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RESUMO

A ferrugem asiatica da soja (FAS), causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi (Pp),
representa uma ameaca significativa para a cultura da soja no Brasil. Sob condicdes
climaticas favoraveis, essa doenga pode resultar em perdas de rendimento de até 90%
em variedades suscetiveis, a menos que sejam tratadas com fungicidas. Por muitos
anos, o manejo da FAS concentrou-se na aplicacdo extensiva e preventiva de
fungicidas quimicos sistémicos que atuavam em um unico local, 0 que aumentava o
risco de resisténcia. Isso ocorreu principalmente devido a falta de variedades
resistentes. Entretanto, a resisténcia a fungicidas sistémicos, como inibidores da
guinona oxidase (Qols) e inibidores da desmetilacdo (DMIs), tornou-se crescente.
Essa resisténcia, inclusive as misturas desses fungicidas, reduziu drasticamente sua
eficacia nas ultimas décadas, levando a perdas significativas na produgéo de soja. A
partir de 2013, foram introduzidos no mercado fungicidas inibidores da succinato
desidrogenase (SDHI), também sitio-especificos, como uma alternativa no controle da
FAS. No entanto, foram identificados isolados de Pp com uma mutacao genética no
gene sdhC que conferia resisténcia aos fungicidas SDHI. Pesquisas subsequentes
indicaram que a resisténcia aos SDHI se tornou comum em todo o pais. O presente
estudo teve como objetivo desenvolver uma plataforma de detec¢do da mutacdo 186F
em populacdes de Phakopsora pachyrhizi por PCR quantitativo em tempo real (QPCR-
TR). Essa abordagem permitira avaliar a frequéncia e distribuicdo da resisténcia aos
fungicidas SDHI em amostras do patdgeno coletadas em diferentes regifes do Brasil,
sem a necessidade de fenotipagem laboriosa in vivo. Este trabalho é crucial para o
desenvolvimento de estratégias de manejo mais eficazes da FAS e para a
preservacao da eficacia dos fungicidas na agricultura brasileira. Concluimos que o
método de qPCR foi eficiente para deteccdo de mutacBes no gene sdhC em
populacdes de P. pachyrhizi, e observamos a prevaléncia da mutacdo 86F para
resisténcia a SDHIs em 12 das 18 amostragens populacionais no pais.

Palavras-chave: Ferrugem Asiatica da Soja, Phakopsora pachyrhizi, Resisténcia a
Fungicidas, Mutacgéo I86F, PCR Quantitativo em Tempo Real (QPCR-TR).



ABSTRACT

Asian Soybean Rust (ASR), caused by the fungus Phakopsora pachyrhizi (Pp),
represents a significant threat to soybean cultivation in Brazil. Under favorable climatic
conditions, this disease can result in yield losses of up to 90% in susceptible varieties,
unless treated with fungicides. For many years, ASR management focused on the
extensive and preventive application of systemic chemical fungicides acting at a single
site, which increased the risk of resistance. This was mainly due to the lack of resistant
varieties. However, resistance to systemic fungicides, such as quinone outside
inhibitors (Qols) and demethylation inhibitors (DMIs), has been increasing. This
resistance, including to mixtures of these fungicides, has drastically reduced their
efficacy in recent decades, leading to significant soybean production losses. Since
2013, succinate dehydrogenase inhibitors (SDHIs), also site-specific fungicides, have
been introduced as an alternative for ASR control. However, Pp isolates carrying a
genetic mutation in the sdhC gene, conferring resistance to SDHI fungicides, have
been identified. Subsequent research indicated that SDHI resistance has become
widespread across the country. The present study aimed to develop a platform for
detecting the 186F mutation in Phakopsora pachyrhizi populations using real-time
guantitative PCR (gqPCR-RT). This approach will allow the assessment of the
frequency and distribution of SDHI fungicide resistance in pathogen samples collected
from different regions of Brazil, without the need for labor-intensive in vivo phenotyping.
This work is crucial for developing more effective ASR management strategies and for
preserving the efficacy of fungicides in Brazilian agriculture. We concluded that the
gPCR method was effective for detecting mutations in the sdhC gene in P. pachyrhizi
populations, and we observed the prevalence of the 86F mutation conferring SDHI
resistance in 12 out of 18 population samples in the country.

Keywords: Asian Soybean Rust, Phakopsora pachyrhizi, Fungicide Resistance, I86F
Mutation, Quantitative Real-Time PCR (RT qPCR).
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1 INTRODUCAO

A ferrugem asiatica da soja (FAS), causada pelo fungo basidiomiceto
Phakopsora pachyrhizi, é atualmente uma das principais doencas que afetam a cultura
da soja, estando presente em praticamente todas as regides produtoras do Brasil
(GODOQY et al., 2016). Fungos basidiomicetos sao microrganismos que produzem
esporos em estruturas chamadas basidios, responsaveis pela reproducéo do fungo, e
estdo associados a diversas doencas em plantas. O fungo foi originalmente
identificado como Uredo sojae no Japdo, em 1902, e foi detectado em toda a Asia
tropical e subtropical, além da Oceania, no inicio do século XX (BROMFIELD, 1984).
A doenca fez sua primeira apari¢éo na Africa por volta de meados da década de 1990
(PRETORIUS et al., 2001) e, em 2001, foi registrada no Paraguai e no oeste do
Parand, Brasil, espalhando-se por toda a América do Sul em um periodo de trés anos
(ROSSI, 2003; YORINORI et al., 2005).

