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RESUMO GERAL

Corynespora cassiicola ¢ um fungo fitopatogénico com ampla gama de espécies hospedeiras que
representa ameaca a produtividade de culturas de interesse agronémico em ambientes tropicais. No
estado do Amazonas, o fungo é agente causador da doenca mancha-alvo em solanaceas, cucurbitaceas
e outras hortalicas. Este estudo avalia a ocorréncia de resisténcia a fungicidas de C. cassiicola coletados
em dareas agricolas do Amazonas por meio de ensaios de inibi¢do do crescimento in vitro de col6nias,
sob diferentes concentracdes de Azoxistrobina, Boscalida, Carbendazim e Tebuconazol, bem como
investiga o efeito destes fungicidas no controle da mancha-alvo em tomateiros por meio da inoculacéo
do patdgeno e aplicacdo dos produtos em condicBes de viveiro. Adicionalmente, a diversidade de
linhagens do fungo foi caracterizada por meio de inferéncia filogenética. Embora os produtos tenham
sido capazes de diminuir significativamente a severidade da mancha-alvo em tomateiros, os isolados de
C. cassiicola demonstraram alta resisténcia a todos os fungicidas testados nos ensaios de resisténcia aos
fungicidas in vitro. A andlise filogenética revelou a existéncia de pelo menos duas linhagens de C.
cassiicola no Amazonas, que foram correlacionadas as linhagens PL1 e PL4, identificadas em
sequéncias de referéncia na literatura.

Palavras-chave: Fitopatdgeno, Mancha-alvo, Resisténcia microbiana, Classificacdo filogenética,
Agricultura tropical.



GENERAL ABSTRACT

Corynespora cassiicola, a phytopathogenic fungus with a wide range of host species, poses a threat to
the productivity of various economically important crops in tropical environments. In the Amazonas
state, it is the causative agent of the target spot disease in solanaceous, cucurbit, and other economically
significant vegetables in agricultural production systems. The objective of this study was to evaluate the
potential fungicide resistance of C. cassiicola collected from agricultural areas in the Amazonas state
through in vitro colony growth inhibition assays using different concentrations of azoxystrobin,
boscalid, Carbendazim, and Tebuconazole. Additionally, the effect of these fungicides on the control of
target spot in tomato plants was investigated by inoculating the pathogen and applying the products
under greenhouse conditions. Furthermore, the diversity of fungal lineages was characterized through
phylogenetic inference. Although the products were able to significantly reduce the severity of target
spot in tomato plants, the C. cassiicola isolates demonstrated high resistance to all tested fungicides in
in vitro resistance assays. Phylogenetic analysis revealed the existence of at least two lineages of C.
cassiicola in the Amazonas state, which were correlated with the PL1 and PL4 lineages identified in
reference sequences in the literature.

Keywords: Phytopathogen, Target spot, Microbial resistance, Phylogenetic classification, Tropical
agriculture.
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1 INTRODUCAO GERAL

A atividade agricola ¢é altamente dependente dos recursos naturais e dos processos
bioldgicos, tornando-se vulnerdvel as mudangas ambientais. As pragas que afetam cultivos
economicamente importantes estdo se tornando mais destrutivas. Estima-se que entre 20% e
40% da producéo agricola global seja perdida devido ao ataque de agentes fitopatogénicos,
resultando em impactos sociais, perda de biodiversidade e um prejuizo anual de cerca de
US$220 bilhdes. Entre as pragas, os fungos representam o maior grupo com mais de 10 mil
espécies associadas as plantas (SECRETARIAT, 2021).

No contexto dos fungos fitopatogénicos, a ocorréncia cada vez mais frequente e severa
de Corynespora cassiicola, agente causador da mancha-alvo, representa uma ameaca as
lavouras nas regides intertropicais do mundo. Esta ameaca afeta cultivos como soja (Glycine
max L.), feijdo (Phaseolus vulgaris), tomate (Solanum lycopersicum), algoddo (Gossypium
hirsutum L.), pepino (Cucumis sativus) e outros (FARR; ROSSMAN, 2022). Condicoes
favoraveis como alta umidade, temperatura amena e presenca de molhamento foliar
prolongado, contribuem para o desenvolvimento e disseminacdo da doenca (MACKENZIE et
al., 2018).

A mancha-alvo pode causar perdas significativas na producgdo agricola devido a reducdo
da area fotossintética das plantas afetadas, impactando negativamente a produtividade. Os
danos podem variar de acordo com a espécie vegetal afetada e as condi¢cBes ambientais. No
Brasil, ha registros de epidemias em cultivares de soja (Glycine max L.) com perdas de
produtividade estimadas em até 42% (EDWARDS MOLINA et al., 2022).

O manejo da doenga geralmente envolve a utilizacdo de medidas integradas de praticas
de manejo, incluindo o controle quimico. No entanto, embora C. cassiicola tenha um amplo
espectro de hospedeiros e afete centenas de espécies vegetais, os produtos registrados no Brasil
para o controle da mancha-alvo sdo recomendados exclusivamente para soja (Glycine max L.),
algodao (Gossypium hirsutum L.) e acerola (Malpighia punicifolia L.) (SECRETARIA DE
DEFESA AGROPECUARIA, 2023). Esta limitacdo expde o uso irregular de agrotoxicos,
principalmente em culturas fruticolas e olericolas destinadas a alimenta¢do humana, o que pode
acarretar consequéncias negativas para o meio ambiente, a saude publica e a economia agricola
(REIS et al., 2019).

Dentre os principais produtos fitossanitarios disponiveis no mercado brasileiro para o
controle de C. cassiicola, destacam-se os fungicidas dos grupos quimicos dos triazdis,
benzimidazois, estrobilurinas e carboxamidas (SECRETARIA DE DEFESA
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AGROPECUARIA, 2023). Esses produtos sio altamente seletivos para cada organismo-alvo,
ou seja, enquanto controlam a doenca eficazmente em determinada espécie de planta, podem
ser completamente ineficazes para outras (AMORIM; BERGAMIN FILHO; REZENDE,
2018).

C. cassiicola é classificado como um patdgeno de alto risco para o desenvolvimento
potencial de resisténcia a fungicidas (FRAC, 2019). A resisténcia aos fungicidas ocorre quando
uma populacdo de fungos é exposta repetidamente a um mesmo produto ou a produtos com
mecanismos de acdao semelhantes. Isto pode levar ao desenvolvimento de mutacBes genéticas
ou selecdo de cepas resistentes e capazes de sobreviver a acdo do produto fungicida e se
multiplicar dentro de uma populacdo de fungos e entre diferentes areas geogréficas, tornando
os fungicidas ineficazes no controle da doenca (HAWKINS; FRAAIJE, 2018).

Os estudos de resisténcia aos fungicidas sdo essenciais para monitorar a sensibilidade
dos fungos aos diferentes fungicidas e detectar a presenca de populacdes resistentes. Estas
pesquisas envolvem testes laboratoriais nos quais os fungos sdo expostos a concentragfes
conhecidas de fungicidas, a fim de determinar sua eficacia. Além disso, € importante avaliar a
frequéncia e a distribuicdo da resisténcia em diferentes areas geogréaficas e culturas (AGUIAR,;
VALLAD; REIS, 2016; TERRAMOTO et al., 2017; XAVIER et al., 2021).

A grande variedade de ambientes de ocorréncia e espécies de plantas hospedeiras indica
uma alta diversidade genética dentro da espécie C. cassiicola (DIXON et al., 2009). Ao analisar
esta diversidade genética, € possivel identificar caracteristicas gendmicas especificas
associadas a viruléncia, patogenicidade e resisténcia aos fungicidas. Estas informacfes podem
ser utilizadas para desenvolver estratégias de manejo mais eficazes e direcionadas, tais como a
selecdo de cultivares resistentes, o uso adequado de fungicidas e a implementacdo de préticas
culturais para o controle da mancha-alvo (CUTRIM; SILVA, 2003; DIXON et al., 2009).

A filogenia é um campo de estudo que se dedica a investigacdo da historia evolutiva das
espécies. Essa histéria é inferida por meio da anélise de caracteristicas moleculares do DNA, o
que proporciona informacdes sobre as relagdes evolutivas dos organismos. Atraves dos estudos
filogenéticos, é possivel conhecer a histéria evolutiva de uma espécie e compreender como
determinadas caracteristicas surgiram nesses organismos. A abordagem filogenética é
especialmente util para compreender a diversidade genética das populacdes de C. cassiicola,
permitindo um melhor planejamento de estratégias de controle da mancha-alvo na agricultura
e a identificacdo de possiveis pontos de intervencio (NARANJO-ORTIZ; GALBADON,
2019).
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Os estudos filogenéticos de C. cassiicola aplicados a agricultura sdo Uteis para investigar
as caracteristicas moleculares dos organismos fitopatogénicos. Estes ajudam a compreender se
um organismo pode se tornar uma praga quando uma cultura agrondmica é introduzida em uma
nova area, a decidir quais métodos podem controlar de forma mais eficaz as pragas ja
estabelecidas, a determinar se um grupo de vetores de doencas pode representar uma ameaca
futura e a identificar os genes responsaveis pela viruléncia, resisténcia a antibioticos,
compatibilidade vegetativa e outras informacdes de interesse especifico (BANGUELA-
CASTILLO et al., 2020; DAL’SASSO et al., 2021; DIXON et al., 2009).

No Brasil, os estudos de resisténcia a fungicidas e filogenia de C. cassiicola estdo
concentrados nas regides Sudeste e Centro-Oeste (GODQY et al., 2020; MELLO et al., 2022;
SOARES et al., 2020), enguanto sdo escassos ou inexistentes no Norte do pais, incluindo o
estado do Amazonas, onde a ocorréncia da mancha-alvo é observada desde a década de 1980
(ALVES; LOURD; NODA, 1985; GASPAROTTO; PEREIRA; LIM, 1985).

Embora a agricultura comercial seja praticada em menor escala no Amazonas em
comparagao a outras regides do Brasil, destacam-se as areas de plantacdo de grdos de milho
(Zea mays), feijdo (Phaseolus vulgaris), arroz (Oryza sativa) e soja (Glycine max) no sul do
estado, que ocupam 8.240,25 hectares de area plantada e producéo de 26.301,94 toneladas por
ano. Além disso, a producdo de hortalicas tem maior concentracdo de cultivo na regido
metropolitana de Manaus, ocupando 10.691,63 hectares de area plantada e produzindo diversas
culturas, tais como jerimum (Cucurbita moschata) com 22.402,17 toneladas por ano, mamao
(Carica papaya) com 10.941,65 toneladas por ano, macaxeira (Manihot esculenta) com 83.323
toneladas por ano, maxixe (Cucumis anguria) com 2.640,69 toneladas por ano, melancia
(Citrullus lanatus) com 1.459 toneladas por ano, pepino (Cucumis sativus) com 2.866,18
toneladas por ano, pimenta de cheiro (Capsicum baccatum) com 3.220,29 toneladas por ano,
pimentdo (Capsicum annuum) com 4.818,68 toneladas por ano e tomate (Solanum
lycopersicum) com 1.333,43 toneladas por ano (IDAM, 2022).

O uso de agrotoxicos € comum no Amazonas, sendo constatado que na microrregido de
Manaus mais de 70% da producdo de hortalicas utiliza esses produtos, e mais de 50% dos
produtores rurais ndo recebem orientacdo técnica, o que pode ter impactos significativos na
salde humana e no meio ambiente (FRAXE et al., 2020; WAICHMAN et al., 2002).

A partir da hipdtese de que é possivel que exista ocorréncia de resisténcia a fungicidas
e diversidade de linhagens de C. cassiicola no Amazonas, esta pesquisa propde tracar o perfil
de resisténcia a fungicidas utilizados na agricultura do estado e caracterizar o fungo por meio

de filogenia baseada na avaliacdo de sequéncias multilocus de DNA.
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Para isto, avaliou-se a ocorréncia de resisténcia de isolados de C. cassiicola obtidos de
tomateiro (Solanum lycopersicum), pepino (Cucumis sativus) e mamoeiro (Carica papaya)
oriundos de lavouras nos municipios de Iranduba, Manaus, Presidente Figueiredo e Rio Preto
da Eva, em relacdo aos fungicidas Azoxistrobina, Boscalida, Carbendazim e Tebuconazol, por
meio de ensaios de sensibilidade in vitro, e a eficiéncia dos fungicidas sobre isolados resistentes,
por meio de ensaios in vivo em tomateiros, como descrito no Capitulo 1.

Concomitantemente, foi estudado o perfil genético dos isolados de C. cassiicola por
meio da construcdo de filogenias a partir do sequenciamento das regides genémicas rDNA ITS,
CAAD5, GA4 e ACT1, conforme apresentado no Capitulo 2.

Até este estudo, ndo ha informacdes na literatura sobre a ocorréncia de resisténcia aos
fungicidas em isolados de C. cassiicola no Amazonas, tampouco sobre filogenias que revelam
quais linhagens do patégeno predominam em areas destinadas a producdo agricola. Desta
forma, os resultados obtidos poderdo colaborar para o desenvolvimento de programas de

manejo efetivos e sustentaveis da mancha-alvo na producao agricola do estado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O FUNGO CORYNESPORA CASSIICOLA

O fungo Corynespora cassiicola, é um fitopatogeno descrito em 70 paises e afeta cerca
419 espécies vegetais (FARR; ROSSMAN, 2023). Além disso, esse fungo também foi relatado
como um patégeno emergente em seres humanos (CHUNG; LEE; YOU, 2018; FENG et al.,
2023; WANG et al., 2022).

No inicio do século XX, ha registros de infeccdo do feijdo-caupi e da soja na China por
um fungo que produzia conidios grandes e finos, de cor marrom olivaceo palido (WEI, 1950).
Na década de 1930, o fungo foi identificado como Cercospora vignicola Kawamura (TAl,
1936). Em 1944, uma espécie de Helminthosporium foi atribuida a desfolha do feijdo-caupi no
sudeste dos Estados Unidos (OLIVE; BAIN; LEFEBVRE, 1945). Desde a década de 1940, o
agente causador da mancha alvo tem sido relatado como Corynespora cassiicola (Berk e M. A.
Curtis) C.T. Wei. Em um estudo filogenético foi constatado que os individuos dos géneros
Corynespora e Helminthosporium sdo polifiléticos, ou seja, tém ancestrais diferentes
(VOGLMAYR; JAKLITSCH, 2017).

Corynespora cassiicola pertence ao filo Ascomycota, classe Dothideomicetes, ordem
Pleosporales, familia Dematiaceae e género Corynespora (CABI, c2023). E um fungo haploide
que apresenta reproducdo anamorfica, onde estruturas reprodutivas denominadas conidios
(Figura 1) se desenvolvem a partir do apice dos conidiéforos, com um habito de crescimento
indeterminado que pode ramificar ou flexionar em pequena extensdo (QI et al., 2009).

Os conidios sdo de coloracdo parda, obclavados a subcilindricos, retos a ligeiramente
curvados, distoseptados (SOUZA et al., 2009), com 4 a 20 pseudoseptos, medindo de 39 a 520
UM de comprimento por 7 a 22 um de espessura (HARTMAN et al., 1999). Os conidioforos
(Figura 1) sdo distintamente obclavados a subcilindricos, retos a ligeiramente curvados, com
até vinte septos (SOUZA et al., 2009), medindo de 44 um a 350 pum de comprimento e de 4 um
a 11 um de largura (HARTMAN et al., 1999).

O micélio (Figura 2) é aéreo e cotonoso, e as coldnias apresentam coloracdo variando
entre hialina, cinza claro e cinza escuro. Em meio de cultura, a producdo das estruturas
reprodutivas é distinta das produzidas em condic¢des naturais, sendo os conidiéforos pouco
distintos das hifas que os produzem. A producéo de conidios ocorre frequentemente em cadeia,
com bastante variacdo morfoldgica individual (REIS; BOITEAUX, 2007).
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Figura 1 - Corynespora cassiicola

Fonte: Silva et al. (2021)
Nota: a), b) Conididéforos com conidios, ¢) Cadeia de conidios, d) ¢) Conidios. Escalas: ¢ = 50 um, d-h =
10 um.

Figura 2 - Coldnias de Corynespora cassiicola isolados de tomateiro (Solanum
lycopersicum) dez dias apds o cultivo em meio de cultura batata dextrose-agar

Fonte: De autoria prépria (2022).

O fungo C. cassiicola é comum em diversas espécies de plantas em regides de clima
tropical e subtropical (DIXON et al., 2009). Existem 2.854 registros de ocorréncia deste fungo,
dos quais 439 séo georreferenciados (GBIF, 2023). A distribuigdo é predominantemente na

zona intertropical do planeta (Figura 3).
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Figura 3 - Ocorréncia e distribuicdo geogréfica global de populaces de
Corynespora cassiicola

Fonte: GBIF (2023).

A partir da década de 1980, comecaram a ocorrer epidemias economicamente
significativas da doenga, como no caso do Sri Lanka em 1985. Na ocasido, aproximadamente
4.600 hectares de seringueira (Hevea brasiliensis) foram dizimados pela doenca que afetou
diretamente a producdo de latex, que é de alta prioridade para a economia da Malasia
(LIYANAGE et al., 1986). Ainda ap0s a epidemia, persistem surtos da doenca (SAGAFF et
al., 2022).

O fungo C. cassiicola foi descrito inicialmente na cultura do tomate (Solanum
lycopersicum) em Serra Leoa em 1936 (DEIGHTON, 1936), em 1972 nos Estados Unidos, no
estado da Flérida (BLAZQUEZ, 1972), e em 1985 no Brasil, no estado do Amazonas (ALVES;
LOURD; NODA, 1985).

Impactos na atividade agricola decorrentes da mancha-alvo sdo recorrentes, como
exemplificado na Florida (EUA), onde C. cassiicola € o patdgeno mais destrutivo de frutos e
folhagens em plantios de tomateiro (DIXON et al., 2009), devido a epidemias constantes. As
areas de cultivo na regido ocupam aproximadamente 14 mil hectares e movimentam anualmente
437 milhdes de dolares (MACKENZIE et al., 2018).

No Brasil, C. cassiicola ocorre com frequéncia na cultura da soja (EDWARDS
MOLINA et al., 2022), constatado pela primeira vez na década de 1970 em plantacdes nas
Regides Sudeste e Sul (ALMEIDA et al., 1976). Desde entdo, o fungo se disseminou para a
regido Centro-Norte do pais (RIBEIRO et al., 2017). No estado do Amazonas, a mancha-alvo
foi registrada pela primeira vez na década de 1980 em mudas de seringueira no municipio de
Manaus (GASPAROTTO et al., 1985).

Corynespora cassiicola esta relatado em dezenas de espécies de plantas hospedeiras no
Brasil como acerola (CUTRIM; SILVA, 2003), algodoeiro (Gossypium L.) (GALBIERI et al.,
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2014), cacaueiro (Theobroma cacao L.) (DUARTE; ALBUQUERQUE; PRABHU, 1978),
cafezeiro conilon (Coffea canephora L.) (SOUZA et al.,, 2009), eucalipto benthamii
(Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage) (REIS et al., 2014), eucalipto cidra (Eucalyptus
dunnii Maiden) (REIS et al., 2014), horténsia (Hydrangea macrophylla (Thunb.) Ser.)
(TRINDADE et al., 1999), mamoeiro (Carica papaya L.) (DUARTE; ASSANO;
ALBUQUERQUE, 1983), maria pretinha (Solanum americanum Mill.) (PEREIRA; MAY -DE-
MIO, 2019), mogno-africano (Khaya ivorensis A. Chev.) (VERZIGNASSI; POLTRONIERI;
BENCHIMOL, 2009), pepino (Cucumis sativus L.) (VERZIGNASSI; VIDA; TESSMANN,
2003), pueréria (Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth.) (LISBOA et al., 2016), tomateiro
(Solanum lycopersicum) (POLTRONIERI et al.,, 1994), unha de gato (Cryptostegia
madagascariensis Bojer) (SILVA et al., 2018) e vinagreira (Hibiscus sabdariffa L.)
(POLTRONIERI et al., 2012).

