitrogen), as amostras que apresentaram
concentragdes acima de 50 ng/microlitro foram selecionadas para sequenciamento.
Foram definidas as relacdes de absorbancias a 260/280 nm e 260/230 nm, obtidas pelo
NanoDrop®,

O DNA gendmico extraido foi enviado para a empresa Genone Solugbes em
Biotecnologia. Os isolados foram sequenciados pela técnica Illumina Paired-End DNA

no equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer.

ANALISE DE QUALIDADE DOS DADOS BRUTOS

O DNA gendmico dos seis isolados MGa87, MTa91, SCi97, RSi59, TQi67,
Mai68 foram  preparados como bibliotecas de extremidades emparelhadas e
sequenciado pela tecnologia Illumina Genome Analyzer, paired end Sequencing. Os

dados brutos gerados pela plataforma Illumina foram recebidos em formato FASTQ.

Devido a grande quantidade de dados gerados a partir de uma Unica amostra, é
usual conduzir a verificacdo da qualidade dos dados brutos, para a verificacdo de
tendenciosidades. Para isto foi utilizada a ferramenta FastQC versdo 0.11.9 (Fast
Quality Control). O relatério das analises de qualidade dos resultados forneceu varios
mddulos e, dentre esses mddulos, os mais importantes foram os seguintes: qualidade por
sequéncia de base, a distribuicdo do contetdo de GC e a taxa de duplicacdo (GUO et al.,
2014).
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MONTAGEM DO GENOMA.

Para a montagem do genoma, primeiramente foi conduzido o
mapeamento/alinhamento das reads com o software Bowtie (http://bowtie-
bio.sourceforge.net/index.shtml), recomendado para alinhamento de sequéncias curtas.

O genoma referéncia utilizado nas andlises foi o isolado Magnaporthe oryzae 70-15,
obtido no site European Nucleotide Archive (ENA), assim, 0s seis genomas foram o
mapeados/alinhados no genoma referéncia gerar um arquivo de mapeamento no formato
SAM (CHEN et al., 2013; GLADIEUX et al.,2018). Os arquivos com os alinhamentos
dos genomas foram classificados por coordenadas e indexados usando o software Picard
para gerar e converter o arquivo SAM em BAM. Foi feita a montagem de novo no
software Velvet versdo 1.2.10 através do “Modulo Columbs”, com o auxilio do genoma
referéncia (ZERBINO & BIRNEY ., 2008). Para a montagem com o velvet existem dois
passos que envolvem os dois executaveis disponiveis dentro do pacote: o velveth e o
velvetg. O primeiro passo |é os arquivos com as sequéncias e constrdi uma espécie de
diciondrio com todas as palavras possiveis dentro do numero informado como
parametro, e vai definir os alinhamentos. Apds esse passo, 0 velvetg, Ié os alinhados e
constréi o grafico “de Brujin” a partir dos alinhamentos ¢ remove erros ¢ continua

simplificando o gréafico e resolvendo as repeticdes.
IDENTIFICACAO DOS SNPS

Para a identificacdo dos SNPs utilizamos o alinhamento gerado pelo software
Bowtie. Para a identificacdo das variantes, utilizamos o pipeline NGSEP versdo 3.3.2
(DUITAMA et al., 2014), executando o modulo FindVariants para todos os seis
isolados. O indice maximo de qualidade de base foi definido para 40; uma base nas
extremidades 5’ e cinco bases na extremidade 3’ de cada leitura foram ignoradas. O
nimero maximo de reads permitidas para iniciar na mesma posicdo foi definido em
100. Por fim, a taxa de heterozigozidade foi definida como 0 e a ploidia 1, ja que o
fungo é haploide (KORINSAK et al., 2018). Os arquivos VCF produzidos nesta etapa
foram usados no médulo MergeVariants, para a obtencdo da lista de variantes de cada
amostra. Posteriormente, todas as amostras foram genotipadas, executando o modulo
FindVariants novamente, mantendo todos os parametros inalterados, exceto pelo indice
minimo de qualidade das variantes, definidos como zero. Finalmente, o0 modulo

