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RESUMO

A brusone, causada por Pyricularia oryzae, ¢ a doenca mais importante do trigo em todo
Centro-Sul do Brasil. Seu controle tem dependido, fortemente do uso de fungicidas
estrobilurinas, inibidores de quinona oxidase, Qol. Resisténcia aos fungicidas Qol (Qol-R) ja
foram constatadas para diversos patossistemas em todo o mundo. Neste trabalho testou-se a
hipotese principal de que as populacdes brasileiras de P. oryzae associadas com o trigo
permanecem sensiveis aos fungicidas Qol. Em contraste, foi testada a hipotese alternativa de
que o uso extensivo e consecutivo de fungicidas Qol nas duas ultimas décadas para o manejo
da brusone do trigo na regido Centro-Sul do Brasil, levou a emergéncia e a distribui¢do
generalizada de Qol-R em populagdes de P. oryzae associadas ao trigo nas principais areas de
cultivo do pais. Determinou-se, também, se outras espécies de plantas poaceas adjacentes a
campos de trigo hospedavam populacdes Qol-R de P. oryzae, servindo como um reservatorio
de in6culo do patdgeno resistente. Os principais objetivos foram estudar a ocorréncia e a
distribuicdo da resisténcia aos fungicidas Qol em populacdes de P. oryzae associadas ao trigo
e a outras espécies de plantas poaceas adjacentes a campos de trigo no Centro-Sul do Brasil,
examinando as mutagdes no gene citocromo b (cyt b) e determinando a sensibilidade dos
isolados de P. oryzae a azoxistrobina em experimentos in vitro. Foi analisada a distribuicao
generalizada de Qol-R em populacdes de P. oryzae em campos brasileiros de trigo de 325
isolados, dos quais 198 foram derivados de trigo e 91 de outras plantas podceas amostradas
nos mesmos campos de trigo, em 2012, e 36 isolados de trigo obtidos em 2005. O
sequénciamento do gene cyt b distinguiu nove haplotipos, dois compartilhados entre trigo e
outras plantas poaceas e sete exclusivos de outras plantas poaceas. Quatro desses haplotipos
apresentaram a mutacdo G143A associada a resisténcia a Qol (Qol-R). Enquanto 90% dos
isolados de P. oryzae de trigo e 48% de plantas invasoras obtidos em 2012 apresentaram a
substitui¢ao G143 A e somente 36% dos isolados de 2005 apresentaram a mutagdo. A mutagdo
a Qol-R foi encontrada em diferentes genotipos multiloci microssatélites de P. oryzae,
indicando multiplas origens. Dados fenotipicos de experimentos “in vitro” com base na
sensibilidade a azoxistrobina a 10 pg/mL indicaram Qol-R, confirmando a ocorréncia do alelo
resistente no cyt b. A determinacdo da ECsg, concentracdo eficaz para causar a inibi¢do de
50% do crescimento micelial, indicou ECsy= 0,04 pg/mL de azoxistrobina para os isolados
sensiveis e >10 pg/mLpara os resistentes. Esse € o primeiro relato da ocorréncia e distribui¢cdo
generalizada do alelo ¢yt b que confere altos niveis de Qol-R em populagdes do patogeno da
brusone do trigo no Brasil. Espécies de plantas podceas em campos de trigo, constituem um
reservatorio de indculo para os isolados resistentes do fungo. Testou-se também, a hipdtese de
que a resisténcia a azoxistrobina resultou em resisténcia cruzada a piraclostrobina, outro
fungicida Qol. Para testar esta hipotese, foi comparado o nivel de resisténcia a piraclostrobina
medindo o crescimento micelial, apresentado por dois grupos de isolados do fungo P. oryzae
do trigo: a) sensiveis a azoxistrobina e portadores do gene cyf b ndo mutante e b) resistentes a
azoxistrobina e portadores da mutacdo G143A no gene cyt b. Fungicidas pertencentes a um
mesmo grupo quimico apresentam resisténcia cruzada. Todos os isolados de P. oryzae do
trigo sensiveis a azoxistrobina foram também sensiveis a piraclostrobina. Os isolados
resistentes a azoxistrobina foram, também, resistentes a piraclostrobina, indicando que ha
resisténcia cruzada para os dois fungicidas. Entre os isolados resistentes, distinguiram-se dois
grupos fenotipicos: (A) altamente resistentes e (B) resistentes. Isolados de P. oryzae com a
presenca da mutacdo G143A no gene cyt b foram 42 vezes mais resistentes a piraclostrobina.
Os altos niveis de resisténcia a fungicidas Qol sdo consequéncias da elevada pressdao de
selecdo provocada pelos anos consecutivos de aplicagdes de estrobilurinas para o manejo de
doencas do trigo no Brasil.



Palavras-chaves - Brusone. Citocromo B. Inibidores de quinona oxidase. ECsg. Triticum
aestivum. Resisténcia a fungicidas.



ABSTRACT

Wheat blast disease caused by Pyricularia oryzae is the most important across central-
southern Brazil. Its control has relied strongly on strobilurin fungicides (Quinone oxidase
inhibitors, Qol). Resistance to Qol (Qol-R) has been reported for several pathosystems
worldwide. In this study we tested the hypothesis that the main Brazilian populations of P.
oryzae associated with wheat remain sensitive to Qol fungicides. In contrast, the alternative
hypothesis that extensive and consecutive use of Qol fungicides in the last two decades for the
management of wheat blast in the Center-South region of Brazil was tested, led to the
emergence and widespread distribution Qol-R in populations P. oryzae associated with the
wheat in the main growing areas of the country. It is determined also whether other species of
grasses adjacent fields of wheat plants housed Qol R-populations of P. oryzae, serving as a
resistant pathogen inoculum reservoir. The main objectives were to study the occurrence and
distribution of resistance to Qol fungicides in P. oryzae populations associated with wheat
and other species of plants grasses adjacent to wheat fields in South-Central Brazil, examining
mutations in the cytochrome b gene (cyt b) and determining the sensitivity of the isolates of P.
oryzae azoxystrobin in vitro experiments. In this study, we report the widespread distribution
of Qol-R in populations of P. oryzae from Brazilian wheat fields of 325 isolates, of which 198
derived from wheat fields and 91 from weeds within wheat fields sampled in 2012, and 36
from wheat sampled in 2005. Sequencing of cytB gene distinguished nine haplotypes, two of
which shared between wheat and weeds-derived isolates, and seven exclusive to weed
isolates. Four of these haplotypes had the G143 A mutation associated with resistance to Qol
(Qol-R). While 90% of the wheat isolates of P. oryzae and 48% of the weed-derived ones
sampled in 2012 had the G143A substitution, only 36% of isolates from 2005 showed the
Qol-R mutation. The mutation for Qol-R was found on distinct multilocus SSR genotypes of
P. oryzae, indicating multiple origins. Phenotypic data from in vitro assays based on
sensitivity to azoxystrobin at 10 pg/ml indicated Qol-R, corroborating the detection of the
cytB resistant allele. Determination of ECs effective concentration to cause 50% inhibition of
mycelial growth, indicated ECso = 0.04 pg/ml of azoxystrobin for the sensitive isolates and
>10 pg/ml for the resistant ones. This is the first report of the occurrence and widespread
distribution of the cytB allele conferring high levels of Qol-R in populations of the wheat
blast pathogen in Brazil. Weed species within wheat fields were reservoir for the fungus
resistant isolates. These findings point out the need to reexamine the use of strobilurins for
managing wheat blast in Brazil. This study also tested the hypothesis that resistance to
azoxystrobin in wheat Pyricularia oryzae fungus resulted in cross-resistant to pyraclostrobin
other Qol fungicide. To test this hypothesis, we compared the resistance level pyraclostrobin
measuring the mycelial growth presented by both groups of isolates of P. oryzae fungus of
wheat: a) sensitive to azoxystrobin and carrier of the non- mutant cyt b gene and b) resistant to
azoxystrobin and carrier of the G143A mutation in the cyt b gene. Generally, fungicides
belonging to the same chemical group show cross-resistance. All P. oryzae isolates sensitive
to azoxystrobin were also sensitive to pyraclostrobin. Isolates resistant to azoxystrobin were
also resistant to pyraclostrobin, indicating cross-resistance to both fungicides. Two
phenotypic groups were distinguished among the resistant isolates: (A) highly resistant and
(B) resistant. In average, P. oryzae isolates with the G143A mutation in the cyf b gene were
42 times more resistant to pyraclostrobin. These high levels of resistance to Qol fungicides
may be the result of high selection pressure exerted by consecutive year of strobilurins
applications for the management of wheat diseases in Brazil.