O fungo foi registrado em tomateiros no Amazonas na década de 1980 (ALVES;
LOURD; NODA, 1985). Desde entdo, afeta varias espécies de solandceas e cucurbitaceas no
estado. No final da década de 1990, as areas cultivadas com pepino, jerimum (Cucurbita
moschata Poir.) e melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai) eram expressivas, e
0s patdgenos associados a estas espécies vegetais ja causavam serios problemas fitossanitarios,
resultando na reducdo de até 50% da area foliar no inicio da frutificacdo e perdas superiores a
70% na producio (CARDOSO; BOHER; GUIMARAES, 2000).

A partir da década de 2000, foi relatada alta incidéncia e severidade de manchas foliares
causadas por C. cassiicola em cultivos protegidos de pepino (Cucumis sativus) e tomateiro
(Solanum lycopersicum) nos municipios de Manaus, Iranduba e Silves, no Amazonas (REIS;
MADEIRA, 2009).

A partir do inicio da década de 2010, foram descritas ocorréncias de C. cassiicola
afetando berinjela (Solanum melongena L.), pepino (Cucumis sativus), tomateiro (Solanum
lycopersicum) e mamoeiro (Carica papaya) cultivados nos municipios de Manaus, Presidente
Figueiredo e Iranduba, no Amazonas, baseadas em amostras de folhas com sintomas tipicos de
mancha-alvo (BENTES et al., 2018; FERREIRA; BENTES, 2017; SOUSA; BENTES, 2014).

2.2 PATOLOGIA, QUANTIFICACAO DE DANOS E CONTROLE
Corynespora cassiicola é o0 agente etiolégico da mancha-alvo, uma doenca que afeta a

parte aérea de diversas espécies de plantas de interesse econémico, incluindo hortalicas,

frutiferas, ornamentais, florestais e plantas daninhas. O ciclo do patdgeno é composto pelos
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estadios primario e secundario. No estadio primério, o fungo se dissemina por meio de sementes
e residuos da colheita. No estadio secundario, a propagacdo ocorre por meio do vento e de
sementes (MACKENZIE et al., 2018; REIS; BOITEAUX, 2007).

O patdgeno, transmitido pelas sementes, causa lesbes primarias nos cotilédones e no
hipocétilo das plantulas, onde séo produzidos conidios que se dispersam pelo vento e infectam
novas plantas. A disseminagdo também pode ocorrer por outros meios, como agua da chuva e
da irrigacdo. Os conidios, ao serem depositados na superficie de folhas, caules e frutos,
germinam e fixam-se por meio de apressorios, emitindo tubos germinativos para iniciar a
penetracdo direta através da superficie da epiderme, ocasionando na maioria das vezes lesdes
foliares circulares (MACKENZIE et al., 2018).

A colonizacdo bem-sucedida de tecidos vegetais requer o uso do repertorio efetor pelo
patogeno para modular a fisiologia da célula hospedeira e facilitar o processo de infec¢do. No
genoma de C. cassiicola, estdo presentes mais de 371 tipos de enzimas ativas de carboidratos
(CAZymes) da classe glicosideo hidrolase (GH), responséveis pela degradacdo da parede
celular. Além disso, foram identificadas 6 cutinases e 56 lipases putativas que desempenham
um papel na hidrélise de acidos graxos e permitem a penetracdo na célula hospedeira. O
patdogeno também apresenta 652 proteases preditas com peptideo sinal, envolvidas nos
processos regulatorios de varios fatores de viruléncia. Estas proteases atuam na prevencao do
reconhecimento pelo sistema imune e na desativacdo das respostas de defesa da planta
hospedeira (DAL’SASSO et al., 2021).

As condicOes ideais para o desenvolvimento do fungo sdo uma umidade relativa do ar
superior a 80% e uma temperatura entre 20 °C e 30 °C (REIS; BOITEAUX, 2007). C. cassiicola
é um parasita necrotrofico, ou seja, se alimenta de tecidos ja mortos. Quando os tecidos do
hospedeiro se esgotam, o fungo pode sobreviver na forma de clamiddsporos por mais de uma
safra, tanto no solo quanto em restos culturais (REIS; BOITEAUX, 2007).

Corynespora cassiicola possui popula¢Ges com ampla diversidade genética que resulta
em especificidade por diferentes hospedeiros (OLIVEIRA et al., 2007; QI et al., 2011;
FERREIRA; BENTES, 2017). Essas populagdes variam em morfologia e grau de viruléncia.
Ao longo do tempo podem evoluir para cepas mais agressivas (BANGUELA-CASTILLO et
al., 2020; DIXON et al., 2009; SHIMOMOTO et al.,, 2011; SUMABAT et al., 2018a;
SUMABAT et al., 2018b).

Os sintomas da mancha-alvo podem variar entre os hospedeiros. No tomateiro (Solanum
lycopersicum) (Figura 4), observam-se pequenas manchas aquosas na superficie das folhas, que

aumentam de tamanho e se tornam circulares, adquirindo uma coloragcdo marrom clara, com
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um halo clorético ao redor, sem a formacdo de anéis concéntricos. Nos ramos e peciolos,
ocorrem manchas alongadas e amarronzadas. Nos frutos, podem surgir pontuacdes circulares e
escuras, que aumentam de tamanho e se tornam marrons, com o centro mais claro, podendo
causar rachaduras (REIS et al., 2019).

O desenvolvimento da doenga € rapido. No tomateiro, 0os primeiros sintomas podem
surgir entre cinco e sete dias apds a penetracdo do fungo (REIS; BOITEAUX, 2007). Em
condicdes climaticas quentes e Umidas, como no caso do Amazonas, o problema da doenca se
agrava. Cerca de 15 dias apds a infeccdo, a parte aérea da planta pode ser completamente
destruida (REIS et al., 2019).

No caso do pepino (Cucumis sativus), os sintomas da doenga comegam como pequenas
manchas foliares angulares de cor clara que progridem para manchas redondas com um centro
palha e um pequeno halo amarelado. A medida que a doenca avanca, as manchas se tornam
maiores e arredondadas com o centro marrom claro e a borda verde-oliva encharcada
(TERAMOTO et al., 2011).

No mamoeiro (Carica papaya), o patdgeno afeta principalmente as folhas e os peciolos.
As folhas mais velhas localizadas na parte inferior da copa sdo mais suscetiveis, as lesfes se
manifestam como manchas escuras e deprimidas nas hastes. Em estagios mais avancados da

doencga pode ocorrer o tombamento das plantas (VENTURINI et al., 2014).

Figura 4 - Sintomas da mancha-alvo causada por Corynespoa cassiicola em folhas
(A) e fruto (B) de tomate cereja

Fonte: De autoria prépria (2022).

A quantificacdo dos danos € um aspecto fundamental na definicdo de estratégias de
controle de doengas. Diferentes modelos sdo descritos na literatura, a maioria baseada na
relacdo entre injuria e dano. Um dos parametros mais adequados para quantificar doencas
foliares, como a mancha-alvo, é a severidade dos sintomas, estimada pela porcentagem de area
foliar ou volume de tecido afetado pelos sintomas (BERGAMIN FILHO et al., 1995).
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Existem vérias propostas para avaliar a severidade das doengas, como chaves descritivas
e escalas diagramaticas. Essas ferramentas consistem em representacdes ilustradas de uma série
de plantas, folhas ou partes de plantas com sintomas em diferentes niveis de severidade. Além
disso, a contagem de lesbes, seguida da medicdo do comprimento e largura das lesdes para
determinar a area afetada, é outro método amplamente utilizado (BERGAMIN FILHO;
AMORIM, 1996).

A representacdo da epidemia pode ser feita por meio da curva de progresso da doenca,
que consiste na plotagem grafica da propor¢do da doenca em relacdo ao tempo. A partir desta
curva, é possivel caracterizar as interacGes entre patdgeno, hospedeiro e ambiente, e prever 0s
niveis futuros da doenca (CAMPBELL et al., 1990).

A Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) é um pardmetro
quantitativo derivado da curva de progresso da doenca, que permite a comparacao de epidemias
por meio de um valor numérico absoluto, calculado por meio da area trapezoidal. Esta medida
é importante para avaliar as perdas na producdo e a epidemiologia de doencas ciclicas
(CAMPBELL et al., 1990).

As estratégias de controle fitossanitario de C. cassiicola envolvem o uso de variedades
resistentes, tratamento de sementes, rotacdo e sucessdo de culturas e o controle quimico. O
controle quimico é uma das principais abordagens porque é importante conhecer 0 modo e
mecanismo de acdo dos fungicidas aplicados, bem como a tecnologia de aplicagdo, 0 momento
e o intervalo entre as aplicacdes, a fim de aumentar a eficiéncia no controle do fungo (REIS et
al., 2019).

Diversos estudos demonstram a efic&cia de diferentes classes de fungicidas no controle
de C. cassiicola. Isto inclui os inibidores da biossintese de esterdis (SBI's), inibidores externos
de quinona (Qol's), inibidores de succinato desidrogenase (SDHI's), metil benzimidazol
carbamatos (MBC), fenilpirrdis, dicarboxamidas e benzotiadiazol (BTH) (JI et al., 2010; LI et
al., 2009; LI et al., 2020; PERNEZNY et al., 2003; QI et al., 2009; TANG et al., 2008;
TERAMOTO et al., 2017; XU et al., 2000).

Existem registros de fungicidas para o controle de C. cassiicola exclusivamente nas
culturas de soja (124 fungicidas), algoddo (12 fungicidas) e acerola (2 fungicidas)
(SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA, 2023). Portanto, em alguns casos, 0
controle quimico da doenga em outras culturas afetadas pelo fungo é realizado com o uso de
fungicidas disponiveis no mercado, que podem ndo estar entre as opc¢des recomendadas
(RIBEIRO et al., 2017). Algumas praticas culturais podem ser usadas para o controle de C.

casiicola em cultivos em ambiente tropical, como podas, plantio de cultivares resistentes e
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manejo da iluminacdo (BEZERRA; BENTES, 2015; COELHO NETTO et al, 2012;
FERREIRA; BENTES, 2017; PAIXAO; MACEDO; COELHO NETTO, 2018). Desta forma,
as estratégias devem ser utilizadas de forma organizada, com viabilidade econdmica, e inseridas
nas bases do Manejo Integrado de Doencas.

Entre as opgbes de controle alternativo para C. cassiicola, estdo o uso de
microrganismos antagonistas e substancias naturais derivadas da biodiversidade. As opcbes
incluem extratos proteicos de sementes de leguminosas, fungos antagonistas, bactérias
antagonistas, ions de prata e inativacao fotodindmica. Estas abordagens sdo exploradas como
alternativas vidveis ao controle quimico convencional (AMARAL; FERREIRA; BENTES,
2022; ALMEIDA et al., 2021; BARIANI et al., 2012; CANIATO et al., 2020; FENG et al.,
2023; GWINNER et al., 2022; MONTEIRO et al., 2023; RAI; SOLANKI, 2023; SAULLE et
al., 2023).

2.3 CARACTERIZACAO DOS FUNGICIDAS

O controle quimico de pragas é amplamente empregado na agricultura moderna,
predominante no modelo de producédo adotado no Brasil, que abrange uma extensa area de 351
milhGes de hectares de estabelecimentos agropecuérios (IBGE, 2017). Neste contexto, 0 uso de
agrotoxicos apresenta um aumento significativo devido a demanda crescente. Os agrotoxicos
sdo produtos quimicos utilizados para combater uma variedade de agentes nocivos as plantas e
animais, como insetos, acaros, fungos, carrapatos, ervas daninhas, entre outros. Seguindo a
classificacdo quanto ao alvo de acdo, estes produtos sdo categorizados como inseticidas,
fungicidas, herbicidas, raticidas, acaricidas, desfolhantes, entre outras categorias (SAVARY et
al., 2019).

O consumo destes produtos totaliza aproximadamente 4 milhGes de toneladas no
mundo, com 53% destinados a Asia, 30% a América, 14% a Europa, 2% a Africa e 1% a
Oceania (FAO, 2022). O Brasil concentra 86% do consumo total do continente americano,
correspondendo a 899 milhdes de litros anualmente nas lavouras (PIGNATI et al., 2017).

A classificacdo dos fungicidas se baseia em fatores como grupo quimico, principio de
controle e mobilidade na planta. Quanto ao grupo quimico, os fungicidas podem ser
classificados como inorganicos e orgéanicos. Os primeiros foram desenvolvidos utilizando
componentes como enxofre, cobre, estanho, cddmio e mercurio. Ja os fungicidas organicos

podem ser divididos em cerca de 50 grupos quimicos, como estrobirulinas, benzimidazois,
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triazois, entre outros. Cada grupo pode conter um ou mais ingredientes ativos (STEVENSON;
MCGRATH; WYENANDT, 2019).

A classificacdo dos fungicidas baseada no principio de controle é dividida em trés
principais categorias: protetores, curativos e erradicantes (ISHII; HOLLOMAN, 2015). Os
fungicidas protetores formam uma barreira quimica na superficie da planta, agindo antes da
penetracdo do fungo, visam prevenir a infeccdo e a disseminacdo do patégeno. Entretanto, os
fungicidas curativos penetram na planta e atenuam os danos causados pelo patdégeno. S&o
aplicados apés a infeccdo, buscando controlar o avanco da doenca. Todavia, os fungicidas
erradicantes atuam diretamente sobre o patdgeno em sua fonte de indculo, eliminando-o.

A classificacdo dos fungicidas de acordo com sua mobilidade na planta possui trés
categorias principais: ndo sistémicos ou de contato, sisttmicos ou moveis, e mesossistémicos
ou translaminar. Os fungicidas ndo sistémicos, também conhecidos como de contato, formam
uma barreira quimica na parte externa do tecido vegetal, proporcionando protecdo contra a
infeccdo, mas ndo se movem internamente na planta. Os fungicidas sisttmicos ou mdveis
possuem a capacidade de se translocar por meio do sistema vascular da planta, permitindo que
se deslogquem para outras partes ndo diretamente tratadas, oferecendo protecéo sistémica contra
os fungos. Os fungicidas mesossistémicos ou translaminar se translocam internamente no limbo
foliar da planta, sem atingir o sistema vascular, possibilitando sua movimentagéo entre as
camadas de tecido foliar e alcangando areas onde a aplicacdo direta pode ser desafiadora (ISHII;
HOLLOMAN, 2015).

Conforme o Comité de Ac¢do a Resisténcia de Fungicidas (FRAC), os fungicidas séo
classificados em grupos quimicos com base no seu modo de acdo no metabolismo do fungo
alvo. Estes modos de acdo podem envolver a interferéncia na respiracdo celular, sintese de
substancias, inibicdo de enzimas, entre outros processos (FRAC, 2021). A seguir, sao descritas
as caracteristicas de alguns dos principais fungicidas sistémicos utilizados no controle da
mancha-alvo.

A Azoxistrobina, do grupo quimico das estrobilurinas, atua inibindo a respiragdo
mitocondrial nos fungos. Esta se liga a proteina citocromo bcl e bloqueia a transferéncia de
elétrons no complexo Ill da cadeia respiratoria, prejudicando a producdo de ATP, que € a
principal fonte de energia para as células fangicas (FRAC, 2021).

A Boscalida, pertencente ao grupo quimico das carboxamidas, atua inibindo a sintese
da enzima succinato desidrogenase (SDH) nas mitocondrias dos fungos. A SDH é essencial
para a producdo de energia nas células fungicas, a inibicdo resulta na interrupcdo do

metabolismo energético, comprometendo a sobrevivéncia do fungo (FRAC, 2021).



27

O Carbendazim, do grupo quimico dos benzimidazois, age inibindo a divisao celular
dos fungos. Interfere na formacgdo do fuso mitético durante a mitose, impedindo a separacao
dos cromossomos e consequente divisao celular (FRAC, 2021).

O Tebuconazol é um fungicida sistémico, pertencente ao grupo quimico dos triazois.
Este atua inibindo a biossintese do ergosterol, componente essencial da membrana celular dos
fungos. Esta inibi¢do leva a desestabilizacdo da membrana celular, resultando na morte do
fungo (FRAC, 2021).

As caracteristicas desejaveis de um fungicida sdo: ndo ser txico aos humanos, animais,
plantas, microrganismos e benéficos ao meio ambiente; capacidade de aderir ao tecido vegetal;
resisténcia as intempéries; efetividade mesmo em regides da planta em que nado foi aplicado
diretamente; compatibilidade para aplicacdo simultdnea com outras moléculas quimicas;
atividade por um periodo prolongado; facilidade de preparo e aplicagdo sem ocorréncia de
precipitacdo e sedimentacao; ndo corrosivo aos equipamentos de aplicacdo; especificidade para
0 organismo-alvo; e letalidade em baixas concentragdes (RIBEIRO et al., 2008).

A propriedade do fungicida ser letal ao patdgeno em baixas concentra¢es é denominada
fungitoxidade. O pardmetro ECsoy (concentragdo efetiva que promove a inibi¢cdo de 50% do
desenvolvimento dos microrganismos), proposto por Edgington, Khew e Barron (1971), define
a fungitoxicidade de uma substancia quimica, e considera que os fungicidas que apresentam
ECso% menor que 1 pg mL™ sdo altamente fungitdxicos, entre 1 pg mL* e 50 pg mL* sdo

moderadamente fungitoxicos, e maior que 50 pug mL™ so ndo fungitoxicos.

2.4 RESISTENCIA DE FUNGOS A FUNGICIDAS

A resisténcia é uma adaptacdo estavel e hereditaria do fungo a um determinado
fungicida, com um modo de acdo especifico, em uma concentracdo que anteriormente era
eficaz, mas devido a perda de sensibilidade do fungo ao principio ativo, torna-se ineficaz no
controle das doencas. Todas as populagdes de fungos contém individuos naturalmente capazes
de sobreviver a aplicacdo de um fungicida, mas ao longo do tempo e de sucessivas aplicacfes
do mesmo produto, ocorre uma pressao de selecdo dos individuos resistentes que se tornam a
maioria na populacdo (CORKLEY; FRAAIJE; HAWKINS, 2022).

A resisténcia depende de trés fatores principais. O primeiro fator esta relacionado aos
fungos e a capacidade reprodutiva e variabilidade genética que os torna mais propensos a se
adaptarem a novos fungicidas por meio de mutagdes no genoma. O segundo fator estad

relacionado ao fungicida e seu modo de agéo especifico. Quanto mais especifica for a afinidade
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entre o fungicida e o fungo, maior sera o favorecimento de determinados genes em relacéo a
outros, resultando no fendmeno chamado de presséo de selecdo. O terceiro fator é influenciado
pelas variacdes das condi¢bes ambientais, como umidade e temperatura, e pelo manejo
incorreto dos fungicidas, incluindo préaticas de aplicacdo, dosagem, intervalo e nimero de
aplicacdes irregulares (DALLAGNOL et al., 2018).

