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RESUMO

O fungo ascomiceto, Pyricularia oryzae, tem distribuicdo mundial como patdégeno do
arroz, mas recentemente emergiu como patdégeno causando a brusone do trigo no
Brasil. Os grupos de fungicidas estrobirulinas e triazois tem sido intensivamente
utilizados para manejo de doencas do trigo ha cerca de trés décadas. Ha relato de
resisténcia de P. oryzae do trigo a estrobirulinas no Brasil e a ineficacia dos fungicidas
triazGis aponta para um cenario semelhante. Os triazois, inibidores da desmetilagdo
de esterdis (DMI), inibem a biossintese de ergosterol e possuem como alvo a enzima
1l4a-demetilase, codificada pelo gene cyp51. Em nosso estudo, determinamos as
distribuicdes de frequéncia da sensibilidade de 180 isolados de P. oryzae do trigo
amostrados de sete estados do Centro-Sul do Brasil, com base na ECso a tebuconazol
e epoxiconazol. Descrevemos, também, a presenca de mutacdes no gene cyp51A e
reconstruimos sua filogenia reticulada para esclarecer a relacdo evolutiva entre
haplotipos. Relatamos que todas as populagcdes de P. oryzae amostradas se
mostraram insensiveis aos fungicidas testados, comparando-se com as doses
recomendadas para o manejo da doenca no campo. Com base na sequéncia do gene
cyp51A de P. oryzae do trigo, foram detectados oito haplotipos distintos. Foram
encontradas sete mutacdes ndo-sindbnimas, que podem estar correlacionadas com a

resisténcia a DMI's.

Palavras-chave: Fungo. Sensibilidade. Controle quimico. Mutac¢des. Cyp51. ECso.



ABSTRACT

The fungus ascomycete Pyricularia oryzae has worldwide distribution as rice
pathogen, but it has recently emerged as pathogen causing wheat blast in Brazil. The
strobirulin and azole fungicides have been intensively used for management of wheat
diseases in the last three decades. The report of resistance of P. oryzae from wheat
to strobirulins in Brazil and the inefficiency of azole fungicides indicates a similar
scenario. The triazoles represented sterols demethylation inhibitor fungicides group
(DMI), characterized by inhibiting the biosynthesis of ergosterol and their target is the
1l4a-demethylase enzyme, encoded by the cyp51 gene. We determined the azole
sensitivity frequency distributions of 180 isolates of P. oryzae of wheat sampled in
seven states of the south-central Brazil, based on the ECso of tebuconazole and
epoxiconazole. We described the presence of mutations in the cyp51A gene and built
their reticulate phylogeny to identify the evolutionary relationship among haplotypes.
We reported that all P. oryzae populations sampled were insensitive to the azoles when
compared to the recommended doses for the management of the disease in the field.
Based on the sequence of cyp51A gene from P. oryzae of wheat, eight distinct
haplotypes were detected. We found seven non-synonymous mutations that could be

correlated with resistance to DMI's.

Key words: Fungus. Sensitivity. Chemical control. Mutations. Cyp51. ECso.
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1 INTRODUCAO

O fungo Ascomiceto Pyricularia oryzae é um fitopatdgeno que causa perdas
elevadas a producgédo de culturas agricolas de importancia mundial e foi classificado
em 1° lugar na lista dos 10 fungos fitopatogénicos com maior relevancia econdémica.
(1, 2, 3, 4) A emergéncia da brusone do trigo é relativamente recente e suas primeiras
epidemias no Brasil foram relatadas em 1985 no estado do Parand (5), e desde entao,
espalhou-se para outros paises que cultivam trigo na América do Sul, como Bolivia,
Argentina e Paraguai. (6) O fungo P. oryzae foi recentemente identificado como
agente causal de brusone em cevada, centeio e triticale em areas do Centro-Oeste e
na regido Sul do Brasil. (7)

Uma das estratégias de manejo da brusone € o uso de fungicidas, mas estima-
se que a eficiéncia do controle quimico com fungicidas seja de, no maximo, 50% (8,
9), e este nivel de eficiéncia é ainda menor em condicdes climaticas muito favoraveis
a doenca. (8)

Dentre os fungicidas e doses registradas no Ministério da Agricultura e Pecudéria
e Abastecimento (MAPA) para uso em trigo visando o controle da brusone, pode-se
listar 28 fungicidas, dos quais 11 pertencem ao grupo quimicos dos triazdis, e 7 deles
sao misturas de triazol e estrobirulina. (10) Esses grupos tém sido utilizados de forma
intensiva para manejo das ferrugens do trigo entre uma a trés décadas,
respectivamente. (11, 12, 13) Entretanto, em nenhum momento foi sugerido que a
baixa eficiéncia dos fungicidas para manejo da brusone estivesse associada com
emergéncia de resisténcia nas populacdes do patdogeno. Ha relato de resisténcia de
P. oryzae do trigo a estrobirulinas de forma generalizada no pais (14) e a ineficacia
dos fungicidas triazois possivelmente aponta para um cenario semelhante de
resisténcia.

Os triaz6is ou fungicidas inibidores da desmetilalacdo de esterdis (DMI),
caracterizam-se por inibir a biossintese de ergosterol, componente essencial da
membrana celular dos fungos. (15) Possuem como alvo a enzima 14a-demetilase, a
qual é codificada pelo gene cyp51, membro da familia do citocromo P450. (16)

Mutacdes pontuais ndo sinénimas identificadas em genes que codificam para

a proteina alvo do fungicida triazol tem sido frequentemente ligadas a resisténcia. (17)



Embora a ocorréncia de mutacdes pontuais ndo seja o0 Unico mecanismo de
resisténcia, para alguns fungos fitopatogénicos foi observada correlacédo entre estas
mutacdes e a diminuigdo da sensibilidade aos fungicidas DMIs, especialmente para
espécies do género Mycosphaerella, como Mycosphaerella graminicola, agente
causal da septoriose em trigo (18) e para Mycosphaerella fijiensis, patégeno da
sigatoka negra (19). Entretanto, outros mecanismos podem contribuir para resisténcia,
principalmente devido a natureza poligénica da resisténcia aos fungicidas DMI's (20).

Nesse estudo, testamos a hip6tese de que o uso intensivo de fungicidas triazois
por varios anos na cultura do trigo para controle de manchas foliares e ferrugens,
levou a emergéncia de resisténcia aos DMI’s. Assim, os objetivos do trabalho foram:
1) determinar as distribuicdes de frequéncia da sensibilidade de 180 isolados de P.
oryzae do trigo amostrados de sete estados do Centro-Sul do Brasil, com base na
ECso a tebuconazol e epoxiconazol; ii) investigar a presenca de mutagdes no gene
cyp51A e se ha correlacdo com a reducdo da sensibilidade a fungicidas DMI's nas
diferentes populagbes amostradas; iii) reconstruir a historia filogenética reticulada do
gene cyp51A para esclarecer a relacéo evolutiva entre haplotipos do patégeno.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pyricularia oryzae

O fungo Pyricularia oryzae encontra-se na classe de fitopatdgenos com alto
risco de desenvolvimento de resisténcia a fungicidas, conforme lista elaborada pelo
Comité de Ac¢ao a Resisténcia a Fungicidas — Fungicide Resistance Action Committee
FRAC (21). De fato, devido ao potencial de disperséo a longas distancias pelo vento
e por sementes infectadas (22, 23, 24), P. oryzae é uma espécie que apresenta
elevada capacidade de fluxo génico e genotipico (25). Por apresentar tais
caracteristicas dispersivas, além da predominancia de um sistema reprodutivo misto,

P. oryzae esta incluida na categoria mais elevada de alto potencial evolutivo (26)

2.2 ETIOLOGIA

Por muitos anos, espécies de Pyricularia foram nomeadas em sua fase sexual
como Magnaporthe spp., mas recentemente sugeriu-se a utilizacdo do género
Pyricularia tanto para a fase assexuada como para a fase sexuada (27, 28) de acordo
com o Novo Cadigo Internacional de Nomenclatura para algas, fungos e plantas (29).