A soja (Glycine max) destaca-se como uma das culturas mais relevantes no
agronegocio brasileiro, sendo lider na producdo e exportacdo. O crescimento
acelerado da soja no Brasil teve inicio significativo nos anos 1970 (CATTELAN,;
DALL'AGNOL, 2018). Atualmente, o pais é o maior produtor mundial, com producédo
de 167,87 milhdes de toneladas (EMBRAPA, 2025). A adocao do Sistema de Plantio
Direto, que consiste em cultivar sem revolver o solo, demonstrou beneficios
significativos, aumentando a produtividade em 30% em comparacdo ao sistema
convencional, além de reduzir a erosdo e melhorar a qualidade do solo (EMBRAPA
SOJA, 2019).

Os sintomas iniciais da FAS incluem pequenas lesdes foliares com coloracéo
castanha a marrom-escura, acompanhadas de urédias na face inferior das folhas. As
urédias sado estruturas que liberam ureddsporos, 0s esporos responsaveis pela
producdo e disseminacao do fungo (HARTMAN et al., 2015). Essas lesdes podem
causar desfolha precoce, resultando em grdos incompletos e, em casos graves,
reduzir a produtividade em cerca de 80 a 90%, dependendo da suscetibilidade da
variedade e das condic¢des climéaticas (GODOQY et al., 2016). A umidade constante das
folhas, causada por orvalho ou chuva, favorece o desenvolvimento da doencga, sendo
a precipitacdo um fator crucial na determinacéo dos niveis epidémicos no campo (DEL
PONTE et al., 2006).
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A FAS nado apenas ameaca a produtividade agricola, como também impacta
severamente a economia brasileira, fortemente dependente da exportacdo de soja
(GODOY et al., 2016). Nos primeiros anos apos a identificacdo da doencga, as perdas
ocorreram devido ao desconhecimento do fungo e a inexisténcia de fungicidas
adequados, resultando em uma perda de 4,6 milhdes de toneladas na safra 2003/2004
(YORINORI et al., 2021; EMBRAPA, 2015). Para enfrentar a FAS, foi criado em 2004
o Consorcio Anti-ferrugem, liderado pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa), com o objetivo de padronizar informagfes sobre a doenca e
apoiar a aplicacédo eficiente de fungicidas, contribuindo para a reducdo das perdas de
produtividade (GODQY, 2015). A principal estratégia do consorcio € a implementacao
de uma rede de monitoramento digital, que acompanha a dispersao da doenca em
tempo real durante a safra, disponibilizando dados para pesquisadores, técnicos e
produtores, permitindo tomadas de decisao rapidas e medidas preventivas eficazes.
A plataforma do consércio pode ser consultada publicamente em:
http://www.consorcioantiferrugem.net/#/main ~ (CONSORCIO  ANTIFERRUGEM,
2025).

Uma das estratégias de manejo da FAS ¢ a utilizacao de variedades com genes

de resisténcia, conhecidos como Rpp, sigla para Resisténcia a Phakopsora pachyrhizi.
Esses genes funcionam como sistemas de defesa da planta, detectando a presenca
do fungo e ativando respostas que limitam a infeccdo, protegendo folhas e gréos.
Existem diferentes tipos desses genes, chamados de Rppl a Rpp7, cada um
conferindo resisténcia a certas variantes do fungo. Entretanto, devido a grande
variabilidade genética do patdgeno, essa resisténcia tende a perder eficacia ao longo
do tempo. Complementarmente, 0 manejo da doenca inclui o vazio sanitario anual,
periodo obrigatério em que a soja ndo é cultivada em determinadas regides,
geralmente entre 60 e 90 dias, interrompendo o ciclo do fungo e reduzindo a
guantidade de indculo presente entre as safras. Mesmo com essas estratégias, o
controle quimico preventivo com fungicidas continua amplamente utilizado,
especialmente em regides onde a doenca é mais severa (GODOY et al., 2016).
Entre os fungicidas utilizados no controle da FAS estdo os triazois, também
chamados de inibidores de desmetilagdo (DMI, do inglés Demethylation Inhibitors),
grupo FRAC 3, e as estrobilurinas, ou inibidores da quinona oxidase (Qol, do inglés
Quinone Outside Inhibitors), grupo FRAC 11. O FRAC, sigla para Fungicide