Keywords - Wheat blast. Cytochrome B. Quinone oxidase inhibitors. ECsy. Triticum

aestivum. Fungicide resistance.
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1 INTRODUCAO

Pyricularia oryzae tem distribui¢do mundial, sendo considerado um dos patéogenos
mais destrutivos do arroz. Mais de 50 gramineas sdao atacadas por esse patdgeno, embora a
cultura do arroz seja considerada seu hospedeiro mais importante (OU, 1985; PRABHU et al.,
2003). Ocorrendo de forma generalizada em todas as regides rizicolas do mundo (SILVA et
al., 2009). No ultimo século, emergiu como patéogeno importante adaptado ao trigo no Sul do
Brasil causando a doenca brusone (IGARASHI et al., 1986) e ja se espalhou para outros
paises que cultivam trigo na América do Sul, como Bolivia e Paraguai (DUVEILLER;
HODSON; TIEDMANN, 2010). A brusone do trigo foi relatada pela primeira vez em meados
da década de 80 e vem ocupando um papel de destaque por proporcionar perdas no peso, por
espiga, de até 72,5%, dependendo da época da infeccio (GOULART; PAIVA, 2000).

O controle das doengas do trigo tem sido dificil devido as condigdes climaticas
extremamente favoraveis a doenca no Brasil e a falta de resisténcia duravel (ANJOS et al.,
1996; KOHLI et al., 2011). Atualmente, o controle da brusone do trigo depende fortemente da
aplica¢do de fungicidas foliares (MACIEL, 2011; MACIEL et al., 2014), especialmente as
estrobilurinas formuladas como o unico ingrediente ativo ou em misturas com outros
fungicidas. As estrobilurinas estdo no mercado de fungicidas desde 1996 e pertencem ao
grupo de fungicidas conhecidos como inibidores de quinona oxidase, Qol (BRENT;
HOLLOMON, 1998). Os fungicidas Qol inibem a respira¢do mitocondrial por ligagdo ao sitio
Qo da enzima do complexo III ou citocromo b-c/, impedindo a transferéncia de elétrons e
deste modo, interrompem a respiracdo mitocondrial e a producdo de ATP dentro das hifas
fangicas (FERNANDEZ-ORTUNO et al., 2008). Por bloquear um tnico sitio especifico, os
fungicidas Qol sdo considerados de alto risco para o desenvolvimento de resisténcia em
fungos. Na verdade, o risco para o desenvolvimento de resisténcia a Qols foi antecipado
previamente a sua introducdo comercial (BRENT; HOLLOMON, 1998; GRASSO et al.,
2006).

Sob condi¢des de campo, a resisténcia a fungicidas Qol tem sido associada a
mutagdes de um Unico nucleotideo na sequéncia do gene do citocromo b (cyt b), provocando
alteragdes na sequéncia de aminoécidos que impedem a ligagdo do fungicida (FERNANDEZ-
ORTUNO et al., 2008). Duas substituicdes de aminoacidos, de glicina por alanina na posi¢io
143 (G143A) ou de fenilalanina por a leucina na posi¢ao 129 (F129L), foram detectadas na
proteina citocromo b da maior parte dos fungos fitopatogénicos relatados como resistentes aos

fungicidas Qol (GISI et al., 2002; GRASSO et al., 2006). Nos ultimos 18 anos, mais de 30
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espécies alocadas em 20 géneros de fungos fitopatogénicos com resisténcia de campo aos
fungicidas Qol foram relatadas (FERNANDEZ-ORTUNO et al., 2008; FRAC, 2013). Essa
lista inclui patdégenos de trigo como Erysiphe graminis tritici, Microdochium nivale,
Mycosphaerella graminicola, Pyrenophora tritici-repentis, Septoria tritici (FRAC, 2013).
Desde 2010, duas espécies de Pyricularia spp. com resisténcia a fungicidas foram incluidas
na lista do Comité de Ac¢do a Resistencia a Fungicidas (Fungicide Resistance Action
Committee, FRAC) (FRAC, 2013). A resisténcia a Qol foi relatada em populagdes de P.
oryzae associada ao arroz e populagdes de P. grisea associada como azevém perene (Lolium
perenne) (AVILA-ADAME, 2014; FRAC, 2013, KIM et al., 2003; KUNOVA; PIZZATTI
CORTESI, 2012; MA; UDDIN; OLAYA, 2009; VINCELLI, DIXON, 2002).

A aplicacdo de fungicidas Qol deveria ter sido uma grande preocupacdo para o
manejo da brusone do trigo desde o momento em que as estrobilurinas foram consideradas
ineficazes para controle de doencas do trigo no campo (CRUZ et al., 2011; DUVEILLER;
HODSON; TIEDMANN, 2010). Por sua vez, a ineficacia dos fungicidas Qol para o manejo
da brusone do trigo tem sido atribuida a trés fatores: a) as lacunas significativas no
conhecimento das variaveis epidemioldgicas que influenciam esta doenga; b) a compreensao
incompleta do ciclo da doenga causada pelo patégeno; e c) as dificuldades técnicas que
impedem a completa protecdo da espiga do trigo durante a aplicagdo dos fungicidas
(GOULART; SOUSA; URASHIMA, 2007; GOULART et al., 1996, TALBOT, 2003). A
possibilidade de que resisténcia de campo a fungicidas Qol poderia ter emergido em
populagdes de P. oryzae nao foi considerada como uma causa plausivel para a eficicia
limitada atual de fungicidas estrobilurinas para o controle da doenga. Mesmo assim os
fungicidas Qol tém sido usado extensivamente e de forma continua para o manejo das
doengas do trigo nos ultimos 15 anos (MACIEL, 2011), portanto, a alta pressdo de sele¢dao
imposta por esse fungicida de alto risco pode ter favorecido o desenvolvimento de populagdes
altamente resistentes do patdgeno P. oryzae que infectam o trigo no Brasil. Apesar do fato do
cenario de resisténcia a Qol (Qol-R) ter sido relatado para muitos outros patossistemas em
todo o mundo, incluindo patossistemas associados ao trigo, a ocorréncia e distribuicdo de
Qol-R em populacdes do patéogeno P. oryzae da brusone do trigo nunca foi examinado no
Brasil.