Baseado em trés genes de Pyricularia, actina, beta-tubulina e calmodulina, foi
possivel a separacdo em dois clados distintos, P.oryzae e P. grisea, mesmo sem
apresentar distincdo morfoldgica entre eles. A principal distincdo entre os dois fungos
foi a planta hospedeira. Um grupo consistiu em isolados de Digitaria, identificados
como P. grisea, e 0 outro grupo, P. oryzae, incluia isolados associados com arroz
(Oryza sativa), e outras gramineas como Triticum, Setaria, e Panicum (30). Segundo
o estudo, para identificar isolados associados com a brusone do trigo e arroz, a

nomenclatura adotada atualmente é P. oryzae.

2.3 BRUSONE DO TRIGO

A brusone é considerada uma doenca de dificil controle (31). As estratégias
recomendadas para o seu manejo baseiam-se principalmente no uso de fungicidas
aplicados na parte aérea e na diversificacdo de cultivares, dando preferéncia aquelas

menos suscetiveis (3) embora estudos anteriores indicaram que algumas cultivares
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de trigo cultivadas no Brasil mostraram resisténcia a brusone no estadio de
espigamento, nenhuma das cultivares testadas em estudo recente mostrou resisténcia
a todos os pat6tipos de P. oryzae detectados (25). Os autores detectaram a ocorréncia
de oito grupos de viruléncia no Centro-Sul do Brasil, ‘Anahuac 75’, ‘BR 24’, ‘MGS 3
Brilhante’, ‘BR 18 Terena’, ‘BRS 220’, ‘BRS Buriti’, ‘BRS 229’ ‘CNT-8’, com diferentes

reacoes de viruléncia aos 14 patoétipos identificados na populacéao de P. oryzae.

2.3.1 SINTOMATOLOGIA

O fungo causa lesdes em toda parte aérea na planta de trigo incluindo folhas,
paniculas, caules, bainhas, nés, colmos, pedunculo e glumas. A infeccédo da espiga é
a forma mais destrutiva de ocorréncia da doenca, com branqueamento parcial ou total,
esterilidade ou chochamento de gréos. Os sintomas iniciais nas folhas caracterizam-
se por pequenas manchas elipticas de coloracdo marrom-escura a negra. (32) Além
disso, infecta sementes, presumivelmente o principal meio de transmissao da brusone
(33). Sua importancia econdémica decorre da reducdo no rendimento e na qualidade
dos graos que, quando infectados, apresentam-se enrugados, pequenos, deformados
e com baixo peso especifico (34). As perdas, em peso, por espiga chegam até 72,5%

dependendo da época de infecgdo (34).

2.3.2 CICLO DA DOENCA

A disseminacdo dos esporos do fungo P. oryzae ocorre pelo vento, podendo
ser deslocados a longas distancias (35). As condi¢des 6timas para o desenvolvimento
da doenca variam entre 21-27 °C e 10-14 horas de molhamento das espigas (36).
Pode também ser disseminado por plantas hospedeiras, restos de culturas e
sementes contaminadas.

O fungo P. oryzae apresenta um elevado nimero de hospedeiros alternativos
(37, 38, 30, 39, 40, 41) como as do género Urochoa spp, e espécies como Panicum
maximum, Digitaria sanguinalis, Eleusine indica Setaria geniculata e Cenchrus
echinatus (38, 42, 43). Plantas invasoras proximas a areas de cultivo de trigo que nao
necessariamente sdo expostas as pulveriza¢gdes de fungicidas podem servir de fonte

continua e ininterrupta de inéculo do patdgeno.
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Uma outra fonte de indculo importante para a doenca sao os restos culturais,
uma vez que o fungo é hemibiotrofico (44) e desenvolve-se saprofiticamente nos
restos culturais do trigo. As sementes contaminadas, podem constituir uma fonte de

indculo inicial importante, introduzindo o fungo em novas areas (45, 46, 47).

2.3.3 CONTROLE DA BRUSONE

A brusone do trigo tem sido um dos gargalos na producao triticola brasileira,
causando aumento dos custos e quedas na produtividade (34). Com a intencao de
minimizar o impacto do patdégeno na cultura do trigo, algumas medidas de manejo tem
sido propostas como o uso de sementes sadias, eliminac&o de plantas hospedeiras,
rotacdo de cultura, uso de cultivares resistentes, incorporacdo de restos culturais,
época de semeadura, e controle quimico (48). Porém, muitas dessas estratégias tem
sua eficiéncia limitada, como o uso de sementes sadias, que tem importante funcéo
ao reduzir o in6culo inicial, mas tem sua eficacia limitada por outras vias de
disseminagdo do in6culo (49). O uso de cultivares resistentes também apresenta
dificuldades devido a ampla variagdo genética do fungo (31). As diversas e
inconstantes condi¢des climaticas sdo apontadas como as principais dificuldades do
controle pela época de semeadura, que tem por objetivo evitar condigdes favoraveis
a ocorréncia da doenca por ocasido do espigamento do trigo (48). O controle quimico,
embora viabilize técnica e economicamente a producao de trigo, € uma das praticas
agricolas que mais onera os custos de producdo. Segundo Urashima, Lavorent (50)
fungicidas com bom desempenho no controle da brusone do arroz ndo se mostram
eficientes na protecéo de paniculas do trigo.

A baixa eficiéncia dos fungicidas foi associada as dificuldades no alcance do
alvo, em decorréncia das caracteristicas inerentes ao sitio de infeccédo (espiguetas
das paniculas) (51), da elevada diversidade de isolados quanto aos padrdes de
viruléncia (50), as condi¢cdes de alta favorabilidade do ambiente, ao alto grau de
suscetibilidade das cultivares (52), e a propria ineficacia do principio ativo do fungicida

utilizado contra o patégeno. (22, 31, 8, 9)

2.4 RESISTENCIA A FUNGICIDAS DMI'S
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Em termos de distribuicdo mundial, a resisténcia a DMI's tem sido observada
na Europa, América Central e América do Sul para um grupo diverso de fitopatdégenos,
como para Blumeria jaapi (53, 54), Blumeria graminis (55, 56), Monilinia fructicola (57,
58), Penicillium digitatum (59, 60, 61), Tapesia yallunda (62), Erysiphe graminis (63),
Uncinula necator (64), Venturia inaequalis (65), Fusarium asiaticum e Fusarium
graminearum. (66)