Resistance Action Committee, é uma classificagdo internacional que organiza
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fungicidas de acordo com seu modo de acédo e orienta 0 manejo adequado para
reduzir o risco de desenvolvimento de resisténcia. Os triaz6is atuam interrompendo a
sintese de ergosterol, componente essencial da membrana celular do fungo, enquanto
as estrobilurinas bloqueiam a produgcdo de energia nas mitocOndrias, organelas
responsaveis pela sintese de ATP, molécula fundamental para todas as atividades
celulares (LI et al., 2012; GODOY et al.,, 2016). Pulverizacdes preventivas ou
excessivas, sem monitoramento da doenca e sem estratégias anti-resisténcia, como
a mistura com fungicidas de baixo risco, levaram a perda da eficacia dos DMIs e Qols
em cerca de 15 anos.

Foram incorporadas recentemente ao manejo da FAS novas moléculas de
fungicidas chamadas inibidores da succinato desidrogenase (SDHIs, do inglés
Succinate Dehydrogenase Inhibitors), grupo FRAC 7, como o fluxapiroxade (2013) e
0 benzovindiflupir (2014). Esses fungicidas atuam inibindo a enzima succinato
desidrogenase (Sdh), essencial para a producdo de energia do fungo. Presente nas
mitocéndrias, a Sdh participa do ciclo de Krebs e da cadeia respiratéria, transferindo
elétrons para a ubiquinona e permitindo a sintese de ATP. A enzima é formada por
guatro subunidades, SdhA, SdhB, SdhC e SdhD, cada uma com funcéo especifica na
transferéncia de elétrons. Ao bloquear essa enzima, os SDHIs interrompem a
respiracdo do fungo, limitando seu crescimento e reprodugdo (SIEROTZKI;
SCALLIET, 2013).

Apos a introducdo dos SDHIs, estudos de monitoramento conduzidos pela
Embrapa durante trés safras indicaram reducédo da eficacia desses produtos em
campo (MULLER et al., 2021), principalmente devido a co-formulac@o inadequada
com fungicidas de alto risco, como estrobilurinas e triazdis, favorecendo o surgimento
de resisténcia no patdégeno (MAPA, 2021). Para contornar esse problema, apenas
uma empresa quimica adotou a estratégia correta, registrando co-formulacdes de
SDHIs com fungicidas cupricos. Estes, a base de cobre, permanecem na superficie
das folhas e impedem a fixacao e germinacéo do fungo. Por serem de baixo risco de
resisténcia, os cupricos complementam a acdo dos SDHIs, protegendo a planta de
novas infec¢gdes e garantindo maior durabilidade do controle quimico (GODOY et al.,
2020).

Em consonéancia com a reducdo de eficacia observada, foi recentemente
detectada no Brasil a mutacdo 186F no gene sdhC, que codifica a subunidade C da

enzima Sdh do fungo P. pachyrhizi. Essa mutacédo substitui o aminoacido isoleucina
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() pela fenilalanina (F) na posicédo 86 da proteina (SdhC-I86F), alterando o sitio de
ligacdo do fungicida e dificultando que os SDHIs bloqueiem a respiracédo mitocondrial.
Como consequéncia, o fungo continua transferindo elétrons para a ubiquinona,
sintetizando ATP mesmo na presenca do fungicida, sendo atualmente a principal
mutacao associada a resisténcia aos SDHIs em campo (MELLO et al., 2021). Estudos
revelam que essa mutacdo se mantém estavel na auséncia de fungicidas e afeta a
sensibilidade do fungo a diferentes produtos quimicos, impactando diretamente as
praticas de manejo da doenca (BORBA, 2020).

Diante do cenario de resisténcia crescente aos SDHIs, torna-se fundamental o
desenvolvimento de ferramentas de diagndstico molecular que permitam a deteccéo
precoce e a quantificacdo precisa da mutacdo 186F em populacbes do patégeno. O
presente trabalho propde uma plataforma baseada em PCR quantitativo (QPCR, do
inglés Quantitative Polymerase Chain Reaction), capaz de determinar com exatiddo a
frequéncia da mutacdo em amostras de campo, oferecendo um método sensivel e
especifico para monitoramento da resisténcia. Essa abordagem representa um
avanco significativo para programas de manejo integrado da FAS, permitindo decisdes
mais informadas sobre selecdo e rotacdo de fungicidas, além de contribuir para
estratégias anti-resisténcia mais eficazes e sustentaveis para a protecdo da soja no

Brasil.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 PROPOSICAO

Desenvolver plataforma de deteccdo da mutacdo I86F em populacdes de
Phakopsora pachyrhizi, o patégeno da ferrugem asiatica da soja, por PCR quantitativo
em tempo real (QPCR - RT) que permita determinar, de forma rapida, a frequéncia de
ocorréncia e distribuicdo da resisténcia a fungicidas SDHI em amostras populacionais
do patdgeno coletadas em diferentes regides do pais, sem a necessidade laboriosa

de fenotipagem in vivo.