Neste trabalho testou-se a hipdtese principal de que as populagdes brasileiras de P.
oryzae associadas com o trigo permanecem sensiveis aos fungicidas Qol. Em contraste, foi
testada a hipotese alternativa de que o uso extensivo e consecutivo de fungicidas Qol nas duas

ultimas décadas para o manejo da brusone do trigo na regido Centro-Sul do Brasil, levou a
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emergéncia e a distribui¢do generalizada de Qol-R em populagdes de P. oryzae associadas ao
trigo nas principais areas de cultivo do pais. Determinou-se, também, se outras espécies de
plantas poaceas adjacentes a campos de trigo hospedavam populagdes Qol-R de P. oryzae,
servindo como um reservatério de inoculo do patogeno resistente. Os principais objetivos
foram estudar a ocorréncia e a distribui¢do da resisténcia aos fungicidas Qol em populagdes
de P. oryzae associadas ao trigo e a outras espécies de plantas poaceas adjacentes a campos de
trigo no Centro-Sul do Brasil, examinando as mutagdes no gene cytB e determinando a
sensibilidade dos isolados de P. oryzae a azoxistrobina em experimentos in vitro. Testou-se
também, a hipotese de que a resisténcia a azoxistrobina resultou em resisténcia cruzada a
piraclostrobina, outro fungicida Qol. Para testar esta hipotese, foi comparado o nivel de
resisténcia a piraclostrobina apresentado por dois grupos de isolados do fungo P. oryzae do
trigo: a) sensiveis a azoxistrobina e portadores do gene cyf b ndo mutante e b) resistentes a

azoxistrobina e portadores da muta¢do G143 A no gene cyt b.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O trigo (Triticum aestivum L.) ocupa papel de destaque dentre os cereais produzidos
no Brasil, tendo uma importante fungcdo econdmica e social. Apesar dessa importancia, seu
potencial ndo tem sido explorado devidamente. Uma das limitacdes de maior destaque ¢ a
ocorréncia frequente de doengas que causam queda da produtividade, devido as condigdes
propicias para sua ocorréncia nas areas onde esse cereal ¢ cultivado no pais. Dentre essas, esta
a brusone do trigo, uma doenga causada pelo fungo Pyricularia oryzae (GOULART; PAIVA,
2000).

Em outras partes do mundo, ndo ha relatos de que P. oryzae infecta trigo. Na tltima
década, P. oryzae foi identificado como agente causal da brusone em cevada, centeio e
triticale em areas do Centro-Oeste e na regido Sul do Brasil (LIMA; MINELLA, 2003).
Considerando a importancia econdmica dessas commodities agricolas, a doenga causada por
Pyricularia em triticale, trigo e cevada tem grande importancia mundial. De fato, o patdégeno
da brusone do trigo também estd catalogado como um sério patdgeno quarentendrio que
ameaga a agricultura Americana (MADDEN; WHEELIS, 2003; STRANGE; SCOTT, 2005;
KOHLI et al., 2011).

A proximidade entre plantas cultivadas e suas invasoras pode facilitar a troca ou o
salto de hospedeiros por patdégenos associados com uma ou outra das espécies
(STUKENBROCK; MCDONALD, 2008). Acredita-se que processo semelhante foi
responsavel pela emergéncia da brusone do trigo no Brasil, ainda que se desconhega o
hospedeiro original de P. oryzae adaptado ao trigo (CERESINI, 2011).

O agente causal da brusone ataca toda a parte aérea do trigo, porém, o sintoma mais
caracteristico € observado nas espigas. Quando a infec¢do ocorre na raquis, a espiga apresenta
branqueamento parcial ou total da parte imediatamente superior a lesdo (ponto preto e
brilhante no local de penetracao do fungo), resultando em esterilidade ou enchimento parcial
dos graos, também conhecido por “chochamento” (IGARASHI, 1988). O principal dano da
brusone ocorre pelo impedimento do transporte de agua e nutrientes até os grdos em
formacao, localizados acima do ponto de infecc¢do inicial na raquis (SANTANA et al., 2013).

O controle da brusone do trigo requer, entre outras, a ado¢do de medidas como a
semeadura de cultivares com maior nivel de resisténcia; a utilizagdo de sementes sadias; a
escolha da melhor época de semeadura, evitando-se a coincidéncia de condigdes de umidade
(chuvas/molhamento) favoraveis a doenca por ocasido do espigamento do trigo (SANTANA

et al., 2013). Entretanto, mesmo com a adog¢do dessas e das demais medidas que compdem o
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manejo integrado de doencas da cultura do trigo, a possibilidade de controle da brusone ndo ¢
plenamente assegurada devido as circunstancias como a condi¢do de extrema agressividade
que a brusone apresenta sob condigdes climaticas favoraveis, associada ao elevado grau de
suscetibilidade a doenca que as cultivares de trigo disponiveis no Brasil apresentam
(MACIEL, 2011). O uso de fungicidas na parte aérea ¢ uma das alternativas que o produtor de
trigo dos locais com historico de ocorréncia da doenca pode adotar com a expectativa de ter
algum controle da brusone (SANTANA et al., 2013).

Nos ultimos 30 anos, devido a inexisténcia de cultivares de trigos resistentes e
fungicidas eficazes para controlar a brusone (KOHLI et al., 2011; MACIEL, 2011;
NAVARINI; BALARDIN, 2012; PAGANI; DIANESE; CAFE-FILHO, 2014), o patdégeno
alcancou ampla distribuicao espalhando-se rapidamente pela maioria das areas produtoras de
trigo no Brasil (ANJOS et al., 1996). O patdégeno que inicialmente foi identificado em alguns
municipios do norte do Parand, rapidamente se disseminou para outras regides triticolas do
pais, a saber: Sao Paulo, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul, Goias, cerrado do Brasil
Central (SILVA et al., 2009).

A busca por resisténcia a brusone tem sido intensa desde o primeiro relato da doenga
no final da década de 80, porém seus resultados sdo considerados erraticos e inconsistentes
(GOULART; PAIVA, 1992; GOULART; PAIVA; ANDRADE, 1995; MACIEL et al., 2008;
CRUZ et al., 2010), pelo fato dos genotipos de trigo aparentemente resistentes se
comportarem como suscetiveis em outras regides do pais (URASHIMA et al., 2004).

Maciel et al. (2014) baseando-se na reagdo diferencial de um grupo de sete cultivares
de trigo, apds analisar uma populagdo de cerca de 150 isolados do patdégeno coletados em
2005 descreveram a ocorréncia de oito grupos de viruléncia do patdogeno com distribuigado
distinta em diferentes regides do Centro-Sul do Brasil. Essa descoberta possivelmente explica
a variacdo do comportamento dos cultivares de trigo cultivados no pais.

Desde 1976, a utilizagao de fungicidas constitui-se em uma indicagdo técnica oficial
integrante das op¢des de controle das doengas da parte aérea da cultura de trigo no Brasil
(REIS; LUZ, 1976). Essa estratégia, embora viabilize técnica e economicamente a producao
de trigo, ¢ um dos tratos culturais que mais onera os custos de producdo. Além disso, o
controle quimico da brusone em trigo tem dificuldades peculiares ao patossistema. Sao
poucos os ingredientes ativos registrados no Brasil para o controle da doenga, e sua eficiéncia
média de controle ¢ de cerca de 50% (GOULART, 2004).