Em patdgenos de plantas e de humanos, a resisténcia aos fungicidas DMI's
pode ser determinada por trés principais mecanismos: (i) alteracdo de sitio-alvo,
causadas por mutacdes pontuais que provocam alteracdes no sitio bioquimico alvo.
Essas mutacfes génicas podem ocorrer em genes nucleares ou em genes codificados
mitocondrialmente (67); e, geralmente, resultam em altos niveis de resisténcia (68) ii)
a producédo excessiva de proteina alvo pelo gene cyp51, resultando em altos niveis
de esterol 14a — desmetilase; (iii) aumento do efluxo de DMIs, em que proteinas
situadas na membrana bombeiam compostos téxicos para fora da célula fungica. Esse
mecanismo envolve as proteinas transportadoras ABC (ATP Binding Cassete) que na
medicina é conhecido como resisténcia a multiplas drogas (ou MDR). (68)

Relatos até o ano de 2007 indicaram que, em paises europeus, a resisténcia a
fungicidas DMI decorreu, principalmente, por mudancas no gene cyp51. (69) Até esta
data, 22 alteracdes de aminoédcidos diferentes (substituicbes e delecbes) foram
detectadas no gene cyp51 em populacdes de Mycosphaerella graminicola na Europa
Ocidental, fitopatogeno para o qual ha maior volume de informacdo sobre a
emergéncia de resisténcia a fungicidas no agroecossistema do trigo. Estudos com
esse patdgeno detectaram uma grande variagdo na sensibilidade de populagbes
baseline dos isolados aos fungicidas DMI (20, 70), com diferencas de até 40 vezes
entre isolados de um mesmo pais. Segundo Leroux, Albertini (68) foram encontradas
véarias substituicdes de aminoacidos em isolados de campo de M. graminicola que

expressavam diferentes niveis de sensibilidade aos fungicidas DMI.

2.4.2 PARALOGOS DO GENE cyp51
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Entre os fatores ligados a resisténcia a DMI's, a importancia da contribuicéo de
diferentes paralogos do gene cyp51, genes originados a partir de um processo de
duplicacdo génica dentro da mesma espécie, tem sido investigada sob trés contextos:
(i) no contexto evolutivo e da re-emergéncia de paralogos, fenbmeno pelo qual algum
paralogo pode perder-se devido ao cruzamento entre multiplas linhagens de um
fitopatdgeno, mas ele também pode re-emergir devido a adaptacdo a novos
compostos por selecdo a partir da variagdo genética (73); ii) no contexto funcional,
com o nocaute de paralagos, ocorre a inibicdo de um determinado gene, para que se
possa determinar sua verdadeira funcdo pelas alteracbes que ocorrerdo no
metabolismo ap6s o seu desligamento (74, 75, 76); iii) no contexto do papel de
mutacdes pontuais nos diferentes parélogos do gene cyp51.

O numero de paralogos do cyp51 varia de acordo com a espécie do fungo,
especialmente em Pezizomycotina, subfilo de Ascomycota, que compreende muitos
patdgenos de plantas e humanos. (77) Entre as espécies de fitopatbgenos, foram
descritos genes paralogos de cyp51 para Aspergillus fumigatus (78), P. oryzae (75),
Penicillium digitatum (79), Rhynchosporium commune (80) e Fusarium graminearum.
(81) Especialmente em P. oryzae foram identificados dois genes paralogos do cyp51.:
cyp51A (MGG_04632.6) e cyp51B (MGG_04432.6) (82). O cyp51A, com 1548 pb sem
introns, que codifica uma proteina com 515 aminoacidos (aa) e o cyp51B, com 1710
pb, um intron de 129 pb, que codifica para uma proteina de 526 aa. (75)



14

3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM DE POPULAC}()ES DE Pyricularia oryzae DO TRIGO

Os isolados utilizados neste estudo pertenciam a colecéo do laboratorio, e as
amostragens e isolamento do fungo foram realizados como descrito. As amostragens
foram realizadas em sete locais cultivados com trigo ao longo de 2012. As populacdes
brasileiras de P. oryzae adaptadas ao trigo foram amostradas usando-se o sistema de
transecto, em campos, com ocorréncia natural da brusone no Rio Grande do Sul (RS),
Parana (PR), Mato Grosso do Sul (MS), Sao Paulo (SP), Minas Gerais (MG), Goias
(GO) e Distrito Federal (DF), que inclui a maior parte das areas de cultivo de trigo no
Brasil (Tabela 1). O isolamento do patdégeno foi realizado de acordo com o
procedimento descrito por Maciel et al, (2013). (26) De cada espiga infectada foi obtido

apenas um isolado monosporico.

Tabela 1- Descricdo de populag@es de Pyricularia oryzae amostradas de éreas de

trigo
Ano _ NUumero
de Populagéo Varleqade de Local de
trigo
Coleta isolados
Distrito Federal/ BRS 254/ BR  Brasilia, DF/ Rio Verde,
Goias 18 GO 20
Minas Gerais BRS 264 e BR  Patrocinio e Perdizes, 27
Mato Grosso do Sul BRS Amambai e Aral 44
2012 Parana CD 104 Londrina, PR 36
Passo Fundo, Sao Luiz
Rio Grande do Sul Desconhecida  Gonzaga, S&o Borja e 19
Trés de Maio,RS
Sao Paulo CD 116 Itai, SP 28
Total o . . 180

Um total de 180 isolados de seis populacdes, pela sobreposicdo geografica, as

populacdes do DF e de GO foram unidas em uma Unica, foram avaliados nesse
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estudo, os quais foram previamente genotipados utilizando um conjunto de 12 loci
microssatélites e identificados como distintos gendtipos multiloci. (83, 14) Um total de
51% desses isolados carregam o alelo do cytb que confere resisténcia a estrobirulina.
(14)

3.2 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS FUNGICIDAS TRIAZOIS TEBUCONAZOL E
EPOXICONAZOL

A escolha das doses foi baseada em uma curva de crescimento micelial obtida
em um experimento prévio, realizado com 16 isolados e 12 doses dos fungicidas,
seguindo o mesmo procedimento deste estudo e, descrito a seguir. Os fungicidas
tebuconazol, 200g L%, e epoxiconazol 75¢g L1, foram diluidos, separadamente, a 1:100
em agua deionizada para producdo de uma solucao estoque.

Discos de culturas de P. oryzae de 5 mm de diametro cultivadas por sete dias
foram transferidos para placas de petri contendo meio de BDA (batata-dextrose-agar,
KASVI, Curitiba, PR, Brasil) suplementado com cloranfenicol e estreptomicina (50 ug
mL?') e diferentes concentracdes finais dos fungicidas. Para tebuconazol as
concentragdoes foram de: 0; 0,3; 0,75; 0,9; 1,8; 4,1 e 6,8 ug mL'ou ppm e para
epoxiconazol 0, 0,04, 0,1, 0,3, 0,68, 1,0, e 2,0 ug mL™2.