2.2 REFERENCIAL TEORICO

2.2.1 Importancia e impacto econémico da ferrugem asiatica da soja

A ferrugem asiatica da soja (FAS), causada pelo fungo basidiomiceto
Phakopsora pachyrhizi, é considerada a doenca mais relevante para a cultura da soja
em nivel mundial (KRUG et al., 2025; HOSSAIN et al., 2024). Essa doenca provoca
perdas significativas na produtividade e na qualidade das sementes (SOTO et al.,
2020), podendo levar a perda total da lavoura em condi¢cdes ambientais favoraveis.
No Brasil, a FAS esta presente em praticamente todas as regibes produtoras,
enquanto em outros paises como México e algumas regibes da Asia, representa
também uma ameaca econdmica importante (GARCIA-RODRIGUEZ et al., 2022;
HOSSAIN et al., 2024; QI et al., 2024).

2.2.2 Biologia e ciclo de vida do Phakopsora pachyrhizi

A infeccdo da ferrugem asiatica da soja inicia-se quando os urediniésporos,
esporos do fungo, pousam sobre a superficie das folhas. Esses esporos germinam
formando filamentos chamados hifas, que crescem sobre a folha. Para penetrar nas
células da planta, o fungo desenvolve uma estrutura especializada chamada
apressorio, que permite atravessar a cuticula e a parede celular da folha (CORKLEY

et al.,, 2025). ApOs a penetracdo, o fungo se multiplica internamente, formando
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pustulas, pequenas lesdes visiveis na superficie da folha, que produzem novos
esporos capazes de infectar outras folhas e plantas. Esse ciclo rapido facilita a
disseminacdo do patégeno, especialmente em condi¢cdes quentes e Umidas. A
evolucdo e a distribuicdo do fungo séo influenciadas por fatores climéticos, como
invernos amenos e variacdes na umidade relativa, favorecendo surtos em diferentes
regioes (CHICOWSKI et al., 2024).

2.2.3 Defesa da soja e mecanismos de resisténcia

A soja possui mecanismos de defesa para impedir a penetracdo e o
desenvolvimento do fungo. Entre eles, destaca-se a lignina, um polimero que fortalece
a parede celular, criando barreiras fisicas que dificultam a propagacéo do patdgeno,
especialmente nas células proximas a infeccdo (EINHARDT et al., 2020). Além da
lignina, a soja produz flavonoides e isoflavonoides, que atuam como fitoalexinas,
compostos antimicrobianos de baixo peso molecular que limitam o crescimento do
fungo (SILVA et al., 2021). A combinacdo desses mecanismos fisicos e quimicos

contribui para a resisténcia basal da planta.

2.2.4 Estratégias de manejo quimico e biotecnoldgico

O manejo da FAS tradicionalmente envolve a aplicacdo de fungicidas, eficazes
guando aplicados no momento adequado (HU et al., 2020; SAITO et al., 2021).
Entretanto, o uso continuo aumenta a pressdo seletiva, podendo gerar cepas
resistentes, além de impactos ambientais e riscos a saude (SILVA et al., 2021; KRUG
et al.,, 2025). Estratégias de manejo integrado incluem a aplicagdo de fungicidas
multissitio e o uso de modelos epidemiolégicos para prever surtos e reduzir a
guantidade de produto quimico, bem como a utilizacdo de variedades de soja
resistentes ao patogeno (CORKLEY et al., 2025; GARCIA-RODRIGUEZ et al., 2022).
Ferramentas biotecnoldgicas tém sido exploradas, como o silenciamento génico
induzido pelo hospedeiro (HIGS), no qual a planta produz pequenas moléculas de
RNA que inibem genes essenciais do fungo; a selecdo assistida por marcadores
(MAS), que permite identificar plantas com genes de resisténcia e acelerar o
desenvolvimento de variedades protegidas; e a edicdo genética via CRISPR/Cas9,

técnica que possibilita alterar genes especificos para aumentar a resisténcia da planta
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ou inibir caracteristicas do fungo (CHICOWSKI et al., 2024; HU et al., 2020; HOSSAIN
et al., 2024). Estudos recentes demonstram ainda que micronutrientes, como o Niquel
(Ni), podem aumentar a resisténcia basal da planta ao estimular genes de defesa e a
producéo de lignina (EINHARDT et al., 2020).