Sob o ponto de vista do manejo quimico, a ineficicia de fungicidas no manejo da

brusone do trigo ¢ atribuida ao desconhecimento de aspectos importantes da biologia do
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patogeno, se a fonte de indculo primdrio restringe-se a sementes, a restos de cultura ou qual a
importancia de plantas invasoras como fonte de inoculo, além das dificuldades para protecao
das espigas, aparentemente o Unico 6rgdo da planta sujeito a infeccao (KOHLI et al., 2011;
MACIEL, 2011, NAVARINI; BALARDIN, 2012; PAGANI; DIANESE; CAFE-FILHO,
2014; URASHIMA et al, 2004, GOULART; PAIVA; ANDRADE, 1995).
Surpreendentemente, a possibilidade de resisténcia de campo a fungicidas especificos ndo foi
considerada como explica¢ao plausivel para a limitada eficacia de fungicidas para o manejo
da brusone do trigo no pais (MACIEL, 2011, NAVARINI; BALARDIN, 2012; PAGANI;
DIANESE; CAFE-FILHO, 2014). Mesmo com as limitagdes de eficacia apontadas para o
manejo quimico da brusone do trigo, o0 manejo de outras doengas da parte aérea do trigo no
Brasil tem sido baseado fortemente na aplicacdo de fungicidas em fun¢do de condicdes
extremamente predisponentes a ocorréncia de doengas (GOULART; PAIVA, 2000;
DUVEILLER; HODSON; TIEDMANN, 2010). Entre diversos grupos de fungicidas
utilizados no manejo das doencas do trigo, as estrobilurinas tem recebido destaque.

As estrobilurinas sdo compostos quimicos extraidos, a principio, do fungo
Strobilurus tenacellus, os quais sdo amplamente usados como fungicidas na agricultura.
Comercializadas desde o final do século XX, as estrobilurinas sdo conhecidas como
fungicidas inibidores da quinona oxidase, ou fungicidas Qol, por terem como Unico modo
bioquimico de agdo a inibicdo da respiragdo mitocondrial, atuando no sitio Qo (BRENT,
1995; BRENT; HOLLOMON, 1998; PARREIRA; NEVES; ZAMBOLIM, 2009). A
toxicidade das estrobilurinas ¢ proveniente da inibi¢do da cadeia respiratdria ao nivel do
complexo III ou citocromo b-c/, impedindo a cadeia bioquimica de transferéncia de elétrons
no sitio da mitocondria, interferindo na respiragdao do patogeno (GHINI; KIMATI, 2000). Sao
tipicamente absorvidas pela cuticula do fungo, agindo como fungicidas protetores
(VINCELLI; DIXON, 2002). Algumas das estrobilurinas mais comuns sdo azoxistrobina,
metil-cresoxima, picoxistrobina, fluoxastrobina, orizastrobina, dimoxiystrobina,
piraclostrobina e trifloxistrobina (PARREIRA; NEVES; ZAMBOLIM, 2009).

A interferéncia das estrobilurinas na respiracdo mitocondrial ocorre pelo bloqueio da
transferéncia de elétrons no citocromo b (codificado pelo gene cyt b). Na maioria dos
patogenos, incluindo P. oryzae, a resisténcia a estrobilurina no cyt b resulta na alteracao de
um aminoacido no cddon 143 da glicina por alanina (G143A) (GISI et al., 2002). Por ter um
unico sitio de acdo nas células fungicas, o emprego continuo das estrobilurinas pode
representar alto risco de aquisi¢do de resisténcia para populagdes fungicas (VINCELLI,

DIXON, 2002; RODRIGUES et al., 2007). Fungicidas pertencentes a um mesmo grupo
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quimico apresentam resisténcia cruzada. Resisténcia cruzada ocorre quando populagdes de
patégenos que desenvolvem resisténcia a um fungicida tornam-se resistentes a outros
fungicidas que sdo afetados pela mesma mutagao gé€nica e pelo mesmo mecanismo de
resisténcia (FRAC, 2013). Para as estrobilurinas, a resisténcia cruzada pode ocorrer para a
azoxistrobina, trifloxistrobina e piraclostrobina (GHINI; KIMATI, 2000). Essa informacao ¢
importante na adogdo de estratégias anti-resisténcia (RODRIGUES et al. 2007).

Resisténcia a fungicidas Qol tem sido observada na Europa ¢ na Asia em
fitopatdégenos em diversas culturas, incluindo, trigo (Blumeria graminis f. sp. tritici), cevada
(B. graminis f. sp. hordei), banana (Mycosphaerella fijiensis), videira (Plasmopara viticola) e
macieira (Venturia inaequalis) (KIM et al., 2003).

Dois mecanismos de resisténcia para o fungicida Qol tem sido relatado. O primeiro
envolve mutagdo do gene citocromo b, resultando em alteragcdes na sequéncia de nucleotideos
que impedem a ligacdo com o fungicida. Essa mutagdo resulta em resisténcia completa do
patogeno ao fungicida. Um segundo mecanismo de resisténcia, porém menos comum, ocorre
in vitro e foi identificado em varios fungos patogénicos, incluindo P. oryzae, Septoria tritici,
Botrytis cinerea, e V. inaequalis. Esse mecanismo envolve a atividade de uma enzima oxidase
alternativa (AOX-Mg), a qual oxida a ubiquinona, enquanto transforma oxigénio a agua. Isso
evita o bloqueio induzido pelos Qol na cadeia de transporte de elétrons (KIM et al., 2003).
Em P. oryzae, o gene aox - Mg é expresso “in vitro”, em resposta ao estresse oxidativo,

’

contudo, a transcri¢do de aox - Mg ¢ reprimida “in planta”, permitindo que fungicidas Qol
sejam utilizados para controlar a doenca causada por P. oryzae e outros fungos
fitopatogénicos (KIM et al., 2003).

A resisténcia aos fungicidas a base de estrobilurina ¢ atualmente considerada um
fendmeno comum, inclusive para P. oryzae (FRAC, 2013). Nos Estados Unidos, desde o
inicio do século XXI, pouco tempo depois da introducdo do uso de estrobilurinas na
agricultura mundial, ja havia relatos de resisténcia a fungicidas Qol em populacdes de P.
oryzae patogénico a Lollium perene ou azevém (KIM et al., 2003). A resisténcia a Qol em
populagdes de outro patdégeno do trigo foi recentemente relatada por Torriani et al. (2008). A
muta¢do G143A no gene citocromo b-c/ causando resisténcia a fungicidas Qol foi detectada
em todas as populacdes do fungo na Europa (Reino Unido, Dinamarca, Irlanda, Franca e
Alemanha), indicando que a mutagdo para resisténcia a fungicidas Qol ocorre de forma
recorrente ¢ independente em gendtipos distintos do patdogeno e em regides geograficas

diferentes (TORRIANI et al., 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ORIGEM DOS ISOLADOS

Um total de 325 isolados monosporicos de P. oryzae foram utilizados neste estudo.
Destes, 289 foram isolados de amostras coletadas em campo de sete Estados brasileiros em
2012 (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul
e Sao Paulo), tendo sido amostradas através de transectos dentro de cada campo (Tabela 1).
Entre os isolados obtidos em 2012, 198 foram obtidos de amostras de trigo com sintomas de
brusone e 91 de diferentes espécies de plantas poaceas localizadas dentro ou adjacentes aos
campos de trigo, com lesdes foliares tipicas da brusone. Os 36 isolados restantes de P. oryzae
foram obtidos de campos de trigo amostrados em 2005, representando gendtipos
microssatélites multiloci distintos detectados em todas as principais areas de cultivo de trigo
no Brasil (MACIEL et al., 2014).