Quatro isolados foram transferidos simultaneamente para cada placa e cada
tratamento, representado por um unico isolado distinto, foi repetido quatro vezes. As
placas foram incubadas a 25°C e fotoperiodo de 12 horas. O diametro das col6énias
foi mensurado cinco dias apés a transferéncia, subtraindo-se o diametro original do
disco de micélio. O crescimento micelial de P. oryzae nas diferentes doses foi
convertido em crescimento relativo (RG): 100 x (diametro médio da colénia em meio
com fungicida)/(diametro médio da colbnia em meio sem fungicida). Para o calculo
dos valores de ECso (concentracdo efetiva - pg mL?! capaz de inibir 50% do
crescimento micelial) de cada isolado, utilizou-se o programa ED50plus v1.0 (84),
utilizando-se as concentracdes finais dos fungicidas convertidas em log, e os dados
de crescimento relativo.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados e o0 experimento

repetido duas vezes. A andlise de variancia (ANOVA) e o teste de médias (Scott-Knott)
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a 5% de probabilidade foram efetuados utilizando- se o ambiente R e o pacote

estatistico Agricolae. (85)

3.3 ANALISES MOLECULARES

3.3.1 EXTRACAO DE DNA

Os isolados foram cultivados em meio liquido BD (batata-dextrose, Himedia,
Mumbai, MA, india) durante sete dias a 24°C sob agitacdo a 150 rpm para obtencio
de massa micelial. O micélio liofilizado de 180 isolados foi utilizado para extracédo de
DNA usando-se o kit Gen Elute Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, EUA)
de acordo com as instrucdes do fabricante. O DNA foi quantificado em
espectrofotdometro NanoDrop® 2000c (Thermo Fisher Scientific, EUA) e diluido para

concentragdo final de 25 ng pL™.

3.3.2 DESENVOLVIMENTO DOS PRIMERS

Os iniciadores (primers) foram desenhados com o auxilio do programa
Geneious R 6.7.1 (Biomatters, Nova Zelandia) utilizando-se como referéncia a
sequéncia do cyp51A de P. oryzae de trigo - BR32 "M_BR32_EuGene 00088761"
(Chiapello et al., 2015). Para amplificagcéo total do gene cyp51A de P. oryzae foram
utilizadas trés combinacdes de primers, de acordo com o apresentado na figura 1.

Foram produzidos trés fragmentos oriundos das combinacfes de primers: 1)
Cyp51A -278F + cyp5lA_757R; 2) cyp5l1A_-278F + cyp51A_1345R e 3)
Cyp51A 662F + cyp51A_1749R. As sequéncias dos primers e o tamanho esperado
dos fragmentos gerados a partir de cada combinacao esta representado na figura 1.
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Figura 1- Esquema representativo da sequéncia do gene cyp51A de P. oryzae do
trigo e os primers utilizados nesse trabalho. (a) Desenho ilustrativo do gene cyp51A
de P. oryzae do trigo e a localizagdo dos primers de acordo com a posicdo em pb
(pares de base) da sequéncia. (b) Cddigo e sequéncia dos primers (5'- 3").

1 1551

I CYP51A (regido codante - pb) I—
(oA Gezr > oystA T57R]  (GIPSIATISER]
880pb
1088pb
Gene Primer Sequéncia (5'- 3")

cypS1A -278F CTTTITGTCACTTIGTTCTCTGCC
cyp51A 662F GCCCCATCAACTTCCTAG
CYP514 cyp51A 757R TGAGGTCCATGTAAACATCG
cyp51A 1345R CAAAGGGCAGGTAAGGACTC
cypS51A 1749R  AGAGATATGCCTCATTGCTAAA

Fonte: préprio autor

3.3.3 REACOES DE PCR E SEQUENCIAMENTO DO GENE cyp51A

As reagOes de PCR foram conduzidas em um volume final de 25 pL contendo
agua ultra pura destilada, 50 ng de DNA total, 0,3 uM de cada primer, 0,2 mM de cada
dNTP, 2 mM de MgClz, 2,5 pL de tampéo 10X e 1U de Taqg DNA Polimerase (Sigma-
Aldrich, EUA). As amplificacBes foram realizadas em termociclador ProFlex (Applied
Biosystems, EUA), com as seguintes condi¢des de ciclagem: desnaturacgéo inicial de
95°C por 5 minutos; seguido de 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e
72°C por 1 minuto e extensao final de 72°C por 5 minutos.

Os produtos de PCR foram enviados e submetidos a reacdo de
sequenciamento (Macrogen Inc., Coréia do Sul), utlizando-se sequenciador
automético PE Applied Biosystems ABI-3730. As sequéncias obtidas foram analisadas
e alinhadas no programa Geneious R 6.7.1 (Biomatters, Nova Zelandia), utilizando-se
como referéncia a sequéncia cyp51A de P. oryzae do trigo - BR32 (86) e cyp51 do
ascomiceto Mycosphaerella graminicola (EF418622) (68), agente causal da
septoriose do trigo, para o qual ha descricdo detalhada das mutac¢des associadas com
resisténcia a triazois. Além disso, para esse fitopatdégeno existem isolados definidos

como padréo de sensibilidade e valores de ECso para os mesmos fungicidas desse
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estudo. (68, 87, 88, 89) O numero de haplotipos de cyp51A de P. oryzae foi
determinado utilizando-se o programa DnaSP versao 5.10.1 (90) e a relacao entre os
haplotipos distintos foi determinada baseando-se em analise de filogenia reticulada,
pelo do método de parcimdnia estatistica implementado no programa TCS versao
1.21. (91) Duas sequéncias de P. oryzae do arroz foram incluidas como referéncia na
analise, a sequéncia do isolado P. oryzae P131, amostrado em area de cultivo de
arroz no Japao no ano de 1988 (92) e do isolado P. oryzae 70-15, resultante de um
cruzamento realizado em laboratorio (GUY11 x CH104-3) (93), e que teve seu genoma
sequenciado por Dean et al. (2005). A sequéncia do gene cyp51 do isolado BR32 de
P. oryzae de trigo foi também adicionado na analise. (86)

Os valores de ECso médios foram comparados com as doses dos fungicidas
aplicados em campo, com base na recomendacdo da bula de cada fungicida, e
considerando uma planta de trigo de 0,82 m, fase de espigamento, em um hectare de

cultivo de trigo.
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4 RESULTADOS
4.1 VARIACAO NA SENSIBILIDADE DE POPULACOES DE P. oryzae DE TRIGO A
FUNGICIDAS DMI'S

Os dois fungicidas triazéis proporcionaram reducao do crescimento micelial do
fungo em funcéo do aumento da concentracéo do ingrediente ativo (Figuras 2a e 2b).
Detectou-se diferenca significativa entre populacdes de P. oryzae para isolados dentro
de populagdes quanto a ECso para os fungicidas tebuconazol e epoxiconazol (Tabela
2).

Quanto as diferencas significativas na sensibilidade de isolados aos fungicidas
triazois, para ilustrar os extremos dessas diferencas, observou-se que 0 menor e 0
maior valor de ECso variou de 0,673 a 1,246 ug mL* para os isolados 121048i e
121130, respectivamente (Figura 2c). Para o fungicida epoxiconazol observou-se que
0 menor e o maior valor de ECso foram de 0,5026 e 0,894 ug mL, para os isolados
121024i e 121265, respectivamente (Figura 2d).

As populagbes de P. oryzae apresentaram variagdo na sensibilidade aos

fungicidas tebuconazol (Figura 3a) e epoxiconazol (Figura 3b).