2.2.5 Novas tecnologias e abordagens sustentaveis

Inovagdes recentes incluem o uso de nanomateriais, como as nanofibras de
celulose, que, quando aplicadas nas folhas, alteram suas propriedades fisicas,
dificultando a formacéo de apressorios pelo fungo e reduzindo a severidade da doenca
(SAITO et al., 2021). Pesquisas destacam ainda o uso de Trichoderma e seus
metabdlitos secundarios, fungos benéficos do solo que produzem compostos
antifangicos naturais, protegendo a soja de P. pachyrhizi e oferecendo uma alternativa
biolégica ao uso de fungicidas (EL-HASAN et al., 2022). Além disso, defensinas
transgénicas, como NmDef02, sdo proteinas de defesa introduzidas via engenharia
genética em plantas de soja, aumentando sua resisténcia a ferrugem asiatica,
diminuindo perdas de produtividade e reduzindo a necessidade de fungicidas
guimicos (SOTO et al., 2020). Essas estratégias quimicas, biolégicas e genéticas sdo
essenciais para reduzir perdas na producéo, minimizar impactos ambientais e retardar

0 surgimento de resisténcia em P. pachyrhizi.

2.3 MATERIAIS E METODOS

Para este estudo, foram utilizadas 18 amostras populacionais de Phakopsora
pachyrhizi coletadas em areas de producado de soja nos estados de Sao Paulo, Minas
Gerais, Parana, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul, durante os
anos de 2019 e 2020. As folhas de soja infectadas pela ferrugem asiatica foram
amostradas aleatoriamente em cada area de cultivo. Os ureddsporos presentes nas
folhas foram coletados e armazenados em tubos de 1,5 mL contendo pérolas de vidro
esterilizadas, facilitando a quebra mecéanica dos esporos durante a extragdo de DNA.

As amostras foram mantidas a —20 °C até o momento da extracao.
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Para obtencao de in6culos padrées sensiveis e resistentes a fungicidas SDHI
(inibidores da succinato desidrogenase, neste estudo representados pelo
fluxapiroxade), plantas de soja cv. ST 271 IPRO, cultivar comercial utilizada como
padrao experimental, foram cultivadas em vasos de 3 L contendo substrato composto
por casca de pinheiro, vermiculita e turfa enriquecida com superfosfato simples e
KNO;. As plantas foram mantidas em camara de crescimento a 24 °C, com
fotoperiodo de 12 h, irrigadas conforme necessidade hidrica e adubadas com solucéo
nutritiva liquida contendo N (6%), P,O5 (6%), K,O (8%), Mg (1%), S (1,1%), Zn (0,1%),
Mn (0,1%), Fe (0,1%) e B (0,03%).

Ureddsporos coletados de foliolos de soja na safra 2021/22, provenientes de
areas com e sem relatos de resisténcia a fungicidas SDHI, foram utilizados para
inoculacdo das plantas no estagio fenoldgico V3 (trés nds, com o primeiro trifélio
completamente desenvolvido), conforme descrito por Fehr et al. (1977). Para a
inoculagéo, os foliolos infectados foram mantidos em camara Umida por 24 h, cortados
em fragmentos de aproximadamente 0,5 cm e misturados vigorosamente com 50 mL
de agua destilada esterilizada contendo 1% de Tween 20, um surfactante que favorece
a distribuicdo homogénea dos ureddsporos sobre a superficie foliar. As plantas foram
inoculadas com uma suspenséo final de 10° ureddésporos mL™ e incubadas por 24 h
no escuro a 24 °C. Apés a inoculacao, as plantas permaneceram sob as mesmas
condicdes de temperatura (24 °C) e fotoperiodo (12 h) por aproximadamente 30 dias,
até a producdo abundante de ureddsporos. Essa etapa permitiu a multiplicacdo do
in6culo e a obtencdo de ureddsporos viaveis de linhagens sensiveis e resistentes,
utilizados como padrdes experimentais.

O DNA total de P. pachyrhizi foi extraido a partir de uredésporos provenientes
tanto de campos quanto de plantas experimentalmente inoculadas. Antes da extracéo,
os uredosporos foram liofilizados por 24 h, processo que consiste ha secagem a VAcuo
e baixa temperatura, permitindo a preservacdo do material biologico e facilitando sua
manipulacdo. Em seguida, os esporos foram rompidos mecanicamente por friccao
com pérolas de vidro, sob agitacdo rapida em equipamento FastPrep, a velocidade de
4 m s, garantindo a liberacdo eficiente do DNA devido a elevada resisténcia da
parede celular dos uredésporos.

A extragdo do DNA foi realizada utilizando o kit Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Madison, WI, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante.

A concentracdo e a pureza do DNA extraido foram determinadas em
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espectrofotometro NanoDrop® 2000c¢ (Thermo Fisher Scientific, EUA), assegurando
a obtencdo de DNA de qualidade adequada para as analises moleculares
subsequentes. As amostras de DNA foram armazenadas a —20 °C até sua utilizac&o.

Para o desenvolvimento da plataforma de determinag&o quantitativa por PCR
em tempo real (QPCR, quantitative Polymerase Chain Reaction) da mutacéo 186F no
gene sdhC, associada a resisténcia a fungicidas SDHI em P. pachyrhizi, foram
sintetizados primers e sondas com base em Borba (2020), cujas sequéncias estao
apresentadas nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Primers para amplificacéo por PCR do gene parcial SdhC de Pp utilizados
para a curva padrdo RT gPCR1

Primer | Sequéncia (5’ - 3))
SdhC-5224 F CGAAGG CTACATACACTTC
SdhC-5223 R GCG TCT CAG AAT CCATAG

Fonte: Producéo do préprio autor.
1 Esses primers amplificam um fragmento SdhC de 381 pb de comprimento, segundo Borba (2020).