O isolamento dos fungos ocorreu a partir de plantas de trigo infectadas com fungos
da brusone do trigo. Tecidos infectados de plantas doentes foram cortados em pequenos
pedagos e colocados em solugdo 1:1 de dgua sanitaria e agua destilada autoclavada, por 1
minuto. Em seguida retirou-se a solu¢do com auxilio de uma peneira e béquer. Em um béquer
colocou-se o material vegetal com agua destilada autoclavada no material vegetal durante 1
minuto. Retirou-se a agua destilada autoclavada coando na peneira e colocou o material
vegetal em papel filtro autoclavado duas vezes. Retiraram-se os pedacos do material vegetal e
colocou-os em placa de Petri com batata dextrose e Agar, em seguida, levou as placas a
incubadora a 25°C por 5 dias. Apos cinco dias retirou os pedacos de material vegetal que
continham crescimento flngico da placa de Petri com auxilio de uma pinga, colocou-se um
pedaco de material vegetal em um tubo de vidro com agua destilada autoclavada. O tubo de
vidro foi colocado no agitador para a obtencao dos esporos. Apos a agitacdo, foi despejada a
solucao do tubo em placa de Petri com agar-dgua. As placas foram levadas para incubadora a
25°C. Para o armazenamento em longo prazo, as culturas puras foram cultivadas em placas de
Petri com aveia e agar, sobre papel filtro cortados e esterilizados e colocados em incubadora a
25°C. Apos o crescimento do fungo sobre o papel filtro, foram retirados os cortes de papel
filtro e colocados para secar completamente a 25°C , depois de secos foram retirados e
mantidos num microtubo com silica gel a 5°C (MACIEL et al., 2014; URASHIMA;
IGARASHI; KATO, 1993).
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3.2 EXTRACAO DE DNA

Para as analises de genotipagem do gene cyt b, o DNA do fungo foi extraido de
micélios liofilizados usando-se o GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) seguindo as instrugdes do fabricante.

3.3 SEQUENCIAMENTO E CARACTERIZACAO DE UM FRAGMENTO INTERNO DO
GENE CYT B

Um fragmento interno do gene cyt b foi amplificado de 325 isolados de P. oryzae por reacio
em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os iniciadores PgCytb-F1 (5'-
AGTCCTAGTGTAATGGAAGC-3") e PgCytb-R1 (5'ATCTTCAACGTGTTTAGCACC-3 ")
desenhados por Kim et al. (2003). As amplificacdes de PCR foram realizadas em reagdes de
25-ul de volume usando 4gua destilada ultrapura, ~ 30 ng de DNA molde, 0,1 uM de cada
iniciador, 80 uM de cada ANTP, MgCI2 2,5 mM, 2,5 ul de tampao de reagdo de PCR a 10X
(Sigma-Aldrich, MO, EUA) e 0,1 unidades de Taq DNA polimerase (Sigma-Aldrich, MO,
EUA). A amplificagdo foi realizada em um termociclador de PCR Nexus Mastercycler
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) com as seguintes condi¢des dos ciclos: desnaturacdao
inicial a 95°C durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos a 95°C durante 45 segundos, a 55°C
durante 45 segundos e a 72°C durante 45 segundos, com uma extensao final a 72°C durante 8
minutos. Os produtos da PCR foram purificados e sequénciados pela Macrogen Inc.(Seoul,
Coréia do Sul), utilizando o kit de reacdo ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready em um sequénciador ABI 3730xI automatizado (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA). As sequéncias foram visualizadas e alinhadas com o programa Geneious R 6.7.1
(Biomatters, Nova Zelandia). As sequéncias parciais do cytb (510 bp de comprimento) foram
manualmente analisadas para a presenca de mutacdes conhecidas por conferir resisténcia a
Qol: uma transi¢do de G para C no coédon 428 (G143A) ou uma transversdo de C para A no
codon 387 (F129L) (KIM et al., 2003). Redes de haplotipos foram construidas com o
programa TCS 1.21 usando-se o método de parcimoénia estatistica (CLEMENT; POSADA;
CRANDALL, 2000). As sequéncias de DNA AY245424, AY245425, AY245426 e
AY245427 (KIM et al., 2003) foram recuperadas do banco de dados do GenBank / NCBI -
National Center for Biotechnology Information (GENBANK/NCBI, 2014) e usadas como
referéncia para comparagdo. Todas as sequéncias cytb obtidas nesse estudo foram depositadas

no GenBank / NCBI.
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Tabela 1 - Populagdes do patdégeno da brusone Pyricularia oryzae isolado de trigo e de outras

espécies de plantas poaceas examinadas.

Populacdo Ano de amostragem Hospedeiro N
Centro-Sul do Brasil 2005 Triticum aestivum 36
Distrito Federal 2012 T. aestivum 21

Axonopus obtusifolius 1
Goias 2012 T. aestivum 20
Cyperus rotundus 1
Minas Gerais 2012 T. aestivum 18
Digitaria sanguinalis 1
Mato Grosso do Sul 2012 T. aestivum 48
Outras espécies de plantas 50
poaceas
Avena sativa 12
Chloris distichophylla 3
Cenchrus echinatus 11

D. sanguinalis 3
Elionurus candidus 1
Echinochloa crusgalli 5
Panium maximum 5
Urochloa spp. 10
Parana 2012 T. aestivum 42
Ou’tras espécies de plantas 37
poaceas
A. sativa 2
C. distichophylla 6
C. echinatus 2
Cynodon spp. 1
D. sanguinalis 6
Eleusine indica 3
E. candidus 1
Eragrostis plana 2
P. maximum 2
Rhynchelytrum repens 4
Sorghum sudanense 1
Urochloa spp. 7
Rio Grande do Sul 2012 T. aestivum 30
D. sanguinalis 1
Sao Paulo 2012 T. aestivum 19
Total 325

Fonte: Dados da pesquisa da autora
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3.4 MULTIPLAS ORIGENS PARA AS MUTACOES Qol-R

A fim de determinar se as mutagdes Qol-R no gene cyt b emergiram varias vezes em
P. oryzae de distintos genotipos, verificamos a associacdo de mutagdes no gene cyt b com
gendtipos multiloci microssatélites (GMM) particulares do fungo. Determinou-se utilizando
11 marcadores microssatélites baseados em sequéncias repetitivas simples (SSR) (cnpt_mg-
c013, -c047, -c060, -c065, -c108, -c129, -c147, -c168, -c233, -c248 ¢ -plell), como descrito
anteriormente (PEREIRA et al., 2014). Os dados dos GMM dos isolados obtidos em 2005
foram os de Maciel et al. (2014).