Existem diferentes tipos de resisténcia dos fungos a fungicidas, incluindo a resisténcia
cruzada, multipla, qualitativa e quantitativa. Na resisténcia cruzada, o patdgeno adquire
resisténcia a dois ou mais fungicidas com o mesmo mecanismo de acdo ou similaridade
quimica, conferida pelo mesmo fator genético. Na resisténcia multipla, o patdgeno apresenta
mecanismos de resisténcia separados para dois ou mais fungicidas de grupos quimicos
diferentes. Na resisténcia qualitativa, ocorre uma perda repentina, marcante e irreversivel da
efetividade do fungicida. Ja na resisténcia quantitativa, a resisténcia é passivel de reversédo
(REIS et al., 2019).

Os mecanismos de resisténcia estdo relacionados a capacidade de sele¢do de linhagens
resistentes do patégeno. Isso pode ser aumentado nos casos de aplicacdo repetida de fungicidas
qguimicamente relacionados, aplicacdo continua do mesmo produto em concentragdes subletais
e aplicacdo em areas isoladas em que ndo ha competicdo entre diferentes linhagens dos
organismos. Os mecanismos responsaveis pela resisténcia estdo relacionados aos processos
metabdlicos do fungo (CARMONA et al., 2017).

Entre os mecanismos de resisténcia, estdo a reducdo da permeabilidade da membrana
celular do fungo que impede que o fungicida atinja seu sitio de acdo; a desintoxicacdo que
ocorre por modificacGes na molécula do fungicida, resultando na perda da sua agdo ap0ds a
entrada na célula-alvo; a alteracdo bioquimica do sitio-alvo em que o fungicida atinge o local
de acdo, mas ndo é metabolizado pelo organismo; e a utilizacdo de vias metabolicas alternativas
quando o fungo altera seu metabolismo para contornar o bloqueio causado pelo fungicida em
uma via metabdlica especifica (LEITE; LOPES, 2018; SHAO; ZHAO; MA, 2021).

O monitoramento da sensibilidade aos fungicidas € essencial para determinar a presenca
de populagdes de fungos resistentes no campo e avaliar a eficacia dos regimes de tratamento
antimicrobiano, garantindo o controle eficaz das doencas (SIAH et al., 2014). Para a industria
de fungicidas, € importante avaliar o risco de resisténcia, pois pode levar a uma falha ou declinio
significativo no controle das doencas no setor comercial. Isto afetara a sele¢do e o langamento
de novos produtos no mercado e 0 uso de estratégias que garantam a eficiéncia a longo prazo
(GHINI; KIMATI, 2000).
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O nivel de resisténcia aos fungicidas pode ser determinado por meio de ensaios de
laboratorio e campo, em que um grupo de fungos é exposto ao fungicida e os efeitos biolégicos
resultantes da exposicdo sdo avaliados. Esta resposta € medida por meio da inibicdo do
crescimento micelial in vitro ou pela gravidade da doenca em plantas in vivo (DAMICONE;
SMITH, 2019).

A resisténcia aos fungicidas em populagdes de C. cassiicola é relatada no Brasil e em
diversos paises, com perda de eficiéncia em campo de produtos com diferentes principios ativos
contra patégenos fungicos. Foram relatadas grandes possibilidades de desenvolvimento de
resisténcia aos fungicidas Carbendazim, pyrimethanil e Azoxistrobina em isolados de tomateiro
(Solanum lycopersicum) e pepino (Cucumis sativus) no Brasil (AGUIAR; VALLAD; REIS,
2016). Estudos mostraram sensibilidade diferenciada de C. cassiicola aos fungicidas dos grupos
benzimidazol, carboxamidas, triazol e estrobirulina, além de alto risco de selecdo para
resisténcia em avaliagBes in vitro de fungos isolados de cultivares de soja (Glycine max)
(TERAMOTO et al., 2017). Foi constatada uma alta frequéncia de isolados de C. cassiicola em
soja (Glycine max) resistentes ao Carbendazim e protioconazol (XAVIER et al., 2021).

O mecanismo molecular da resisténcia de C. cassiicola foi estudado em diversas
pesquisas. No caso do fungicida Azoxistrobina, foram detectadas mutacdes no gene do
citocromo b, que codifica a proteina alvo do fungicida, como a mutacdo G143A, encontrada em
isolados do fungo provenientes do fruto do pepino (Cucumis sativus) e da folha da berinjela
(Solanum melongena) (ISHII et al., 2007). Resisténcia a Boscalida foi detectada em isolados
de C. cassiicola oriundos de frutos de pepino (Cucumis sativus) conservados em geladeiras de
estabelecimentos comerciais no Japdo. Estes isolados apresentaram uma mutacdo no gene
SdhB, que codifica uma subunidade da enzima da succinato desidrogenase (SDH), resultando
na substituicao de histidina por tirosina na posicdo do aminoacido B-H278Y (MIYAMOTO et
al., 2009).

Em populagdes de fungos de C. cassiicola encontrados na soja brasileira, foram
identificadas mutagdes nos genes da -tubulina, conferindo resisténcia aos fungicidas do grupo
das estrobirulinas, e mutacdes nos genes sdhB e sdhC, proporcionando menor sensibilidade do
fungo a carboxamidas (GODOQY et al., 2020).

2.5 DIVERSIDADE GENETICA DE C. CASSIICOLA

O potencial evolutivo dos seres vivos esta intimamente relacionado ao grau de

recombinacdo génica. Os organismos de reproducdo sexuada rapidamente adquirem novas
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combinagdes de alelos, resultando em muitos gendtipos diferentes na populagdo. Em contraste,
organismos com reproducdo assexuada tendem a manter a combinacdo de genes existente,
resultando em uma diversidade genotipica na populacdo mais limitada (TACK et al., 2012).

Entretanto, a reproducdo assexuada apresenta vantagens para os fungos fitopatogénicos,
pois estes tendem a produzir linhagens clonais nas quais blocos de alelos conectados formam
um complexo de genes coadaptados que permanecem conectados e podem ser amplamente
disseminados (MCDONALD; LINDE, 2002).

De qualquer forma, alta diversidade genética do fungo C. cassiicola é verificada em
diversos estudos, que pode estar relacionado com a variagdo oriunda principalmente da
acumulacdo de mutacdes espontaneas favorecidas por diversos ambientes de cultivo,
predominancia de cultivares suscetiveis, e elevada exposicdo a determinados grupos quimicos
de fungicidas (SOARES et al., 2012; TAYLOR; JACOBSON; FISHER, 1999).

C. cassiicola apresenta diferentes manifestacbes em diferentes plantas hospedeiras,
resultantes de uma interacdo complexa entre fatores ambientais e genéticos, tanto do hospedeiro
quanto do patdgeno. E possivel que a diversidade genética entre populacdes de C. cassiicola
possa afetar a eficacia de controle com utilizacdo de agrotoxicos e de cultivares resistentes.
Portanto, torna-se necessario identificar informagfes sobre a estrutura genética e 0sS
mecanismos de especiacdo das populagdes deste fungo (SOARES; ARIAS, 2020).

Os fungos diferem quanto a capacidade de se desenvolver em diferentes condi¢des
ecologicas, resultando em mudancas na amplitude genética que representam as estratégias
adaptativas desses organismos, que podem variar de acordo com as condi¢cdes ambientais, 0
tipo de hospedeiro e os padrdes de distribuicio geografica (NARANJO-ORTIZ; GABALDON,
2019).

Neste sentido, a identificacdo molecular das espécies fungicas é essencial para
compreender as relacdes patdogeno-hospedeiro, realizar o correto diagnostico e desenvolver
estratégias de controle de doencas eficazes em varias espécies de plantas, incluindo culturas
economicamente importantes. Isto ocorre porque a classificagdo taxondmica baseada
estritamente em aspectos morfolégicos pode ser avaliada de forma subjetiva e sofrer influéncias
ambientais, impossibilitando a deteccdo confiavel de polimorfismos entre os organismos
(BHANDARI et al., 2017; DEMARTELAERE et al, 2020).

O estudo molecular baseado no sequenciamento de informagdes do DNA por meio da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é aplicado desde a década de 1990 em populages de
C. cassiicola (BANGUELA-CASTILO etal., 2020; BENTES et al., 2018; DIXON et al., 2009;
KURT, 2005; NGHIA et al., 2008; QI et al., 2009; SILVA et al., 1995; SILVA; DEVERALL,;
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LYON, 1998; SILVA et al., 2003; SHIMOMOTO et al., 2011; SHRESTHA; LAMOUR,;
YOUNG-KELLY, 2017; WU et al., 2018).

Uma das grandes vantagens da PCR é permitir o estudo de regides gendmicas
especificas do DNA, em vez de analisar todo 0 genoma do organismo, 0 que seria mais oneroso
e demorado. Os genes estdo localizados nos cromossomos e ocupam uma posic¢ao bem definida
nesta estrutura, sendo chamada "locus" a posigéo fixa e especifica em um cromossomo onde
determinado gene ou marcador genético estd localizado. Cada cromossomo contém muitos
genes e cada gene ocupa um locus diferente (NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2016).

As diferentes sequéncias de nucleotideos que podem ser encontradas no mesmo locus
sdo chamadas de formas alélicas. Mediante estudos em populagdes, demonstra-se que
raramente existe uma unica forma alélica para cada locus, sendo esperados polimorfismos, ou
seja, varias formas alélicas estdo presentes quando se analisa a sequéncia de nucleotideos que
caracteriza um determinado gene. O gendtipo é a composicdo genética formada pelo conjunto
de alelos herdados que determinam uma caracteristica de um organismo. Quando um genétipo
possui duas ou mais varia¢des, conclui-se que o respectivo locus génico pode ser ocupado por
diferentes alelos (NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2016).

Um dos loci gendbmicos mais estudados em fungos € a regido rDNA ITS, que esta
localizada nas posic¢des 18S e 5.8S (ITS1) e 5.8S e 28S (ITS2). Enquanto as regides dos genes
ribossomais sdo altamente conservadas dentro da espécie, a regido rDNA ITS evolui mais
rapidamente e pode variar na sequéncia de bases e no comprimento entre espécies, sendo
frequentemente usada na classificacdo taxonémica de espécies e géneros de fungos (MENEZES
etal., 2010).

A regido rDNA ITS possui caracteristicas interessantes para a identificagdo molecular.
Uma destas é que, nos fungos, a regido compreende entre 600 e 800 pares de bases (pb) que,
qguando amplificadas, sdo complementares as sequéncias altamente conservadas dos genes que
codificam o rRNA. Outra caracteristica importante se deve & natureza repetitiva do rDNA, o
que torna esta regido facil de amplificar a partir de amostras pequenas, diluidas e altamente
degradadas (GARDES; BRUNS, 1993). Os primers universais ITS1 e ITS4 sdo os mais
comumente utilizados na amplificacdo desta regido (WHITE et al., 1990).

Apesar da regido rDNA ITS ser amplamente empregada para a identificacdo molecular
de fungos, sugere-se o sequenciamento de outros loci mais varidveis que permitam a
visualizacdo de relagbes filogenéticas mais profundas, possibilitando o agrupamento de

variedades de diferentes genétipos dentro da espécie (DIXON et al., 2009).
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As analises moleculares do fungo C. cassiicola estdo descritas na literatura a partir da
combinacdo de loci genémicos que possuem polimorfismos de restricdo de nucleotideos
preservados entre as mesmas linhagens genéticas. Isto inclui o espacador transcrito interno do
DNA ribossémico (rDNA ITS), dois loci aleatérios hipervariaveis (CAA5 e GA4), um locus
codificador de actina-1 (ACT1), além das regides parciais do gene B-tubulina e do fator de
alongamento 1-a (EF-la) (AGUIAR et al., 2022; BANGUELA-CASTILLO et al., 2020;
DEON et al., 2014; DIXON et al., 2009; PATEL et al., 2022; RONDON; LAWRENCE, 2019;
SHIMOMOTO et al., 2011; SHUIB et al., 2015; WU et al., 2018; Xu et al., 2022).

2.6 ANALISE FILOGENETICA DE C. CASSIICOLA

A diversidade inferida, a partir de analise filogenética, € um modelo de medida que
incorpora as relacbes das espécies pelo principio de que hd maior diversidade em uma
comunidade em que as especies sdo filogeneticamente diferentes, com relacéo direta entre a
proximidade filogenética, histdria evolutiva e similaridade ecolégica (NARANJO-ORTIZ;
GABALDON, 2019).

A primeira proposta para medir a diversidade filogenética é o indice de Diversidade
Filogenética (FAITH, 1992), expresso pela razdo do numero de espécies e as diferencas
filogenéticas. Esta permite definir agrupamentos de taxons distintos por meio da amplitude
filogenética das associacdes obtidas em representacbes graficas denominadas arvores
filogenéticas.

Filogenias tragam padroes de ancestralidade compartilhados entre linhagens
filogenéticas (LFs). Cada LF carrega uma parte da historia evolutiva Unica determinante nas
caracteristicas genotipicas do agrupamento de organismos que compdem as distintas linhagens
de uma filogenia. Existe diferenca significativa na patogenicidade e agressividade de C.
cassiicola entre as populagdes ou linhagens de diferentes hospedeiros, dando suporte as
diferencas nas popula¢tes emergentes com base no hospedeiro de origem (JAYAWARDENA
etal., 2021).

Dixon et al. (2009) apresentaram a primeira filogenia robusta de C. cassiicola usando
143 isolados do fungo oriundos de diferentes locais no planeta. Com base nos polimorfismos
de nucleotideos nos loci rDNA ITS, GA4, CAA5 e ACTL, definiram seis linhagens
filogenéticas (LFs) para o fungo e trés haplotipos distintos conforme duas mutac¢Ges nos pares
de bases 158 e 278 da regido ITS do rDNA, sendo: LF1 com mutacdes T e G; LF4 com

mutacGes C e A; e LFs 2, 3, 5 e 6 com mutacbes C e G nos respectivos pares de bases,
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correlacionadas com o hospedeiro de origem, patogenicidade e taxa de crescimento, mas néo
com a localizacdo geografica, indicando alta dispersdo do fungo e diferentes perfis genéticos
de patogenicidade.

Mais esfor¢os baseados em analises filogenéticas definiram, seis varia¢fes de classes da
toxina cassicolina (casl-cas6), uma glicoproteina que atua como um efetor fitotoxico e medeia
os perfis de patogenicidade do fungo, com base nas regides rDNA ITS, GA4, CAA5e ACTl e
relacionadas as seis linhagens filogenéticas de C. cassiicolla, sendo a classe casl
exclusivamente composta por fungos isolados de seringueira. Neste caso, 0 estudo contribuiu
para compreender 0 mecanismo de ag&o acerca da fitotoxicidade de C. cassiicola (DEON et al.,
2014).

Outra andlise filogenética de C. cassiicola, baseada em dados de polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNP), prop0s a existéncia de oito genotipos do fungo e indicou a prevaléncia
de um Unico genotipo virulento para algoddao (SHRESTHA; LAMOUR; YOUNG-KELLY,
2017). Confirmou, também, em uma pesquisa posterior que realizou a genotipagem de isolados
de C. cassiicola através de marcadores microssatélites (SUMABAT et al, 2018a).

Bentes et al. (2018), ao analisar a variabilidade genética de isolados de C. cassiicola
isolados de tomateiro, pepino e mamoeiro oriundos de lavouras dos municipios amazonenses
de Iranduba, Manaus, Presidente Figueiredo e Rio Preto da Eva, usando marcadores
moleculares AFLP, identificaram sete gendtipos do fungo, sendo que os isolados de mamoeiro,
pepino e do tomateiro foram agrupados em clados distintos na arvore filogenética, indicando
que ha variacdo significativa de genotipos do fungo relacionados a especificidade do hospedeiro
(BENTES et al., 2018).

Banguela-Castillo et al. (2020) publicaram uma atualizacdo da classificacdo de C.
cassiicola com base nas regides gendmicas GA4 e CAA5 e delinearam oito linhagens
filogenéticas do fungo relacionadas as LF’s descritas por Dixon et al. (2009). Ao considerar a
origem do hospedeiro dos isolados, verificaram que os isolados de C. cassiicola agrupados em
LF1 e LF2 sdo virulentos em mamoeiro (Carica papaya), pepino (Cucumis sativus), algodoeiro
(Gossypium hirsutum) e soja (Glycine max); os isolados distribuidos em LF3 e LF4 sédo
virulentos em tomateiro (Solanum lycopersicum); e os isolados distribuidos em LF7 e LF8 sdo
virulentos em seringueira (Hevea brasiliensis), sugerindo uma correspondéncia clara entre
polimorfismos de restricdo nos genes GA4 e CAAS e as linhagens filogenéticas nas quais
podem ser classificadas as diversidades genotipicas de C. cassiicola.

Outro estudo revelou trés LFs baseadas nas informacdes das regides rDNA ITS, fator

de elongacdo 1l-alpha (tef-la) e P-tubulina (tub2). Deste modo, LF1 é composta
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predominantemente por fungos isolados de tomateiro (Solanum lycopersicum), pervinca rosa
(Catharanthus roseus L. G Don.) e acerola (Malpighia glabra L.) da Flérida e Brasil; LF2 é o
maior grupo composto predominantemente por fungos isolados de zinnia (Zinnia elegans L.),
soja (Glycine max), pepino (Cucumis sativus), abobora (Curcubita maxima L.), repolho
(Brassica oleracea L.), alface (Lactuca sativa L.), gergelim (Sesamum indicum L.) e meldo
(Cucumis melo L.) do Brasil; e LF3 é composto por fungos isolados de diversas plantas
daninhas tropicais do Brasil (AGUIAR et al., 2022).

A correlacéo filogenética entre os isolados de C. cassiicola nos estudos de Dixon et al.
(2009), e outros estudos posteriores, indica uma rede de correlacdo global entre diferentes
populacdes. No entanto, sdo necessarias mais pesquisas para compreender completamente esta

rede e suas implicagcGes para 0 manejo de doengas em plantas hospedeiras.
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CAPITULO 1: AVALIACAO DA RESISTENCIA DE ISOLADOS DE CORYNESPORA
CASSIICOLA A FUNGICIDAS NA REGIAO METROPOLITANA DE MANAUS,
AMAZONAS

RESUMO

A resisténcia a fungicidas, um fenémeno em que fungos desenvolvem a capacidade de sobreviver e se
reproduzir mesmo quando expostos a doses anteriormente letais de fungicidas ou antifingicos, é um
problema significativo na agricultura tornando mais dificil o controle de doencas em plantacfes. Para
assegurar a eficacia no controle da doenca, é essencial monitorar constantemente a eficacia dos
fungicidas. Este estudo envolveu ensaios de inibicdo do crescimento in vitro de col6nias de C.
cassiicolla coletadas na regido metropolitana de Manaus, utilizando diferentes concentracdes de
Azoxistrobina, Boscalida, Carbendazim e Tebuconazol, além da avaliagdo da eficiéncia desses produtos
em mudas de tomate cereja em condi¢des de viveiro. Os resultados demonstraram que a aplicacdo de
todos os fungicidas reduziu a severidade da mancha-alvo nas plantas de tomate, validando um efeito
positivo desses agentes no controle da doenca, no entanto, foi observada uma consideravel resisténcia
in vitro dos isolados de C. cassiicolla a todos os fungicidas testados, evidenciando que diferentes cepas
do fungo podem exibir niveis variados de resposta aos fungicidas. Portanto, ao lidar com doencas
fangicas em culturas ou ambientes onde diferentes cepas do fungo estdo presentes, é importante
considerar a diversidade genética e a possibilidade de variacGes na resposta aos fungicidas.