MergeVCF foi usado para unir todos os VCFs em um Unico arquivo. Para a filtragem
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dos dados, utilizamos o filtro de indice de qualidade de genotipagem, que possui a
funcdo de excluir todos os gendtipos com indice de qualidade abaixo do limite
especificado, tendo confianca na escala de Phred de que o gendtipo verdadeiro € aquele
fornecido nos gendtipos chamados.

Apbs a filtragem dos dados, foi feita a identificacdo dos SNPs. Primeiramente,
foi feita a busca pelos 12 genes de aviruléncia Tabela 2, conhecidos, para identificamos
a sequéncia de DNA de cada gene de aviruléncia no NCBI (National center for
biotechnology information). Apds a identificacdo da sequéncia de DNA de cada gene,
foi feito BLAST (Basic local alignment search tool) com as sequéncias encontradas, ao
genoma referéncia 70-15 (MG8) no Ensembl Fungi, identificando assim a posi¢éo de
cada gene de aviruléncia. Com as posicdes identificadas de cada gene, estas foram
confrontadas manualmente no genoma de cada isolado, em tabela Excel e no Tassel
versdo 5.2.63, identificando assim SNPs ligados a genes de aviruléncia. A identificacao
de Transicéo e transverséo foi realizada no software SnpEff.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
QUALIDADE DO DNA PARA SEQUENCIAMENTO

O protocolo utilizado para a extragdo de DNA foi desenvolvido pelo
Laboratérios Federais de Defesa Agropecuaria de Goids para extracdo de DNA de
plantas, utilizado na pesquisa por selecdo assistida. Foi necessario repetir a extracdo de
DNA por mais vezes, para obtencdo de DNAs adequados para sequenciamento.

Durante as primeiras extracGes obteve-se uma alta propor¢do de degradacao de
DNA entre as amostras. Foi necessario ajustar o processo de maceragdo para a obtencao
de amostras de DNA integras, a maceracdo do tecido de maneira manual na presenca de
nitrogénio liquido. Com essa modificacdo, foi possivel reduzir expressivamente a
degradacdo de DNA. Assim, foi possivel obter amostras integras de DNA genémico de
M. oryzae com alta qualidade e quantidade adequada para a metodologia desejada
(Figura 5).

Figura 5: Quantificacdo de DNA dos seis isolados de Magnaporthe oryzae em Gel de

50 100 400 1

W

agarose a 1%. Nos primeiros pocos do gel esta representado pelo o marcador de peso
molecular fago A (50, 100 e 200 ng/uL), e nos respectivos pogos temos: 2: MTa91, 4:
TOI67, 6: RSIi59,7: MGa87, 8: MAI68, 10: SCi97.

Ao analisar as amostras de DNA gendmico no NanoDrop foram obtidos valores
de absorbancias OD260/280 acima de 2,0 e na relacdo de absorbancias OD260/230,
relacGes acima de 1,8. Desta forma, foram selecionadas para o sequenciamento somente
as amostras com relaces entre 2,0 e 1,8, respectivamente (Tabela 5), uma vez que
valores inferiores indicam a presenca de proteinas, fendis ou outros contaminantes que
absorvem luz em comprimentos de onda préximos a 280 nm (SOUZA, 2019;
NanoDrop, 2009).