3.5 TESTE IN VITRO PARA A SENSIBILIDADE AO FUNGICIDA Qol

A sensibilidade ao fungicida foi avaliada em 249 isolados de P. oryzae previamente
genotipados para o gene cyt b, 156 isolados derivados do trigo ¢ 58 de outras espécies de
plantas podceas em campos amostrados em 2012, e 35 isolados de trigo amostrados em 2005.
O teste de sensibilidade in vitro seguiu o procedimento descrito por Torriani et al. (2008),
com modificagdes. Para a produgdo dos indculos, os isolados foram cultivados em batata
dextrose e agar (BDA, Himedia) com adi¢do de 50 pg/mL de cloranfenicol ¢ 50 pg/mL de
estreptomicina e incubados a 25°C com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro
por cinco dias. O fungicida Priori® (azoxistrobina 250 g/L, Syngenta) foi diluido 100 vezes
em agua deionizada para produzir uma solugdo estoque. O meio de cultura do experimento foi
preparado pelo resfriamento do BDA a 55°C e logo apo6s foi adicionado 80 ug/mL de acido
salicilhidroxdmico (SHAM), necessario para suprimir a via da oxidase alternativa, a solug¢do
estoque do fungicida Priori® e a prepara¢do das doses 0 e 10 ug/mL de ingrediente ativo
(azoxistrobina). Discos de micélio de 5 mm de didmetro foram cortados a partir da borda das
colonias e transferidos para o meio de cultura de placas contendo ou ndo azoxistrobina, com o
lado coberto pelo micélio virado para baixo. Foram testados quatro isolados por placa e cada
placa foi repetida seis vezes. Mediu-se o crescimento diametral (mm) das colonias que
cresceram a 25°C durante cinco dias, subtraindo o didmetro original do disco micelial (5 mm).
O crescimento micelial na dose de 10 ug/mL de ingrediente ativo foi convertido em
crescimento relativo (RG) para cada isolado: 100 x (didmetro médio da colonia em meio com
fungicida) / (didmetro médio da colénia em meio sem fungicida). Os valores de RG foram
usados para a analise estatistica. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso. Um

subgrupo representativo de 83 amostras (54 isolados de trigo e 29 isolados de outras plantas
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poaceas) foi selecionado para conduzir o experimento uma segunda vez. Os isolados de trigo
e de outras plantas podceas foram testados em experimentos separados. Os isolados
MO12.0.337 (sensivel a Qol, Qol-S) e MO12.0.733 (resistente a Qol-Qol-R), foram incluidos
como controle em todos os experimentos. Os experimentos foram analisados individualmente.
A analise de variancia foi realizada para avaliar o efeito de isolados, de blocos e sua interagao.
Para as comparacdes entre as médias dos isolados, foi aplicado o teste de Fisher baseado na
diferenca minima significativa entre médias (DMS). As analises estatisticas foram realizadas

com o programa SAS ver. 9.2 (SAS INSTITUTE INC., 2011).

3.6 DETERMINACAO DA ECsoPARA AZOXISTROBINA

Os valores de ECsy, concentracdo eficaz para causar a inibi¢do de 50% do
crescimento micelial (RG = 0,50) foram determinados para dois grupos de isolados (Tabela
2): a) oito isolados Qol-S sensiveis a azoxistrobina (MO12.1.129, MO12.1.132, MO12.1.130,
MO12.1.150 , MO12.1.237, MO12.1.239, MO12.1.240 ¢ MO12.1.280) ¢ b) sete isolados
Qol-R resistentes a azoxistrobina (MO12.1.023, M0O12.1.028, M012.1.030, MO12.1.040,
MOI12.1.068, MO12.1.127 e MO12.1.146), seguindo os procedimentos descritos por Ma,
Uddin e Olaya (2009), com modifica¢des. A preparacao dos meios de cultura, a transferéncia
de material fingico e a incubagdo foram realizadas como descrito acima no item 3.5. Os
isolados foram testados em meio de cultura com SHAM (80 pg/mL) e fungicida
azoxistrobrina (Priori®, solucdo estoque diluida 100 vezes como descrito anteriormente), para
atingir as concentragdes finais de 0,00; 0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32; 0,63; 1,25; 2,50; 5,00;
7,00 e 10,00 pg/mL de ingrediente ativo. Quatro isolados foram dispostos em cada placa, com
quatro repetigdes cada tratamento. O crescimento micelial de P. oryzae nas diferentes doses
testadas foi convertido em crescimento relativo (RG). As concentragdes do fungicida foram
transformadas em logaritmo natural. Para o célculo dos valores de ECsy de cada isolado,
utilizou-se o programa ED50plus v1.0 (VARGAS, 2000). O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado e o experimento foi conduzido duas vezes. A analise de variancia e o
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade para comparagdo de médias de ECsy, de cada
1solado foram efetuados utilizando-se o programa SISVAR (FERREIRA, 2000).
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3.7 RESISTENCIA CRUZADA A PIRACLOSTROBINA

Para o estudo da resisténcia cruzada de populacdes de P. oryzae do trigo a
piraclostrobina foram utilizados 16 isolados provenientes de amostragens populacionais
realizadas em lavouras de trigo em Goias, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul, no ano de
2012. Os isolados de P. oryzae foram previamente genotipados para o gene cyt b. O nivel de
resisténcia a piraclostrobina foi determinado com base na ECsy dos isolados de P. oryzae. Os
valores de ECsy foram determinados para dois grupos de isolados (Tabela 2): a) oito isolados
Qol-S sensiveis a azoxistrobina, todos aqueles descritos no item 3.6; b) oito isolados
resistentes, todos aqueles descritos no item 3.6 e o isolado MO12.1.096. Seguiram-se o0s
procedimentos descritos por Ma, Uddin e Olaya (2009), com modificagdes. A preparagdo dos
meios de cultura, a transferéncia de material fingico e a incubagdo foram realizadas como
descrito no item 3.5. O fungicida Comet® (piraclostrobina 250 g/L, BASF) foi diluido 1:1000
em agua deionizada para produzir uma solu¢do estoque. O meio de cultura BDA foi
autoclavado e resfriado a 55°C e, em seguida, foi acrescentado 80 ug/mL de acido
salicilhidroxdmico (SHAM) e de solucdo estoque do fungicida piraclostrobina para atingir as
concentragdes finais de 0,0000; 0,0025; 0,0049; 0,0098; 0,0195 e 0,6250 pug/mL de
ingrediente ativo. Cada unidade experimental constituiu-se de uma placa de meio de cultura
contendo quatro isolados distintos de P. oryzae. As unidades experimentais foram repetidas
quatro vezes. Foi medido o crescimento diametral (mm) das colonias desenvolvidas a 25°C
por cinco dias, subtraindo-se o didmetro do disco micelial original (5 mm). O crescimento
micelial de P. oryzae nas diferentes doses testadas foi convertido em crescimento relativo
(RG) e as concentragdes do fungicida foram transformadas em logaritmo natural. Para o
calculo dos valores de ECsy de cada isolado, utilizou-se o programa EDS50plus v1.0
(VARGAS, 2000). O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado e o
experimento foi conduzido duas vezes. A andlise de variancia e o teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade para comparacdo de médias de ECsy de cada isolado foram efetuados

utilizando-se o programa SISVAR (FERREIRA, 2000).
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Tabela 2 - Origem e caracteriza¢ao genética e fenotipica dos isolados de Pyricularia oryzae,
da brusone do trigo, com resisténcia ou sensibilidade aos fungicidas inibidores da quinona

oxidase (Qol).

Isolados de Haplotipos cyt b Haplotipos cyt b

Pyricularia oryzae Origem’ QoI-R" Qol-S° Mutagao*
MO 12.1.237 Amambai, MS - H9 Gly (GGT)
MO 12.1.239 Amambai, MS - H9 Gly (GGT)
MO 12.1.240 Amambai, MS - H9 Gly (GGT)
MO 12.1.129 Amambai, MS - H9 Gly (GGT)
MO 12.1.130 Amambai, MS - H9 Gly (GGT)
MO 12.1.150 Amambai, MS - H9 Gly (GGT)
MO 12.1 132 Amambai, MS - H9 Gly (GGT)
MO 12.1.280 Amambai, MS - H9 Gly (GGT)
MO 12.1.146 Amambai, MS H1 - Ala (GCT)
MO 12.1.127 Amambai, MS H1 - Ala (GCT)
MO 12.1.068 Rio Verde, GO H1 - Ala (GCT)
MO 12.1.028 Rio Verde, GO H1 - Ala (GCT)
MO 12.1.030 Rio Verde, GO H1 - Ala (GCT)
MO 12.1.040 Patrocinio, MG H1 - Ala (GCT)
MO 12.1.096 Patrocinio, MG H1 - Ala (GCT)
MO 12.1.023 Patrocinio, MG H1 - Ala (GCT)

*Origem dos isolados de P. oryzae: Mato Grosso do Sul (MS), Goias (GO), e Minas Gerais (MG).