Palavras-chave: Mancha-alvo, Controle quimico, Resisténcia a fungicidas, Severidade da doenga,
Agricultura tropical.
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1 INTRODUCAO

O controle quimico é amplamente utilizado na agricultura para 0 manejo de pragas
(IBGE, 2017) e, muitas vezes, é a Unica medida eficiente para garantir niveis economicamente
viaveis de produtividade e qualidade de producdo. No entanto, a resisténcia dos fungos aos
fungicidas estd se tornado um problema crescente na producdo agricola em todo o mundo
(CORKLEY; FRAAIJE; HAWKINS, 2022).

A resisténcia ocorre quando os fungos sobrevivem a exposicdo repetida a um
determinado fungicida. Estudos relatam a existéncia de isolados de C. cassiicola resistentes a
diferentes classes de fungicidas, como benzimidazois, estrobilurinas, triazois e carboxamidas
(MAO et al., 2022; SUN et al., 2022a; WANG et al., 2023; ZHU et al., 2022). A resisténcia as
multiplas classes de fungicidas pode ser especialmente preocupante, pois pode limitar as opc¢des
disponiveis para o controle efetivo dessa doenca em lavouras agricolas. A compreensao dos
mecanismos responsaveis pela resisténcia é fundamental para desenvolver estratégias de
manejo que possam minimizar o desenvolvimento e a disseminacdo da resisténcia em
populacdes de C. cassiicola.

A resisténcia de patdgenos a fungicidas pode surgir devido a mutac¢@es naturais em uma
populacdo. Quando as mutacGes proporcionam resisténcia a um determinado fungicida, os
individuos que carregam estas altera¢@es genéticas tém uma vantagem competitiva sobre o0s
sensiveis ao fungicida, o que leva ao aumento da frequéncia das mutacdes na populacédo
(GOMES et al., 2019).

Além disso, a aplicacdo excessiva ou inadequada de fungicidas exerce uma pressao
seletiva sobre os fungos, favorecendo o desenvolvimento de resisténcia. O uso de fungicidas
com baixa eficacia ou modos de acdo semelhantes também contribui para a resisténcia, uma
vez que os fungos podem se adaptar facilmente a esses produtos. A selecdo de mutacdes preé-
existentes na populacao de fungos e a falta de diversidade genética nas areas cultivadas também
desempenham um papel importante no desenvolvimento da resisténcia. Estes fatores podem
agir de forma combinada, tornando a resisténcia a fungicidas um desafio significativo para o
manejo de doencas em culturas agricolas (FRAC, 2019).

Para minimizar o surgimento da resisténcia a fungicidas em C. cassiicola, é necessario
adotar estratégias de manejo integrado de doengas que incluam medidas preventivas, como o
plantio de cultivares resistentes, a rotacéo de culturas e a adogéo de praticas culturais adequadas.
Além disso, é fundamental utilizar fungicidas de forma consciente, seguindo as recomendacdes

de dosagem e aplicacdo, bem como evitar a aplicacdo repetitiva de produtos com modo de acéo
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semelhante (CARMONA; SAUTUA, 2017). O monitoramento constante da eficicia dos
fungicidas é essencial para detectar o surgimento de resisténcia e tomar medidas imediatas para
prevenir ou adotar acGes oportunas para garantir a eficacia do controle da doenca em campo
(DAL’SASSO et al., 2021).

A resisténcia aos fungicidas pode ser quantificada in vitro mediante a avaliacdo do
desenvolvimento de coldnias do fungo cultivadas em placas de Petri com meio de cultura
incorporado com o produto fungicida na dose letal descrita pelo fabricante. A constatacdo de
resisténcia in vitro pode indicar a existéncia inicial de individuos resistentes em uma populacéo,
e, além disso, observacges sobre o desenvolvimento dos sintomas da doenca em plantas tratadas
com fungicidas devem ser realizadas para avaliar a eficiéncia da acdo destes produtos nas
culturas agricolas (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2021).

Nesse sentido, este capitulo apresenta o perfil de sensibilidade de isolados de C.
cassiicola aos fungicidas Azoxistrobina, Boscalida, Carbendazim e Tebuconazol por meio de
ensaios de resisténcia in vitro, bem como a eficiéncia desses fungicidas sobre isolados
resistentes em ensaios in vivo com mudas de tomate cereja (Solanum lycopersicum var.

cerasiforme) em condicdes de viveiro.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar variantes do fungo C. casiicola resistentes a fungicidas na regido

metropolitana de Manaus — AM.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Avaliar a sensibilidade in vitro de isolados do fungo aos fungicidas Azoxistrobina,
Boscalida, Carbendazim e Tebuconazol.

Avaliar a eficiéncia dos fungicidas sobre isolados resistentes em tomateiros.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA E ISOLAMENTO DE C. CASSIICOLA

As coletas de amostras de C. cassiicola foram realizadas em propriedades rurais nos
municipios de Manaus, Iranduba, Rio Preto da Eva e Presidente Figueiredo, localizados no
estado do Amazonas. Os isolados foram obtidos a partir de folhas de tomateiro (Solanum
lycopersicum), pepineiro (Cucumis sativus) e mamoeiro (Carica papaya) que apresentavam
sintomas de mancha-alvo. As amostras foram encaminhadas ao Laboratdrio de Microbiologia
e Fitopatologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Amazonas
(FCA/UFAM).

O processo de obtencdo de colonias dos fungos foi realizado por meio de isolamento
indireto, sequindo o método descrito por Alfenas et al. (2016). Inicialmente, as folhas coletadas
foram lavadas em &gua corrente para reduzir a presenca de microrganismos saprofiticos. Em
seguida, um fragmento de 5 mm da area de transicdo entre a area lesionada e a area saudavel
de cada lesdo foi retirado e submetido a uma desinfestacédo superficial. Este processo envolveu
a imersdo dos fragmentos em alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de sédio 2% por 30
segundos e em triplice lavagem com agua destilada.

Os fragmentos foliares desinfestados foram depositados em placas de Petri contendo
meio de cultura agar-agar e incubados em uma camara de crescimento tipo BOD a 26 °C, com
um fotoperiodo de 12 horas, até o surgimento de estruturas do fungo. As hifas que cresceram a
partir dos fragmentos foram repicadas para novas placas contendo meio de cultura V8, mantidas
em temperatura ambiente (aproximadamente 26 °C) e fotoperiodo de 12 horas durante 7 dias,
a fim de promover a producao de esporos do fungo (MELO; REIS, 2010).

Para obter culturas monosporicas de C. cassiicola, utilizou-se a técnica de diluicdo
seriada seguida de plagueamento (AZEVEDO; COSTA, 1983). Inicialmente, preparou-se uma
suspensdo estéril contendo uma concentracdo de 10 conidios/mL. Em seguida, 50 pL desta
suspensao foram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-
agar (BDA). Ap0s a inoculacao, as placas foram mantidas em temperatura ambiente, em torno
de 26 °C, com um fotoperiodo de 12 horas ao longo de 10 dias.

A partir dos isolados obtidos, foram preparadas laminas de microscopia e observadas
em um microscopio 6tico com ocular de 40x, com o objetivo de confirmar a identificacdo do

fungo C. cassiicola com base na morfologia dos conidios, bem como verificar a auséncia de
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outros microrganismos no material. No total, foram obtidos 110 isolados de C. cassiicola,

conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Colecéo de isolados de Corynespora cassiicola obtidos no Amazonas

Isolados Origem* Hospedeiras
1,2,3,4,56 MAO tomate yashi
7,8,9,10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 MAO tomate caraiba
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, IRD tomate cereja
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54
55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71 RPE mamao
72,73,74,75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82 MAO mamao
83, 84, 85, 86, 87 RPE mamé&o
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103 PF pepino
104, 105, 106, 107, 108, 109, 110 MAOQO mamé&o

* IRD:Iranduba, MAO: Manaus; PF: Presidente Figueiredo, RPE: Rio Preto da Eva
Fonte: De autoria propria (2023).

A preservacdo dos isolados foi realizada usando o método de Castellani
(CASTELLANI, 1939). Foram cortados 5 discos de 5 mm da parte marginal das col6nias e
armazenados em microtubos de 2,0 mL contendo agua destilada esterilizada. Além disso,
utilizou-se 0 método de curto prazo de repique continuo em tubos de ensaio contendo meio de

cultura BDA para manter a viabilidade das culturas dos isolados.

3.2 AVALIACOES DE SENSIBILIDADE A FUNGICIDAS IN VITRO

Foram realizados testes para avaliar a resisténcia dos isolados de C. cassiicola aos
fungicidas Azoxistrobina, Carbendazim, Tebuconazol e Boscalida, com o objetivo de detectar
possiveis perfis de sensibilidade aos compostos testados.

Para avaliar a sensibilidade dos isolados in vitro, determinou-se inicialmente a
concentragdo de fungicida incorporada ao meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar) que
inibe 50% do crescimento micelial da coldnia, comparado a testemunha cultivada em meio de
cultura BDA sem fungicida (EC50%), seguindo as recomendacBes do Comité de Ac¢édo contra
a Resisténcia aos Fungicidas (RUSSELL, 2002).

Para a preparacdo das solugdes, os fungicidas foram diluidos em &agua destilada
esterilizada para obter uma solugdo estoque com concentragéo inicial de 10.000 pug/mL™. Esta
solucdo estoque foi utilizada como referéncia para realizar as dilui¢cdes, abrangendo uma faixa
de concentragdes que variaram de 0% a 100% da concentracdo comercial recomendada de
fungicidas para o controle de mancha-alvo na cultura da soja (SECRETARIA DE DEFESA
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AGROPECUARIA, 2023). Foram ajustadas as seguintes concentracdes para cada fungicida:
Azoxistrobina: 0,05 pg/mL?, 0,1 pg/mL?, 0,5 pg/mL?, 1 pg/mL?, 5 pg/mL?t e 10 pg/mL-
! Boscalida: 1 pg/mL?, 5 pg/mL?, 10 pg/mL?, 30 pg/mL?, 100 pg/mL™.Carbendazim: 1
ug/mL?, 5 pg/mL?, 10 pg/mL?, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL. Tebuconazol: 0,05
ug/mL?, 0,1 pg/mL?t, 0,5 pg/mL?t, 1 pg/mL?, 5 pg/mL?t, 10 pg/mLL,

Os fungicidas foram ajustados em diferentes concentragdes e adicionados ao meio de
cultura BDA (KASVI®) fundido a 47° C. Apbs a incorporacdo dos fungicidas,
aproximadamente 10 ml de meio de cultura foi vertido em placa de Petri de 60 mm de diametro.
O procedimento foi realizado na camara de fluxo laminar no escuro, a fim de evitar a
degradacdo dos fungicidas pela exposi¢do a luz. Em seguida, discos de micélio com 5 mm de
diametro, retirados das colénias de C. cassiicola foram depositados no centro das placas.

Os ensaios foram conduzidos separadamente para cada fungicida. No caso do
tratamento Boscalida, utilizou-se delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial de 10 isolados x 5 concentrac¢des dos fungicidas, com trés repeticbes. Cada placa de
Petri contendo um disco de micélio foi considerada como uma repeticdo. Nos tratamentos com
os fungicidas Azoxistrobina, Carbendazim e Tebuconazol, foi utilizado delineamento
inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial de 12 isolados x 6 concentracdes dos
fungicidas, com trés repeticbes. Cada placa de Petri contendo trés discos de micélio
equidistantes foi considerada como uma repeticdo. O tratamento controle consistiu em placas
de Petri com meio de cultura BDA sem fungicida.

As placas foram posicionadas em camara de crescimento BOD em 26°C no escuro. A
cada 48 horas, o didmetro medio das colénias (DMC) foi medido com um paquimetro digital.
A medicdo foi realizada em duas direcdes perpendiculares da colénia até que um dos
tratamentos atingisse a borda da placa. Para obter o DMC, o didmetro inicial de 5 mm,
correspondente ao disco de micélio depositado nas placas, foi subtraido dos valores obtidos
para o didmetro das colonias.

A EC50% de cada isolado foi determinada por meio de interpolagéo linear dos dados
das concentragdes de fungicida e da resposta de crescimento micelial. Para realizar esta analise,
utilizou-se o software Rstudio© (TEAM, 2009) e o pacote EC50 estimator (ALVESK, 2022).

A dose discriminatdria, que corresponde a concentracdo minima de fungicida necessaria
para inibir 50% do crescimento micelial do fungo, foi determinada a partir do ponto de inflex&o
de curvas de dose-resposta em escala logaritmica (log*®), considerando o crescimento micelial
em relacdo as concentracdes de fungicida e a resposta de EC50%. Para esta andlise, utilizou-se
o software Rstudio© (TEAM, 2009) e o pacote ggplot2 (WICKHAM, 2011).
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Realizaram-se analises de variancia (ANOVA) e teste de médias utilizando o Teste
Scott-knott com um nivel de significancia de 5% para a comparacao das médias de crescimento
micelial entre as concentracdes de fungicidas. Nesta analise, foi utilizado o software Rstudio©
(TEAM, 2009) e o pacote agricolae (MENDIBURU; YASEEN, 2020).

Os perfis de resisténcia foram analisados em 69 isolados da cole¢cdo. Um disco de
micélio com 5 mm de didmetro foi colocado no centro da placa de Petri de 60 mm de diametro
com meio de cultura BDA adicionado o fungicida ajustado na concentracdo correspondente a
dose discriminatéria determinada previamente. Os experimentos foram conduzidos
separadamente para cada fungicida testado. Os tratamentos foram distribuidos em um
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 69 tratamentos (isolados) e trés repeticdes.

As placas foram colocadas em uma incubadora BOD a 26 °C, no escuro. A cada 48
horas, o didmetro médio das col6nias (DMC) foi medido utilizando um paquimetro digital. A
medicdo foi realizada em duas direcGes perpendiculares da col6nia até que um dos tratamentos
atingisse a borda da placa. Para calcular os valores de inibi¢do do crescimento micelial dos

isolados (ICM%), utilizamos a seguinte equacéo:

ICM% = ((DMCsf - DMCf) / DMCsf) x 100 (1)

Em que:
DMCsf: Diametro médio da coldnia inoculada em meio de cultura sem fungicida
(testemunha)

DMCT: Diametro médio da colénia inoculada em meio de cultura com fungicida

Foram realizadas analises de variancia (ANOVA) e teste de médias dos valores de
inibicdo do crescimento micelial dos isolados, utilizando o teste Scott-knott com um nivel de
significancia de 5%, por meio do software Rstudio© (TEAM, 2009) e o pacote agricolae
(MENDIBURU; YASEEN, 2020).

A classificacdo da resisténcia aos fungicidas foi determinada com base na percentagem
de inibicdo do crescimento micelial (ICM%) dos isolados em relagdo ao tratamento testemunha.
Os isolados foram classificados como extremamente sensiveis (SS) quando apresentaram ICM
superior a 80%, sensiveis (S) quando o ICM foi menor que 80% e maior que 50%, resistentes
(R) quando o ICM foi menor que 50% e maior que 20%, e extremamente resistentes (RR)

qguando o ICM foi inferior a 20%. Esta classificacdo foi adaptada com base na escala de
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Edigington (AVOZANI; REIS; TONIN, 2014; EDGINGTON; KHEW; BARRON, 1971;
TERAMOTO et al., 2017).

3.3 EFICIENCIA DOS FUNGICIDAS SOBRE ISOLADOS RESISTENTES EM
TOMATEIRO

O estudo foi conduzido em um viveiro localizado em Manaus/AM, com estruturas de
aco galvanizado, coberto com uma camada de plastico filme de polietileno transparente de 150
micras e telas de sombreamento 35% raschel preta por baixo do pléstico e nas paredes laterais.

Foram selecionados nove isolados (19, 23, 31, 39, 50, 53, 89, 97, 101) que apresentaram
resisténcia a no minimo a trés fungicidas nos testes in vitro. Os isolados de C. cassiicola foram
inoculados em mudas de tomateiro cereja (Solanum lycopersicum cv. Carolina®) de dois meses
de idade e pelo menos trés pares de folhas. As mudas foram preparadas em copo de plasticos
de 600 mL contendo substrato autoclavado composto por areia, himus de minhoca e casca de
coco triturada, na proporcao 1:1:1.

Foram preparadas suspensdes de inéculo de C. cassiicola em agua destilada e
esterilizada na concentracdo de 10* conidios/mL? (CELLOTO, 2014). Os conidios foram
obtidos a partir da raspagem de colbnias com alta esporulagéo, cultivadas durante 10 dias em
placas de Petri contendo meio de cultura V8. As placas foram mantidas em temperatura
ambiente (£26°C) com um fotoperiodo de 12 horas. A contagem dos conidios foi realizada
através da observacao de trés gotas de 10 pL de cada suspensdo de isolado, dispostas em uma
lamina, utilizando um microscopio éptico com uma objetiva de 40x.

A inoculacéo de C. cassiicola nas mudas de tomateiro foi realizada com auxilio de um
pulverizador manual, utilizando 250 mL de suspensdo de in6culo na concentragdo de 10*
conidios/mL™, aplicado na superficie adaxial das folhas de 30 plantas para cada isolado até o
inicio do ponto de escorrimento. Em seguida, as plantas foram colocadas em cadmara imida
feita com sacos de plasticos transparentes umedecidos com agua destilada e esterilizada,
durante 48 horas.

Suspensbes de cada fungicida foram preparadas a partir de solucdes estoque com
concentracdo inicial de 10.000 pg/mL. Estas foram diluidas em agua deionizada esterilizada,
ajustadas para atingir as concentracBes correspondentes a dose discriminatéria in vitro,
previamente determinada para cada fungicida.

Apos 48 horas da retirada das plantas inoculadas da camara Umida, foi realizado o

tratamento com fungicida. Para cada tratamento, foram aplicados 250 mL de suspensdo de
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fungicida na superficie adaxial das folhas de 45 plantas, utilizando um pulverizador manual, até
o inicio do ponto de escorrimento. Os tratamentos de controle positivo (+) e controle negativo
(-) receberam pulverizacdo de agua destilada e esterilizada.

A avaliacdo do experimento foi realizada 48 horas ap6s a aplicacdo dos fungicidas para
quantificar a severidade dos sintomas de lesdes foliares da mancha-alvo. Esta avaliacéo foi feita
em trés ramos de cada planta: terco superior, terco médio e terco inferior. Utilizou-se um
sistema de notas baseado na escala diagramatica elaborada por Paixdo (2014). As avaliacdes

foram encerradas quando um dos ramos da unidade amostral atingiu a nota 8 (Figura 5).

Figura 5 - Escala de notas para quantificar a severidade de Corynespora cassiicola em
foliolos de tomateiro

30% de Severidade 36% de Severidade 42% de Severidade 50% de Severidade
Fonte: Paixdo (2014).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 9
isolados x 4 fungicidas. Foram realizados dois controles. Em que o controle positivo (+) com
plantas inoculadas e tratadas com agua destilada e esterilizada, e o controle negativo (-) com
plantas ndo inoculadas e ndo tratadas, totalizando 270 unidades amostrais, considerando cada
unidade experimental um copo de plastico contendo uma planta.