26



Tabela 5: Quantidade e qualidade de DNA de acordo com nanodrop e Qubit, dos

isolados de M. oryzae que foram enviados para sequenciamento
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Isolados Vol  Conc. Qubit (ng/ul) 0OD260/280 OD 260/230
(HD)
MGa87 20 46,6 2,08 2,08
MTa9l 21 38,8 2,02 1,96
SCi97 65 15,4 2,03 2,09
RSi59 40 46 2,06 1,85
TOI67 35 40,8 2,09 2,03
Mai68 35 38,4 2,07 1,83

ANALISE DE QUALIDADE DO FastQC

Qualidade da sequéncia por base

Qualty scores across all bases [Sanger § [umina 1.9 encoding)

6 7 6B 9 15-19 25-79 35-39 4549 5559 £5-69 75-79 BS-B9 5509 105108 1EOD-124 135-132 150
Pastion in resd (bo)

Figura 6: Analise de qualidade das sequéncias por base

A qualidade por sequéncia de base exibe uma visdo geral dos intervalos de

valores de qualidade phred em funcéo da posicdo da base na read. O gréfico de andlise



de qualidade por base Figura 6 permite a visualizacdo da faixa de valores médios de
qualidade das bases em cada posicdo das reads. No eixo X, estdo as posi¢es da base na
read (como em cada read hd em média 150 bases lidas, entdo a escala do eixo x vai de 1
a 150), e no eixo y, os valores da qualidade média das bases dessa posicdo na read na
escala Phred, conforme mostrado na Figura 3. O gréfico € dividido verticalmente em
trés faixas de qualidade, com cores diferentes, sendo: 1 erro a cada 1.000 (verde), 1 erro
em 100 (laranja), 1 erro em 10 (vermelho). Observa-se, que a qualidade de sequéncia
por base esta 6tima, uma vez que a qualidade das bases esta acima de 30 Figura 6. Isso
significa que de acordo com o indice probabilistico do algoritmo Phred (Tabela 2) ha
uma probabilidade de 1 em 1000 chances da base estar incorreta em cada uma das
reads.

Tabela 4: Probabilidade de erro por base pelo o indice probabilistico do algoritmo de
Phred.

Qualidade Precisdo em Probabilidade de
Phred 1% Erro

10 90% 1em10
20 99% 1e 100
30 99,9% 1em 1.000
40 99,99% 1 em 10.000
50 99,999% 1 em 100.000
60 99,9999% 1 em 1.000.000

O grafico apresenta também mensuracao do contetdo de GC (guanina e citosina)
em relacdo a AT (adenina e timina), ao longo de todo comprimento de cada sequéncia,
em um arquivo, e compara com a distribuicdo normal. A distribui¢do normal estimada

das frequéncias das bases GC esté representada na linha azul e a distribuicdo observada
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nas sequéncias na linha vermelha. (Figura 7). O eixo do X indica os valores percentuais
médios do contelldo GC dos reads e o eixo dos Y a frequéncia destes reads. Podemos
analisar que o grafico mostra basicamente uma coincidéncia entre as linhas azul e
vermelha e o pico central alinhado com a distribuicdo normal um pico desregular,
indicaria que a biblioteca estaria contaminada, mas nesse caso 0 pico se apresenta

regular, indicando assim, a auséncia contaminagéo da biblioteca.

G distribution aver al sequences
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Mean GC cankerk (%)

Figura 7: Gréfico de frequéncia de contetdo GC.

Niveis de duplicaciao de sequéncia

Quando, a partir do genoma se prepara a biblioteca de sequenciamento, existe o
risco de que parte do genoma seja preferencialmente incorporado ou seja, parte do
genoma estaria mal representado. A maneira de se medir a equidade da representacao ¢
dada pela mensuragao da duplicagdo de sequencias, onde excesso de duplicagao indica
viés de representatividade, Figura 8. A linha azul mostra as sequencias duplicadas.
Como esta linha mostra maior propor¢do de sequencias duplicadas (eixo X) para os
niveis de duplicacdo baixos (1 a 4 no eixo X), o viés de representatividade dos genomas
nas bibliotecas ndo foi representativo. A linha azul pode surgir a presenga de duplicagdo

de maneira geral e a vermelha dos grupos de niveis de duplicacio
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Figura 8: Propor¢ao de sequencias duplicadas (eixo Y) segundo os niveis de

duplicagdo (eixo X).