Tabela 2- Analise de variancia (ANOVA) baseada em valores de ECso de 180 isolados
amostrados em 6 populacbes de Pyricularia oryzae de trigo para os fungicidas
tebuconazol e epoxiconazol

Fungicida F.V. G.L. Q.M. F Pr>F
Exp 1 4,784 883,648 <2e-16 ***
Rep 6 0,011 2,002 0,0625
Tebuconazol
Pop 5 0,151 27,931 <2e-16 ***

Pop:lsol 174 0,034 6,268 <2e-16 ***
Residuo 1242 0,005

Exp 1 0,09368 58,969  3,22e-14 ***
_ Rep 6 0,00892 5,612  9,25e-06 ***
Epoxiconazol
Pop 5 0,10643 66,994 <2e-16 ***

Pop:lsol 174 0,00976 6,141 <2e-16 ***
Residuo 1244 0,00159

Fonte: préprio autor
Auséncia de interacao significativa (p < 0,001) entre Exp*Pop
*** Significativo pelo teste F a p < 0,001
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Figura 2- Variacdo da sensibilidade in vitro de isolados contrastantes de Pyricularia
oryzae em meio BDA com doses crescentes dos fungicidas DMI's tebuconazol (a) e
epoxiconazol (b). Crescimento relativo de isolados que apresentaram maior e menor
ECso em resposta ao aumento das concentragdes de tebuconazol (c) e epoxiconazol
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Figura 3- Variacdo de ECso de populagbes de Pyricularia oryzae do trigo do centro
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!Diagramas de caixas (boxplots) representando a variagdo dos valores de ECso para as populacdes de
P. oryzae oriundas de MS, DF/GO, RS, MG, SP e PR submetidas aos fungicidas tebuconazol (a) e

epoxiconazol (b). O ponto dentro de cada caixa representa a média. Médias seguidas de mesma letra

nao diferem significativamente a p < 0,05 pelo teste de Scott-Knott para médias de ECso das

populagbes (média de oito repeticbes combinando-se as duas réplicas do experimento) (a e b).

2Distribuicdo da frequéncia de isolados P. oryzae em relacédo aos valores de ECso obtidos para os

fungicidas tebuconazol (c) e epoxiconazol (d). A linha vertical pontilhada vermelha indica a média geral

do ECso obtida para os fungicidas tebuconazol (c) e epoxiconazol (d).
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Os valores de Ecso apresentaram distribuicdo normal dos dados para todas as
populacdes avaliadas, com valor médio geral de 1,08 pg mL*e 0,63ug mL?* para
tebuconazol e epoxiconazol, respectivamente (Figuras 3c e 3d). Quando submetidas
ao tebuconazol, as populagdes do MS, DF/GO, RS, MG e SP né&o diferiram
significativamente entre si, apresentando média de ECso de 1,092 pg mL?t. Na
populacdo do PR detectou-se média de ECso de 1,035 pg mL?, significativamente
menor que o das outras populacdes avaliadas (Figura 3a). Para o fungicida
epoxiconazol, as populacdes de P. oryzae amostradas em SP, MS e PR apresentaram
0os maiores valores de ECso, 0,6389, 0,6306 e 0,6301ug mL?, respectivamente,
significativamente diferentes entre si e das demais populacdes amostradas. As
populacdes do RS e MG foram n&o diferiram significamente entre si apresentando
valores intermediarios de ECso, 0,6272 e 0,6273 pug mL?, em relacdo as outras
populagbes analisadas. A menor média de ECso, 0,624 pug mL?! foi detectada na
populacao do DF/GO. (Figura 3b).

4.2 DETECCAO DE MUTACOES NA SEQUENCIA DO GENE CYP51A DE P. oryzae

Todas as combinacdes de primers utilizadas foram eficientes na amplificacao
da sequéncia alvo e produziram fragmentos de acordo com o tamanho esperado de
880 pb, 1088 pb e 1623 pb. Obteve-se a sequéncia completa do gene cyp51A para os
180 isolados amostrados, sendo que para alguns pontos do gene foram geradas de 2
a 3x de cobertura, conforme esquema apresentado na figura 1. Inicialmente, as 180
sequéncias de cyp51A foram comparadas com a sequéncia referéncia de P. oryzae
de trigo - BR32. (86) Muta¢des nao-sindnimas sao tipos de mutacdes pontuais onde
um unico nucleotideo € mudado provocando uma substituicdo de um aminoacido, ja
as mutacdes sindbnimas sdo mutacdes do DNA que nao resultam numa mudanca da
sequéncia de aminoacidos de uma proteina. Foram identificadas 14 mutacdes ao
longo da sequéncia de 1551 pb do gene cyp51A, sendo oito do tipo sindnima (G42A,
T78A, G408A, C462T, G498C, G534A, T675C, C1392G) e seis ndo-sindnimas (V10D,
K158R, E334V, R375C, L466K, R512L) (Tabela 3).
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Tabela 3- Alinhamento das sequéncias do gene cyp51A de P. oryzae evidenciando as variagdes encontradas entre os 180 isolados
amostrados que foram classificados em 8 haplotipos. Os dados de frequéncia e média de ECso obtidas para cada haplotipo e fungicida
também estéo apresentados

Posicao (pb)® 29 42 | 78| 408 | 462 473 498 | 534 675 788-790 906 | 927 | 1001 | 945| 1083 | 1117 [1392] 1396 | 1532
Referéncia® T G | T G T A G G T AAG G C AlA]l A c c c G
Néo sinénima * * * * * * *
Tipo mutagéo © v t v t t t t t t t v v t t t v v v
Substituicioaa | V10D [ S I Q P | KI58R v F E788-790Q L S |E3av| A | T |[R3m5C| L | L466K | R512L
Tebuconazol  Epoxiconazol
Haplotipo  Frequéncia MédiaECsy  MédiaECs, MutagGes
(g mL™) (MgmL™)
Hi i (0,6%1? E;,24) (0,821? 1,16)
H2 1 1,07 093 T
1,03 0,96
H3 2 (094-113)  (0,84-1,08) A
1,1 1,01
Ha 2 (1,051- 2,15) (1,01? 0,93) T
H5 1 1,12 0,97 A
Hé 1 1,15 0,92 G
H7 1 1,10 0,94 T
H8 1 1,00 0,94 A A A c G c A c
Ref. P131 ¢ 1 nd nd A A A c G c A C AAG T T G G
Ref.70-15° 1 nd nd A A A C G c A c T T G G

@ posicao mostrada esta de acordo com a referéncia utilizada para o alinhamento

b sequéncia observada no gene cyp51A do isolado P. oryzae de trigo BR32 usado como referéncia

¢ t = transicOes e v = transversdes

d sequéncias de isolados de P. oryzae de arroz

nd — ndo determinado
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Na Tabela 3 também foram incluidas duas sequéncias de isolados de P. oryzae
do arroz, (P-131 e 70-15),0bservou-se a existéncia de 13 mutagdes que diferenciam
P. oryzae de trigo e P. oryzae de arroz, sendo que oito delas foram também
compartilhadas pelo H8 (G42A, T78A, G408A, C462T, K158R G498C, G534A,
T675C), e as outras cinco foram as alteracdes E788-790Q, G906T, C927T, A945G e
A1083G. A Figura 4 representa a rede de haplotipos que sumariza a distribuicdo
geografica e as rela¢des entre os alelos do gene cyp51A.

Figura 4- Rede de haplotipos de isolados de P. oryzae do trigo para o gene cyp51A
oriundos de diferentes populacdes

P.oryzae® P.oryzae® pn=1

Fonte: préprio autor
A area de cada circulo € proporcional ao nimero de isolados amostrados em cada haplotipo. A relagao
entre os haplotipos esta representada por uma linha referente a um passo mutacional. Os retangulos
pretos representam haplotipos ndo amostrados. Haplotipos cyp51A sdo mostrados ao lado de cada

circulo e os * representam haplotipos com mutac¢des nédo sinbnimas.
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aDuas sequéncias de P. oryzae do arroz foram incluidas como referéncia, P131, (92) e 70-15 (82) A
sequéncia do gene cyp51 do isolado BR32 de P. oryzae de trigo foi também adicionado na analise e

correspondeu ao H1.

Todas as populacdes foram representadas dentro do maior grupo de haplotipos
(H1), composta por 171 isolados. Além do haplotipo H1, a populacdo do MS néo
apresentou outro isolado com eventos de mutacéo, entretanto, as demais populagdes
apresentaram um (MG e PR), dois (SP e RS) e trés isolados (DF/GO) com mutacdes
em relacdo ao haplotipo referéncia (H1). Em MG detectou-se o haplotipo H2, em SP
o haplotipo H3, no RS os haplotipos H7 e H8 e no DF/GO os haplotipos H4, H5 e H6
(Figura 4).

Avaliou-se a presenca de mutagbes ndo-sindnimas entre as sequéncias de
cyp51 de M. graminicola (relativo ao padrdo de sensibilidade - Tri S) em residuos
correspondentes de P. oryzae de trigo. Também foram incluidas na analise as
sequéncias de dois isolados de P. oryzae de arroz (P131 e 70-15) para os quais as
mudancas de aminoacidos foram idénticas as de todos haplotipos de trigo. Foram
observadas sete mutacdes nao-sinbnimas, sendo quatro idénticas as descritas na
literatura (L50S, S208T, N284H, V490L) para isolados com algum grau de resisténcia
a DMI's e trés com diferentes altera¢des, mas nas mesmas posi¢cées de aminoacidos
descritos na literatura (V136A, A379G, e N513K para M. graminicola; V1361, A379S,
e N513T para P. oryzae de trigo) (Tabela 4).

Finalmente, tivemos acesso a sequéncias do paralogo B do cyp51 de sete
isolados de P. oryzae de trigo (dados nao publicados; Croll, D., ETH Zurich) também
usados em nosso estudo, todos pertencentes ao H1 do cyp51A. Essas sequéncias
foram comparadas com a referéncia de cyp51B de P. oryzae de trigo BR32 (86) e nédo
foram encontradas quaisquer mutacdes neste paralogo que discriminasse os isolados

em diferentes haplotipos.
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Tabela 4- Mutacdes entre as sequéncias de cyp51 de Mycosphaerella graminicola em residuos correspondentes de Pyricularia oryzae de trigo
de acordo com Leroux et al. (2007) e Stamler & Semar (2011). Média de ECso para os fungicidas tebuconazol e epoxiconazol estdo apresentados
para M. graminicola. A tabela mostra as variac6es encontradas entre os 180 isolados nesse estudo, sua classificacdo em 8 haplotipos, a média
de ECso obtida para cada haplotipo em cada fungicida

M. graminicola? 50 136 379 513 208 284 490

Tebuconazol Epoxiconazol P.oryzae trigo (cyp51A)° 40 125 366 487 195 278 464

-1 -1
ECso (g mL™)  ECso(ug mL™) Descriio mutagéo L50S°  VI136A/C/GS A379G°  N513K® S208T¢ N284H! V490Ld
Fendtipo (S ou R) SelouR R R SelouR R R R
0,011 0,002 M. graminicola Tri S Ser Val Ala Asn Ser Asn Val
0,085 0,0055 M. graminicola Tri R2 Ser Val Ala Asn - - -
0,15 0,027 M. graminicola Tri R3 Leu Val Ala Asn - - -
0,23 0,012 M. graminicola Tri R4 Ser Val Ala Lis - - -
0,02 0,017 M. graminicola Tri R5 Leu Ala Ala nd - - -
0,82 0,051 M. graminicola Tri R6 Ser Val Ala Asn - - -
0,91 0,038 M. graminicola Tri R7 Ser Val Gli Lis - - -
1,08 0,63 .

(0,67 - 1,24) (0,50 — 0,9) H1 Ser lle Ser Tre Tre His Leu
1,07 0,63 H2 Ser lle Ser Tre Tre His Leu
1,03 0,63 .

(0,94 - 1,13) (0,51 - 0,77) H3 Ser lle Ser Tre Tre His Leu
1,10 0,61 .

(1,05 - 1,15) (0,56 - 0,76) H4 Ser lle Ser Tre Tre His Leu
1,12 0,63 H5 Ser lle Ser Tre Tre His Leu
1,15 0,63 H6 Ser lle Ser Tre Tre His Leu
1,10 0,94 H7 Ser lle Ser Tre Tre His Leu
1,00 0,94 H8 Ser lle Ser Tre Tre His Leu

Nd Nd P131° Ser lle Ser Tre Tre His Leu
Nd Nd 70-15f Ser llle Ser Tre Tre His Leu

a posicgéao referente ao residuo de aa de M. graminicola Tri S (EF418622)
b posicdo correspondente ao residuo de aa em P. oryzae de trigo

¢ descritas por Leroux et al. 2007 e d descritas por Stamler & Semar, 2011
& inclui sequéncia do gene cyp51 do isolado BR32 de P. oryzae do trigo
fsequéncias de dois isolados de P. oryzae de arroz

() referente a amplitude do valor de EC50 que originou a média

S ou R - indicam sensivel ou resistente, nd — ndo determinado
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5 DISCUSSAO

51 A DISTRIBUICAO GENERALIZADA DA RESISTENCIA A FUNGICIDAS
TRIAZOIS NO PAIS

Sa0 escassos 0s relatos de resisténcia a fungicidas em populacdes de
fitopatdgenos nos agroecossistemas brasileiros, especialmente no patossistema trigo
- brusone. Assim, este estudo teve como objetivo determinar as distribuicées de
frequéncia da sensibilidade de populagbes de Pyricularia oryzae do trigo amostradas
no Centro-Sul do Brasil, com base nos valores de ECso a tebuconazol e epoxiconazol.
Avaliamos, também, se a presenca de mutacfes no gene cyp51A do P. oryzae do
trigo estdo correlacionadas com a resisténcia a fungicidas DMI’'s. Esse foi,
possivelmente, o primeiro estudo que relatou a ocorréncia de resisténcia a triazéis em
P. oryzae do trigo no pais.

Especificamente para patdégenos do trigo, ha relatos de resisténcia de Puccinia
triticina, agente causal da ferrugem da folha, a triazéis (94), de Blumeria graminis tritici,
agente do oidio, ao triadimenol (95) e a reducado da sensibilidade as estrobilurinas em
Drechslera siccanse, D. tritici-repentis, agentes causais da mancha-amarela-da-folha
do trigo. (96) Recentemente, nosso grupo de pesquisa (14, 97) relatou a distribuicdo
generalizada da resisténcia a azoxistrobina e a resisténcia cruzada a piraclostrobina
em populagdes de P. oryzae amostradas nos mesmos campos brasileiros de trigo e
de outras poaceas hospedeiras amostradas para este estudo.

A primeira observagcdo importante de nosso estudo € a predominéncia da
resisténcia de P. oryzae a dois fungicidas triazois (tebuconazol e epoxiconazol)
intensamente usados para o0 manejo de doencas do trigo no Brasil. (98, 99) Embora
em niveis variaveis, a resisténcia a tebuconazol e epoxiconazol foi detectada do
Centro-Oeste ao Sul do Brasil, nos estados de DF/GO, MG, MS, SP, PR e RS.

Como nédo dispunhamos de isolados de P. oryzae que fossem padrdes de
sensibilidade comparamos, entdo, com dados detalhados publicados para o fungo
M. graminicola do trigo. Para M. graminicola, valores de ECso de 0,011 e 0,002 ug mL-
1 para tebuconazol e epoxiconazol, respectivamente, foram considerados como
padrao de sensibilidade para esse fitopatdgeno. (68) Tais valores de ECso para os

isolados de M. graminicola sensiveis a fungicidas DMI's sdo cerca de 61 e 251 vezes
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menores que os encontrados para os isolados de P. oryzae de trigo. Quando em
comparacao com isolados de M. graminicola resistentes a DMIs (cuja ECso média foi
de 0,369 pug mL* para tebuconazol e de 0,0251 ug mL? para epoxiconazol), os
isolados de P. oryzae foram cerca de cerca de 3 a 35 vezes menos sensiveis.

Usando como base as doses recomendadas para aplicacdo de fungicidas
triazois em campos de trigo no Brasil, 45 g i.a./ha para epoxiconazol e 150 g i.a./ha
para tebuconazol, respectivamente, e levando em consideracdo a altura média de
uma planta de trigo em fase inicial de espigamento, cerca de 0,82 m, determinou-se
que as concentracdes aplicadas em areas cultivadas com trigo sdo de 0,0055 pg mL?!
para epoxiconazol e de 0,0180 pg mL! para tebuconazol. Comparando-se os valores
aplicados no campo com os valores médios de ECso obtidos em nosso estudo,
constatou-se que os isolados de P. oryzae do trigo toleram concentracdes de
tebuconazol de cerca de 35 a 70 e de epoxiconazol entre 91 a 161 vezes maiores do
gue a dose recomendada para uso no campo.

Esses 180 isolados avaliados em nosso estudo, também foram anteriormente
testados quanto a resisténcia a estrobirulina. (14) Um total de aproximadamente 89%
(N = 160) destes isolados apresentaram o alelo cytb para resisténcia a estrobirulinas
e foram caracterizados como insensiveis a azoxistrobina, além de insensiveis a
tebuconazol e a epoxiconazol. A detec¢éo de resisténcia a multiplos fungicidas em P.
oryzae do trigo € uma informacao relevante que possivelmente explica 0 motivo da
ineficacia em se manejar a brusone do trigo com fungicidas estrobirulinas e triazéis no
campo.

Os dados obtidos corroboram com os relatos de baixa eficiéncia de diferentes
fungicidas no manejo da brusone de trigo (22, 100), mas especialmente triazois e
estrobirulinas. (98, 9, 99) Santana, Maciel (98) avaliaram a eficacia de fungicidas do
grupo quimico triazol, isoladamente ou em mistura com fungicidas do grupo das
estrobirulinas e constataram que, apesar da reducdo da incidéncia da doenca, o nivel
de controle nédo foi suficiente para manter rendimentos compativeis com a média de
rendimento da cultura no Brasil. De maneira similar, Rocha, Pimentel (99) observaram
gue apesar de resultados mais satisfatorios no controle da brusone quando utilizou-
se misturas, estrobirulina com triazol, os fungicidas n&o foram capazes de controlar a

brusone em espigas, que constitui 0 maior dano econémico da doenca na cultura.
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O mesmo foi observado por Pagani, Dianese (9) que relataram que embora o
uso de fungicidas sintéticos, triazois ou mistura de triazéis com estrobirulina, reduzisse
a severidade da brusone em espigas de trigo, o controle ndo foi completo na cultivar
suscetivel BRS264 nas safras de 2010 e 2011 nos cerrados do DF (cerca de 40% de
reducdo da incidéncia e 55% de reducdo da severidade). A aplicacao de fosfito de

potéssio (K2HPO3) como controle alternativo proporcionou efeito semelhante ao uso

de fungicidas sintéticos.

Considerando-se este cenario de ineficacia de fungicidas no manejo da
brusone, hé plena concordancia sobre a necessidade emergencial de cultivares de
trigo resistentes a doenca. (98, 9, 99) Entretanto, € de conhecimento que o patégeno
tem alto potencial evolutivo em funcéo de apresentar sistema reprodutivo misto, alta
variabilidade genética e patotipica e fluxo génico a longas distancias, o que contribui,
também, para a inconsisténcia e a baixa durabilidade da resisténcia de cultivares de

trigo a brusone no pais. (101, 102, 25)

5.2 MUTACOES PONTUAIS, EVOLUCAO DO GENE CYP51A DE P. oryzae DO
TRIGO E A ASSOCIACAO COM A RESISTENCIA A TRIAZOIS

Um dos principais mecanismos que atuam na resisténcia aos fungicidas DMI's
sao as mutacdes pontuais no paralogo A do gene cyp51. (17) Essa associacao de que
o cyp51A desempenha papel fundamental ligado a resisténcia aos azdlicos, a
conidiogénese e a viruléncia, foi descrita para Fusarium graminearum (76),
Rhynchosporium commune, o agente causal da escaldadura da cevada (80) e
especialmente para P. oryzae do arroz (75), razao pela qual escolheu-se a analise de
mutacBes no cyp51A de P. oryzae do trigo. Por sua vez, o nocaute do cyp51B néo
esteve envolvido na mediacdo da resisténcia a triazois. (75)

O Unico artigo que descreve a associacao de duas muta¢gées com maior ou
menor sensibilidade a triazois em P. oryzae comparou 52 isolados de arroz na China,
mas acredita-se que os autores utilizaram o paralogo B do cyp51. (103) Além de néo
se indicarem a que paralogo se referiam, essas sequéncias ndo foram depositadas no
GenBank.

Como nédo ha relatos da associacédo de mutacdes do gene cyp51A em P. oryzae

de trigo com a resisténcia a triazéis, decidiu-se por comparar com as mutacdes
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detectadas para o fitopatogeno M.graminicola, para o qual ha abundéancia de estudos.
Foram observadas em P. oryzae do trigo as muta¢cBes nao-sinénimas L50S, S208T,
N284H, V490L, assim como as relatadas por Cools, Bayon (104). A mutacao L50S em
particular, identificada no gene cyp51A de variantes modernas de M. graminicola tanto
sensiveis quanto resistentes, parece nao ter um efeito claro sobre a resisténcia. (68,
87) Ja as mutacdes S208T, N284H e V490L foram identificadas em isolados
resistentes, em combinacdo com outras alteracdes. (88) Ainda foram encontradas
outras alteracdes nas posi¢des V136l, A379S e N513T em P. oryzae do trigo (tabela
4), que podem estar associada com resisténcia a DMIs.