Os dados de severidade dos sintomas foram obtidos ao calcular a média das notas entre
os trés ramos de cada planta. A partir das médias das notas, foram construidos graficos de curvas
de progresso da doenca com o software Rstudio® (TEAM, 2009) e o pacote ggplot2
(WICKHAM, 2011).
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Os valores da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD), foram

calculados pela seguinte equacao:

AACPD =X [(Yi+ Yi+1) /2] * (Xi+1 - Xi) )

Em que:

Yi: severidade da doenca no tempo i.

Xi: tempo ou intervalo de tempo i.

Os valores de AACPD foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste Scott-
knott a 5% de significancia, mediante uso do software Rstudio® (Team, 2009) com o pacote
agricolae (MENDIBURU; YASEEN, 2020).

ApoOs as avaliacbes de severidade da doenca, procedeu-se ao REISolamento dos
patdgenos a partir de porcOes infectadas de tecido hospedeiro, a fim de cumprir os postulados
de Koch (KOCH, 1884). Estes patogenos foram inoculados em placas de Petri com meio de
cultura BDA. Em seguida, as estruturas das col6nias dos patdgenos foram examinadas em
microscopio optico, utilizando uma ocular de 40x, para confirmar a identificacdo de C.

cassiicola com base na morfologia dos conidios.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACOES DE RESISTENCIA A FUNGICIDAS IN VITRO

Os resultados da avaliacdo do efeito de diferentes concentracGes dos fungicidas
Azoxistrobina, Boscalida, Carbendazim e Tebuconazol na determinagdo do EC50% revelaram
uma diferenca significativa no crescimento micelial de Corynespora cassiicola entre as
concentracOes testadas, indicando variacdo no crescimento micelial do fungo em resposta as
concentragoes.

Essa diferenca sugere que as concentragdes dos fungicidas afetam o crescimento do
fungo de maneira distinta. Algumas concentragdes foram mais eficazes em inibir o crescimento
micelial, enquanto outras concentracfes apresentaram menor eficacia. Estes resultados
destacam a importancia de determinar a concentracdo 6tima para o controle efetivo do fungo.

A sequir, sdo apresentados os resultados da Analise de variancia (ANOVA) segundo o
teste de Scott-Knott realizado ao nivel de significancia de 5% (p<0,05) dos valores de
crescimento micelial médio (mm) dos isolados de C. cassiicola, juntamente com as
concentrages efetivas medias necessarias para inibir 50% do crescimento micelial in vitro em
relacdo ao tratamento controle (ECsos%) para os fungicidas Azoxistrobina (Tabela 2), Boscalida
(Tabela 3), Carbendazim (Tabela 4) e Tebuconazol (Tabela 5).

Na Tabela 2, o resultado dos isolados 3, 10, 40, 45, 51, 57, 74, 80, 83, 92, 98 e 99
expostos as diferentes concentracdes de Azoxistrobina, revelaram que o EC50% variou de
0,304 pug/mL?t a 6,888 pg/mL?. Notavelmente, o isolado 10 demonstrou o maior valor de
EC50%, indicando menor sensibilidade ao fungicida em comparagdo aos outros isolados. O
isolado 3 exibiu 0 menor valor de EC50%, sugerindo ser o mais sensivel a Azoxistrobina. A
analise de variancia revelou uma diferenca significativa predominante no crescimento micelial

dos isolados em relagdo a testemunha na concentragio de 1 pg/mL™.

Tabela 2 - Concentracdo Efetiva Média para 50% do crescimento micelial (EC50%) em relacdo ao
tratamento controle (0 pg/mL™?) dos isolados de Corynespora cassiicola em meio de cultura com diferentes
concentracfes do fungicida Azoxistrobina.

0 0,05 0,10 0,5 . . 10 EC 50%
1SO0S (ugimL) (gLt (ug/mit) (ugmity HIMET SUIMED gmit (ugmi
3 24,14 a 15,73 1425a  12,69a  11,45D 11,58b  10,42b 0,304
10 25,04 a 18,63 16,56 a 18,20 a 1761a 17,55a 16,02 a 6,888
40 26,76 a 15,59 14,54 a 15,70 a 1590 a 15,64 a 14,93 a 5,674
45 26,28 a 18,94 19,72 a 19,85a 17,65b 18,78 a 12,76 b 2,987
51 25,62 a 20,47 21,74 a 20,02 a 19,34 a 19,17 a 14,60 a 3,674

57 22,05a 12,48 11,37 a 09,72 b 08,89 b 08,45b 05,11 b 4,646
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74 2401a 13,48 13,70 a 13,33 a 12,54 a 12,00 b 10,19 b 6,514
80 25,70 a 15,47 14,14 a 13,82 a 13,82 a 13,02 a 12,72 b 5,091
83 26,62 a 16,66 13,99 a 14,03 a 12,66 b 13,31b 12,78 b 5,754
92 25,82 a 14,40 1451 a 13,94 a 12,24 b 11,12 b 10,02 b 4,946
98 25,98 a 10,10 13,09 a 13,55 a 11,66 b 07,86 b 07,33 b 4,267
99 25,90 a 14,79 13,09 a 13,64 a 17,71 14,95 a 13,08 a 5,672

Fonte: De autoria prépria (2023).
Nota: Crescimento micelial (mm).

Na Tabela 3, os isolados 14, 17, 18, 20, 25, 31, 35, 38, 41 e 46 foram submetidos as
diferentes concentracGes de Boscalida. Os resultados mostram que o EC50% variou de 4,886
ng/mLta 39,414 pg/mLt. Observa-se que os isolados 14, 17, 18, 20 e 25 apresentaram valores
menores de EC50%, indicando maior sensibilidade a Boscalida em comparacdo aos demais
isolados. Contudo, o isolado 41 demonstrou 0 maior valor de EC50%, indicando ser menos
sensivel ao fungicida em relacdo aos outros isolados. Além disso, a analise de variancia revelou
uma diferenca significativa predominante no crescimento micelial dos isolados em relacdo a

testemunha na concentragio de 10 pg/mL™.

Tabela 3 - Concentragdo Efetiva Média para 50% do crescimento micelial (EC50%) em
relacdo ao tratamento controle (0 pg/mL-1) dos isolados de Corynespora cassiicola em meio de
cultura com diferentes concentracdes do fungicida Boscalida

solados 0 1 5 10 30 100  EC50%

(Mg/mL?Y)  (ug/mLt) (ug/mL™) (pg/mL™) (ug/mL?) (pg/mL™) (ug/mL™)
14 3471a  3024a 2322a 1658b  16,62b  17,12b 8,882
17 3626a 2965a 23.89a 2122a  1357b  16,73b 4,886
18 4667a 4474a  2662a 2639a 13090 1648 13,862
20 4255a  3894a 2596a 2488a  1533b  1636b 8,649
25 3457a  3020a 19,18a 16,00a 14580  1341b 31,079
31 4588a  4515a 2528a 2452a  1573b  1859b 20,127
35 4293a  4240a  265a  2977a  12,02b  1846b 18275
38 4255a  44,65a 284la 2925a  13,70b  1642b 21,402
41 4691a  4385a 21,26b  20,30b 07,480  0854b 39,414
46 4750a  40,84a  2563a 2319b  14,33b 16,780 34,777

Teste de Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%
Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha ndo diferem significativamente
CV (%) 2,27 p<0,05

Fonte: De autoria prépria (2023).
Nota: Crescimento micelial (mm).

Na Tabela 4, os isolados 3, 10, 40, 45, 51, 57, 74, 80, 83, 92, 98 e 99 foram expostos as

diferentes concentragbes de Carbendazim. Os resultados revelaram que o EC50% variou de
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0,244 pg/mL a 39,666 pg/mL2. Os isolados 3, 10, 40, 45, 51, 92, 98 e 99 apresentaram valores
menores de EC50%, indicando maior sensibilidade ao Carbendazim em comparagdo com o0s
demais isolados. Entretanto, os isolados 57, 74 e 80 mostraram valores de EC50% préximos a
zero, 0 que indica que o crescimento micelial foi totalmente inibido nessas concentragdes,
sinalizando uma alta eficacia do fungicida contra estes isolados. A anélise de variancia revelou
uma diferenca significativa predominante no crescimento micelial dos isolados em relacdo a

testemunha na concentragdo de 10 pg/mL™,

Tabela 4 - Concentracdo Efetiva Média para 50% do crescimento micelial (EC50%) em relagdo ao
tratamento controle (0 pg/mL-1) dos isolados de Corynespora cassiicola em meio de cultura com diferentes
concentracfes do fungicida Carbendazim.

0 1 5 10 50 100 250 EC 50%

ORI _(ugmLY)  @ugmlh)  @gmlY) (gmlh) @gmlh)  @gmlh) (ugml?) (gml?)

3 2446 a 1785 a 17,49 a 1220 b 922 b 1149 b 673 b 0244
10 2593 a 1899 a 1867 a 1244 b 1203 b 11,13 b 1074 b 9231

40 2637 a 2214 a 1863 a 1315 b 1201 b 925 b 716 b 28601
46,896

o

45 26,88 a 2106 a 1867 a 1795 a 1820 a 13,70 a 9,90
39,666

o

51 2644 a 2213 a 2074 a 1802 a 1813 a 128 b 850
57 2471 a 000 b 0277 b 000 b 0335 b 0206 b 000 b N/A
74 2398 a 000 b 0128 b 000 b 000 b 000 b 000 b N/A

80 2329 a 176 b 029 b 000 b 000 b 000 b 0,00 1,360

o

83 2244 a 305 b 0406 b 000 b 000 b 0291 b 0,00 4,159

(=2

92 2498 a 2207 a 1850 a 1227 b 1197 b 1011 b 460 b 3222
98 2577 a 2271 a 1751 a 1245 b 1295 b 1268 b 358 b 22,233
99 2301 a 1712 a 1573 a 1056 b 11,49 b 11,09 b 514 b 18619

Teste de Scott-Knott ao nivel de significAncia de 5%

Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha ndo diferem significativamente
CV (%) 1,29 p<0,05
Fonte: De autoria prépria (2023).

Nota: Crescimento micelial (mm).

Na Tabela 5, os isolados 3, 10, 40, 45, 51, 57, 74, 80, 83, 92, 98 e 99 foram expostos as
diferentes concentragdes de Tebuconazol. Os resultados indicam que 0 EC50% variou de 0,219
pg/mL*ta 21,042 pg/mL™. Os isolados 3, 10, 40, 57, 74 e 99 apresentaram valores menores de
EC50%, sugerindo uma maior sensibilidade ao Tebuconazol em comparacdo aos demais
isolados. Todavia, os isolados 83, 92 e 98 demonstraram valores de EC50% acima de 5 pg/mL-

!, indicando uma menor sensibilidade ao fungicida. Destaca-se que o isolado 57 exibiu 0 menor
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valor de EC50%, mostrando ser o mais sensivel ao Tebuconazol. Ademias, a anélise de
variancia revelou uma diferenca significativa predominante no crescimento micelial dos

isolados em relagao a testemunha na concentracao de 5 pg/mL™.

Tabela 5 - Concentracdo Efetiva Média para 50% do crescimento micelial (EC50%) em relacdo ao
tratamento controle (0 pg/mL-1) dos isolados de Corynespora cassiicola em meio de cultura com diferentes
concentracfes do fungicida Tebuconazol

solados 0 0,05 0,1 0,5 1 5 10 EC50%
(g/mL™)  (pg/mLY) (ug/mL™h) (ug/mL?h) (ug/mL™) (ug/mb™) — (pg/mL™) (ng/mL™)

3 2585 a 20,10 a 1714 a 1950 a 1858 a 1243 b 1084 b 0,219
10 2322 a 2359 a 2113 a 2314 a 2116 a 1502 a 1291 a 0514

40 2389 a 2409 a 2157 a 2240 a 2151 a 1278 a 1601 a 2,591
45 20,75 a 20,72 a 20,75 a 2095 a 20,60 a 14,9 a 1242 b 21,042
51 20,75 a 22,06 a 22,72 a 1894 a 2091 a 1458 a 1660 a 12,158
57 2662 a 17,64 a 1867 a 1509 a 1804 a 1331 b 0707 b 0,413
74 2492 a 1881 a 2144 a 1926 a 1659 a 1298 a 1231 b 13,852
80 2599 a 20,14 a 2422 a 2192 a 1555 a 1201 b 1655 a 5,533
83 21,04 a 2356 a 2498 a 20,79 a 1913 a 0477 b 1017 b 5,086
92 2401 a 2045 a 2250 a 2065 a 1946 a 1200 b 0729 b 5,702
98 21,07 a 1937 a 2182 a 2011 a 19,15 a 1053 b 0834 b 5,753

99 26,19 a 2342 a 2477 a 2426 a 2056 a 1327 a 0976 b 2,411

Teste de Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%

Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha ndo diferem significativamente
CV (%) 3,72 p<0,05

Fonte: De autoria propria (2023).

As curvas de regressao geradas a partir dos dados de crescimento micelial em relacdo
as concentragBes dos fungicidas apresentam valores de R? proximos de 1 para Azoxistrobina
(Grafico 1), Boscalida (Grafico 2), Carbendazim (Grafico 3) e Tebuconazol (Gréafico 4). Deste
modo, indicam um bom ajuste da equacdo em relacdo aos dados originais coletados,
demonstram uma relacdo inversamente proporcional entre o crescimento micelial e as
concentragcOes testadas, e sugere que quanto maior a concentracdo do fungicida menor é o
crescimento micelial observado. Isto indica que concentragdes mais elevadas dos fungicidas
tém um efeito mais pronunciado na inibicdo do crescimento micelial do fungo C. cassiicola.

Adicionalmente, observou-se o ponto de inflexdo nas curvas dose-resposta nas

concentragdes de 1 pug/mL? de Azoxistrobina (Gréafico 1), 10 ug/mL™ de Boscalida (Grafico
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2), 10 pg/mLt de Carbendazim (Gréfico 3) e 5 pg/mL* de Tebuconazol (Gréfico 4). Nestas
concentrag0es, salienta-se, ainda, o crescimento micelial 50% inferior em comparacdo com o
tratamento testemunha sem fungicida. Esses resultados reforcam a eficacia dessas

concentracOes especificas na inibicdo do crescimento micelial in vitro do fungo C. cassiicola.

Gréfico 1 - Concentracdo do fungicida Azoxistrobina efetiva para a inibi¢éo de 50% do crescimento micelial
(EC50%) de Corynespora cassiicola

Azoxistrobina

y =-4,757In(x) + 25,056
005 o 0.5 RZ = 09089
S 0. 3 ;

crescimento micelial (mm)

concentracio (pug.mL-1)
Fonte: De autoria propria (2023).

Gréfico 2 - Concentracdo do fungicida Boscalida efetiva para a inibicdo de 50% do crescimento
micelial (EC50%) de Corynespora cassiicola

Boscalida

1 y =-16.9In(x) +50.134
' R?=0.9264

ECspe

concentracio (ug.ml-1)

Fonte: De autoria propria (2023).
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Gréfico 3 - Concentracao do fungicida Carbendazim efetiva para a inibicdo de 50% do crescimento
micelial (EC50%) de Corynespora cassiicola

Carbendazim
y=-3.221In(x) +23.398
R? =0.9410
0 u. 10
/‘g\ 3
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concentragio (pg.mL-1)
Fonte: De autoria propria (2023).

Gréfico 4 - Concentracéo do fungicida Tebuconazol efetiva para a inibicdo de 50% do crescimento micelial
(EC50%) de Corynespora cassiicola

Tebuconazol

y =-4.594In(x) +24.364
R?=0.7012

wesmmse -

crescimento micelial (mm)

concentragio (ug.mL1)

Fonte: De autoria propria (2023).

O perfil de sensibilidade dos 69 isolados de C. cassiicola aos fungicidas Azoxistrobina,
Boscalida, Carbendazim e Tebuconazol, foram expressos em termos de inibi¢do do crescimento
micelial (ICM%) e perfil de sensibilidade. Os resultados exibidos na Tabela 6 revelam a
variabilidade na sensibilidade dos isolados de C. cassiicola aos fungicidas testados, permitindo
a identificacdo dos diferentes perfis de sensibilidade entre os isolados (extremamente sensiveis

(SS), sensiveis (S), resistentes (R) e extremamente resistentes (RR)) para todos os fungicidas
testados.
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Ao analisar os dados € possivel observar que os valores de ICM% variam amplamente
entre os isolados e os fungicidas testados, por exemplo, o isolado 28 demonstra alta
sensibilidade (SS) a todos os fungicidas, enquanto o isolado 105 mostra resisténcia (R) ao
Carbendazim. A variacdo de sensibilidade entre os fungicidas pode ter implicacdes importantes
para 0 manejo e controle da mancha-alvo, visto que diferentes fungicidas podem ser mais ou
menos eficazes contra determinados isolados.

A existéncia de variabilidade na sensibilidade dos isolados destaca a necessidade de
monitorar e avaliar regularmente a sensibilidade de C. cassiicola aos fungicidas utilizados. Esta
variabilidade pode estar relacionada a fatores como adaptacdo genética, exposi¢do prévia aos
fungicidas e outras caracteristicas intrinsecas do fungo. A monitoracdo continua da

sensibilidade é fundamental para evitar o surgimento e a disseminacdo de resisténcia.
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Tabela 6 - Inibicdo do crescimento micelial (ICM%) e perfil de sensibilidade in vitro de Corynespora
cassiicola aos fungicidas Azoxistrobina (1 pg/mL1), Boscalida (10 pg/mL™?), Carbendazim (10 pg/mL™1), e
Tebuconazol (5 pg/mL™?)