SEQUENCIAMENTO E MONTAGEM DO GENOMA

O total de leituras brutas dos genomas sequenciados variou de 8,12 GB a 10,6
GB o que representou uma média 43 a 44x de cobertura de sequenciamento. As leituras
de extremidade emparelhadas foi de 150 pb para todos os isolados, (tabela 6), dados
fornecidos pela empresa que realizou o sequenciamento.

A taxa de mapeamento total entre os isolados com o genoma referéncia tiveram
resultados proximos, para o RSi59, de 87,77%; TOi167, 85,18%; MAIi68, 85,33%;
MGa87, 83,87%; MTa9l, 8527% e SCi97 85,91%. Portanto, em média,
aproximadamente 85% das leituras mapeadas de alta qualidade alinharam com o

genoma referéncia.

Tabela 6: Resumo do sequenciamento dos seis genomas de Magnaporthe oryzae.
Leituras brutas (nimero total de bases sequenciadas, qualidade das sequéncias das reds,

porcentagem GC, cobertura de sequenciamento e comprimento de sequéncia).
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RSi59 TOI67 MAIi68 MGa87 MTadl SCi97




Leituras 24.581.466 31.159.009 30.314.238 23.748.421 27.094.984 28.909.594

brutas

Leituras 8,41GB 10,6 GB 10,3GB 8,12GB 9,27GB 9,89GB
brutas (GB)

Q20 (%) 98,33 98,17 97,93 97,90 97,99 98,07
Q30 (%) 95,19 94,84 94,22 94,39 94,55 94,60
GC% 50,26 50,62 49,70 49,19 50,73 51,34
Cobertura 43x 44x 44x 43x 43x 43x

(X)

Comprimento 150pb 150pb 150pb 150pb 150pb 150pb

de sequéncia

IDENTFICACAO DOS SNPS

Para a identificacdo de SNPs, foram comparados os seis genomas dos isolados
de campo ao genoma referéncia. Foi identificado um total de 80.468 polimorfismos
diferenciais, identificados como SNPs. Para o cromossomo um, identificamos: 25.346
SNPs; cromossomo dois: 12.644 SNPs; cromossomo trés: 11.773 SNPs; cromossomo
quatro: 6.756 SNPs; cromossomo cinco: 7.509 SNPs; cromossomo seis: 11.155 SNPs;
cromossomo sete: 5.285 SNPs. Encontramos distribuicdo desigual de SNPs nos sete
cromossomos. Os locais com mais polimorfismos estdo localizados no cromossomo um,
enquanto que no cromossomo sete, o menor, menos polimorfismos foram identificados.

Somente 42 SNPs, foram encontrados ligados a genes de aviruléncia ao total
desses seis genomas. Nos genes de aviruléncia, observamos que houve mais variacao
entre os genotipos MGa87, MTa91 e RSi59, e os cromossomos que mais apresentaram
polimorfismos foram o 3 e o 7, ligado aos genes Avr-Pita, Avr-Pii, Avr-Pitz-t, Avr-
Pilk/k/m e Avr-Pi54.

Foi possivel encontrar nove SNPs ligados a genes de aviruléncia para o gene
Avr-Pita, sendo que para este gene todos o genotipos diferenciaram-se do genoma de

referéncia. No caso do gene Avr-Pi54 foram oito SNPs em relagdo ao genoma de



referéncia, somente para trés dos gendtipos estudados, MGa87, MTa91, RSi59.

Para o Avr-CO39, foi encontrado um tinico SNP apenas nos genotipos MGa87 e
MTa91. Para o Avr-Pitz-t foram sete SNPs para os genéotipos TOi67 e Mai68; para Avr-
Pii foram 10 SNPs para o gendtipo MGa87 e, por fim, foram trés SNPs para o Avr-
Pik/k/m nos genotipos TO167 e Mai68, como mostra a Tabela 8.

Nao ha polimorfismos ligados a genes de aviruléncia nos cromossomos 2 . Os
Cromossomos que mais apresentaram polimorfismos foram o 3 e o 7, ligado aos genes
Avr-Pita, Avr-Pii, Avr-Pitz-t, Avr-Pik/k/m e Avr-Pi54 .De acordo com Yoshida et al.
(2002), a presenca ou auséncia de polimorfismos de genes efetores, podem estar
associados a regides gendmicas instaveis proximas as extremidades dos cromossomos.
Essa instabilidade ¢ explicada devido ao gene, como por exemplo o gene Avr-Pita, que
estd localizado na regido telomérica do cromossomo, onde a maioria dos genes Avr
clonados at¢é o momento estd localizada (BAO-HUA, 2017): translocagdes inter-
cromossdmicas, reconstrucdes estruturais e variagdes no comprimento dos
cromossomos sao mais provaveis de serem observadas no final das regides dos
telomeros. Portanto, ¢ esperado que regides especificas de isolados que estdo
localizados em extremidades cromossomicas fornecam novos efetores ¢ fatores
relacionados a patogenicidade para conduzir a evolu¢ao do genoma (ELLIS et al., 2009;
ZHANG e XU, 2014).

O numero total de transi¢des detectados foram 237.929, sendo maior que o
namero total de transversdes, de 92.501. A proporcao de de transigoes para transversoes
(Ts/Tv) foi ~ 2,5, em média, nos seis isolados. Obtivemos 2,56; 2,63, 2,64, 2,62, 2,48,
2,57 na razao de transi¢ao (A <> G ou C < T) e para transversoes (A < C, G « T)
Ts/Tv, RSi59, TOi67, Mai68, MGa87, MTa91, SCi97, respectivamente, como

apresentado na Tabela 7.
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Tabela 7: Proporcao de transi¢do e transversao (Ts/Tv).

Transicdo Transversao

RSi59  38.347 14.962

TOi67 44.705 16.998

Mai68 46.030 17.436

MGa87 30.418 11.588

MTa91 34.636 13.962

SCi97  43.793 17.555

Total 237.929 92.501

A razao de Ts/Tv refere-se ao nimero de SNPs originados por transi¢ao dividida
pelo namero de SNPs causados por transversoes (VIGNAL, 2002), fato que pode ser
explicado pela alta taxa de deanimacao espontanea da 5-metil-citosina em timina em
dinucleotideos CpG (COULONDRE, 1978). Em M. oryzae, além do presente estudo,
onde os valores de Ts/Tv variam 2,48 a 2,64. DePristo et al. (2011) mostraram valores
similares. Apesar do nimero possivel de transversdes ser duas vezes maior do que o de
transicdes, o que se observa ¢ que a ocorréncia de transi¢des ¢ maior do que de
transversoes. As mutagdes do tipo 75 sdo mais frequentes que as mutagdes do tipo 7v
porque as mutagdes 75 acontecem entre nucleotideos da mesma familia nucleotidica,
isto €, entre purinas (A/G) ou entre pirimidinas (C/T), ao contrario das substituicdes do
tipo 7v que acontecem entre nucleotideos de familias diferentes (MELO, 2015;

WAKELEY, 1996).


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2015.00345/full#B66

Tabela 8: Identificacdo dos marcadores SNPs ligados a genes de aviruléncia em M.

oryzae.
Gene/ld gene Cromossomo Posi¢ao SNP Isolado
Avr-Pita MGG_15212 3 1.127.723 CIT MGa87e MTa91
Avr-Pita MGG_15370 6 502966 ¢ C/G TOI67, SCi97 e
503.547 RSi59, MAIi68
Avr-Pi54 MGG_16756 3 2.528.725 CIT MGa87 e MTagl
Avr-Pi54 MGG_16756 5 3.005.688, A/G RSi59
3.006.458
Avr-CO39 MGG_11784 1 3.487.864 CIT MGa87 e MTa91
Avr-Pitz-t MGG_18041 7 2.532.427 C/A TOIi67e MAIGS
Avr-Pii MGG _18010 7 2106536 T/A MGa87
Avr-Pii MGG 04927 3 3.982.402 T/G MGa87
Avr-Pik/k/m 7 8.229.774 C/G TOI67 e Mai68
MGG_15972

Um dos usos da deteccdo de SNPs serd desenhar marcadores SNPs para poder
estudar populacdes e entdo identificar quais 0s genes que possuem mais variabilidade
genética, ou seja, desenhar primers das regibes dos genomas que possuem
polimorfismos ligados a genes de aviruléncia (GOWDA et al., 2015). Anteriormente a
esse trabalho foram desenhados primers para 0s genes de aviruléncia, porém o
sequenciamento direto dos produtos de PCR (sem clonagem) fornecia sequenciamentos
de qualidade insuficiente para identificacdo de SNPs (dados ndo publicados). Assim, foi
mais vidvel, considerando os custos, 0 sequenciamento dos genomas completos para
identificacdo dos SNPs. Com os genomas completos, o nimero de dados é grande, ndo
tendo sido possivel explora-los no tempo previsto neste trabalho. Até aqui, destacamos
somente 0s genes de aviruléncia, alcancando o objetivo principal do projeto que
viabilizou o financiamento do trabalho, e esperamos o0s dados restantes sejam

trabalhados futuramente.

A partir da identificacdo dos polimorfismos dos isolados brasileiros, e a

comparagdo com o0s marcadores moleculares e genes importantes hoje na selegéo
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assistida, serd possivel otimizar o recurso disponivel e desenhar pares de primers para
um ou mais SNPs especificos para PCR em tempo real, e assim fazer um projeto de
pesquisa para estudar polimorfismos do patégeno em um nimero maior de individuos.
Esperamos entdo que os resultados do presente trabalho sejam efetivos em proporcionar
a compreensdo das populacbes do patégeno, em diferentes regides do pais, nas
variag0es quanto a sua viruléncia, ajudando instituicdes brasileiras a tomar medidas

efetivas para a selecdo de resisténcia duravel, prevendo mutagdes do patdgeno.

Em conjunto com essa medida, estdo desenhados e testados, em dados néo
publicados e ndo constantes nesse trabalho, primers para amplificar os genes de
aviruléncia inteiros, por PCR convencional. Eles também podem ser auxiliares na
confirmacdo da presenca dos genes ou do nimero de copias desses genes, nos isolados
ja sequenciados ou outros isolados, e eventuais estudos de polimorfismo, via

sequenciamento direto ou clonagem dos genes..

Para 0 desenho de marcadores, serd inutil partir de genes como o primeiro gene
de avirulencia sequenciado, o0 ACE1, pois explica somente a diferenca para resisténcia a
outra espécie, e ndo explica reacdo diferencial entre espécies de arroz (BOHNERT et al.
2004). Também genes como o CO39, para o qual ja ha muita quebra de resisténcia, o
marcador SNP ndo deve ser tdo atil (LEON, 2008; RIBOT et al., 2013). Assim, caso
seja feito o desenho de primer para deteccdo em PCR em tempo real, serd preferivel

escolher genes relevantes hoje em dia para 0 melhoramento, como Pii, Pia, Pi54.

Outros genes podem ter papel muito grande na viruléncia e, portanto deve ser
importante também estudar seus polimorfismos. Primeiramente, pode ser importante
estudar os efetores, ou moléculas excretadas pelo patdgeno durante a infeccdo. Ja tendo
0 sequenciamento dos genomas, é possivel realizar a predicdo de efetores, utilizando
como principal ferramenta a existéncia de pepitideos sinal. Pode-se usar programas para
anotacdo genémica com o programa Signal P (EMANUELSSON et al., 2007), uma vez

que com isolados brasileiro nada ainda foi feito

Outra forma é usar sequenciamento gendmico associado a fenotipagem da
reacdo de doenca de diferentes isolados e cultivares, em um estudo de associagdo
genética (GWAS, genome-wide association study). O GWAS esta cada vez mais sendo

utilizado para o mapeamento genético de M. oryzae como poderosa ferramenta de
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estudar a diversidade genética e identificar as regibes gendmicas especificas associadas
a viruléncia de M. oryzae, e sua diversidade (GANESHAN et al., 2018; BURGHARDT,
YOUNG e TIFFIN, 2017). Nos estudos de Mutiga et al. (2017), linhagens de arroz com
a presenca de genes conhecidos de resisténcia a brusone, ou sem eles, foram inoculados
com diferentes linhagens do patégeno. A analise de regressdao multipla teve como
principal objetivo validar, para as diferentes linhagens e isolados, os genes efetoresde
efeito principal. Dessa forma, a relacdo entre SNPs do patégeno e viruléncia de isolados
foi estudada com base na correlagdo com escores de doenca. Entre os genes mais
fortemente associados a viruléncia dos isolados estava um de resisténcia a fungicidas
(GANESHAN et al., 2018). Dessa forma, selecionamos dois isolados brasileiros com
resisténcia a fungicida, extraimos DNA e enviamos para sequenciamento. Esperamos
que 0s novos trés genomas, dois resistentes e um controle, possam ser alinhados aos
genomas sequenciados neste trabalho, e estudados os SNPs desses genes que conferem

resisténcia a fungicidas.
MONTAGEM DO GENOMA

Foi feita uma montagem de novo, na qual as leituras de sequenciamento foram
primeiro mapeadas para o genoma de referéncia do isolado 70-15 para gerar um arquivo
de mapemaneto, com o intuito de auxiliar na montagem, os arquivos de mapeamento
foram entdo inseridas no programa Velvet com o mddulo Columbs. Conforme mostrado
na Tabela 7, os cojuntos de dados dos seis genomas montados foram semelhantes, sendo
o tamanho de todos genomas em torno de 41 MB, ligeiramente maiores que o genoma
de referéncia 70-15, com 39.4 (MB). Os tamanhos de K-mer utilizados para os seis
isolados ndo foram iguais para todos, isso se deve a problemas causados por leituras ndo
uniformes que pode gerar lacunas e ramificagdo, ou seja, regides repetidas. Existem
partes do genoma que montam melhor com K menor; outras, com K maior, devido a
diferentes formas para distribuicao de leituras (TEIXEIRA, 2018). Entdo, para os
isolado RSi59, MTa91 e SCi97, utilizou-se o K-mer de 31; enquanto que para os
isolados TOi67 e MGa87, o K-mer foi 41. Para o isolado MAi68 somente, o K-mer foi
67.
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Tabela 7: Montagem de novo de seis isolados brasileiros isolados de campo
Magnaporthe oryzae. Tamanho total, numero, ¢ tamanho médio de contigs, N50,

conteudo de GC.Tamanho maximo de contigs, taxa de mapeamento toal das reads.
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RSi59 TOI67 MAI68  MGa87 MTa9l SCig7

Tamanho total contigs 40.5 41.6 43.1 41.3 41.3 41.3
(Mb)
N° de contigs 10.471 11.758 13.936 12.419  10.846 11.372

Tamanho médio de 3872.65 354591 3097.84 3328.61 3815.52 3637.55

contigs
N50 (Kb) 28.12 48.28 40.91 34.72 37.04 28.95
Contetdo de GC (%) 51.4 51.2 51.0 53.3 51.3

51.4

Tamanho max de contigs 213,448 373,027 271,806 419,490 454,495 346,222

(Kb)

Mapeamento das reads 87,77%  8518%  8533% 83,87% 8527% 85,91%

A analise do genoma indicou que os seis isolados possuem o genoma similar ao
genoma referéncia 70-15 e a outros genomas ja sequenciados (CHEN et al., 2013;
GOWDA et al., 2015; XUE et al., 2012; ZHENG et al., 2018). O primeiro genoma de
Magnaporthe oryzae sequenciado foi o 70-15 por uma abordagem shotgun de genoma
completo. O tamanho dos seis genomas brasileiros sequenciados possui em média 41
(MB), sendo considerado ligeiramente maior que o 70-15, que possui 39,4 (MB)
(CHEN et al.,, 2013). O conjunto dos seis genomas possui alta precisdo de sequéncias,
pois 99,9% das bases tém indices de qualidade superiores a 30, em comparagdo ao
genoma 70-15, que possui alta precisdo de sequéncia de 96% das bases, com pontuagdes
de qualidade superiores a 40, resultando em 6tima qualidade de montagem (DEAN et
al., 2005). Os seis genomas tiveram uma cobertura de 43 a 44 de sequenciamento,
facilitando assim a identificagdo de polimorfismos SNPs, por ter maior precisdo dos
dados. Em relacdo aos genomas de trigo de Glaudieux et al (2018). Os tamanhos dos
genomas foram relativamente parecidos variando entre 41,5 e 44,8 (MB), com

coberturas de cerca de 43 a 44 vezes, com montagem do genoma completo no Velvet.



O numero de contigs dos genomas montados foi para o siolado RSi59, 10.471;
para TOIi67, 11.758; para MAI68, 13.936; para MGa87, 12.419; para MTa91, 10.846 e
para SCi97, 11.372. O N50 ficou entre 3097.84 a 3872.65, e 0 comprimento maximo de
variou entre 213.448 bases a 494.495bases, tamanho aproximadamente equivalente aos
isolados FJ81278, de 676.400 bases b; e HN19311 de 698.200 bases, obtidos por
CHEN et al.(2013).

O contetido de GC da montagem é de 51%, semelhante aos genomas de isolados
de Pyricularia de diferentes plantas hospedeiras, que variam de 48,60 a 51% (ZHENG
et al.,2018). O conteudo de GC tem sido utilizado como uma espécie de “impressao
digital” dos organismos (GERHARDT; CORSO, 2006), pois a interacdo entre guanina-
citosina (GC) é mais estavel do que a timina-adenosina (AT). A interagdo entre guanina
e citosina nas moléculas de DNA de uma fita e outra é feita por trés ligacdes de
hidrogénio, enquanto que entre adenina e timina had somente duas. Portanto, quanto
maior for o conteddo GC mais estavel sera a sequéncia (YAKOVCHUK;
PROTOZANOVA; FRANK-KAMENETSKII, 2006).Com a montagem gendmica,
nossas analises poderdo facilitar a identificacdo de novos efetores de genes Avr a

abordar mais os mecanismos moleculares do patdgeno e coevolucdo do hospedeiro.
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CONCLUSAO

Foi identificado um total de 80.468 polimorfismos diferenciais,
identificados como SNPs, para o seis isolados de campo RSi59, TOi67,
Mai68, MGa87 e MTa91, SCi97,

Apenas 42 SNPs estdo ligados a genes de aviruléncia, para os genes Avr-
Pita, Avr-Pii, Avr-Pitz-t, Avr-Pik/k/m e Avr-Pi54, Avr-CO39.

Com esses dados esperamos em um futuro proximo desenhar primers
para a validagdo desses marcadores SNPS

O conjunto dos seis genomas possui alta precisdo de sequéncias, pois
99,9% das bases tém indices de qualidade superiores a 30.

Os genomas montados tiveram uma média de 11.800 contig;

Com os resultados do genoma montado, acreditamos que estdo aptos

para novos estudos, como: anotacdo genémica e predicdo gendmica.
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