®cyt b Qol-R indicam haplétipos do gene cyr b resistentes a azoxistrobina e ¢yr b Qol-S indicam haplétipos
sensiveis.

“Mutagdo que ocorre no codon 143 de glicina (G) para alanina (A) conferindo resisténcia a fungicidas Qol em
isolados de P. oryzae.

Fonte: Dados da pesquisa da autora
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4 RESULTADOS

4.1 VARIACAO NO GENE CYT B E AMPLA DISTRIBUICAO DO ALELO Qol-R

Um fragmento de 510 pb foi amplificado com sucesso de 325 isolados de P. oryzae,
198 isolados de trigo e 91 isolados de outras espécies de plantas poaceas em campos
amostrados em 2012, e 36 isolados de trigo amostrados em 2005. O sequenciamento do cyt b
distinguiu nove haplotipos, dos quais quatro (H1 a H4) continham a transicdo G para C no
codon 143 (que resulta na mudanca G143A) ligados ao fendtipo de resisténcia Qol-R.
Nenhum haplotipo apresentou a transversdo de C para A no coédon 129 (mutacdo F129A)
(Figura 1). O haplotipo H1 (resistente a Qol; Qol-R) foi o haplotipo predominante. O
haplotipo H1 esteve presente em 70,4% dos isolados (229 isolados no total, sendo 191
isolados de trigo e 38 isolados de outras plantas poaceas). Ja, o H9 (sensivel a Qol, Qol-S) foi
o segundo haplotipo predominante e esteve presente em 20,3% dos isolados (66 isolados no
total, sendo 42 isolados de trigo e 24 isolados de outras plantas poaceas). Os outros sete
haplotipos (de H2 a H8) foram detectados apenas em isolados derivados de outras plantas
poaceas. Entre os 289 isolados recuperados em 2012, 90,4% dos isolados derivados de trigo e
48,4% derivados de outras plantas podaceas tiveram a substituicdo G143A. Apenas 36,1% dos

isolados recuperados em 2005 mostraram esta mutagdo (Tabela 3).
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Figura 1 - Sitios polimoérficos na sequéncia do gene citocromo b (cyt b) a partir de 325

isolados de Pyricularia oryzae do Brasil®.

1234456 J60/12455678335667 780650001135800450
Fendtipo rf;’f‘g’l Haplotipos Posicio ¢ 4 602701176 /6137210875120 65140360206738424

Numero do sitio
100111 111112222222222333333333344
Frequéncia de haplotipos 1 23 456 7 490 123 4567890123456789012345678901

Tipo de sitio e de caracter
Triticum  Outras VVVEtytt tt ttttvtvttvyttvitvvvitttvityvyvyvyviett
Poaceae [T T = T T T T T O O T T T O O T S T S A A T B B
Qol-S  AY245424  Tipo selvagem cytb(doarroz) - TTTTATCHCGEJTAGGTCTTGTTT CTTTTACTCTCTATTTAC
Qol-R  AY245426  Mutagdo F129L - e A AL ...
AY245427  Mutagdo G143A - S e T C AL ...
KM023775 H1 191 - B C AL
KM023778 H2 - 1 A.ACTC. T.[d.CA..TA.A.A. . ....TTC...A.AA.G.
KM023776 H3 - T e e I C Ao oo oo e T..... AL ...
KM023777 H4 - 4 A.ACTC. [TAfd.CA..TA.A.A..ACA.TTC.ATA.AA.GT

Total Qol-R 191 44
Qol-S  KM023779 H5 - 1 A.ACT . CTAAA.A AACTACAATT..A.ACAAC.T
KM023780 H6 - 8 A.ACT . CTA.A.A AACTACAATT..A.ACAAC.T
KM023781 H7 - 10 AGACTCT|{|TA .C....AC.AA. .A.A.TT.TA.ACAA..T
KM023782 H8 - 4 A.ACTC. /TAl|.CA..TA.A.A..ACA.TTC.ATA.AA.GT
KM023783 H9 43 24 - e AL ...,
Total Qol-S 43 47

?As trés primeiras sequéncias foram baixadas a partir do banco de dados do NCBI como referéncias (KIM et al.
2003): alelo tipo selvagem Qol sensivel (Qol-S) de isolados de P. oryzae recuperados de arroz (AY?245424);
mutacdo F129L para resisténcia a Qol (Qol-R), com sequéncia de referéncia AY245426 recuperado de Lolium
perenne mostrando a transversdo de C para A no codon 129; mutacdo G143A Qol-R, com sequéncia de
referéncia AY245427 (também de L. perenne) que mostra a transi¢do de G para C no cddon 143. Os nimeros
no topo do alinhamento referem-se a posicdo de nucleotideo no fragmento de PCR alinhados (comprimento
total de 510 pb). Colunas retangulares cinzas indicam mutagdes da sequéncia cyt b nas posigdes F129L (base
66) ¢ G143 A (base 107).

Fonte: Dados da pesquisa da autora

Os isolados obtidos de amostras de trigo aqui examinados foram representativos de
populacdes de P. oryzae de sete Estados brasileiros: Distrito Federal (DF; 21 isolados), Goids
(GO, 20 1solados), Minas Gerais (MG, 18 isolados), Mato Grosso do Sul (MS, 48 isolados),
Parand (PR, 42 isolados), Rio Grande do Sul (RS, 30 isolados) e Sdo Paulo (SP, 19 isolados).
As regides com o maior percentual de isolados que mostram a mutacdo G143A para
resisténcia foram GO, RS e SP, com 100%; seguido pelo PR com 97,6%; DF com 95,2% e
MG com 94,4% das amostras. Mato Grosso do Sul foi a regido com o menor percentual de
isolados com a mutacdo Qol-R (64,6%) (Tabela 3, Figura 2). Os isolados obtidos de amostras
de outras plantas podceas representavam as populacdes de P. oryzae do MS (50 isolados) e do
PR (37 isolados). Entre os isolados do MS, 18% tinham a mutagdo Qol-R, enquanto entre os
1solados do PR, 89,2% tinham a mutagdo Qol-R. Um unico isolado de cada uma das quatro
regides (DF, GO, MG e RS) estava disponivel para a genotipagem do cyt b. Os isolados do
DF e MG mostraram haplotipos resistentes a cyt b (haplotipos HI e H2, respectivamente), e

para os isolados de GO e RS, o haplétipo sensivel H9 (Tabela 3, Figura 2).
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Figura 2 - Distribui¢do geografica de isolados de Pyricularia oryzae, amostrados de trigo e
de outras espécies de plantas podceas dentro de campos de trigo, que carregam o alelo GCT

(e) Qol resistente ou o alelo GGT (e) Qol sensivel do gene cyt b, associados com a

resisténcia ou a sensibilidade aos fungicidas Qol, respectivamente®.
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*Em Mato Grosso do Sul e Parand, T e P representa isolados derivados de Triticum aestivum e de outras plantas
poaceas, respectivamente.