Inicialmente, foi realizada a amplificagdo do fragmento parcial do gene sdhC
(381 pb) por PCR convencional, etapa necessaria para a obtencao de DNA modelo
utilizado na calibracéo das curvas padrdo do gPCR. O DNA de dois isolados de P.
pachyrhizi (PP.SP6 e PP.MG9) foi selecionado para essa etapa.

As reacfes de PCR convencional foram preparadas em volume final de 30 L,
contendo 50 ng de DNA total, 0,1 uM de cada primer, 0,2 mM de cada dNTP, 2 mM
de MgCl,, 3 pL de tampéo 10x%, 1 U de Taq DNA polimerase (Sigma-Aldrich, EUA) e
agua ultrapura para completar o volume final. As amplificacdes foram realizadas em
termociclador Mastercycler® Nexus (Eppendorf®, Alemanha), utilizando as seguintes
condi¢Bes: desnaturacgéo inicial a 95 °C por 5 min, seguida de 35 ciclos de 95 °C por
30 s, 55 °C por 1 min (anelamento) e 72 °C por 1 min (extensdo), com extensao final
a 72 °C por 5 min. A amplificacdo positiva foi confirmada por eletroforese em gel de
agarose a 1%, e os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega, EUA).

Tabela 1 - Primers e sonda utilizados para deteccéo quantitativa por PCR em tempo
real e quantificacdo da substituicdo I86F em amostras populacionais de Phakopsora
pachyrhizi
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Combinacéao de
primers para

Z(r)lrrlﬁarsszg Sequéncias (5’ - 3’) deteccao
especifica de
alelos

Forward primers
KES_2156_86F (A) AAC AGC TAACTT GGT ATT CCA GGT SdhC 86F: A+ C
KES_2155 861 (B) AAC AGC TAACTT GGT ATT CCA GGA SdhC 861: B+ C
Reverse primer
gPCR-sdhC R (C) AAA CCA CCG GAT CAC TGATGT

6-FAM-
Probe - sdhC#* AACGGGTTGCGCTCTTACAGGAGGTATT

C-BHQ!

Fonte: Producéo do préprio autor.

1Esses primers amplificam um fragmento SdhC de 103 pb de comprimento;

2 Primers Forward segundo Simdes et al. (2018).

3 Primer reverso conforme Borba (2020); idéntico ao KES_2153 de Simdes et al. (2018);
4 FAM = 6-carboxifluoresceina; BHQ1 = supressor de buraco negro 1.

Para a quantificacdo alélica, foram preparadas curvas padrao para o gPCR a
partir de diluicbes seriadas do DNA modelo, obtendo-se as seguintes concentracdes
finais: 900; 450; 90; 9; 0,9 e 0,09 pg mL™L. As reacdes de qPCR foram realizadas em
volume final de 20 pL, contendo 10 pL de iTaq Universal Probes Master Mix 1x (Bio-
Rad, EUA), 1 pL de primer forward (300 nM), 1 pL de primer reverse (300 nM), 1 uL
de sonda (150 nM), 3 uL de &gua ultrapura e 4 uyL de DNA modelo ou DNA das
amostras. As reacfes foram conduzidas no termociclador CFX96 (Bio-Rad, EUA),
com o seguinte programa de amplificacédo: 2 min a 95 °C, seguidos de 40 ciclos de 2—
55a95°Ce15-30sa60 °C.

As reacBes de gPCR foram realizadas em duplicata e incluiram controles
negativos sem DNA molde, assegurando a confiabilidade dos resultados. Os dados
obtidos foram analisados utilizando o software CFX Maestro (Bio-Rad, EUA).

As 18 amostras populacionais de P. pachyrhizi foram analisadas por gPCR
utilizando o ensaio desenvolvido, permitindo a quantificacéo relativa dos alelos SdhC
861 (tipo selvagem) e 86F (mutante) em cada populacdo. Dessa forma, foi possivel
determinar as frequéncias relativas desses alelos, fornecendo informagfes sobre a
disseminacdo da mutacdo I86F associada a resisténcia a fungicidas SDHI em

populacdes do agente causal da ferrugem asiatica da soja.
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Para a quantificacdo alélica, foram preparadas curvas padrao para o gPCR a
partir de diluicbes seriadas do DNA modelo, obtendo-se as seguintes concentracdes
finais: 900; 450; 90; 9; 0,9 e 0,09 pg mL™. As reacdes de qPCR foram realizadas em
volume final de 20 pL, contendo 10 pL de iTaq Universal Probes Master Mix 1x (Bio-
Rad, EUA), 1 pL de primer forward (300 nM), 1 pL de primer reverse (300 nM), 1 pL
de sonda (150 nM), 3 uL de agua ultrapura e 4 pL de DNA modelo ou DNA das
amostras. As reacfes foram conduzidas no termociclador CFX96 (Bio-Rad, EUA),
com o seguinte programa de amplificagéo: 2 min a 95 °C, seguidos de 40 ciclos de 2—
55a95°Ce15-30sa60 °C.