Azoxistrobina Boscalida Carbendazim Tebuconazol
Perfil de Perfil de Perfil de Perfil de
ICM sensibilida | ICM sensibilida | ICM sensibilida | ICM sensibilida

isolado | % de % de % de % de
1 21,03 R 43,64 ¢ R 28,82 d R 7487 @ S
3 784 . RR 41,97 ¢ R 2372 ¢ R 61,3 ° S
5 31,59 ¢ R 55,02 ¢ S 100 a SS 75,67 @ S
6 17,33 . RR 54,22 ¢ S 100 a SS 60,03 ° S
7 8,03 RR 62,44 b S 1598 ¢ RR 58,44 P S
10 256 ¢ R 718 °® S 19,09 ¢ RR 65,15 @ S
14 7,72 RR 7362 b S 8,43 ¢ RR 3321 ¢ R
15 30,6 ¢ R 26,96 ¢ R 100 a SS 70,41 @ S
16 23,02 ¢ R 353 R 100 a SS 56,91 ° S
19 529 . RR 4987 ¢ R 743 ¢© RR 38,05 ¢ R
21 779 SS 68,13 ° S 100 a SS 29,02 ¢ R
23 12,14 RR 5753 ¢ S 2239 d R 40,75 ¢ R
24 20,49 R 65,04 S 11,77 ¢ RR 448 ¢ R
26 69,36 S 49,92 ¢ R 2232 ¢ R 42,25 ¢ R
27 10,01 . RR 59,43 ¢ S 2528 ¢ R 53,92 °b S
28 100 4 SS 90,21 @ SS 100 a SS 49,71 ¢ R
29 12,48 . RR 58,02 S 9,2 € RR 32,45 @ R
30 69,98 S 63,48 ¢ S 100 a SS 4443 ¢ R

31 50,25 S 0 c RR 49,28 b R 15,85 ¢ RR
32 4,38 RR 60,02 ¢ S 18,62 ¢ RR 63,82 @ S
33 6,33 . RR 49,76 b R 21,17 ¢ R 78,8 a S
34 25 ¢ RR 70,89 @ S 2154 d R 49,17 ¢ R
35 87,08 . SS 834 @ SS 3361 °© R 57,92 ° S
38 100 4 SS 81,36 °© SS 1458 ¢ RR 69,48 @ S
39 20,52 R 42,62 @ R 1571 ¢ RR 57 b S
40 7,73 . RR 7591 @ S 2583 ¢ R 49,72 ¢ R
42 8,36 RR 86,26 SS 2568 ¢ R 63,85 @ S

44 25,64 4 R 72,07 ¢ S 20,74 d R 1469 ¢ RR
45 100 SS 50,08 © S 23,62 ¢ R 47,09 ¢ R
46 505 . RR 63,21 ° S 33,86 °© R 62,02 ° S
48 1155 . RR 70,46 b S 3157 ©° R 59,83 ° S
49 12,87 RR 64,46 °© S 425 ¢ R 29,63 ¢ R
50 7,37 RR 51,28 2 S 15,05 ¢ RR 4599 ¢ R
51 19,18 RR 77,36 @ S 996 ¢ RR 4447 ¢ R
52 161 RR 76,11 °© S 17,71 ¢ RR 69,07 @ S
53 140,46 ¢ R 47,97 ¢ R 722 ¢ RR 56,97 ° S
54 2536 ¢ R 58,91 ° S 937 @ RR 67,64 @ S
55 90,18 ., SS 70,56 ¢ S 100 a SS 3751 ¢ R
56 42,02 4 R 372 ° R 100 a SS 26,17 ¢ R
57 37,09 4 R 60,67 ° S 100 a SS 4397 ¢ R
59 53,01 S 66,92 ¢ S 100 a SS 36,48 ¢ R
60 (40,39 ¢ R 51,49 b S 100 a SS 533 b S
61 35,68 ¢ R 69,09 ° S 100 a SS 4886 ° R
62 19,13 RR 7391 ¢ S 100 a SS 52,98 ° S
64 26,3 ¢ R 57,06 ¢ S 100 a SS 50,76 P S
68 32,31 ¢ R 54,17 ¢ S 100 a SS 51,12 °® S
72 65,13 S 49,24 ¢ R 100 a SS 59,53 ¢ S
74 68,79 S 55,7 ¢ S 100 a SS 48,36 ¢ R
75 142,33 4 R 529 ° S 100 € SS 4476 ¢ R
76 15,66 . RR 73,69 @ S 13,24 @ RR 48,57 ¢ R
79 38,93 ¢ R 806 ¢ SS 100 a SS 4481 ° R
81 36,49 4 R 4758 @ R 100 a SS 53,66 ¢ S
83 25,78 ¢ R 756 P S 100 € SS 3411 ¢ R
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88 26,23 4 R 68,07 ¢ S 13,66 ¢ RR 3265 ¢ R
89 13,23 . RR 55,76 ¢ S 21,01 ¢ R 4242 O R
90 9,09 . RR 59,45 ¢ S 215 ¢ R 533 P S
91 39,93 R 56,05 ° S 15,66 © RR 50,03 © S
93 1535 RR 70,79 ° S 10,09 ¢ RR 56,2 °© S
96 |16,41 . RR 67,84 ¢ S 74 ¢ RR 3756 ¢ R
97 130,87 ¢ R 528 b S 908 d RR 4448 @ R
98 0 . RR 70,18 °© S 26,62 ¢ R 69,22 ¢ S
99 |23,24 R 5766 ¢ S 14,42 ¢ RR 4725 ¢ R
101 | 35 RR 5493 b S 16,36 ¢ RR 4811 @ R
102 13,64 . RR 64,76 4 S 2468 2 R 66,75 ¢ S
104 [17,09 . RR 37,74 ¢ R 100 @ SS 31,38 ¢ R
105 | 34,8 ¢ R 3521 ¢ R 100 @ SS 1594 P RR
106 |85,64 . SS 56,51 ° S 100 ¢ SS 58,11 ¢ S
109 |18,98 . RR 7053 ¢ S 27,09 d R 3427 @ R
110 24,21 4 R 51,89 b S 20,55 ¢ R 71,68 @ S
CV% 144 13,5 13,1 15,88

Teste de Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%
* SS = extremanete sensivel quando ICM% > 80%, S = sensivel quando 80%> ICM% >50%, R = resistentes
quando 50% > ICM% >20%, RR = extremamente resistentes quando ICM% < 20%.

Fonte: De autoria prépria (2023).

Azoxistrobina apresentou maior nimero de isolados com tendéncia a resisténcia in vitro,

com 43,47% extremamente resistentes (RR), 37,68% resistentes (R), 8,69% sensiveis (S) e

10,14% extremamente sensiveis (SS) (Gréfico 5).

Gréfico 5 - Inibicdo de crescimento micelial (ICM%) de 69 isolados de
Corynespora cassiicola ao fungicida Azoxistrobina na concentragédo 1 pg/mL?

ICM (%)
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Fonte: De autoria préopria (2023).

Boscalida apresentou maior numero de isolados com tendéncia a sensibilidade in vitro,

com 71,01% dos isolados extremamente sensiveis (SS), 7,24% sensiveis (S), 20,28% resistentes

® e 1,44% extremamente resistentes (RR) (Grafico 6).
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Fonte: De autoria prépria (2023).

69

Carbendazim apresentou 36,23% dos isolados extremamente sensiveis (SS), nenhum

isolado sensivel (S), 31,88% resistentes ® e 31,88% extremamente resistentes (RR) (Grafico

7).

Gréafico 7 — Inibicdo de crescimento micelial (ICM%) de 69 isolados de

Coryn
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De autoria propria (2023).

Tebuconazol apresentou nenhum isolado extremamente sensivel (SS), 47,82% sensiveis
(S), 47,82% resistentes ® e 4,34% extremamente resistentes (RR) (Grafico 8).
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Grafico 8 - Inibicéo de crescimento micelial (ICM%o) de 69 isolados de Corynespora
cassiicola ao fungicida Tebuconazol na concentracao 5 pg/mL-1
Tebuconazol (5 pg.mL 1)
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Fonte: De autoria propria (2023).

Houve, ainda, alta ocorréncia de isolados resistentes a todos os fungicidas testados,
indicando o aumento da pressdo de selecdo pelo uso indiscriminado dos fungicidas sistémicos
em altas doses ou subdosagens aplicadas repetidas vezes (ZAMBOLIM, 2008), bem como o
favorecendo de individuos resistentes que ja estavam presentes na populagdo do microrganismo
nas areas do estudo. Pesquisas confirmam a ocorréncia de resisténcia em C. cassiicola, aos
fungicidas Azoxtrobina (ISHII et al., 2007; MACKENZIE et al., 2020; TERAMOTO et al.,
2011), Boscalida (MIYAMOTO et al., 2009; ZHU et al., 2019), e Carbendazim (AVOZANI;
REIS; TONIN, 2014; DUAN et al., 2019; GODOQY et al., 2020; XAVIER et al., 2013). O uso
frequente de compostos quimicos que atuam em locais especificos exerce pressao de selegdo
direcional sobre o fungo para se adaptar a nova condigéo e, consequentemente, o patdgeno pode
perder parcial ou totalmente sua sensibilidade aos fungicidas sistémicos de alta especificidade.

Quando exposto a um determinado fungicida, o fungo pode apresentar diferentes
respostas a depender de sensibilidade, capacidade de desenvolver resisténcia e outros fatores.
Alguns fungos sdo suscetiveis a um determinado fungicida, respondendo rapidamente a
aplicacdo e sofrendo danos ou morte. Outros tem uma menor sensibilidade ao fungicida,
levando a uma resposta menos efetiva ou necessitando de doses mais altas para serem
controlados (BARALDI et al., 2022).

O comportamento do fungo pode variar de acordo com os fungicidas utilizados e seus

diferentes modos de ag¢do. Cada fungicida tem um alvo especifico dentro do fungo e interfere
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em processos metabdlicos ou estruturais essenciais para a sobrevivéncia do organismo.
Azoxistrobina é um fungicida que inibe a respiracdo mitocondrial, Boscalida inibe a sintese de
lipidios, Carbendazim inibe a divisao celular e Tebuconazol inibe a biossintese do ergosterol.
Cada um destes fungicidas possui um modo de acéao especifico que interfere em processos vitais
dos fungos e causa a morte ou supressdao do crescimento (CARMONA; SAUTUA., 2017,
FRAC, 2019; SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA, 2023).

Quando um fungicida € utilizado repetidamente, os fungos que possuem resisténcia
natural ou desenvolvem mutacGes que lhes conferem resisténcia tém uma vantagem seletiva.
Esses fungos resistentes tém a capacidade de sobreviver e se multiplicar mesmo quando o
fungicida é aplicado, enquanto as populagdes sensiveis sdo controladas. Com o tempo, a
proporcao de fungos resistentes aumenta e compromete a eficacia do fungicida (EDWARDS
MOLINA et al., 2022).

O uso repetido de um mesmo fungicida por um periodo prolongado proporciona a
selecdo de populagdes de fungos resistentes ao produto. Deste modo, reduz a eficacia e aumenta
a ocorréncia da resisténcia. No caso especifico deste estudo, a Azoxistrobina, que apresentou o
maior numero de isolado resistentes, € utilizada para o controle de C. cassiicola no Brasil desde
1998, a Boscalida, que apresentou o maior nimero de isolados sensiveis no estudo é utilizada
desde 2004 (SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA, 2023). Esta diferenca no tempo
de exposicdo em campo pode contribuir para a maior eficiéncia observada entre os fungicidas.

Ademais, fungos podem desenvolver resisténcia aos fungicidas ao longo do tempo, seja
por meio de mutacdes genéticas ou pela selecdo de variantes resistentes ja presentes na
populacdo fungica. Estas variantes resistentes tém a capacidade de sobreviver e se multiplicar
mesmo na presenca do fungicida, reduzindo a eficicia do controle (XAVIER et al., 2021).

Um dos fatores que afeta a eficiéncia do controle quimico da mancha-alvo de C.
casiicola, é atribuido a presenca de gendtipos do fungo com a mutacdo G143A, uma alteracédo
especifica na sequéncia de nucleotideos do gene do citocromo b do fungo. Essa mutacdo
envolve a substituicdo de uma glicina (G) por uma alanina (A) na posic¢ao 143 da sequéncia de
aminoéacidos codificada por esse gene. O citocromo b é uma proteina presente nas mitocondrias,
desempenhando um papel crucial no transporte de elétrons durante a respiracdo celular. Essa
proteina é alvo de alguns fungicidas, como a Azoxistrobina, que interferem na funcdo do
citocromo b, inibindo a respiragdo celular e levando a morte do fungo (AVOZANI, A.; REIS,
E. M.; TONIN, 2014; DUAN et al., 2019; Ll et al., 2021; MACKENZIE et al., 2020; MELLO
etal., 2022; SMITH; KELLY; LAMOUR, 2021; XAVIER et al., 2021).
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A resisténcia de populacgdes de C. cassiicola ao fungicida Carbendazim ocorre devido
presenca de mutacdes especificas (E198A e F200Y) no gene da B-tubulina, uma proteina
essencial na formacdo dos microtibulos, estruturas fundamentais para a divisao celular e o
crescimento dos fungos. O Carbendazim atua inibindo a montagem correta dos microttbulos
que impede a divisdo celular e o desenvolvimento dos fungos patogénicos (DUAN et al., 2019;
MAO et al., 2022; MELLO et al., 2022; XAVIER et al., 2021)

O Boscalida estd atualmente registrado como um agente eficaz contra C. cassiicola,
embora a resisténcia de populacbes do fungo em campo seja relatada dois anos ap6s o
langamento do produto (MIYAMOTO et al., 2009). Mecanismo de resisténcia foi encontrado
associado as varias mutacBes pontuais diferentes em uma das subunidades (B, C ou D) do
complexo SDH. Estas mutac¢des incluiram a substituicéo de histidina (CAC) por tirosina (TAC)
ou de histidina (CAC) por arginina (CGC) na posic¢édo 278 do aminoacido (SdhBH278Y/R) na
subunidade SdhB; a substituicdo de serina (TCG) por prolina (CCG) na posi¢do 73 (SdhC-
S73P) na subunidade SdhC; e a substituicdo de serina (TCC) por prolina (CCC) ou de glicina
(GGC) por valina (GTC) na posi¢do 89 (SdhD-S89P) ou 109 na subunidade SdhD (SdhD-
G109V) (MIYAMOTO et al., 2010; NEVES; BRADLEY, 2021; SUN et al., 2022b; ZHU, et
al., 2019; ZHU, et al., 2022).

Embora nédo fora relatada a resisténcia de C. cassiicola especificamente ao fungicida
Tebuconazol, na literatura existem relatos de resisténcia de C. casiicola aos fungicidas DMI,
que compartilham o mesmo modo de acdo (MA et al., 2020; ZHU, et al., 2020). Isto destaca a
importancia de uma abordagem proativa no monitoramento da resisténcia, considerando a
possibilidade de desenvolvimento de resisténcia cruzada entre os fungicidas de uma mesma
classe e se enfatiza a importancia do monitoramento continuo para garantir o manejo eficaz das
doencas causadas por este patdgeno.

O monitoramento continuo da resisténcia e a adocao de praticas de manejo integrado de
doencas sdo essenciais para minimizar o desenvolvimento e a disseminacédo da resisténcia. Isto
pode incluir o uso de diferentes modos de acdo de fungicidas, rotacdo de culturas, adocdo de
boas praticas agricolas e a utilizacdo de técnicas de controle bioldgico. A compreensdo dos
mecanismos de resisténcia e o monitoramento adequado permitem o desenvolvimento de
estratégias eficazes de manejo de doencas e a preservacdo da eficacia dos fungicidas para o

controle de C. cassiicola.
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4.2 EFICIENCIA DOS FUNGICIDAS SOBRE ISOLADOS RESISTENTES EM
TOMATEIROS

A avaliacdo dos sintomas da mancha-alvo foi conduzida ao longo de um periodo de 16
dias e foi finalizada quando um ramo de uma unidade amostral alcangou a pontua¢do maxima
na escala diagramatica para a avaliacdo da severidade da mancha-alvo em folhas de tomateiro
(PAIXAO, 2014).

Os resultados apresentados na Tabela 7 do estudo revelam diferencas significativas na
progressdo da severidade da doenga entre os tratamentos com os fungicidas e o tratamento
controle (sem aplicacdo de fungicida), evidenciando que os fungicidas tiveram um efeito
positivo no controle da mancha-alvo.

Além disso, foi observada uma diferenca significativa na severidade da mancha-alvo
entre os diferentes isolados dentro de cada tratamento, o que indica a presenca de gendtipos

com perfis de resposta distintos a acdo dos produtos fungicidas utilizados.
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Tabela 7 - Severidade média e Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) da mancha-alvo
em tomateiros inoculados com Corynespora cassiicola resistentes a Azoxistrobina (1 pg mL-1), Boscalida (10
pg mL-1), Carbendazim (10 pg mL-1), Tebuconazol (5 ug mL)

Azoxistrobina Boscalida Carbendazim Tebuconazol Controle
isolado severidade AAC severidade AA severidade AAC severidade AA severidade AAC
%) PD %) CPD (%) PD (%) CPD (%)  PD
19 3332 b 1571'6 5000 a 22;" 3000 b 87,08 1060 c 6%'2 48,32 13?'8
23 5000 a /0 1993 p " 5000 a 1341 3280 p 9L 575 5 1394

8 3 7 25 2
31 3082 b 4625 2402 b 31’5 1082 ¢ 2292 1332 ¢ 53'1 42,50 14?'6
39 4832 a 243'7 1455 b 73*4 3600 b 1171*6 000 ¢ 000 50,00 15§'8
50 3416 b 145'4 9.96 b 6%’0 2682 b 5458 5000 a 2712 46,66 1338'3
53 2916 b 1522'9 13.00 b 685’9 500 ¢ 1750 000 ¢ 000 50,00 145'2
80 334 c 1917 420 22’8 000 ¢ 000 000 c 000 2666 b 5875
97 000 c 000 223 c 1%’2 000 ¢ 000 484 c 215'2 33.32 153'4
101 660 c 3333 2280 b 473’8 000 ¢ 000 450 c 2%'0 26,66 7625

CV = 13.64%

*Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott ao nivel
de significAncia de 5%

Fonte: De autoria propria (2023).

Um fungicida com um menor valor de severidade indica uma maior eficacia no controle

da doenca e, a0 mesmo modo, um fungicida com uma AACPD (area abaixo da curva de

progresso da doenga) menor indica um menor acimulo da doenga ao longo do tempo. Esses

resultados destacam a importéancia de selecionar o fungicida adequado e ajustar a concentracdo

de aplicacdo com base nos dos perfis genotipicos especificos da doenca para obter um controle

eficaz da mancha-alvo.

O tratamento com Azoxistrobina na concentragdo de 1 pg/mL? (Grafico 9) mostrou

baixa eficacia no controle do progresso da severidade da mancha-alvo para os isolados 19, 23,

31, 39, 50 e 53. No entanto, apresentou alta eficacia para os isolados 89, 97 e 101, evidenciando

a variabilidade na resposta dos isolados a acdo especifica deste fungicida em diferentes

concentragoes.



Gréafico 9 - Progresso da severidade de mancha-alvo causada pelos
isolados de Corynespora cassiicola em tomateiro versus tempo (dias),
observados no tratamento com Azoxistrobina na concentracgéo 1 pg/mL1-
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O tratamento com Boscalida na concentragio 10 pug/mL™? (Grafico 10) mostrou baixa

eficacia no controle do progresso da severidade da mancha-alvo para o isolado 19, eficacia

moderada para os isolados 23, 31, 39, 50, 53, 101 e alta eficacia para os isolados 89 e 97.

Grafico 10 - Progresso da severidade de mancha-alvo causada pelos
isolados de Corynespora cassiicola em tomateiro versus tempo (dias),
observados no tratamento com Boscalida na concentragédo 10 pg mL-1
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O tratamento com Carbendazim na concentragdo 10 pug mL-1 (Gréafico 11) monstrou
baixa eficacia no controle do progresso da severidade de mancha-alvo para os isolados 19, 23,
39, e 50 e alta eficacia para os isolados 31, 53, 89,97, e 101.

E fundamental ressaltar que, embora o Carbendazim tenha mostrado eficacia no controle
da doenca em plantas de tomate, é necessario levar em consideracdo as regulamentaces e
proibicdes de substancias quimicas que podem ocorrer ao longo do tempo. Com base na
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) 739/2022 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa), publicada em agosto de 2022, o uso e a comercializagdo deste fungicida
foram proibidos no Brasil. Portanto, é essencial estar ciente das atualizacbes das

regulamentacdes e seguir as diretrizes estabelecidas pelos 6rgdos regulatérios competentes.

Grafico 11 - Progresso da severidade de mancha-alvo causada pelos isolados
de Corynespora cassiicola em tomateiro versus tempo (dias), observados no
tratamento com Carbendazim na concentragdo 10 pg/mL-1
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Fonte: De autoria propria (2023).
O tratamento com Tebuconazol na concentracdo 5 pg mL-1 (Grafico 12) demonstrou
baixa eficacia no controle do progresso da severidade de mancha-alvo para os isolados 23 e 50
e alta eficacia para os isolados 19, 31, 39, 53, 89, 97, e 101.
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Gréfico 12 - Progresso da severidade de mancha-alvo causada pelos isolados
de Corynespora cassiicola em tomateiro versus tempo (dias), observados no
tratamento com Tebuconazol na concentragdo 5 pg/mL-1
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Fonte: De autoria propria (2023).