Além das mutacBes pontuais no sitio alvo, € provavel que a resisténcia
detectada em P. oryzae do trigo possa ser mediada por outros mecanismos, que
incluem a super expressao do gene cyp51A (105, 65, 53, 106, 57) e aumento do efluxo
de transportadores ABC (59, 107, 70, 108, 109, 110, 69, 104). Dessa forma, seria
importante, também, a investigacao de outros mecanismos envolvidos na resisténcia
a fungicidas DMI em P. oryzae do trigo.

Em comparacdo com outros fungicidas sitio-especificos que se tornam
ineficazes devido a pressdo de selecdo por mutacbes pontuais nos genes que
codificam para as proteinas alvo, postula-se que a eficacia de DMI's diminuiu de forma
relativamente lenta e gradual (111), dado ao carater poligénico e quantitativo da
resisténcia aos fungicidas triazois. (20) Para esses fungicidas, o desenvolvimento da
resisténcia ndo leva a completa e imediata perda do controle da doenca e é
frequentemente descrito como mudanca gradual na sensibilidade aos principios ativos
dada a pressao de selecao continua pelo uso de fungicidas. (112) A inexisténcia de
populacdes historicas correspondentes, amostradas em anos anteriores, ndo nos
possibilitou detectar a evolucéo gradual da resisténcia aos DMI's testados. Entretanto,
foi evidente o carater quantitativo da variacdo fenotipica continua da resisténcia a
tebuconazol e epoxiconazol exibido pelos isolados de P. oryzae dentro de cada uma
das seis populacbes amostradas (figura 3). Por sua vez, os altos niveis atuais de
resisténcia aos fungicidas DMI's detectados nas populacdes de P. oryzae devem ser
resultado do uso continuo e intensivo de triazéis em lavouras de trigo do Brasil nas
Ultimas trés décadas. O primeiro relato de uso intensivo de um fungicida triazdl, o

triadimenol, na cultura do trigo, no Brasil, € de 1979 (113). A partir da safra de 1986
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foi lancado o fungicida propiconazol no mercado brasileiro (114). Mais tarde, na safra
1991, foi recomendado o uso de tebuconazol (115), na safra de 1993 o ciproconazol
(116) e na safra de 2000 (117) o epoxiconazol.

Os dados fenotipicos e as mutacdes no cyp51A descritas em nosso estudo
apontam para a ampla distribuicdo da resisténcia das populacdes de P. oryzae a
triazois nas areas triticolas importantes do Centro-Sul do Brasil. Esse € um dado
alarmante, considerando que a maioria desses isolados também sédo resistentes a
estrobirulinas. Particularmente para o grupo de fungicidas triazéis, amplamente
usados para manejo das ferrugens (118, 119, 120, 13), teria sido mais adequado a
adocdo de estratégias anti-emergéncia, como a co-formulacdo com fungicidas
protetores, multi-sitios e de amplo-espectro de acdo (121). A resisténcia quantitativa
aos triazois € considerada parcialmente reversivel (122, 123), i.e., ha custo adaptativo
negativo para os isolados resistentes a triaz6is, o que implica em néo utilizar esses
fungicidas por algum tempo e substituir cultivares suscetiveis para que os isolados
resistentes sejam menos aptos em sobreviver do que os selvagens sensiveis. (124)
Esse cenario aparentemente ndo é possivel a curto e médio prazo, uma vez que 0
controle quimico ainda € a principal alternativa utilizada no manejo de outras doencas
da cultura, especialmente pela disponibilidade limitada de cultivares resistentes e
adaptadas as distintas condicdes de cultivo de trigo no Brasil. Porém, na
eventualidade de que outros principios ativos, ou outros triazois possam ser eficazes
no manejo da brusone, utilizar apenas co-formulacées com fungicidas protetores e de
multiplos sitios de acédo. (31, 125)

Finalmente, ao analisarmos a distribuicdo geogréfica e as relagbes evolutivas
entre os alelos do gene cyp51A, observamos a predominancia do haplotipo H1, (N =
171), correspondente a 95% do isolados analisados em todas as populacdes
amostradas. No MS foi detectado apenas o haplotipo H1. Os demais haplotipos foram
detectadas em baixa frequéncia: em MG detectou-se o haplotipo H2, em SP o
haplotipos H3, no RS os haplotipos H7 e H8 e no DF/GO os haplotipos H4, H5 e H6,
com frequéncia N = 2, N=1, N=1, respectivamente. A sequéncia do gene cyp51 do
isolado BR32 de P. oryzae de trigo foi também adicionado na analise e correspondeu
ao H1. (Figura 4).
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A predominancia do haplotipo H1 poderia estar relacionado a alguma vantagem
adaptativa dos isolados. A primeira hipétese que levantamos foi de que esses isolados
carregam também o alelo do cytb para resisténcia a estrobirulinas e portanto teriam
vantagem adaptativa da dupla resisténcia a fungicidas. De fato, dentro do haplotipo
H1, 88% do total de isolados (N = 151) foram caracterizados como resistentes a
estrobirulinas e carregam o alelo cytb que confere resisténcia. (14) Entretanto, todos
os demais haplotipos identificados (de H2 a H8) séo cytb resistentes, enquanto que
12% do total de isolados do haplotipo H1 (N =20) foram sensiveis a estrobirulinas, o
gue contradiz nossa hipétese. Uma outra justificativa possivel para a predominancia
do haplotipo H1 poderia ser a vantagem adaptativa pela selecéo imposta pelo cultivo
de genotipos de trigo mais suscetiveis a esses isolados. Entretanto, ndo ha, até o
momento, informagao sobre quantos grupos de viruléncia compdem a populacdo de
isolados do haplotipo H1 para dar suporte a esta hipotese.

Embora o tépico sobre relacéo e a distin¢ao filogenética entre populacdes de
P. oryzae do arroz e do trigo fuja ao escopo de nossa pesquisa, um fato intrigante
obtido nesse trabalho € a observacdo das mutacfes presentes no gene cyp51A do
haplotipo 8 (isolado 121229) que possui oito passos mutacionais em relacdo a
referéncia (H1) e estd mais proximo do isolado de arroz (P131) do que da sequéncia
referéncia de um isolado do trigo BR32 (Figura 4). Ainda, das treze mutacdes que
diferenciam o cyp51A de P. oryzae de arroz (70-15) e P. oryzae do trigo (BR32), as
oito observadas no H8 sao compartilhadas com a sequéncia referéncia de P. oryzae
do arroz (70-15). Esses dados apontam para uma proximidade filogenética do
haplotipo H8 isolado de trigo com P. oryzae do arroz. De fato, baseado em dados de
patogenicidade, ha evidéncia da existéncia de dois grupos distintos de P. oryzae

causando a brusone do trigo no Brazil, sendo que um infecta arroz e outro ndo. (126)
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6 CONCLUSAO

As populacdes de P. oryzae estudadas séo insensiveis aos fungicidas triazois
tebuconazol e epoxiconazol.
Sete mutac¢des ndo sindnimas encontradas no gene cyp51A podem estar

correlacionadas com a resisténcia aos DMIs em populacdes de P. oryzae do trigo.
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