As reacdes de gPCR foram realizadas em duplicata e incluiram controles
negativos sem DNA molde, assegurando a confiabilidade dos resultados. Os dados
obtidos foram analisados utilizando o software CFX Maestro (Bio-Rad, EUA).

As 18 amostras populacionais de P. pachyrhizi foram analisadas por gPCR
utilizando o ensaio desenvolvido, permitindo a quantificacéo relativa dos alelos SdhC
861 (tipo selvagem) e 86F (mutante) em cada populacédo. Dessa forma, foi possivel
determinar as frequéncias relativas desses alelos, fornecendo informagdes sobre a
disseminacdo da mutacdo I186F associada a resisténcia a fungicidas SDHI em

populacdes do agente causal da ferrugem asiatica da soja.

2.4 RESULTADO E DISCUSSAO

2.4.1 Contextualizacdo dos dados e abordagem populacional

As analises por PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR) foram realizadas a
partir de DNA extraido de amostras populacionais de Phakopsora pachyrhizi. Cada
amostra analisada correspondeu a um pool de uredinidosporos coletados em uma
mesma regido geografica, ndo sendo constituida por isolados individuais obtidos a
partir de culturas monosporicas. Dessa forma, cada populacdo representa uma
unidade experimental composta por multiplos individuos do patégeno.

Os resultados obtidos refletem estimativas de frequéncia relativa dos alelos
SdhC 861 (tipo selvagem) e SAdhC 86F (mutante) no nivel populacional, expressando
a prevaléncia da mutacdo SdhC I86F em cada populagcéo analisada. A quantificacao

dos alelos foi realizada individualmente para cada populagdo, comparando o sinal de
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amplificacdo de cada alelo com curvas padréo previamente calibradas. Assim, as
porcentagens apresentadas correspondem a razao entre a quantidade estimada de

DNA de cada alelo e o total de DNA amplificado na reacéo.

2.4.2 Distribuicdo da mutacdo SdhC I86F por estado

2.4.2.1 Minas Gerais

Entre as quatro populacfes analisadas em Minas Gerais, uma apresentou
elevada prevaléncia do alelo mutante SdhC 86F, enquanto nas demais populacdes o
alelo mutante esteve ausente ou presente em frequéncia inferior a 50%. Esse padréo
evidencia heterogeneidade intraestadual, ou seja, diferentes perfis genéticos

coexistem dentro do mesmo estado.

2.4.2.2 Mato Grosso do Sul

Das trés popula¢des analisadas no Mato Grosso do Sul, duas apresentaram
predominéancia do alelo mutante SdhC 86F, enquanto uma populacdo apresentou
exclusivamente o alelo SdhC 861 do tipo selvagem. Isso evidencia coexisténcia de
perfis genéticos contrastantes dentro do mesmo estado, reforcando a variabilidade

populacional.

2.4.2.3 Mato Grosso

Em Mato Grosso, quatro populagdes foram analisadas. Em duas delas, o alelo
mutante SAdhC 86F ndo foi detectado, enquanto nas outras duas a frequéncia da
mutacao variou de aproximadamente 17,5% até valores proximos a fixagéo (99,8%).
Essa amplitude indica alta heterogeneidade na prevaléncia da mutacdo entre

populacdes do estado.
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2.4.2.4 Parana

Das quatro populacdes avaliadas no Parand, trés apresentaram presenca do
alelo mutante SdhC 86F, com frequéncia média aproximada de 40,9%, enquanto uma
populacdo apresentou apenas o alelo selvagem SdhC 86l. Isso evidencia variacao

intraestadual na distribuicdo da mutacéo associada a resisténcia.

2.4.2.5 Sao0 Paulo

Em Sé&o Paulo, o alelo mutante SdhC 86F foi detectado em todas as populacfes
analisadas, porém com frequéncia média inferior & do alelo do tipo selvagem
(aproximadamente 36,9%). Isso indica que o alelo do tipo selvagem ainda predomina

nas populacdes deste estado.

2.4.2.6 Rio Grande do Sul

No Rio Grande do Sul, o alelo mutante SdhC 86F também foi detectado em
todas as populacdes, com frequéncia média inferior a do alelo selvagem
(aproximadamente 41,7%), evidenciando a predominancia do alelo do tipo selvagem

nas populagdes analisadas.