A eficécia dos fungicidas no controle da mancha-alvo causada por C. cassiicola é um
tema de grande importancia na agricultura e os resultados apresentados podem ser utilizados
em estudos futuros ou em programas integrados de manejo de doencas na regidao amazoénica.

Embora os fungicidas demonstrem eficidcia no controle da doenga para diversos
isolados, é preocupante constatar que alguns isolados ndo foram adequadamente controlados.
Esta falha de eficacia indica que a resposta mancha-alvo aos fungicidas é um fenémeno que
esta associada a presenca de variedades resistentes do fungo.

A presenca de variagdo na sensibilidade aos fungicidas entre os isolados de C. cassiicola
revela a possibilidade da existéncia de variedades resistentes na area de estudo. A resisténcia
aos fungicidas € um desafio crescente na agricultura moderna, e a diversidade genética do
patégeno desempenha um papel crucial na selecdo de individuos resistentes. Esta diversidade
genética permite que alguns isolados de C. cassiicola apresentem caracteristicas que os tornam

mais ou menos suscetiveis aos efeitos dos fungicidas utilizados.
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5 CONCLUSOES

Foi identificada uma alta ocorréncia de isolados do fungo C. cassiicola resistentes aos
fungicidas Azoxistrobina, Boscalida, Carbendazim e Tebuconazol nos ensaios in vitro. Isto
indica a presenca de variantes resistentes do fungo na regido metropolitana de Manaus,
Amazonas, Brasil.

Entre os fungicidas testados, a Azoxistrobina foi o produto menos eficaz no controle de
C. cassiicola nos ensaios de resisténcia in vitro, enquanto a Boscalida foi o mais eficaz. Estes
resultados demonstram a importancia de selecionar o fungicida adequado para um controle
eficaz da doenca.

Os ensaios in vivo mostraram diferencas significativas na severidade da mancha-alvo
em tomateiros entre os tratamentos com os fungicidas Azoxistrobina, Boscalida, Carbendazim
e Tebuconazol em comparacdo com o tratamento controle sem a adi¢do de fungicida. Isto indica
que os fungicidas tém um efeito positivo no controle da doenca, mas a eficécia varia de acordo
com o fungicida utilizado e a variedade do fungo.

Observou-se variacdo na sensibilidade aos fungicidas entre os isolados de C. cassiicola
coletados em areas de agricultura da regido metropolitana de Manaus. Isto indica a presenca de
genotipos distintos do fungo com diferentes perfis de resisténcia aos fungicidas nestas
populagoes.

Por fim, ressalta-se a importancia de uma abordagem integrada no manejo da mancha-
alvo, considerando a selecdo adequada de fungicidas, o monitoramento da sensibilidade dos
isolados e a adocdo de medidas de controle que considerem a variabilidade genética do
patdgeno. Estas informagdes fornecem subsidios para o desenvolvimento de estratégias mais
eficazes de manejo da doenca e contribui para a sustentabilidade da agricultura na regido

amazonica.
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CAPITULO 2: DIVERSIDADE FILOGENETICA DE CORYNESPORA CASSIICOLA
NA REGIAO METROPOLITANA DE MANAUS AMAZONAS, BRASIL

RESUMO

A alta variabilidade genética do fungo Corynespora cassiicola é uma caracteristica importante
que permite que o fungo se adapte a diferentes ambientes e hospedeiros. Isto pode tornar a
doenca mais dificil de ser controlada e gerar desafios para 0 manejo. A caracterizacdo molecular
de C. cassiicola é uma estratégia importante para entender a diversidade genética do fungo e a
possivel especializacdo em diferentes plantas hospedeiras e regides geogréaficas. Estudos
filogenéticos sdo importantes para identificar a diversidade genética e a possivel especializacao
do fungo, visando a aplicacdo dessas informacGes em estratégias para otimizar programas de
manejo integrado de doengas. Objetivou-se caracterizar molecularmente isolados de C.
cassiicola provenientes de diferentes plantas hospedeiras e municipios do Amazonas, a partir
da construcdo de arvores filogenéticas com base nas regides gendmicas rDNA ITS, CAA5,
GA4 e ACT1. Confirmou-se a existéncia de duas linhagens bem definidas de C. cassiicola no
Amazonas, correlacionadas com as linhagens PL1 e PL4 de sequéncias de referéncia
identificadas na literatura, sugerindo que estas evoluiram a partir de uma populacdo ancestral
comum.

Palavras-chave: Corynespora cassiicola, Caracterizacdo molecular, Diversidade genética.
Filogenia, Agricultura tropical.
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1 INTRODUCAO

Epidemias severas da mancha-alvo, causada por Corynespora cassiicola, em uma ampla
gama de plantas hospedeiras sdo cada vez mais evidente, influenciadas pelas mudangas
climéticas e pelo processo de intensificacdo dos sistemas produtivos na agricultura. Este fungo
coevolui com seus hospedeiros influenciado pelas condi¢des ecoldgicas. Qualquer alteracdo na
populacdo predominante do hospedeiro pode resultar em mudancas subsequentes na populacao
do patdgeno (BANGUELA-CASTILHO et al., 2020).

A variabilidade genética é uma caracteristica essencial em C. cassiicola, pois confere
diversidade de formas alternativas de um mesmo gene nos individuos da espécie. Esta
variabilidade genética resulta em diferencas morfoldgicas e fisiolégicas que permitem aos
individuos responder de diferentes maneiras as mudancas ambientais (DEMARTELAERE et
al., 2020). C. cassiicola ¢ uma espécie cosmopolita com alta variabilidade genética que lhe
confere uma ampla capacidade de adaptacdo as diferentes condi¢Ges climéticas e tipos de
plantas, possibilitando sua sobrevivéncia em ambientes diversos (RONDON; LAWRENCE,
2019).

A correta caracterizacdo e compreensao da variabilidade genética de C. cassiicola séo
elementos essenciais para analises ecoldgicas e para o desenvolvimento de medidas de manejo
da doenca (SHIMOMOTO et al., 2011). Classificado como um fungo mitospérico da classe
Ascomycota, C. cassiicola ndo apresenta reproducdo sexuada e produz esporos assexuados
denominados conidios. A alta variabilidade genética deste organismo estd associada aos
processos de mutagdes espontaneas dentro das populacdes (SUMABAT et al., 2018).

Nesse contexto, & fundamental obter conhecimento sobre as variedades existentes em
C. cassiicola por meio de levantamentos sistematicos que reconstituam a origem, diversificacdo
e relacBes genéticas dos organismos. Os estudos filogenéticos, baseados no sequenciamento de
dados moleculares, sdo considerados os métodos mais eficientes para traduzir estas
informacg6es. Combinados com a bioinformaética, os diagnosticos permitem a analise rapida e
precisa das caracteristicas genéticas de um organismo (JAYAWARDENA et al., 2021).

O principio filogenético classifica as espécies de acordo com padrdes de variacdo
genetica herdada de um ancestral comum. A partir disto, linhagens sdo definidas por
agrupamentos cladisticos representados em arvores filogenéticas, em que sdo agrupados 0s
organismos que compartilham um ancestral comum e apresentam mutag6es similares. Essas

informacgdes sdo importantes para apoiar a tomada de decisbes em programas de manejo



86

integrado de doencas, possibilitando a detec¢do da ocorréncia de novas combinacdes génicas
de viruléncia (JAYAWARDENA et al., 2021).

Um dos principais objetivos dos estudos filogenéticos ¢é identificar avariabilidade
genética dos organismos-praga em diferentes ambientes, assim como a presenca de diferentes
linhagens patogénicas. Estes estudos visam compreender a origem, diversidade genética,
possiveis especializaces das espécies, relacbes com as plantas hospedeiras e a capacidade de
resisténcia ao uso de fungicidas (HORIIKE, 2016).

Um estudo pioneiro forneceu uma amostragem global da variabilidade genética desta
espécie, identificando seis linhagens filogenéticas relacionadas ao hospedeiro de origem e
patogenicidade, independentemente da origem geografica, evidenciando um recente
movimento global do fungo (DIXON et al., 2009).

Estudos posteriores demonstraram que a diversidade de C. cassiicola esta relacionada a
especializacdo do hospedeiro. Os perfis de viruléncia variam significativamente de acordo com
essa especializacdo. Isto sugere o envolvimento de mecanismos genéticos especificos
reconhecidos por uma gama limitada de hospedeiros compativeis (BANGUELA-CASTILLO
et al., 2020; DEON et al., 2014; WU et al., 2018).

Esta pesquisa realiza a caracterizacdo molecular de isolados de C. cassiicola
provenientes de diferentes plantas hospedeiras e municipios do Amazonas, por meio do
sequenciamento multilocus das regides genémicas rDNA ITS, CAA5, GA4 e ACTL, e
identifica possiveis linhagens filogenéticas do fungo. Essa caracterizacdo molecular fornecera
informacdes importantes para o desenvolvimento de estratégias de manejo da mancha-alvo.

Ao compreender a variabilidade genética de C. cassiicola, é possivel melhorar as
analises ecoldgicas e direcionar medidas de manejo mais eficazes e desenvolver estratégias
direcionadas para o controle da doenca, adaptando praticas culturais, tratamentos quimicos e
selecdo de plantas resistentes partir da abordagem filogenética. Pode-se identificar linhagens
especificas e suas caracteristicas genéticas, auxiliando na tomada de decisfes para o controle
da mancha-alvo. Essas informacdes sdo valiosas para a implementacdo de medidas de manejo
integrado e para garantir a sustentabilidade da producéo agricola frente aos desafios impostos

por esse fitopatdgeno.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a existéncia de diferentes linhagens filogenéticas do fungo C. casiicola no

estado do Amazonas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar linhagens filogenéticas de C. cassiicola com base na filogenia das regides
genémicas rDNA ITS, CAA5, GA4 e ACT1.
Avaliar se ha isolados de C. cassiicola resistentes a fungicidas nas linhagens

filogenéticas identificadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO E PRESERVACAO DOS ISOLADOS

As coletas de material vegetal com sintomas da mancha-alvo foram realizadas em
propriedades rurais dos municipios de Manaus, Iranduba, Rio Preto da Eva e Presidente
Figueiredo, no estado do Amazonas. Foram obtidos 110 isolados de C. cassiicola a partir de
folhas de tomateiro, pepino e mamoeiro com sintomas de mancha-alvo, descritos anteriormente
na Tabela 1 do Capitulo 1. O isolamento, a obtencdo de isolados monosporicos e a preservacao

dos isolados foram feitos conforme descrito no Capitulo 1, Secdo 3, Subsecéo 3.1.

3.2 EXTRACAO, PURIFICACAO E QUANTIFICACAO DO DNA GENOMICO

O DNA gendmico foi obtido a partir dos isolados de C. cassiicola cultivados em placas
de Petri contendo meio V8 (200 mL de suco de vegetais V8 "CAMPBELL Soup Co."; 16 g de
agar; 3,2 g de CaCOs e 800 mL de &gua destilada), mantidas sob temperatura ambiente (£26
°C) durante 10 dias. O micélio crescido nas placas foi recolhido e macerado com nitrogénio
liquido utilizando almofariz e pistilos esterilizados até que o material atingisse a consisténcia
de um po fino. A extracdo de DNA foi realizada seguindo o protocolo CTAB 2% (DOYLE;
DOYLE, 1987, adaptado).

A extracdo de DNA foi realizada com 100 mg do material macerado, o qual foi
acondicionado em microtubo de 2 mL, contendo 600 pL de tampdo de extracdo (CTAB 2%).
Os tubos foram agitados durante 20 segundos, imersos em banho maria & 65 °C durante 30
minutos e homogeneizados por inversdo manual a cada 10 minutos. Apoés este perido, foram
resfriados em gelo por 5 minutos e adicionados ao microtubo 500 pL da solucdo cloroférmio-
alcool isoamilico (24:1). Os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm durante 3 minutos, e logos
apos recolhida a fase aquosa (sobrenadante), que foi transferida para novos tubos contendo 500
uL da solucéo cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), agitado-o por 20 segundos e centrifugando
a 14000 rpm, durante 3 minutos. A fase aquosa foi transferida para novo microtubo, no qual
foram adicionados 600 pL de isopropanol (-20 °C). A seguir, 0os microtubos foram colocados
em freezer (-20 °C) por 4 horas para formar os pellets do DNA (DNA sedimentado no fundo do
tubo), que foram centrifugados a 14000 rpm, durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado
e o pellet foi lavado em 500 pL de etanol 75% e etanol 95%. Os microtubos foram centrifugados

novamente a 14000 rpm por 5 minutos.
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O sobrenadante foi descartado e o microtubo com o pellet colocado para secar em
camara de fluxo laminar até nao conter mais tracos de etanol. O pellet foi dissolvido em 50 pL
de agua destilada e armazenado em freezer (-20 °C). A extracdo do DNA foi confirmada em gel
de agarose (0,8%) e o tamanho do fragmento de DNA estimado com o marcador de peso
molecular de 100 pb (Sinapse). A visualizagdo dos fragmentos amplificados foi realizada em
transiluminador de ultravioleta (Loccus Biotecnology®).

Para a quantificar o DNA, foi utilizado espectrofotdmetro NanoDrop® 2000 (Thermo
Fisher Scientific) com densidade ética adotada de 260 nm e concentracao final ajustada para 50
ug UL O DNA foi quantificado via eletroforese em gel de agarose (0,8%), usando como
referéncia o marcador de peso molecular de 100 pb (Sinapse) e armazenados em freezer (-20
°C).

3.3 PCR E SEQUENCIAMENTO

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) foi feita conforme os trabalhos Dixon et al.
(2009), Déon et al. (2014), Banguela-Castillo et al. (2020), Aguiar et al. (2022), utilizando as
regides do espacador transcrito interno de rDNA (ITS), citocromo oxidase (CAA5), giberelina
desaturase (GA4) e actina (ACT1). A regido rDNA (ITS) foi escolhida por ser o barcode
universal de fungos, enquanto as regides CAA5, GA4 foram escolhidas por serem loci
hipervariaveis relacionados a designacéo de linhagens filogenéticas, enquanto a ACT1 por ser
uma regido polimorfismos de nucleotideo Gnico que influenciam nos tragos genotipicos em C.
cassiicola.

As reacdes de PCR foram realizadas para um volume final de 12 pL, com 1 pL de DNA,
2,4 uL de tampdo incolor Go Tag® Flexi (5X), 0,8 uL de MgCl. (25 mM), 0,5 uL de dNTPs
(10 mM), 1 pL de iniciadores (0,5 uM primer Foward + 0,5 uM primer Reverse) (Figura 1),
0,12 pL da enzima GoTaq® Colorless (Promega) e 6,18 pL de &4gua deionizada. Para evitar
contaminacdo dos reagentes, foram preparados controles negativos, substituindo o DNA por
agua deionizada no preparo da reacdo. A sequéncia dos primers e o tamanho dos fragmentos

(pares de bases) esperados estdo listados na Quadro 1.
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Quadro 1 - Lista de primers usados no sequenciamento do DNA de Corynespora cassiicola

Primers Sequéncias (5"- 3") Gene Alvo fra%r)rg;nto
ITS1F 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' rDNAITS .
ITS4R 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' rDNAITS 00
GA4F 5" CCTGCTCCGACTTTGAG 3’ GA4 400
GA4R 5 CCTCGTCTGCCAGTTCTTCT 3' GA5

CAAS5F 5 GTCCACAAGTGGAACCTCGT 3' CAAS 300"

CAASR 5¢ CCTCGTCTGCCAGTTCTTCT 3' CAAbG

ACT-512F 5° ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC 3' ACT1 .
ACT-783R 5 TACGAGTCCTTCTGGCCCAT 3' ACT1 30

Fonte: 2White et al. (1990), ® Banguela-Castillo et al. (2020), ‘Carbone e Kohn (1999).

As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador Biosystem® (MG96G) e as
condicdes utilizadas para amplificacdo das regides rDNA (ITS), CAA5, GA4 foram um ciclo
inicial de desnaturacdo a 94 °C por 3 minutos, seguida por 30 ciclos de deshaturacdo por 30
segundos a 94 °C, anelamento dos primers a 58 °C por 30 segundos, extensdo a 72 °C por 45
segundos, finalizando com um ciclo de extensdo final a 72 °C por 5 minutos. As condicdes
utilizadas para amplificacdo da regido ACT1 sdo idénticas as demais com excecdo da
temperatura de anelamento dos primers de 61 °C (DIXON, 2009). Os amplicons gerados foram
verificados em gel de agarose (1,2%), corados com Gel Red™ (Biotium), usando como
referéncia o marcador de peso molecular 1k Plus (Sinapse).

A purificagdo dos produtos da PCR foi realizada adicionando-se 2 pL de reagente
ExoSAPIT™ (Thermo Fisher Scientific Inc.) e 5 uL do produto de PCR. A amostra foi
incubada a 37 °C por 4 minutos para degradar os excessos de primers e nucleotideos, em
seguida, foi incubada a 80 °C por 1 minuto para inativar o reagent EXoSAP-IT™, O produto de
PCR purificado foi utilizado para sequenciamento de DNA. A reacdo de sequenciamento foi
feita com o kit de sequenciamento BigDye™ Terminator v3.1 (1,8 uL de tampao BigDye™;
0,4 uL de enzima BigDye™; e 0,2 uL de primer F BigDye™). O sequenciamento das amostras
foi feito no sequenciador automatico ABI 3130 Applied Biosystems® no Laboratério de
Biodegradacdo da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

3.4 ANALISES FILOGENETICAS

Os eletroferogramas gerados a partir do sequenciamento foram analisados com o

programa SegAssem® (HEPPERLE, 2004). As sequéncias foram implementadas no Programa
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MEGA7 (KUMAR et al., 2016), alinhadas com a ferramenta MUSCLE (EDGAR, 2004), e
submetidas a analise comparativa com sequéncias de material de referéncia, depositadas no
National Center for Biotechnological Information (NCBI) utilizando a ferramenta Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). As sequéncias que
exibiram identidade superior a 95% em relagcdo as sequéncias obtidas neste estudo, foram
baixadas para serem incluidas nos agrupamentos das sequencias utilizadas para as analises
filogenéticas. Foram usados como outgroup as espécies Corynespora smithii (CABI5649b),
Corynespora proliferata (CBS112393) e Corynespora olivacea (CBS291.74) (Quadro 2).