Fonte: Dados da pesquisa da autora
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Tabela 3 - Caracterizacdo genética e fenotipica de populacdes de Pyricularia oryzae para

resisténcia a fungicidas Qol por analise da sequéncia do gene cyt b e sensibilidade a azoxistrobina®.

Popdacbecim  Muis lnlodn gy Mt Tl gy | Lodos
Triticum aestivum,
2005
pono-Sul - do -3 13 H1 13 23 HY 23 36,1
Triticum aestivum,
2012
Distrito Federal 21 20 HI1 1 HY nd.¢ 95,2
Goias 20 20 Hl 0 100
Minas Gerais 18 17 H1 10 1 H9 n.d. 94,4
Mato Grosso do Sul 48 31 H1 19 17 H9 11 64,6
Parana 42 41 H1 37 H9 n.d. 97,6
Rio Grande do Sul 30 30 H1 14 100
Séo Paulo 19 19 H1 18 100
Total 198 179 104 19 11 90,4
Outras espécies de
plantas  poéaceas,
2012
Distrito Federal 1 1 H1 1 0
Goias 1 0 1 H9 1
Minas Gerais 1 1 H2 1 0
Mato Grosso do Sul 50 9 H1 (7) 7 41 H5 (1) 1 18
H4 (2) 2 H6 (6) 6
H7 (9) 7
HS8 (3) 3
H9 (22) 13
Parana 37 33 HI (30) 20 4 H6 (2) 2 89,2
H3 (1) 1 H7 (1) 1
H4 (2) 1 HS8 (1) 1
Rio Grande do Sul 1 0 1 H9
Total 91 44 27 47 33 48,4

*Um fragmento de 510 pb foi amplificado com sucesso de 325 isolados de P. oryzae: 198 derivados do trigo e 91 de
outras espécies de plantas poaceas amostrados em 2012, e 36 isolados de trigo amostrados em 2005.
®Numero de isolados que mostram tanto a mutagio GCT (A) ou CCT (G) na posi¢do 106 do fragmento de PCR
amplificado a partir do gene cyt b.
‘cyt b-R indica haplotipos do gene citocromo b (cyt b) resistentes aos fungicidas Qol enquanto cyt b-S indicam

haplétipos sensiveis.

40s dados dos GMMs a partir de isolados derivados de T. aestivum obtidos em 2005 foram os de Maciel et al. (2014).
GMM dos isolados obtidos em 2012, foram determinados como descrito por Pereira et al. (2014).
°n.d. = nfo determinado.
Fonte: Dados da pesquisa da autora
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As sequéncias do haplotipo H1(QolI-R) do ¢yt b obtidas a partir de isolados de P.
oryzae de campos de trigo deste estudo mostraram 100% de similaridade com a sequéncia do
cyt b contendo a mutacao G143A obtidos de isolados de P. oryzae recuperados de Lolium
perenne (KIM et al., 2003). Do mesmo modo, a sequéncia do haplotipo H9 (Qol-S) do ¢yt b
foi idéntica a do tipo selvagem Lolium (KIM et al., 2003). Por outro lado, as sequéncias do cyt
b de todos os 325 isolados examinados aqui diferia da sequéncia obtida do isolado de P.
oryzae derivado de arroz por uma transicdo de T para A na posi¢do 356 do alinhamento
[posicdo 949 na sequéncia original (KIM et al., 2003)], o que produziria uma alteragdao de
aminoacido de Phe para Tyr (Figura 2).

A andlise da relagdo entre os nove haplotipos do cyt b por parcimoOnia estatistica
revelou trés redes e um haplotipo Qol-S individual (H7) de amostras derivadas de outras
plantas podceas que ndo puderam ser ligados a qualquer outro haplotipo detectado. Duas das
redes foram formadas exclusivamente por haplotipos encontrados em amostras derivadas de
outras plantas poaceas. A primeira rede ligou aos haplotipos HS e H6. A segunda rede ligou o
haplotipo Qol-S H8 com o haplotipo Qol-R H4 que, posteriormente, ligou-se ao haplotipo
Qol-R H2 por sete passos mutacionais ndo detectados. A terceira rede continha haplotipos
compartilhados por outras plantas poaceas (H3) e amostras de derivados de trigo (H1). Os
haplotipos mais frequentemente detectados H1 (Qol-R) e H9 (Qol-S) foram ligados por um
passo mutacional. Da mesma forma, o haplotipo H9 foi ligado por um passo mutacional ao
haplotipo cyt b sensivel de referéncia obtido dos isolados de arroz (KIM et al., 2003). Além
disso, H1 foi ligado a H3 (haplotipo Qol-R exclusivo de outras plantas poaceas) por dois

passos mutacionais (Figura 3).



Figura 3 - Redes de haplotipos do gene cyt b de isolados de Pyricularia oryzae

derivados de Triticum e de outras plantas poaceas®.
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* A area de cada circulo é proporcional ao niimero de isolados amostrados em cada haplotipo. Os
haplétipos sdo ligados por segmentos de linha que representam um unico passo mutacional cada. Os
circulos vermelhos representam haplotipos resistentes (R) a Qol e circulos verdes representam
haplotipos sensiveis (S) a Qol. Os quadrados brancos representam haplotipos ndo amostrados.
Haplotipos cyt b estdo apresentados na parte lateral de cada né. Haplotipos HS - H6, H7, ou H8 - H4 -
H2 ndo estdo ligados a rede maior de Triticum, pois ultrapassou o limite de 95% de conexdo por

parcimonia.
Fonte: Dados da pesquisa da autora
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4.2 MULTIPLAS ORIGENS PARA OS HAPLOTIPOS CYT B Qol-R

Dos dois haplotipos Qol-R mais frequentes do ¢yt b, o H1 (Qol-R) foi observado em
varios genotipos multiloci microssatélites (GMM) distintos do fungo, indicando varias
origens para a mutacdo cyt b conferindo resisténcia a fungicidas Qol. Entre os 36 GMMs de
P. oryzae detectados em 2005, 13 GMMs eram exclusivamente Qol-R e 23 GMMs eram
exclusivamente Qol-S. Entre os isolados de trigo de 2012, 102 GMMs foram Qol-R, nove
eram apenas Qol-S, e dois GMMs tinham cyt b Qol-S ou mutagdes Qol-R. Nos isolados
derivados de outras espécies de plantas poaceas, 27 GMMs eram apenas Qol-R, 30 GMMs
eram Qol-S e trés GMMs tinham cyt b Qol-S ou mutagdes Qol-R. Cinco GMMs foram
compartilhados entre as populacdes derivadas de trigo e de outras plantas poaceas, dos quais

dois eram Qol-R, um Qol-S, e um Qol-R ou Qol-S (Tabela 3).

4.3 TESTE IN VITRO PARA SENSIBILIDADE AO FUNGICIDA Qol

Os isolados de P. oryzae apresentaram reacdo fenotipica diferencial e também
variagdo quantitativa em resposta a adi¢do de azoxistrobina ao meio de cultura (Figura 4). A
ocorréncia de crescimento micelial fungico foi interpretado como resisténcia ao fungicida
(Qol-R), a qual assumiu-se ter resultado da presenca da mutacdo G143A no gene cyt b. O
teste de sensibilidade “in vitro” com um total de 249 isolados de P. oryzae, 156 isolados de
trigo e 58 isolados de outras plantas poaceas amostrados em 2012 e 35 isolados de trigo
amostrados em 2005, indicaram uma completa correlagdo entre a resposta fenotipica e
condi¢do genotipica do cyt b Qol-S ou Qol-R. