THAIS CAROLINA DA SILVA DAL’SASSO

FILOGEOGRAFIA MOLECULAR DE Corynespora cassiicola, UM FUNGO
POLIFAGO E CAUSADOR DA MANCHAALVO

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de Poés-
Graduacdo em Genética e Melhoramento
para a obtencdo do titulo ddagister
Scientiae

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2017



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vigosa - Campus Vigosa

T

Dal'Sasso., Thais Carolina da Silva. 1989-
D151f Filogeografia molecular de Corvnespora cassiicola. um
2017 fungo polifago e causador da mancha alvo / Thais Carolina da

Silva Dal'Sasso. — Vigosa. MG, 2017.
viii, 311 : 1l. (algumas color.) : 29 cm.

Inchui apéndice.

Orientador: Luiz Orlando de Oliveira.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Fungos fitopatogénicos. 2. Filogenia. 3. Sequenciamento
de nucleotideo. 4. Genética. I. Universidade Federal de Vigosa.
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular. Programa de
Pos-graduacdo em Genética e Melhoramento. IT. Titulo.,

CDD 22 ed. 579.5




THAIS CAROLINA DA SILVA DAL’SASSO

FILOGEOGRAFIAMOLECULAR DE  Corynespora cassiicola, UM FUNGO
POLIFAGO E CAUSADOR DA MANCHAALVO

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Genética e Melhoramento
para a obtencdo do titulo ddagister
Scientiae

APROVADA: 23 de fevereiro de 2017.

6%[’-(&// /Q:.-—— <z k} lercie« ;/z’c 17:1'/44 “Guq ’7

Eveline Teixeira Caixeta gduardo Seiti Gomide Mizubuti

/g N _/ o E A
Thiago de Freitas Ferreira

(Coorientador)

Ykl
ézﬁ/@i (i tn /ﬁ#/éjl/ e,

iz Orlando de Oliveira

(Orientador)



A minha mae Maria da Aparecida,
pelo seu amor e apoio incondicionais.

Ao meu pai Jodo Batista, in memoriam.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo dom da vida, pelas inUmeras béncéos derramadas e por ser a
luz que me guia e me conduz sempre ao caminho do bem.

A minha mae, Maria da Aparecida, pelo amor incondicional e por ser um
exemplo de mulher guerreira, que nunca desiste e sempre lutou comigo para que
eu pudesse alcancar meus objetivos e realizar os meus sonhos.

Ao meu pai, Jodo Batista, por ter sido um exemplo de homemebom
honesto. Sei que estaria orgulhoso dos passos que segui.

Ao meu padrasto Jair Occhi, pelo carinho, atencéo e apoio em todos os
momentos.

Ao professor Luiz Orlando de Oliveira, por me aceitar como membro de
sua equipe desde a graduacdo até o mestrado. Obrigada pela orientacéo,
ensinamentos, confianga, amizade e exemplo de profissionalismo.

Ao doutor Thiago de Freitas Ferreira, por aceitar ser parte da minha
comissao orientadora, pela ajuda nos experimentos, paciéncia e, sobretudo,
amizade.

Ao doutor Leandro Luiz Borges, por se dispor a me aconselhar e ajudar
durante a conducdo dos experimentos e escrita da dissertacao.

Aos estagiarios: Marina, Riziane e Victor, pela colaboracdo nos
experimentos, amizade e brincadeiras.

A todos os membros, visitantes e agregados do Laboratério de Biologia
Molecular e Filogeografia com quem convivi durante esses: ahlberto,
Alexander, Ana Maria, Ana Paula, Christina, Erica, Eric, Flavio, Guilherme,
Hugo, Jefferson, Juan, Juliana, Magali, Leandro, Rafa, Tiago, Thamyres, Thiago,
Prof. Valéria, Vanderson, Vanessa e tantos outros que passarafB¢elbab
Ever”, obrigada por tornarem a rotina da pos-graduacdo menos macante e
cansativa. Todas as conversas, cafezinhos e amizades foram imprescindiveis para
a conclusao de mais uma etapa da minha vida.

A todos os meus amigos, de Vicosa, de Uba e do intercambio, por
torcerem por mim, pelos momentos de alegria e brincadeiras. Em especial a amiga
Rafa, por tornar meus dias longe de casa mais acolhedores e por aceitar conviver

comigo no trabalho e, sobretudo, em casa.



A Universidade Federal de Vigosa e a todos os professores e funcionarios,
que contribuiram para o meu crescimento profissional e pessoal desde a
graduacéo, fornecendo ensino e condi¢des de trabalho de exceléncia.

Ao programa de Pos-Graduacdo em Genética e Melhoramento (PPGGM),
por me permitir aprimorar meus conhecimentos e desenvolver uma pesquisa
cientifica nessa &rea fascinante que é a Genética.

Ao grupo de estudos em Genética e Melhoramento (GenMelhor), por me
aceitar como membro da equipene permitir colaborar com o desenvolvimento
de atividades que, de alguma forma, busquem a melhoria do PPGGM.

A todos os funcionarios, estudantes e professores do Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), pela disponibilidade em
ajudar sempre que necessario.

Ao CNPq pela concessao da bolsa de estudos e a CAPES, FAREMIG
FUNARBE por financiamentos que tornaram a realizacdo deste trabalho possivel.

A todos que contribuiram de alguma forma para a conclusdo desta etapa:

muito obrigada!



BIOGRAFIA

THAIS CAROLINA DA SILVA DAL’SASSO, filha de Maria da
AparecidaSilva Dal’Sasso e Jodo Batista Dal’Sasso, nasceu em 24 de setembro
de 1989, em Uba, Minas Gerais. Concluiu o ensino médio na Escola Estadual
Senador Levindo Coelho, em Ub&a, em 2007.

Em marco de 2009, ingressou no curso de Agronomia da Universidade
Federal de Vigcosa (UFV), Minas Gerais. Durante a graduacédo, desenvolveu
atividades nas linhas de pesquisa de Genética Molecular e Evolutiva de Plantas,
por meio de estagio e iniciagcéo cientifica.

Em janeiro de 2013, iniciou um intercambio académico de um ano através
do programa Ciéncia Sem Fronteiras na instituicdo CAH Vilentum University of
Applied Sciences, Paises Baixos. Durante este periodo, foi estagiaria em Cardiff
University, Pais de Gales, Reino Unido, desenvolvendo atividades na area de
Ecologia de Plaas

Em janeiro de 2014, concluiu o intercambio, recebendo certificado de
conclusdo de curso em “International Horticultureand Management”. Em julho de
2015, graduou-se pela UFV, recebendo o titulo de Engenheira Agronoma.

Em agosto de 2015, ingressou no Programa de PéOs-Graduagdo em
Genética e Melhoramento, area de concentracdo Genética Molecular e de
Microrganismos, em nivel de mestrado, na UFV, concluindo os requisitos
necessarios para obter o titulo Magister Scientiaeno dia 23 de fevereiro de

2017, com defesa de dissertacao.



INDICE

o 1 11V Vil
AB ST R A C T e e viii
INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt ettt et e e et e steereare e e 1
MATERIAIS E METODOS ...ttt ettt ee st 4
1. Composicao da colecéo e isolamento fUNQICOS ........uuvviiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeees 4

2. Extracdo de DNA gendmico e reacdes de amplificacdo de genes especificos

VIB P CR Lottt e e e e e e e e e e e e e e e e b r e 5
3. Alinhamento das sequéncias de DNA e de aminOAcCidoS .........ccccceeeeeeeeeeeiieennns 7
4. Montagem dos bancos de dadOsS ..........ceeviiiiiiiiiiiiiiiii e 8
5. Analises de filogenia BayeSiana .............uuuveiiiiiiiiiieeeeeieeeeeeen e 9

6. Analises filogeograficas, indices de diversidade molecular e teste de

(TSI U L= 1o F= To [P 9
7. Andlise da presencga de recombiNantes ..........c.ueeveeeiiiiiiiiieee e 10
8. Deteccdo dos mutantes reSIStENIES .....uuuuiiiiii i 10
RESULTADOS ...ttt ettt et e e a e e anneeas 11.......

1. Detecgéo das isoformas da cassiicolina dentro da colecéo................ 1.

2. Andlise filogenética dos genes da cassiicolina ............occcveeveeeiiiiiiiiieee e, 12
3. As andlises filogenéticas revelaram trés linhagens genealdgicas .................. 15
4. Associacao entre linhagens filogenéticas e isoformas da cassiicolina .......... 17
5. Analises de rede genes NUCIEAIES.........ccooiuuiiiieeeiiiiiiiee e 17
6. Analises de rede gene mitocondriadyb...........cccccveiiiiiiiiiii 19

7. Medidas de diversidade nucleotidica e andlise de recombinacéo.................. 19
8. Presenca das mutacgoes pontuais E198A, F2ABYA3A .......ccccovveeveeeeeeenn. 20

(0] IS T oW 1S17= Lo LTSS PPTUPUPPTRRR 21

1. Astrés linhagens ndo estdo associadas a hospedeiros ou origem geografica

(0 [0 S350 ] =T oS0 PPUSRRRP 21
2. Associacédo entre isoformas da cassiicolina e as trés linhagens..................... 22
3. Ocorréncia de mutacdes e implicagdes para 0 manejo do patdgeno.............. 23
REFERENCIAS ...ttt sttt s et se s seese s sene s 25
MATERIAL SUPLEMENTAR ...ooiiiiiei ittt 30

Vi



RESUMO

DAL’SASSO, Thais Carolina da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2017Filogeografia molecular de Corynespora cassiicola, um
fungo polifago e causador da mancha alvoOrientador Luiz Orlando de
Oliveira. Coorientador: Thiago de Freitas Ferreira.

O fungo fitopatogénic&orynespora cassiicoléBerk. & M. A. Curtis) C. T. Wei

€ uma espécie cosmopolita com relatos de ocorréncia em folhas, hastes e raizes
em diversas espécies de plantas, sendo frequentemente associada como agente
causal da mancha alvo em diferentes espécies de importancia agrondmica. Este
estudo analisou uma cole¢éao de 32 isoladdS.dmssiicolaobtidos de diferentes
hospedeiros e locais no BilasSete genes nucleares e um gene mitocondrial
foram parcialmente sequenciados e analisados de modo a explorar as relacdes
filogenéticas e filogeograficas entre os isolados e verificar se existe associagao
entre o gene precursor da toxina produzida pelo fungo, a cassiicolina, e as
linhagens encontradas. Adicionalmente, a presenca de mutacdes pontuais
independentes E198A, F200Y e G143A que conferem resisténcia a fungicidas
foram investigadas. Os isolados se agruparam em trés linhagens. A distribuicdo
dos isolados entre as linhagens ndo esteve associada a hospedeiro ou origem
geografica dos isolados. Isolados da colecdo contém uma de quatro possiveis
isoformas da cassiicolina. Em geral, associacdo entre as isofermlasios
filogenéticos foi ausente. As trés mutacdes pontuais que conferem resisténcia a
fungicidas estdo presentes (sozinhas ou combinadas) em oito isolados. Duas
dessas mutacdes (E198A e F200Y) nunca haviam sido identificadas em isolados
de C. cassiicola As evidéncias de variabilidade genética entre os isolados e a
ocorréncia de trés mutacdes pontuais independentes, em conjunto com o habito
polifago deC. cassiicola comprometem as atuais praticas de manejo da doenca
na agricultura brasileirads informacdes obtidas neste estudo poderéo ser Uteis
em anadlises ecoldgicas e epidemioldgicas Glecassiicola bem como no

desenvolvimento de medidas de manejo da mancha alvo.
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ABSTRACT

DAL’SASSO, Thais Carolina da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February, 2017.Molecular phylogeography of Corynespora cassicola, a
polyphagous fungus that causes the target spoAdviser: Luiz Orlando de
Oliveira. Co-adviser: Thiago de Freitas Ferreira.

The plant pathogenic fung@orynespora cassiicoléBerk. & M. A. Curtis) C. T.

Wei is a cosmopolitan species with reports of occurrence in leaves, stems and
roots in several plant species, being frequently associated as the causal agent of
the target spot in different plant species of agronomic importance. This study
analyzed a collection of 32 isolates©f cassiicolaobtained from different hosts

and locations in Brazil. Seven nuclear genes and a mitochondrial gene were
partially sequenced and analyzed in order to explore the phylogenetic and
phylogeographic relationships among the isolates and to verify if there is an
association between the precursor gene of the toxin produced by the fungus, the
cassiicolin, and the lineages we found. Additionally, the presence of independent
point mutations - E198A, F200Y and G143A - that confer resistance to fungicides
were investigated. The isolates were grouped into three lineages. The distribution
of the isolates between the lineages was neither associated with host nor
geographical origin of the isolates. The isolates of the collection contain one of
four possible cassiicolin isoforms. In general, association between isoforms and
phylogenetic clades was absent. The three point mutations that confer resistance
to fungicides were present (alone or in combination) in eight isolates. Two of
these mutations (E198A and F200Y) had never been identified in isolatas of
cassiicola The evidence of genetic variability among the isolates and the
occurrence of three independent point mutations, along with the polyphagous
habit of C. cassiicola compromise the current disease management practices in
the Brazilian agriculture. Therefore, the information generated may be useful in
ecological and epidemiologdl analysis of C. cassiicola as well as in the

development of management measures against the target spot.
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INTRODUCAO

Corynespora cassiicoléBerk. & M. A. Curtis) C. T. Weié um fungo
pertencente ao filAscomycota classeDothiomycetesna ordemPleosporales
(Schoch et al., 2009). A espécie € cosmopolita, frequentemente abundante nos
tropicos, com relatos de ocorréncia em folhas, hastes e raizes de diversos
hospedeirs (Farr e Rossman, 2016; Shimomoto et al., 200ungo é capaz de
infectar mais de 530 espécies de plantas de 380 géneros diferentes (Dixon et al.,
2009), sendo que muitas dessas espécies apresentam grande importancia
econOmica, com destaque para: seringueira (Wei, 1950), soja (Kilpatrick e
Johnson, 1953), algodao (Norse, 19p€pino (Norse, 1974), feijao (Williams e
Liu, 1976), eucalipto (Crous et al.,1989), tomate (Dixon et al., 2009), café (Souza
et al., 2009).

O fungo é considerado um dos mais destrutivos patdgenos em plantacdes
de seringueira no leste asiatico, causando epidemias esporadicas e elevadas perdas
econbmicas nos campos comerciais da cultura (Déon et al., 2012a). No@rasil,
cassiicolaja foi isolado de folhas de seringueira ndo sintomaticas obtidas em
plantios comerciais no estado da Bahia (Déon et al., 2012b), embora nenhuma
epidemia ainda tenha sido registrada no pais. No J&pamssiicolatem sido
responsavel por danos severos nas culturas de pé&hicarfis sativyse tomate
(Solanum lycopersicumShimomoto et al., 2011). No Brasfl, cassiicolatem
sido o patdgeno responsavel por perdas cada vez maiores em culturas como a soja
(Glycine max e algodao Gossypium hirsituin(Almeida et al., 2005; Galbieri et
al., 2014) com perdas de rendimento podendo chegar a 20-30% (Kreyci e
Mentem, 2013).

Os sintomas mais comuns causados(otassiicolacaracterizam-se por
manchas de formato circular nas folhas. Essas manchas geralmente apresentam
anéis concéntricos, halo amarelado e centro escuro, lembrando o formato de um
alvo (Almeidaetal., 2005).

Corynespora cassiicolaé isolado de tecidos vegetais apresentando
sintomas tipicos da mancha alvo. A espécie também pode ser saprofita ou
endofitico, sendo neste caso encontrado em restos de materiais organicos ou de

tecidos vivos ndo sintomaticos (Déon et al., 2014). Essa caracteristica combinada



ao grande numero de hospedeiros conhecidds. @assiicolacontribuem para a
sobrevivéncia do patégeno no campo por longos peri(idé®sn et al., 2012a,
Pernezny e Simone, 1999).

Assim como outras espécies de fungos fitopatogéniCoscassiicola
produz uma toxina fitotoxica denominada cassiicolina, inicialmente descrita a
partir de isolado obtido de seringueitde¢ea brasiliensis (Breton et al., 2000;
Onesirosan et al., 1975). A cassiicolina é uma toxina hospedeiro-especifica, que
compartilha a mesma gama de hospedeiros do fungo da qual foi isolada. Essa
toxina desempenha papel importante na patogenicida@e ciessiicolapodendo
levar a plasmolise celular e, em casos extremos, ao rompimento da membrana
plasmatica (Barthe et al., 2007).

O gene que codifica a cassiicolina € expresso na fase inicial da infeccéao,
imediatamente antes da ocorréncia dos primeiros sint{Dém et al., 2012a).

Até o0 momento, seis isoformas da cassiicolina sdo conhecidas (casl, cas2, cas3,
cas4, casb e cas6), sendo as isoformas 1, 3, 4 e 5 relatadas apenas em isolados
obtidos de seringueira e as isoformas 2 e 6 relatadas em isolados de diferentes
hospedeiros, tais como soja e algo@Béon et al., 2014). Em casos rarés,
possivel haver dois genes codificando duas isoformas em um mesmo isolado; no
entanto, em muitos isolados, nenhum gene precursor da cassiicolina € detectavel,
sugerindo que outros fatores podem estar envolvidos na virulénci@. de
cassiicola(Déon et al., 2014).

A caracterizagdo correta e o entendimento da variabilidade genétita de
cassiicola sdo elementos chaves para analises ecologicas, bem como o
desenvolvimento de medidas de manejo da doenga (Shimomoto et al., 2011).
Sendo assim, diversos estudos de diversidade genética envolvendssiicola
tém sido desenvolvidos. Em um dos estudos mais abrangentes de diversidade
genética de. cassiicta, Dixon et al. (2009) avaliaram 143 isolados provenientes
de diversas regides geogréaficas e de hospedeiros diferentes, fornecendo uma
amostragem global da variabilidade genética da espécie. Foram encontradas seis
linhagens genealdgicas @& cassiicola sendo estas positivamente relacionadas
com o hospedeiro de origem, patogenicidade e taxa de crescimento. Nenhuma
correlacdo entre os dados filogenéticos e a localizacdo geografica foi observada,

fornecendo evidéncias para um recente movimento global dos isolados das



linhagens filogenéticas (Dixon et al., 2009).

Em uma tentativa de relacionar a diversidade do gene precursor da
cassiicolina com linhagens genealdgicas do fungo, uma investigacdo mais recente
comparou resultados de analises filogenéticas das seis isoformas conhecidas da
cassiicolina com andlises filogenéticas que fizeram uso conjunto dos genes actina
e ITS e de marcadores microssatélites para os logas e gad (Déon et al.,

2014). O estudo mostrou haver associacdo entre as linhagens filogenéticas e as
isoformas do gene precursor da cassiicolina, com isolados portadores de
determinada isoforma da cassiicolina alocados dentro do mesmo clado
filogenético. Adicionalmente, foram encontrados indicios de especializacdo de
hospedeiros @ diferenciacdo geografica dos isolados (Déon et al., 2014). Isso
sugere que o gene precursor da cassiicolina contribui significantemente para a
estruturacdo genética @e cassiicolasendo este gene importante na biologia e na
evolugao do fungo.

Com relacdo ao controle da doenca, diversas estratégias sao
recomendadas, tais como o0 uso de cultivares resistentes, tratamento de sementes,
rotagéo/sucessao de culturas e pulverizagdes com fungicidas (Pernezny e Simone,
1999; Almeida et al., 2005). Embora tratamentos com fungicidas sejam o
componente chave no manejo integrado de varios patégenos, incl@indo
cassiicola o aparecimento de gendtipos resistentes é um fator limitante da
eficacia e da vida util dos fungicidas desenvolvidos a custos cada vez mais
elevados (Ma e Michailides, 2005).

A resisténcia a fungicidas pode ser conferida por diferentes mecanismos,
incluindo um sitio alvo alterado, o que reduz a ligacdo do fungicida, e a sintese de
uma enzima alternativa capaz de substituir a enzima-alvo (Ma e Michailides,
2005). Algumas mutagbes pontuais na sequéncia de DNA s&o amplamente
reconhecidas por confegim resisténcia a fungicidas, tais como: i) E198A/G/K e
F200Y, que surgem no gene que codifica B-tubulina e conferem resisténcia a
fungicidas da classe dos benzimidazdi) G143A, no gene que codifica
citocromo B e conferem resisténcia as estrobilurinas (FRAC, 2016).

Embora existam relatos da ocorréncia da mutacdo G143A em isolados de
C. cassiicolaprovenientes de cultivos de pepino em ambiente protegido no Japéao
(Ishii, 2006; Ishii et al., 2007), ndo h& relatos de ocorréncia desta ou de outras



mutacdes pontuais que conferem resisténcia a fungicidas em populacdes do fungo
associadas a outras culturas. Diante do alto risco de desenvolvimento de
resisténcia em patdgenos-alvo, € plausivel que existam isolados mutantes em
territério brasileiro. Logo, o monitoramento de populacdesCdeassiicolaé
imprescindivel para a verificagdo da ocorréncia desses mutantes e a sua frequéncia
de modo a elaborar formas de manejo da doenca que garantam a eficiéncia do
controle quimico por periodos de tempo mais longos.

O presente trabalho utiliza ferramentas de filogenia Bayesiana e
filogeografia molecular para avaliar isolados de origem brasileira e responder as
seguintes perguntas: i) Quais as relacdes filogenéticas entre isoladds de
cassiicola obtidos de diferentes hospedeiros? ii) Existe associacdo entre as
isoformas do gene que codifica para a cassiicolina e clados filogenéticos? iii) As
mutagdes pontuais que conferem resisténcia aos fungicidas da classe dos
benzimidazois (E198A e F200Y) e das estrobilurinas (G143A) em isoladds de

cassiicolaestdo presentes no Brasil?

MATERIAIS E METODOS
1. Composicao da colecao e isolamento fungicos

Foram utilizados neste estudo 29 isoladosCdecassiicolaobtidos de
diferentes hospedeiros e oriundos de diferentes regides geograficas do Brasil.
Adicionalmente, foram incluidos trés isoladosQlecassiicolaobtidos de pepino
proveniente do Japéo. No total, formou-se uma cole¢édo de 32 isolados, que foram
obtidos entre os anos de 1997 e 2016. Desses, 26 isolados foram gentilmente
cedidos pelo Dr. Alvaro M. R. Almeida, EMBRAPA SOJA. O isolamento foi
realizado de folhas sintomaticas que foram lavadas sequencialmente com solugfes
de etanol 70% (v/v) por 1 min., hipoclorito sédio 1,5% (v/v) por 1 min. e duas
lavagens em agua destilada autoclavada por 1 min. As folhas foram colocadas em
camara umida por 48 h a 25 £ 0,5°C de modo a induzir a esporulacdo do
patdgeno. Posteriormente, as lesdes dos tecidos foram avaliadas sob microscopio
estereoscopico (Olympus SZ-40, Toquio, Japao). Com o auxilio de uma agulha,
0s conidios tipicos dé. cassiicoldoram coletados e espalhados sobre uma placa
de Petri (90 mm x 15 mm) contendo meio Batata Dextrose Agar (BDA) e solucéo
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de acido cloridrico 0,1M. As placas foram, entdo, mantidas em camara de
crescimento com fotoperiodo de 12 h por 10 dias a 25 + 0,5°C para crescimento
das colonias.

Para garantir a uniformidade genética, os isolados foram convertidos em
isolados monosporicos. Colbnias de aproximadamente 10 dias foram avaliadas
sob microscopio estereoscopico. Com o auxilio de uma agulha, conidios mais
jovens foram raspados da placa de Petri e espalhados sobre uma nova placa de
Petri contendo meio BDA e solucéo de acido cloridrico 0,1M e 400 pL de agua
destilada autoclavada sobre a superficie do meio. Apés cerca de 30 min., as placas
foram analisadas novamente sob 0 microscopio estereoscopico para a
identificacdo de esporos tipicos @e cassiicola Uma vez identificados e com
auxilio de uma agulha, um pequeno bloco de meio contendo um Unico esporo foi
cortado e levado para uma nova placa de Petri, sendo esta incubada a 25 + 0,5°C,
com fotoperiodo de 12 h por 10 dias para crescimento da colénia a partir de um
anico esporo.

Todos os isolados encontram-se preservados em solucdo de glicerol 30%
(v/v) e mantidos em -80°C, em papéis desidratados em silica gel (Smith e Onions,
1994) como parte da colecao micolégica do Laboratério de Biologia Molecular
Filogeografia, BIOAGRO, Universidade Federal de Vicosa (UFV). Todos os
isolados utilizados neste estudo e seus respectivos codigos, espécies hospedeiras,

ano e local de amostragem sao mostrados na Tabela S1.

2. Extracdo de DNA genbmico e reacdes de amplificacdo de genes

especificos via PCR

Apos crescimento das colonias em meio BDA por 10 dias a 25 + 0,5°C,
aproximadamente 200mg de micélio foram removidos de cada cultura para
realizar a extracdo de DNA gendmico total pelo método CTAB conforme
protocolo descrito por Doyle e Doyle (1990). A concentracdo dos acidos nucleicos
foi determinada em um espectrofotometro NanoDrop 2000 (NanoDrop
Technologies). Posteriormente, o0 DNA gendémico foi armazenado a -20°C para
uso subsequente.

As amplificagdes de DNA foram conduzidas por meio da ‘Polymerase
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Chain Reaction’ (PCR) utilizando pares dprimers especificos para o gene
mitocondrial citocromo Bdyb) e para os seguintes sete genes nucleares: actina
(act), cassiicolina €a9, histona H3 lfis), espacadores internos transcrit®s
subunidade 5.8S nrDNA (ITS), fator de elongacde (tef), minichromosome
maintenance complex componerfbicm e B-tubulina €ub).

Para a amplificacdo dos geres e mcm7 foi necessério o desenho de
pares deprimers Para o geneas foram utilizadas sequéncias do gene precursor
da cassiicola previamente publicadas e depositadas no GenBank por Déon et al.
(2014). As sequéncias dos acessos JF915148, JF915160, JF915164, JF915167,
JF915168, JF915170, JF915171, JF915174, JF915181, JF9lfet8M
importadas e alinhadas no programa Sequencher versao 4.8 (Gene Codes Corp.) e
o programa Primer3 Plus (Andreas et al., 2007) foi utilizado para desenhar os
primers CasF1 (5° — CCTGTCCYATAYATTTGCTAC — 3°) e CasR1l (5° -
TGTAAARRAGTGTGGTGT- 3°). Para o genencm7 foi utilizada a sequéncia
do gene do genoma de. cassiicolasequenciado (Grigoriev et al.,, 2013) e a
sequéncia do gene previamente publicada para a espécie (Schmitt et al., 2009). As
sequéncias do gene para o genomaCdeassiicoladisponivel no MycoCosm
(http://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/indey.js¢é do acesso JN672981

disponivel no GenBank foram importadas e alinhadas no programa Sequencher
versao 4.8 (Gene CedCorp.) e o programa Primer3 Plus (Andreas et al., 2007)
foi utilizado para desenhar 0S primers CoryMCM7_F2

(5> - CCTGTCACGACCAAGCAGT - 3) e CoryMCM7 R1 (5 -
CACGAATACGCATTCCATCA -3°). Os primers utilizados neste trabalho estao

listados na Tabela S2.

As amostras foram amplificadas utilizando termocicladoRBd T100™
(BioRad Laboratories, Inc.) num volume final de 25 pL contendo os reagentes nas
seguintes concentracdes: Tampéao Green GoTaq 1X (Promega Corporation); 0,05
mM de cada dNTP (Affymetrix, Thermo Fisher Scientific Inc.)n® de MgC};

0,2 uM de cadarimer (IDT, Integrated DNA Technologies Inc.), 80 ng de DNA
gendmico e 1,25 unidades de GoTag Flexi DNA polimerase (Promega). Para o0s
genesact, hise ITS, as reacdes também foram compostas pela adicdo de 3% (v/v)
de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma Aldrich Co.). Os ciclos de amplificacdo para
0s genes ITS mibforam: 94°C por 3 min.; 35 ciclos compostos de desnhaturacao a


http://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf

94°C por 30 s, anelamento dos primers a 55-56°C (Tabela S2) por 30 s e extensao
a 72°C por 90 s; extenséo final a 72°C por 7 min. Os ciclos de amplificacdo para o
genecyh 94°C por 3 min.; 35 ciclos compostos de desnaturacédo a 94°C por 30 s,
anelamento dos primers a 42°C por 30 s e extensao a 72°C por 1 min.; extenséo
final a 72°C por 7 min. Para os demprgners os ciclos de amplificacdo foram:

94°C por 3 min.; 30 ciclos compostos de desnaturagcdo a 94°C por 30 s,
anelamento dos primers a 48-58°C (Tabela S2) por 30 s e extensédo a 72°C por 1
min.; extensao final a 72°C por 7 min.

Os produtos de PCR obtidos foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1% (m/v) corado com brometo de etideo em solucdo tampéo TBE 1X
(500 mM Tris-HCI, 60 nM acido bérico e 83 mM EDTA) a 100 V por 40 min.
juntamente com marcador de DNA 100 pb (Promega). Sob fluorescéncia UV
(L-Pix Image Systems, Loccus Biotecnology), um unico fragmento no tamanho
esperado para cada gene foi visualizado. Posteriormente, os produtos de PCR
foram purificados utilizando o kit ExoSap-IT (GE Healthcare), seguindo a
recomendacao do fabricante, e enviados para serem sequenciados. O servico de
sequenciamento foi conduzido pela empresa Macrogen (Macrogen Inc., Coreia do
Sul), utilizandoprimersusados em amplificacdes de PCR.

3. Alinhamento das sequéncias de DNA e de aminoéacidos

As sequéncias foram importadas e alinhadas no programa Sequencher
versado 4.8 (Gene Codes Corp.). Intervalos entre os nucleotideos foram inseridos
manualmente de modo a compensar a presenca de insercdes e deldefes (
Finalmente, as extremidades das sequéncias foram aparadas de modo a eliminar
segmentos ndo obtidos para todas as sequéncias. O banco de dados continha
sequéncias dos geneas (Déon et al.,, 2014) disponiveis no GenBank, sendo
sequéncias de trés isolados (55 BR_Gm, 57_BReG& BR_GHh incorporadas
duas vezes por apresentarem simultaneamente duas coépias diferentes do gene.

Para a deteccédo das diferentes isoformas da proteina cassiicolina presentes
entre os 18 isolados que amplificaram para o gagesequéncias homologas das
seis isoformas conhecidas do gene (Déon et al., 2014) foram selecionadas como
referéncia (acessos JF915148, JF915168, JF915170, JF915172, JF915176,
JF915181). A deducdo dos aminoacidos foi conduzida no programa Sequencher
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versdo 4.8 (Gene Codes Corp.) e as sequéncias de aminoacidos preditos foram
alinhadas no programa MUSCLEttp://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/musqgle/

4. Montagem dos bancos de dados

Diferentes conjuntos de dados foram montados de acordo com a
necessidade particular de cada analise. Por isso, foram montados um total de 13
conjuntos de dados.

O conjunto de dados 1 (N=33, 3121 pb) contém informacdes de seis genes
nuclearesdct, his, ITS, mcm7 tef e tub) e explora as relac6es filogenéticas entre
0s 32 isolados obtidos para este estudo.

O conjunto de dados 2 (N=39, 458pb) contém informacfes docgsee
explora as relacdes filogenéticas entre 18 isolados desta colecdo que amplificaram
para o gene e 18 isolados obtidos do GenBank cujas isoformas do gene precursor
da cassiicolina sdo conhecidas (Déon et al., 2014).

Para as analises de rede foram criados dois conjuntos de dados, para
informacBes dos genomas nuclear e mitocondrial, respectivamente. O conjunto 3
(N = 32, 3105 pb) foi composto por seis genes nucleares concateaeat s
ITS, mecm7 tef e tub), enquanto que o conjunto 4 (N = 23, 676 pb) contém o
fragmento do gene mitocondratb.

Para as analises da presenca de recombinantes intragénicos, dividiu-se o
conjunto de dados 3 em seis subconjuntos, cada um correspondente a um dos
genes nucleares: conjunto 5 (N = 32, 287 pb) ; conjunto 6 (N = 29, 341 pb);
conjunto 7 (N = 32, 499 pb); conjunto 8 (N = 32, 474 pb); conjunto 9 (N= 31, 573
pb) e conjunto 10 (N = 32, 948 pb)) referentes aos gaotdsis, ITS, mcm7 tefe
tub, respectivamente.

Para as andlises de diversidade molecular, conducdo dos testes de
neutralidade e andlise da presenca de recombinantes dentro das linhagens, dividiu-
se 0 conjunto de dados 3 em trés subconjuntos (conjunto 11 (N = 6, 3105 pb),
conjunto 12 (N = 4, 3105 pb) e conjunto 13 (N = 22, 3105 pb)), referentes a cada
uma das trés linhagens (1, 2 e 3, respectivamente) que foram reveladas nas
andlises anteriores. Deste modo, foi analisagaiacdo molecular dentro de cada

uma das linhagens.


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/

5. Andlises de filogenia Bayesiana

As relag0es filogenéticas entre os isolado€ deassiicolaforam inferidas
por filogenia Bayesiana. Os conjuntos de sequéncias de cada um dos seis genes
nucleares (conjunto de dadgselas sequéncias do garas(conjunto de dados 2)
foram introduzidos independentemente no programa MrModeltest v.2.3
(Nylander, 2004). O critério de informacéo de Akaike (Akaike, 1973) foi utilizado
para identificar o modelo de evolugcdo mais adequado dentre os 24 modelos de
evolucdo molecular disponiveis para cada um dos subconjuntos. Para o conjunto
de dados 1, foram adotados os seguintes modelos de evolucdo: GTR (para os
genesactetef), HKY (hise ITS, HKY+I (tub) e SYM+I (ncm7. Para o conjunto
de dados 2, foi adotado o modelo de evolug¢Bd +1 (genecas.

As relacdes filogenéticas foram inferidas por filogenia Bayesiana numa
analise particionada. As analises de filogenia Bayesiana foram conduzidas no
programa MrBayes v.3.1.2 (Ronquist e Huelsenbeck, 2003), utilizando duas
corridas simultaneas com dez milhdes de geracdes cada, sendo uma cadeia fria e
sete cadeias quentes em cada corrida. O parametro de temperatura foi ajustado
para 0,25. Em cada analise, arvores foram amostradas a cada 5000 geracdes e as
primeiras 250 arvores foram descartadas. A convergéncia entre as duas corridas
foi diagnosticada pela divergéncia nos desvios padrdoes das duas corridas e pelo
tamanho amostral de cada parametro, analisado no programa Tracer v.1.6
(Drummond et al., 2012). A arvore consenso foi construida apds o descarte das
250 arvores iniciais, bem como a obtencéo da probabilidade posterior dos clados.
As arvores filogenéticas foram visualizadas no programa FigTree v.1.3.1

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/

6. Analises filogeograficas, indices de diversidade molecular e teste de
neutralidade

A genealogia dos genes foi inferida usando o métdddian-Joining
(Bandelt et al., 1999) implementado no programa Network 4.613 (Fluxus
Technology Ltd.). A analise de rede foi realizada para os conjuntos de dados 3 e 4

e indelsforam considerados como sendo um quinto carater e codificado de modo


http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/

gue cadandel, independente do tamanho, foi considerado como uma mutagéo
dnica.

Os indices de diversidade molecular: namero de haplotipos (H),
diversidade de génic@Hg), diversidade nucleotidica (Pi), média da diversidade
nucleotidica (K) e nimero de sitios variaveis (S) foram estimados e o teste D de
Tajima (Tajima, 1989) foi conduzido utilizando o programa DNAsp v.5.10.1
(Librado e Rozas, 2009). As andlises foram conduzidas nos bancos de dados 3,
11 - 13.

7. Analise da presenca de recombinantes

As andlises de recombinacao foram conduzidas no programa RDP4 v.4.56
(Martin et al., 2015). Como entrada foram utilizados os bancos de dadesl3, 5
e a analise exploratéria completa com a configuragcdo padrdo do programa
utilizando os métodos RDP (Martin e Rybicki, 2000), GENECONV (Padidam et
al., 1999), MaxChi (Smith, 1992), BootScan (Salminem et al., 1995), SiScan

(Gibbs et al., 2000), para analisar os eventos de recombinacao.
8. Deteccao dos mutantes resistentes

A identificacdo dos mutantes, portadores das mutacdes que conferem
resisténcia aos benzimidazéis (E198A e F200Y) e estrobilurinas (G143A), foi
obtida com base na analise dos dados de sequenciaios genes da B-tubulina
e citocromo B, respectivamente. A identificacdo dos polimorfismos ja descritos na
literatura como responsaveis pela resisténcia aos fungicidas em estudo foi feita
pela analise manual do alinhamento realizado no programa Sequencher v. 4.8

(Gene Codes Corp.).
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RESULTADOS

1. Detecgéo das idormas da cassiicolina dentro da colegcdo

A amplificacéo via PCR possibilitou identificar que 18 dos 32 isolados de
C. cassiicola equivalente a 56,26, possuem um gene que codifica para
casiicolina. Nao foi observada a presenca de duas isoformas coexistindo em um
mesmo isolado.

O alinhamento das sequéncias preditas de aminoacidos dos 18 isolados
comparadas as isoformas conhecidas da cassiicolina revelou que a colecdo de
isolados investigada neste estudo conta com quatro isoformas para cagene
casl, cas2, cas3 e cas6 (Figura 1).

A isoforma 2 foi a mais frequente, presente em oito isolados obtidos de
diferentes hospedeiros: cinco isolados de pefueymis sativgs um isolado de
soja Glycine ma) um isolado de trapoerab&dmmelina benghalengi®€ um
isolado de horténciaHfydrangea macropylla A isoforma 6 foi a segunda mais
frequente, presente em seis isolados, todos obtidos de soja.

As isoformas 1 e 3 ocorreram em dois isolados cada uma. A isoforma 1 foi
encontrada em dois isolados de algod@osgypium hirsutujne a isoforma 3
ocorreu em um isolado de horténcia e unRddbeckiasp.

Dentre os 18 isolados que possuem alguma isoforma da cassiicolina, 14
foram obtidos de plantas de importancia agronémica (soja, algodao e pepino), trés
de plantas ornamentais (horténci®edbeckiasp.) e um de uma planta daninha

(trapoeraba).
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casl MKYLPILISAFVAAVAAAPQDPSAV-APVLPRQTCVSCVNFGNGFCGDNC-GNSWACSGC
O N R

(O
cas?2 ... Foveinnaon. Voo AA.AT....S..... Dttt e et et
Cc 01 222222F.......... Veeuno.. AA.AT....S..... )
Cc_ 05 222222F.......... Voo, AA.AT....S..... A
Cc 07 222222F.......... Voo, AA.AT....S..... Y
Cc_08 222222F.......... Voo AA.AT....S..... O
Cc_19 222222F.......... Voo AA.AT....S..... O
Cc_25 222222F.......... Voo AA.AT....S..... O
CC_26 O ) Veoo.o.. AAAT....S..... Dottt e e e e e e e e e e
CC_27 O A Voo AAAT....S..... Dttt e e e e e e e e e e e
[oF=1=1C TN 1 T
Cc_11 2222222....... I I
Cc_28 2222222....... I I
caso6 D G....A.A....... AF.EY Y..NT.T.D ..N.
CC_O4 O G....A.A....... AF.EY Y..NT.T.D . .N.
Cc_l2 O G....A.A....... AF.EY....Y..NT.T.D . .N.
Cc_l3 O G....A.A....... AF.EY....Y..NT.T.D . .N.
Cc_ 29 2222222 . ..., G....A.A....... AF.EY Y..NT.T.D....N.
Cc_30 2222222, ..., G....A.A....... AF.EY Y..NT.T.D....N.
Cc_35 2222222 ... G....A.A....... AF.EY Y..NT.T.D....N.

+——— B e o o o

1 11 21 31 41 51

Figura 1. Alinhamento das sequéncias de amino&cidos das proteinas precursoresoéinzass
(casl, cas2, cas3 e cas6) e das sequéncias de aminoacidos deduaidss ateinas de 18
isolados deC. cassiicola Em casl, os aminoacidos em negrito indicam o dominio maduro da
cassiicolina; sublinhado estd o peptideo sinal. Pontos (.) indicam amo®adénticos a
aminoécidos de casl, interrogacdes (?) indicam que a deducidand@a@do nao foi possivel a
partir do fragmento de DNA disponivel para andlise.

2. Andlise filogenética dos genes da cassiicolina

A filogenia Bayesiana para as sequéncias do gasdos 18 isolados da
colecdo que apresentaram o0 gene, em conjunto com isolados depositados no
GenBank poDéon et al. (2014), mostrou a formacgéo de seis clados, comesupor
acima de 83% em probabilidade superior (PP), que correspondem as seis
isoformas da cassiicolina (Figura 2).

O clado da isoforma 1 inclui os isolados Cc_31 e Cc_32, obtidos de
algodéo, e dois isolados de referéncia portadores de casl, obtidos de seringueira.
Esta é a primeira vez que isoforma 1 é descrita em isolados que ndo sejam de

seringueira.
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O clado da isoforma 2 inclui os oito isolados da colecao (Figura 2) e dez
isolados de referéncia portadores de cas2. Tantos os isolados de referéncia quanto
os isolados da colecédo foram obtidos de hospedeiros diversos.

O clado da isoforma 3 inclui os isolados Cc_11 e Cc_28, obtidos de
Rudbeckiasp. e boldo Rlectranthus barbatys respectivamente, e dois isolados
de referéncia portadores de cas3, obtidos de seringueira. Esta € a primeira vez que
isoforma 3 é descrita em isolados que ndo sejam de seringueira.

Os clados das isoformas 4 e 5 foram compostos unicamente por isolados
de referéncia obtidos de seringueira, uma vez que nenhum dos 18 isolados da
colegcdo possui as isoformas 4 ou 5 de acordo com o alinhamento dos
aminoacidos deduzidos a partir das sequéncias de DNA (Figura 1).

O clado da isoforma 6 inclui seis isolados da colec¢édo (Figura 2) e trés
isolados de referéncia portadores de cas6. Todos os isolados da colecdo e dois
isolados de referéncia foram obtidos de soja, o terceiro isolado de referéncia foi

obtido de algodéo.
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Isoforma 2
10C
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57_BR_Gn
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Figura 2. Filogenia Bayesiana dos genes precursores da cassiicolina de isol&lasadsiicolade diferentes hospedeiros. O banco de dados utilizado na analise foi ct
partir de fragmentos de 458 pb. O comprimento dos ramos foi gekerim escala e a confiabilidade dos nds é expressa em probabilisizgdi®mpo) em cima dos ramo
(quando > 80%). A barra de escala corresponde ao numero esperado de substitui¢des por sitio. Barras verticais em frente aos ramos identificam as isoformas da cassiicolina.

isolados destacados pela cor preta sdo oriundos do trabalho de Déon et al. (2014
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3. As andlises filogenéticas revelaram trés linhagens genealdgicas

A filogenia Bayesiana baseada em seis geaess I{is, ITS, mcm7 tef e
tub) mostrou trés clados principais com 100% de suporter(rigura 3.

O primeiro clado, denominado linhagem 1, foi composto por um subgrupo
(PP=95%) formado por isolados obtidos de soja, horténBladdeckiasp.; um
subgrupo (PP=90%) por isolados de hibiskdbiscus sabdariffae um ultimo
subgrupo composto pelo isolado de seringueira. Os isolados desta linhagem foram
coletados nos estados do Parana, Minas Gerais, Amazonas e Maranhao.

O segundo clado, denominado Linhagem 2, foi composto por um subgrupo
(PP=99%) composto por um isolado de tom&agnum lycopersycyne um de
camara l(antanacamarg). A linhagem 2 também foi composta por um isolado de
mamao Carica papaya e um segundo isolado de tomate. Os isolados desta
linhagem foram coletados nos estados do Amazonas, Maranh&o e Minas Gerais.

O terceiro clado, denominado linhagem 3, foi predominantemente maior,
contendo 21 dos 32 isolados, 0 que corresponde a 65,63% dos isdlados.
Linhagem 3 foi dividida em trés subgrupos. O subgrupo maior (PP=86%) foi
composto por isolados obtidos de soja, algaglpepino, sendo os isolados deste
subgrupo provenientes dos estados de Parand, Mato Grosso e Goids e os dois
isolados de pepino provenientes do Japao (que formaram um grupo com 100% de
suporte em PP). O segundo subgrupo foi composto pelo isolado japonés obtido de
perilla (Perilla frutenscel O terceiro subgrupo (PP=99%), composto por quatro
isolados obtidos de maméao e um isolado obtido de trapoeraba coletados nos
estados do Amazonas e Maranh&o.

O isolado Cc_07 obtido de horténcia, coletado no estado do Maranhéo,

nao se agrupou com outro isolado neste estudo.
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Cc_02 Glycine may
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C

¢_10 (antana camary

B E198A (gendub) — Resisténcia a benzimidazois
A F200Y (geneub) — Resisténcia a benzimidazéis
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0.00:

10C

Cc_07(Hydrangea macropyllg- [cas2

Cc_14(Solanum lycopersicul
Cc_21 (Carica papay3

Cc_08Commelina benghalengis [cas2
Cc_15 (Carica papay3

Cc_16 Carica papay3

Cc_20 (Carica papays

Cc_22 (Carica papay3

Cc_18 Perilla frutensceny

= Cc_06 Glycine ma}

™ Cc_12Glycine max- [cas6

86 10C J™ Cc_25Cucumis sativys B -[casZ
— Cc_26 Cucumis sativysll - [casZ
Cc_01 @Glycine max- [cas2

== Cc_04 Glycine max- [cas6

Cc_13 Glycine max- [cas6

Cc_27 Cucumis sativys [cas2

Cc_32 Gossypium hirsutuin o @ - [cas:
=== Cc_05 Cucumis sativys m -cas2
= Cc_19 Cucumis sativys B - [cas:
Cc_29 Glycinemax W @ -[cas!

Cc_30 Glycinemay m @ -Jcas!

Cc_31 Gossypium hirsutum m - [cas]
== Cc_35 Glycine max B @ - [cast

Linhagem 1

Linhagem 2

Linhagem 3

Figura 3. Filogenia Bayesiana (arvore consenso) mostrando as relagfes filogemdtire isolados de. cassiicola Os isolados foram obtidos a partir de diferentes hospedeiros, gae
indicados apés o cédigo do isolado. O banco de dados utilizadpatise foi criado a partir da concatenacéo dos fragmentoss dgises dct, his, ITS, mecm7 tefe tub) e contém 3121 pb. C
comprimento dos ramos foi desenhado em escala efaldtidade dos nds é expressa em probabilidade posterior (%) em cima dos ramos (quando > 85%). A barra de escala corresponde ao

namero esperado de substituicao por sitio. Barras verticais em frente aos ratifaaiddrés linhagens genealdgicas: vermelho, linhagem 1; azul, émhagverde, linhagem 3. A presenca
mutacOes pontuais (E198A, F200Y e G143A) que conferem resistier@icidas estd indicada conforme legenda. Entre colchetes € indicsafarma do gene precursor da cassiicol
quando este estiver presente no isolado. Cédigo dos gamesactina;his, histona H3; ITS, espacadores internos transcritos e subunidade 5.88; midid7 minichromosome maintenanc
complex component #f, fator de elongacéo d:-tub, B-tubulina;cyhb, citocromo B.
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4. Associagdo entre linhagens filogenéticas e isoformas da cassiicolina

As andlises com base nas sequéncias de aminoacidos preditos para
sequéncias de DNA revelaram a presenca das isoformas casl, cas2, cas3 e cas6
em 18 dos 32 isolados @k cassiicolaFigura 1) Sendo, isoforma casl (isolados
Cc_31, Cc_32); cas2 (Cc_01, Cc 05, Cc_07, Cc_08, Cc_19, Cc_25, Cc_26,
Cc_27); cas3 (Cc_11, Cc_28) e cas6 (Cc_04, Cc_12, Cc_13, Cc_29, Cc_30,
Cc_35).

Os dois isolados de algodéo (Cc_31 e Cc_32) que carregam a isoforma 1
estdo localizados no subgrupo maior da linhagem 3 (Figura 3). Os seis isolados
gue carregam a isoforma 6 também estdo localizados no subgrupo maior da
linhagem 3. No mesmo subgrupo da linhagem 3, estdo localizados seis dos oito
isolados que carregam a isoforma 2. Os demais isolados que carregam a isoforma
2 estdo no subgrupo menor da linhagem 1 e o isolado Cc_07, que ndo pertence a
linhagem 3 mas é filogeneticamente proximo a esta.

Os dois isolados que carregam a isoforma 3 (Cc_11 e Cc_28) foram
atribuidos a linhagem 1, juntamente com outros quatro isolados que né&o
amplificaram para o germs

Embora dentro das trés linhagens estejam presentes isolados que nao
amplificaram para o gene da cassiicolina, apemdsmhagem 2 €& composta
exclusivamente por isolados que nao carregam nenhuma das isoformas

conhecidas para a cassiicolina.

5. Analises de rede- genes nucleares

A genealogia dos haplétipos foi inferida utilizando um banco de dados
contendo seis genes nucleares concatenaishis, ITS, mcm7 tef e tub) e
todos os 32 isolados. Foram identificados 18 hapldtipos, distribuidos em trés
haplogrupos que coincidem com as trés linhagens filogenéticas (Figura 3). O
namero de passos mutacionais entre os haplogrupos variou de 9 a 13 passos,
sendo maior que o numero de passos mutacionais dentro de cada um dos

haplogrupos.
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O haplogrupo 1 (que corresponde a Linhagem 1) possui quatro haplétipos,
sendo trés singletons. O numero de passos mutacionais dentro do haplogrupo 1
variou entre 1-5 passos. O haplogrupo 2 (Linhagem 2) contém quatro haplétipos,
sendo todos singletons separados por 1-6 passos mutacionais. O haplogrupo 3
(Linhagem 3 possui 10 haplétipos, sendo cinco deles singletons separados por 1-
3 passos mutacionais.

A topologia da rede de haplotipos nucleares reforca a auséncia de
corelacdo entre o padrdo de agrupamento de cada haplogrupo e a origem

geografica dos isolados.

18 10
17 5 9 8

13 9
passos | passos

9 passos

13

14 @
2

Figura 4. Rede de haplétipos construida com base no algorifledian-Joiningna qual sé@o
mostradas as relacBes entre e dentro das trés linhagens geneakb@icaassiicola A rede foi
construida a partir da concatenacado de seis genes nuckearéss(ITS, mem7 tef e tub). Cada
circulo corresponde a um haplétipo (identificado por um nimero) e o hantamresponde a
frequéncia dos haplétipos. Barras indicam o nimero de mutacbes que sepahaplotipos,
quando mais que duas (a menos que indicado pelo nimero de passomes dos haplétipos
representam ohaplogrupos: vermelho, haplogrupol; azul, haplogrupeegde haplogrupo 3
Presenca de mutag8es gene p-tubulina fub) que conferem resisténcia a fungicidas da classe dos
benzimidazéis: losangos, E198A ; trialguF200Y.
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6. Analises de rede- gene mitocondrialcyb

A rede de haplotipos construida com o gene mitoconciytahgrupou 23
isolados em cinco haplétipos (Figura 5). O haplétipo B ocupou uma posi¢do
central, circundado pelos haplétipos A, C, D, E. O haplotipo B foi o mais
frequente, contando com 13 isolados e o haplétipo E foi constituido por singleton.
O numero de passos mutacionais variou de 1-3 passos.

O haplétipo B ocorreu em isolados de diferentes hospedeiros e diversas
regibes geogréficas. O haplotipo A ocorreu em isolados obtidos de soja e algodéo
nos estados de Mato Grosso e Goias; o haplotipo C em trés isolados da linhagem
4, sendo dois isolados obtidos de tomate, nos estados de Maranhdo e Amazonas, e
0 um isolado obtido de camara em Minas Gerais; o hapl6tipo D em dois isolados
obtidos de pepino no Parana; haplétipo E em um isolado de soja, linhagem 7,

obtido no Parana.