Quadro 2 - Sequéncias de referéncia utilizadas neste estudo para a construcdo das filogenias de isolados de
Corynespora cassiicola do estado do Amazonas

. . NUmero de acesso do gene no GenBank®
Isolados Hospedeiros Origem

CAA5 GA4 ITS ACT
YP 59 Ipomea batatas Yap FJ853002 | FJ852859 | FJ852716 | FJ853141
PW 69 Piper betle Palau FJ852966 | FJ852823 | FJ852680 | FI853105
YP 27 Cucumis sativus Yap FJ852997 | FJ852854 | FI852711 | FJ853136
SN64 Asystasia gangetica Saipan FJ852990 | FJ852847 | FJ852704 | FJ853129
RWB321 Glycine Max Brasil FJ852878 | FJ852735 | FJ852592 | FJ853021
NIAS 712045 |  Solanum melogena Japao FJ852885 | FI852742 | FJ852599 | FJ853024
GU99 Saintpaulia ionantha Guam FJ852943 | FJ852800 | FJ852657 | FJ853082
SN48 Coccinia grandis Saipan FJ852987 | FJ852844 | FJ852701 | FJ853126
AS49 Solanum lycopersicum | Samoa Americana | FJ852860 | FJ852717 | FJ852574 | FJ853003
AS117 Carica papaya Samoa Americana | FJ852872 | FJ852729 | FJ852586 | FJ853015
BZ DOA16b Carica papaya Brasil FJ852874 | FI852731 | FJ852588 | FJ853017
AS58 Vigna ungulata Samoa Americana | FJ852863 | FJ852720 | FJ852577 | FJ853006
GU70 Solanum melogena Guam FJ852936 | FI852793 | FJ852650 | FI853075
SN 59 Lantana Camara Saipan FJ852989 | FJ852846 | FI852703 | FJ853128
GU111 Manihot esculenta Guam FJ852912 | FJ852769 | FJ852626 | FI853051
Bz JMpP217 | Solanum lycopersicum Brasil FJ852876 | FJ852733 | FI852590 | FJ853019
SN37 Vigna ungulata Saipan FJ852984 | FJ852841 | FI852698 | FJ853123

CABI5649b Fagus sylvatica Inglaterra FJ852883 | FI852740 | FJ852597 -

CBS112393 Fagus sylvatica Italia FJ852882 | FI852739 | FJ852596 -
CBS291.74 Tilia spp. Holanda FJ852881 | FJ852738 | FJ852595 | FJ853022

Fonte: De autoria prépria (2023).

Os arquivos foram implementados no programa Sequence Matrix 1.7.8° para analise
individual e concatenada dos dados referentes as regifes genémicas rDNA ITS, CAA5, GA4 e
ACT1. Os dados obtidos foram inseridos no portal CIPRES Science Gateway V. 3.3

(https://www.phylo.org/) para a construcdo das arvores filogenéticas, a partir do método
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Maxima Verossimilhanca (Maximum Likelihood — ML) utilizando a ferramenta RAXML-HPC
v.8 on XSEDE (Stamatakis, 2014), e a robustez das arvores foi calculada mediante uso do
método de bootstrap, com 1000 pseudoréplicas. A visualizacdo das arvores filogenéticas foi

feita no software MEGAY.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa confirmaram que todos os isolados avaliados
pertencem a espécie Corynespora cassiicola. Foram analisadas um total de 252 sequéncias de
DNA, incluindo 30 sequéncias da regido gendmica ACT1 (200pb), 63 sequéncias de CAA5
(330pb), 53 sequéncias de GA4 (370 pb) e 106 sequéncias de ITS (584 pb), obtidas pelo do
DNA de 110 isolados. A partir destas sequéncias gendmicas, desenvolveu-se uma arvore
filogenética consenso que incluiu 11 isolados e 18 sequéncias de referéncia (DIXON et al.,
2009), juntamente com 1 sequéncia de grupo externo (C. olivaceae CBS291.74).

A andlise das arvores filogenéticas revelou alta similaridade genética entre os isolados
de C. cassiicola do Amazonas e os isolados de referéncia de diferentes regiées do mundo, o que
sugere uma distribuicdo cosmopolita do fungo e uma origem comum ancestral ao longo da
evolucdo da espécie. Estes resultados corroboram estudos filogenéticos anteriores que
mostraram a falta de correlagdo entre dados filogenéticos e localizacdo geogréfica, indicando
gendtipos com especializacdo em relacdo a espécie hospedeira (AGUIAR et al., 2022;
BANGUELA-CASTILLO et al., 2020; DEON et al., 2014; DIXON et al., 2009; SUMABAT
etal., 2018).

A arvore filogenética, que incluiu a concatenacao dos quatro genes rDNA ITS, ACT1,
GA4 e CAADS, revelou agrupamentos de linhagens filogenéticas (LFs) de C. cassiicola. Os
isolados deste estudo foram agrupados em duas LF’s relacionadas a planta hospedeira,
independentemente da sua origem geografica. Estas LFs foram identificadas como LF1 e LF4,
conforme proposto por Dixon et al. (2009). Os isolados coletados de mamoeiro (Carica
papaya) e pepineiro (Cucumis sativus) em Manaus, Presidente Figueiredo e Iranduba foram
agrupados na LF1, enquanto os isolados de tomateiro (Solanum lycopersicum) 'Cereja’ e
‘Caraiba’ em Manaus e Iranduba foram agrupados na LF4 (Figura 6).

Observou-se que os isolados de C. cassiicola provenientes de tomateiro sdo exclusivos
das LF's 3 e 4. Embora ndo tenham sido encontrados isolados de tomateiro na LF1, estes
isolados podem causar doengas quando inoculados em tomateiros e servir como fonte de
hospedeiros para possiveis epidemias de mancha-alvo em campos de cultivo de tomateiro
(DIXON et al., 2009). Portanto, a consorciacdo das culturas de pepino (Cucumis sativus) e

mamao (Carica papaya) em areas de plantio de tomateiro deve ser evitada no Amazonas.
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Figura 6 - Arvore filogenética consenso

C cassiicola SN59
C cassiicola GUT0

C cassiicola AS58

bt

C cassiicola Doal6b

LF 1

iso 97 pepino PF
o C. cassiicola AS49
C. cassiicola AS117
C. cassiicola SN438
[ah { C. cassiicola SNG4
C. cassiicola RWB321

Tz| | C cassiicola GU%9
96 L C cassiicola NIAST12045

* C cassiicola SN37

C cassiicola IMP217
— 1 oz iso28 tomate IRD
1509 tomate MAO  |LF4

[ C cassiicola GU111

a7

is027 tomate IRD
5035 tomate IRD
i5049 tomate IRD
is050 tomate IRD

C. cassiicola YP27

4[ C cassiicola PWE&9

100
C cassiicola YP59

7a

C olivacea CB5291 74

n.m

Fonte: De autoria prépria (2023).

Nota: Construida por inferéncia de Méaxima Verossimilhanga de dados combinados dos
genes rDNA ITS, ACT1, GA4 e CAA5 de Corynespora cassiicola. A barra de escala
mostra o nimero de substituicBes por sitio e os valores do suporte de bootstrap > 70% com
1000 repeti¢des sdo exibidos nos nds. As linhagens filogenéticas (PL) indicam clados de
alto suporte com os agrupamentos das sequéncias dos isolados obtidos neste estudo e
sequéncias de referéncia de Dixon et al. (2009).

Os avangos nos procedimentos de classificacao filogenética simplificada desempenham

um papel fundamental ao tornar essa metodologia mais acessivel e, como consequéncia, tem
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ocorrido um aumento significativo na pesquisa sobre o controle eficiente de epidemias causadas
por microrganismos fitopatogénicos na agricultura, o que permite uma melhor compreenséo
das relacGes genéticas entre os organismos, bem como a identificacdo de linhagens especificas
e sua associacdo com hospedeiros e origens geograficas. Além disso, estas inovacfes abrem
novas perspectivas para a aplicacdo de técnicas metagendmicas em estudos populacionais,
ampliando ainda mais o conhecimento nessa area.

Um estudo conduzido por Banguela-Castillo et al. (2020) exemplifica essa abordagem
ao demonstrar que é possivel definir linhagens filogenéticas (LFs) de C. cassiicola por meio da
concatenacdo de dados dos genes GA4 e CAA5. Os polimorfismos de nucleotideos e restri¢do
nestas regides se mostram conservados entre individuos que pertencem & mesma linhagem
filogenética. O gene GA4 é associado as LFs 1, 2, 3, 4, 5 e 7, enquanto o gene CAA5 delimita
asLFs2,4eb6.

A partir deste conhecimento, elaborou-ser uma arvore filogenética com sequéncias de
26 isolados de C. cassiicola, nas quais os genes GA4 e CAA5 foram concatenados (Figura 7).
Esta arvore filogenética foi complementada por 18 sequéncias de referéncia e 3 sequéncias
externas com o intuito de fortalecer os resultados obtidos na arvore filogenética consenso dos
genes IDNA ITS, ACT1, GA4 e CAAS.

A andlise da inferéncia filogenética construida a partir dos genes GA4 e CAAS5 revelou
que os isolados de C. cassiicola coletados de mamoeiro (Carica papaya) e pepino (Cucumis
sativus) em Manaus (MAO), Rio Preto da Eva (RPE) e Iranduba (IRD) correspondem a LF1.
Contudo, os isolados provenientes de tomateiro (Solanum lycopersicum) 'Cereja’ e ‘Caraiba’,
coletados em Manaus e Iranduba, foram agrupados na LF4, confirmando os resultados
observados previamente na arvore filogenética consenso dos 4 genes.

A analise de diferentes genes proporciona uma compreensdo mais abrangente das
relacdes genéticas entre os isolados de C. cassiicola. Esta abordagem otimiza a identificacao
de linhagens especificas e a associagdo com hospedeiros e origens geograficas, fornecendo
informac0es valiosas para estudos epidemioldgicos e de controle de doengas nas plantas.



Figura 7 - Arvore filogenética
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Fonte: De autoria prépria (2023).
Nota: construida por inferéncia de Maxima
Verossimilhanga de dados combinados dos genes
GA4 e CAAS de Corynespora cassiicola. A barra
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de escala mostra o nimero de substituicbes por
sitio e os valores do suporte de bootstrap > 70%
com 1000 repeticbes sdo exibidos nos nos. As
linhagens filogenéticas (PL) indicam clados de
alto suporte dos agrupamentos.

Nas construcGes de &rvores filogenéticas individuais a partir do sequenciamento dos loci
rDNA ITS, GA4, CAA5 e ACTL, os padrdes de agrupamento entre as linhagens filogenéticas
de C. cassiicola nao apresentaram suporte robusto. No entanto, a arvore filogenética construida
com base na regido rDNA ITS (Figura 8) revelou a associagdo dos isolados em dois
agrupamentos distintos (Figuras 9 e 10) que se correlacionaram com duas mutagdes génicas
(Figura 11). Estas mutacdes, caracterizadas por alteracdes no codigo de bases nitrogenadas do
DNA, ocorreram nas posicdes 158pb e 278pb de sequéncias com 584 pb. Nas amostras
classificadas na linhagem LF1 foram identificadas mutagdes para T e para G, enquanto nas
amostras classificadas na linhagem LF4 foram observadas mutagdes para C e para A,
respectivamente.

Estes agrupamentos filogenéticos encontrados na arvore rDNA ITS se alinham com os
dados filogenéticos obtidos a partir da concatenacdo dos dois e quatro genes em estudos
anteriores de Dixon et al. (2009), Déon et al. (2014) e Banguela-Castillo et al. (2020),
disponiveis no banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI,
c2023). Esta consisténcia reforca a utilidade do sequenciamento da regido rDNA ITS como uma
triagem inicial dos isolados de C. cassiicola e a sele¢do dos individuos para reproducao de
resisténcia. Os isolados pertencentes a linhagem LF1 podem ser utilizados para rastrear a
resisténcia a mancha-alvo em mamoeiro (Carica papaya) e pepino (Cucumis sativus), enquanto
os isolados da linhagem LF4 podem ser empregados na triagem de resisténcia a mancha-alvo
em tomateiro (Solanum lycopersicum).

Além disso, a identificacdo de polimorfismos pontuais em regibes especificas do
genoma facilita a genotipagem rapida e precoce de C. cassiicola em programas de controle de
doengas, permitindo a identificacdo das linhagens por meio de marcadores moleculares. Esta
abordagem molecular auxilia na tomada de decisdes e no direcionamento de estratégias de
manejo, contribuindo para a eficacia dos programas de controle fitossanitario.

Em suma, os resultados obtidos mediante sequenciamento da regido rDNA ITS se
mostram valiosos para a triagem inicial dos isolados de C. cassiicola, sele¢do de individuos
para reproducdo de resisténcia e genotipagem rapida. A identificacdo de polimorfismos

pontuais permite a caracterizacdo das linhagens filogenéticas de forma precisa e eficiente,
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auxiliando no controle de doencas e no desenvolvimento de estratégias de manejo mais

direcionadas.

Figura 8 - Arvore filogenética
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Fonte: De autoria propria (2023).

Nota: construida por inferéncia de Méxima Verossimilhanca com base no gene ITS do DNA de isolados de
Corynespora cassiicola. A barra de escala mostra 0 nimero de substituicGes por sitio e os valores do suporte de
bootstrap > 70% com 1000 repeticBes sdo exibidos nos nds.



Figura 9 - Descri¢do do grupo 1
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Fonte: De autoria prépria (2023).
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Nota: apresentado na arvore filogenética construida por inferéncia de Maxima Verossimilhanca

com base no gene ITS do DNA de isolados de Corynespora cassiicola.

99



100

Figura 10 - Descri¢do do grupo 2
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Fonte: De autoria propria (2023).

Nota: apresentado na arvore filogenética construida por inferéncia de Méaxima Verossimilhanga com base no
gene ITS do DNA de isolados de Corynespora cassiicola.
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Figura 11 - Mutaces nos pares de bases 158 e 278 em um alinhamento de 584 pares de bases da regido

rDNA ITS de Corynespora cassiicola
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Fonte: De autoria prépria (2023)
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Os mecanismos de resisténcia dos fungos aos fungicidas estao ligados a capacidade de

selecdo de linhagens resistentes de patogenos. Foi identificada alta incidéncia de isolados de C.

cassiicola classificados nas linhagens filogenéticas LF1 e LF4 resistentes aos fungicidas

Azoxistrobina, Boscalida, Carbendazim e Tebuconazol (Tabela 8), evidenciando a ocorréncia

de selecdo de organismos resistentes. No entanto, o mecanismo de resisténcia nao foi

reconhecido a partir da analise das regides genémicas rDNA ITS, ACT1, GA4 e CAAS.
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Tabela 8 - Relacdo entre as linhagens filogenéticas FL1 e FL4 de Corynespora cassiicola e a presenca de
variantes resistentes aos fungicidas Azoxistrobina, Boscalida, Carbendazim e Tebuconazol

ealEGe ﬁloLinh,a.gensm _ - Perfis de resisténcia* -
genéticas (LF) Azoxistrobina Boscalida Carbendazim Tebuconazol
7 4 RR S RR S
19 4 RR R RR R
24 4 R S RR R
26 4 s R R R
2 4 RR s R s
28 4 SS SS SS R
35 4 SS sS R s
39 4 R R RR s
40 4 RR SS R R
45 4 ss S R R
48 4 RR SS R S
49 4 RR S R R
50 4 RR s RR R
ol 4 RR SS RR R
75 1 i s ss 5
79 1 R ss ss 5
83 1 R ss ss 5
96 1 RR S RR R
97 1 R S RR o
98 1 RR sS R S

Fonte: De autoria propria (2023).

Nota: SS = extremamente sensivel, S = sensivel, R = resistente e RR = extremamente resistente.

Os resultados destacam a importancia da variabilidade genética de C. cassiicola como
uma estratégia adaptativa que permite ao fungo infectar uma ampla gama de plantas
hospedeiras. Esta variabilidade genética representa um desafio para 0 manejo integrado de
doencas, visto que diferentes variantes genéticas do fungo apresentam diferentes graus de
resisténcia aos tratamentos quimicos e culturais. Esta diversidade genética também pode
influenciar a especificidade do fungo em relacédo a determinadas plantas hospedeiras.

Os estudos filogenéticos realizados foram essenciais para identificar a diversidade
genética e a especializacdo de C. cassiicola em diferentes plantas hospedeiras. A construgdo de
arvores filogenéticas com base nas regides genémicas rDNA ITS, CAA5, GA4 e ACT1
confirmou a existéncia de pelo menos duas linhagens bem definidas de C. cassiicola no
Amazonas, correlacionadas com as linhagens PL1 e PL4 de sequéncias de referéncia

identificadas na literatura. Estas linhagens podem representar diferentes variantes genéticas do
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fungo com caracteristicas especificas relacionadas a sua viruléncia, patogenicidade e
comportamento em relacdo aos hospedeiros.

Os resultados inferem que as duas linhagens de C. cassiicola no Amazonas evoluiram a
partir de uma populagéo ancestral comum. Esta descoberta tem implicages importantes para o
manejo integrado de doencas, visto que permite a adogdo de medidas especificas de controle
para cada linhagem. Com uma compreensdo mais aprofundada da diversidade genética de C.
cassiicola, é possivel desenvolver estratégias mais eficazes para o controle da mancha-alvo.
Isto inclui a selecdo de métodos de controle mais adequados para cada linhagem, como
tratamentos quimicos direcionados ou praticas culturais especificas.

A construgdo de arvores filogenéticas € uma ferramenta valiosa para entender a
diversidade genética de C. cassiicola e orientar o desenvolvimento de estratégias de manejo
mais eficazes. Com base nestes resultados, é possivel direcionar esforcos para o controle da
doenca, adaptando as praticas de manejo e os tratamentos de acordo com as caracteristicas
genéticas das linhagens presentes na regido. Desta forma, é possivel aumentar a eficiéncia no

controle da mancha-alvo e minimizar os impactos negativos nas culturas agricolas.
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5 CONCLUSOES

O fungo Corynespora cassiicola apresenta diferentes linhagens filogenéticas no estado
do Amazonas. O uso dos loci rDNA ITS, GA4, CAA5 e ACT1 possibilitou a classificacdo
eficiente dos isolados em linhagens filogenéticas distintas. A regido ITS se mostrou Gtil como
uma triagem inicial para identificacdo dos agrupamentos filogenéticos.

A combinacgdo dos dados dos genes rDNA ITS, ACT1, GA4 e CAA5S confirmou a
presenca das linhagens filogenéticas LF1 e LF4 de C. cassiicola na regido estudada, seguindo
uma distribuicdo genotipica clonal global. Estas linhagens filogenéticas estéo correlacionadas
com as plantas hospedeiras, em que a LF1 é composta por isolados de mamoeiro e pepino,
enguanto a LF4 é composta por isolados de tomateiro.

Estas linhagens filogenéticas podem apresentar respostas distintas aos genotipos
hospedeiros e aos fungicidas, indicando a importancia de medidas de controle especificas para
cada variedade do fungo. A existéncia de isolados resistentes aos fungicidas nas linhagens
filogenéticas identificadas € uma preocupacao adicional que deve ser considerada no manejo

da mancha-alvo.
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CONSIDERACOES FINAIS

O processo de desenvolvimento do fungo C. cassiicola é complexo e continuo. Como
organismo Vvivo, o fungo estd em constante evolucdo que o torna cada vez mais resistente aos
fungicidas convencionais utilizados na agricultura.

Devido a presenca em quase todas as regides tropicais e a capacidade de infectar uma
ampla variedade de plantas hospedeiras, C. cassiicola é objeto de estudos voltados para
compreender a relacdo entre o patdgeno e seu hospedeiro. Estas pesquisas abrangem aspectos
como origem, morfologia, diversidade genética, filogenia e possivel especializacdo das
espécies.

Ressalta-se a necessidade de pesquisas futuras para aprofundar o conhecimento sobre
as relacoes filogeneticas deste fungo. Os estudos podem fornecer insights sobre a adaptacéo e
resisténcia de C. cassiicola aos fungicidas, a medida que se continua a investigar o processo de
desenvolvimento do fungo.

Em suma, compreende-se que C. cassiicola é um patégeno em constante evolucéo e que
0 entendimento da relacdo com os fungicidas e a capacidade de desenvolver resisténcia
demanda pesquisas continuas e aprofundadas. As investigagbes contribuirdo para o
desenvolvimento de estratégias de manejo mais eficazes, em vista da sustentabilidade da

agricultura e a protecao das culturas agricolas.