2.4.3 Sintese espacial e interpretacao

De forma geral, os resultados demonstram que a substituicdo SdhC I186F esta
amplamente distribuida em populacbes de P. pachyrhizi no Brasil, porém com
variagao significativa entre estados e entre populacdes dentro de um mesmo estado.
Essa heterogeneidade sugere diferencas regionais na pressao de selecdo exercida
pelos fungicidas SDHI e/ou na dinamica populacional do patdgeno, reforcando a
importancia do monitoramento continuo da resisténcia em diferentes regides
produtoras de soja.

Esses resultados estdo sintetizados espacialmente na Figura 1, que ilustra a
distribuicdo das populacdes analisadas e a prevaléncia da mutacdo SdhC I186F nos

diferentes estados brasileiros.
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Figura 1 - Prevaléncia da substituicdo SdhC I86F associada a resisténcia a
fungicidas SDHI em populacdes do patdogeno ASR Phakopsora pachyrhizi
amostradas em 18 locais em seis estados brasileiros na safra 2019

Frequénclada varlante
SdhC:
@ Selvagem C-86!

@ Mutante C-86F

Fonte: Producéo do proprio autor.

Conforme ilustrado na Figura 1, o alelo mutante SdhC 86F foi detectado em
populacdes provenientes de todos os seis estados amostrados, embora com ampla

variacdo na sua frequéncia entre populacdes e regides.
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2.4.4 Discussao

Nosso estudo investigou populacdes geogréaficas recentes de Phakopsora
pachyrhizi provenientes de diferentes estados brasileiros e determinou a prevaléncia
da substituicdo SAdhC-I86F por meio de PCR quantitativo em tempo real. Os resultados
obtidos indicam que essa mutacao associada a resisténcia a fungicidas do grupo dos
SDHIs estd amplamente distribuida nas regides amostradas, porém com variacao
expressiva na sua frequéncia entre estados e entre populacdes dentro de um mesmo
estado.

Esse padrao de distribuicdo heterogénea é consistente com o historico recente
da resisténcia de P. pachyrhizi aos principais grupos de fungicidas utilizados no
manejo da ferrugem asiatica da soja. A resisténcia aos fungicidas Qol e DMI ja se
encontra amplamente difundida no Brasil ha mais de uma década, 0 que resultou em
reducdes significativas na eficacia desses grupos (DALLA LANA et al., 2018; GODOY
et al., 2020; KLOSOWSKI et al., 2016a; 2016b; 2018). Mais recentemente, declinios
consistentes na eficacia de misturas comerciais contendo SDHIs, como azoxistrobina
+ benzovindiflupir e picoxistrobina + benzovindiflupir, também foram relatados
(BARRO et al., 2021), reforcando a relevancia dos achados do presente estudo.

O primeiro relato da resisténcia aos fungicidas SDHI em populagdes brasileiras
de P. pachyrhizi ocorreu na safra 2015/16 no Rio Grande do Sul e foi associado a
substituicdo SdhC-186F (SIMOES et al., 2018). A partir da safra 2016/17, ap6s a
intensificacdo do uso de SDHIs no pais, essa mutacdo passou a ser detectada com
maior frequéncia em diferentes regides produtoras de soja (SIMOES et al., 2018), um
comportamento que é compativel com a ampla distribuicdo da mutacdo observada
neste estudo.

Dados de monitoramento nacional indicaram que a prevaléncia da substituicao
SdhC-I86F aumentou de aproximadamente 7% em 2015/16 para mais de 90% em
2018/19 (MELLO et al., 2021). Embora as frequéncias observadas no presente
trabalho variem consideravelmente entre populacdes, a detecgéo do alelo mutante em
todos os estados amostrados sugere que 0 processo de sele¢cao e disseminagéo da
resisténcia permanece ativo no pais.

A associacao entre a presenca da mutacdo SdhC-186F e a reducdo da
sensibilidade a fungicidas SDHI também é sustentada por estudos de sensibilidade in

vitro, nos quais populagcdes com maior frequéncia dessa substituicdo apresentaram
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valores de CE50 substancialmente superiores aos observados em populacdes do tipo
selvagem (SIMOES et al., 2018; MELLO et al., 2021). Assim, a elevada variabilidade
observada nas frequéncias populacionais da mutacdo pode refletir diferencas
regionais na pressao de selecao exercida pelo uso de fungicidas, bem como fatores
relacionados a dinamica populacional e ao fluxo génico do patégeno.

Em conjunto, os resultados reforcam a importancia do monitoramento continuo
da resisténcia a SDHIs em P. pachyrhizi, especialmente considerando que a
substituicdo SdhC-186F j& se encontra amplamente distribuida, embora ainda nao

fixada de forma homogénea em todas as regides produtoras de soja no Brasil.
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3 CONCLUSAO

Podemos concluir que o método de gPCR é eficiente para deteccdo de
mutacdes no gene sdhC em populacdes de P. pachyrhizi. E observamos a prevaléncia

da mutacdo 86F em 12 das 18 amostragens.
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