Figura 5. Rede de haplétipos construida com base no algomfiedian-Joiningna qual séo
mostradas as relagbes genealdgicas entre haplétipos mitocondri@iscessiicola A rede foi
construida a partir do conjunto de dados de 676 pb do gene mitetaitdcromo B ¢yb) para

23 isolados d€. cassiicola Cada circulo corresponde a um haplétipo (identificado por uma letra)
e o diametro corresponde a frequéncia dos haplétipos. Barras indicam evonden passos
mutacionais que separam o0s haplétipos, quando mais que duas. Legaegenta a presenca da
mutacdo G143A, que confere resisténcia a fungicidas da classe das estrobilurinas.

7. Medidas de diversidade nucleotidica e andlise de recombinacéo

Apos a identificacdo das trés linhagens, foram criados conjuntos de dados
contendo os seis genes nucleares concatenadpsig, ITS, mecm7 tef e tub)
para estimacdo dos parametros de diversidade nucleotidica (Tabela 1). A maior

diversidade génica encontrada (1.000) foi observada no banco de dados contendo
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os isolados que compdem a linhagem 2, composta unicamente por singletons. A
menor variabilidade génica dentro das linhagens ocorreu na linhagem 1. O teste D
de Tajima foi ndo significativo para as trés linhagens encontradas (p > 0.05),
suportando a hipotese de evolucdo neutra para esses individuos. Nenhum
individuo recombinante foi identificado dentro de linhagens ou para todas as

linhagens analisadas conjuntamente.

Tabela 1. Variacdo molecular e teste de neutralidade em trés linhage@s de

cassiicola

Grupost! N2 S H* Hd+SD Pi° K’ D® (p-valor)

Linhageml 6/3105 7 4 0.800+0.172 0.00119 2.600 -0.88 (p>0.05)

Linhagem2 4/3105 10 4 1.000+0.177 0.00169 5.167 -0.53 (p>0.05)

Linhagem 3 22/3105 15 10 0.892 +0.040 0.00141 3.913 -0.188 (p>0.05)
Total 32/3105 53 18 0.944 +0.022 0.00677 14.837

'0s bancos de concatenados foram criados usando osaggnieis, ITS, mcm? tef e tub. 2N =
nimero de amostras/nimero de sitios totais. 3NUmero de sitios poliméffidimero de
haplétipos.®Hy + SD = diversidade génica + desvio padrdRi.= diversidade nucleotidica<=
namero médio de diferencas nucleotidiéasste D de Tajima.

8. Presenca das mutacdes pontuais E198A, F200Y e G143A

Trés mutacdes independentes (E198A e F200Y no tgéres G143A no
genecyb) que conferem resisténcia a fungicidas estdo presentes (sozinhas ou
combinadas) em alguns isolados (Figura 3). Duas dessas mutacfes (E198A e
F200Y) nunca haviam sido identificadas em isoladoS.dmssiicola

A mutacdo E198A (hapldtipos 4, 15 e Figura 4) foi a mais frequente,
ocorrendo em oito isolados, todos coletados a partir do ano 2000 e sendo: quatro
destes isolados obtidos da cultura do pepino (Cc_05, Cc_19, Cc_25, Cc_26), trés
da cultura da ga (Cc_29, Cc_30, Cc_35) e um da cultura do algodao (CcA31).
mutacdo F200Y foi de rara ocorréncia (haplotippFigura 4), sendo identificada
em um Unico isolado obtido da cultura do algodéo (Cc_32).

A mutacdo G143A foi a segunda mais frequente (haplotipo A; Figura 5)
ocorrendo em quatro isolados, todos coletados apds 2009, sendo trés isolados
obtidos de soja (Cc_29, Cc_30, Cc_35) e um isolado obtido de algodao (Cc_32).
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As mutacdes E198A e F200Y formaram dois grupos, de acordo com a rede
de haplotipos. Os haplétipos 4 e 17 (mutacdo E198A) e 18 (mutacdo F200Y)
formaram um grupo, enquanto o haplotipo 15 (mutacdo E198A) localiza-
distante dos demais haplotipos que carregam as duas mutacdes que conferem
resisténcia a benzimidazois (Figura 4). A mutacdo G143A ocorreu em isolados
pertencentes a um unico haplétipo (haplétipo A, Figura 5).

As analises mostraram que as mutacfes que conferem resisténcia a
fungicidas das classes dos benzimidazéis (E198A e F200Y) e das estrobilurinas
(G143A) estdao presentes em isolados @e cassiicola do Brasil, sendo
identificada a mutacdo E198A nos estados do Parana, Mato Grosso e Goias; a
mutacdo F200Y no Mato Grosso e a mutacdo G143A nos estados de Mato Grosso
e Goias. Todos os isolados que carregam as mutacdes E198A, F200Y e G143A,

sozinhas ou combinadas, pertencem a linhagem 3 (Figura 3).

DISCUSSAO

1. As trés linhagens nédo estdo associadas a hospedeiros ou origem

geogréfica dos isolados

Este estudo usa de abordagens filogenética e filogeografica com base na
sequéncia de sete genes nucleares e um mitocondrial para inferir sobre as
linhagens genealdgicas @& cassiicolaque ocorrem no territorio brasileiro. Os
genes escolhidos possibilitaram discriminar trés linhagens dentre os isolados.

As linhagens 1 e 2, compostas por isolados obtidos de diferentes
hospedeiros e de diferentes localidadaggerem que os fatores hospedeiro e
origem geografica ndo possuem efeito na estruturacdo das populac@es de
cassiicola Esse padrao de agrupamento dentie lshhagens colabora com a
hipotese de que uma linhagem progenitor& deassiicolgpossa ter se espalhado
sistematicamente pelo sistema agricola no passado, possivelmente através da
disseminacdo de material vegetal de propagacdo, como mudas e sementes
(Shimomoto et al., 2011).

A linhagem 3 foi a mais numerosa, com 21 isolados coletados em regides

geogréaficas distintas e de hospedeiros diferentes, o que demonstra a

21



predominéncia desta linhagem no Brasil. Dentro desta linhagem, foi observado
um subgrupo bem suportado (PP=99%) constituido majoritariamente por isolados
obtidos de mamao, assim como em estudos anteriores (Silva et al., 2003; Dixon et
al., 2009; Qi et al., 2011). A formacédo de grupos contendo isolados de um dnico
hospedeiro, como 0 mamoeiro, poderia evidenciar a existéncia de uma
especificidade de hospedeiro ocorrendo nas populagde<. deassiicola.
Entretanto, neste trabalho, o isolado (Cc_08) obtido de trapoeCalam(elina
benghalensis considerada uma planta daninha em diversas culturas (Webster et
al., 2005), agrupou-se com os isolados do mamoeiro (Figura 3). Isso evidencia
indiretamente que este patdbgeno ndo possui especificidade de hospedeiro,
podendo ser encontrado em varias plantas proximas as culturas de interesse
econdbmico. A presenca de um isolado de maméo na linhagem 2 colabora para
hiptese que isolados obtidos do mamoeiro possam ser patogénicos a outras
espécies de plantafe fato, a patogenicidade de isolados @e cassiicola
provenientes do mamgé foi comprovada para seringueira e tomate (Qi et al.,
2011).

A presenca de isolados de diferentes hospedeiros e diferentes localidades
incluindo os isolados do Japéo, no subgrupo maior da linhagem 3 (Figura 3)
evidencia a auséncia de correlacao entre dados filogenéticos e a origem geografica
ereforca a hipétese de um movimento global recente de isoladdsadasiicola
(Dixon et al., 2009). Adicionalment@, dispersdo de esporos do patdégeno pelo
vento (Almeida et al., 2005) e o transporte de material vegetal assintoméatico
mediado pelo homem pode ter favorecido a auséncia de correlacdo genética entre

isolados de origens geogréficas distintas.

2. Associagéo entre isoformas da cassiicolina e as trés linhagens

As andlises a partir da amplificagdo dos gerasyia PCR ndo permitiram
identificar nenhuma isoforma da cassiicolina para 14 isolados da cole¢ao, uma vez
gue ndo houve presenca de banda em gel de agarose 1% (v/v). Isso pode ter
ocorrido porque ogrimers utilizados para as reacbes de PCR nao permitiram a
amplificacdo dos genes ou porque esses genes nao estdo presentes nos 14
isolados.
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A filogenia utilizando o geneas nédo possibilitou verificar alto grau de
associacao entre os clados formados pelas isoformas (Figura 2) e as linhagens
(Figura 3): as isoformas 1, 2 e 6 se mostraram presentes na linhagem 3 e a
isoforma 3, presente apenas em isolados da linhagem 1. A presenca de isolados
cuja identificacdo de isoformas da cassiicolina ndo foi possivel em todas as
linhagens e, principalmente, a ocorréncia de uma linhagem composta unicamente
por isolados onde ndo foi possivel a identificacdo da toxina sugerem a perda
desses genes ao longo da historia evolutiva do patégeno. Possivelmente, outros
efetores ainda ndo caracterizados possam estar envolvidos na colonizagdo das
plantas e na patogenicidade @ecassiicola.De fato, enzimas que promovem a
degradacédo da parede celular, como é o caso da cassiicolina, apesar de essenciais
para a patogenicidade, podem ser codificas por familias multigé§hitasm e
Howlett, 2001). Isso significa que a ruptura de um gene pode nao ter efeito sobre
a patogenicidade, uma vez que outros genes podem mascarar a inatividade
daquele que foi perdido.

A auséncia de recombinantes intragénicos entre as trés linhagens aponta
para uma possivel auséncia de ciclo sexu&.dmssiicolareforcando a hipotese
que a variabilidade do patdgeno provém, principalmente, do acumulo de mutacdes
espontaneas (Shimomoto et al.,, 2011). Entretanto, auséncia de uma associacao
bem definida entre os as isoformas da cassiicolina e os clados formados neste
estudo sugere que possaaesbcorrendo o intercambio de isoformas entre
linhagensA avaliagdo de um numero maior de isolados pode levantar evidéncias
para uma possivel sexualidade criptica ou recombinacdo parassexu@ em
cassiicola uma vez que os dados de variagcdo molecular apontam para alta

variacao genética dentro das linhagens (Tabela 1).

3. Ocorréncia de mutacdes e implicacdes para 0 manejo do patégeno

Neste trabalho, foi levantada a hipétese de que as mutacbes pontuais
E198A e F200Y, que ocorrem no geanb e conferem resisténcia a fungicidas da
classe dos benzimidazois, e a mutacdo G143A, que ocorre naydemeonfere
resisténcia a fungicidas da classe das estrobilurinas, pudessem estar presentes em
isolados deC. cassiicolano Brasil, uma vez que o numero de aplicacbes de

fungicidas de ambas as classes, sozinhos ou combinados, em grandes lavouras
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brasileiras € elevado e considerado o componente chave para o manejo integrado
de diversas doencas fungicas (Almeida et al., 2005; Ma e Michailides, 2005)

Foram encontradas as trés mutacdes pontuais diferentes nos isolados
através do sequenciamo dos genes B-tubulina e citocromo B. Todos os isolados
brasileiros que possuem pelo menos uma das mutagdes foram obtidos ap6s 2005 a
partir de trés culturas: soja, pepino e algodéo. Isso pode ser explicado por um
aumento na pressao de selecdo de individuos resistentes devido ao uso
indiscriminado de fungicidas nessas culturas (Clark et al., 2011; Avozanj at al.
2014).

Através da rede de hapl6tipos para os seis genes nucleares (Figura 4), é
possivel verificar que o haplotipo 15, portador da mutacdo E198A, possui origem
independente das demais mutagdes. Isso possivelmente ocorreu pela rede de
haplotipos nuclear ter sido construida partir de seis genes concatearedois, (

ITS, mcm7 tefetub) e ndo apenas o getdd, no qual ocorre a mutacéo. O grande
namero de nucleotideos diferentes dentro de cada um desses genes separadamente
pode ter contribuido para que o haplotipo 15 estivesse localizado distante dos
demais que carregam a mesma mutacdo na rede de haplétipos nuclear. A
ocorréncia de uma mutacao rara (F200Y) colabora para hipétese que os fungicidas
utilizados nessas culturas exercem alta pressao de selecdo contra populacdes do
patdgeno, consequentemente, resultando na selecdo de individuos resstentes
favorecendo a aparicdo de populagdes resistentes (Soares et al., 2015).

Por meio da rede de haplétipos mitocondrial, verifica-se que a mutacao
G143A, que confere resisténcia as estrobilurinas, esteve presente apenas nos
quatro isolados que compdem o haplétipo A (Figura 5), o que significa que a
mutacdo possui origem Unica e colabora com a hipétese que a resisténcia a
fungicidas emerge de um numero limitado de origens (Borges et al., 2017).

A colecdo cont@& isolados de diferentes hospedeiros e diferentes estados
brasileiros. As evidéncias de variabilidade genética entre os isolados e ocorréncia
de trés mutacdes pontuais independentes, em conjunto com o habito polifago de
C. cassiicola comprometem as atuais praticas de manejo do patdégeno nas
lavouras do pais. Este trabalho fornece informacdes importantes que poderao ser
utilizadas em futuros estudos de variabilidade genética do patégeBoasil e

gue busquem propor formas de manejo mais eficazes contra o fungo.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1.Informacéo dos isolados, local e ano de coleta, hospedeiro de origem e
sua respectiva linhagem, haplétipo nuclear e haplétipo mitocondrial.

Haploétipo Haplotipo

Isolado Local Ano Hospedeiro Linhagem nuclear  mitocondrial
Cc 01 Sarandi, PR 1997 Glycine max 3 1

Cc_02 Campo Mouréo, PR 1997 Glycine max 1 2 E
Cc_04 Campo Mouréo, PR 1997 Glycine max 3 3 B
Cc 05 Japéo 2000 Cucumis sativus 3 4 B
Cc_06 Sorriso, MT 2005 Glycine max 3 5 B
Cc_07 Sé&o Luiz, MA 2004 Hydrangea macrophylla - 6 B
Cc_08 S&o Luiz, MA 2004 Commelina benghalensi 3 7 B
Cc_09 Sé&o Luiz, MA 2004 Solanum lycopersicum 2 8 C
Cc_10 Vigosa, MG 2003 Lantana camara 2 9 C
Cc 11 Vicosa, MG 2003 Rudbeckiap. 1 2 -
Cc_12 Sorriso, MT 2000 Glycine max 3 5 B
Cc_13 Sertanépolis, PR 2000 Glycine max 3 3 -
Cc_14 Manaus, AM 2000 Solanum lycopersicum 2 10 C
Cc_15 Manaus, AM 2000 Carica papaya 3 7 B
Cc_16 Manaus, AM 2000 Carica papaya 3 B
Cc 17 Manaus, AM 2000 Hevea brasiliensis 1 11 -
Cc_18 Japao 2000 Perilla frutescens 3 12 -
Cc 19 Japéo 2000 Cucumis sativus 3 B
Cc_20 Séo Luiz, MA 1998 Carica papaya 3 B
Cc 21 Sé&o Luiz, MA 1998 Carica papaya 2 13 -
Cc_22 S&o Luiz, MA 1998 Carica papaya 3 7 B
CC 24 S&o Luiz, MA 1998 Hibiscus sabdariffa 1 14 -
Cc_25 Maringa, PR 2005 Cucumis sativus 3 15 D
Cc_26 Maringa, PR 2005 Cucumis sativus 3 15 D
Cc_27 Maring4, PR 2005 Cucumis sativus 3 3 -
Cc_28 Vigosa, MG 2003 Plectranthus barbatus 1 16 -
Cc_29 Tapurah, MT 2016 Glycine max 3 A
Cc_30 Tapurah, MT 2016 Glycine max 3 4 A
Cc_31 Alto Taquari, MT  Desconhecido? Gossypium hirsutum 3 17 B
Cc_32  Campo Verde, MT Desconhecido’  Gossypium hirsutum 3 18 A
Cc_34 Vigosa, MG 2016 Hydrangea macrophylla 1 -
Cc_35 Rio Verde, GO  Desconhecido? Glycine max 3 A

l|solado coletado entre 2009 e 2016.
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Tabela S2.Informag¢6es dos primers usados e desenvolvidos neste estudo.

Gene Alvo Primer Sequéncia (5°— 3°) Ta (°C)t Tamanho (pb) Referéncia
) ACT-512F ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC
Actina 56 285 Carbone e Kohn (1999)
ACT-783R TACGAGTCCTTCTGGCCCAT
_ tub-F1 CCTCCAAACCGGTCAATG )
B-Tubulina 55 948 Shimomoto etla(2011)
tub-R2 CTGGGTCAACTCGGGGAC
o CasFl1 CCTGTCCYATAYATTTGCTAC
Cassiicolina 48 548 Este estudo
CasR1 TGTAAARRAGTGTGGTGT
) CytbF2 GGAAGAGGTCTATACTATGG ]
Citocromo B 42 678 Imazaki et al. (2006)
CytbR1 CGTGATTAGCACCTAATTGC
5 TEF_F1 CCGGCAAGTCGACAACCACCG
Fator de elongacdo - 58 573 Soares et al. (2015)
la TEF_R1 TCACGGTGACCTGGGGCGTC
CYLH3F AGGTCCACTGGTGGCAAG
Histona H3 57 341 Carbone e Kohn (1999)
CYLH3R AGCTGGATGTCCTTGGACTG
i i ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
Espa(;ador_es internos transcritoe 56 499 White et al. (1990)
subunidade 5.8S nrDNA ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
Minichromosome maintenance CoryMCM7_F2 CCTGTCACGACCAAGCAGT
50 581 Este estudo
complex component 7 CoryMCM7_R1 ACGAATACGCATTCCATCA

1Ta = Temperatura de anelamento dos primers.
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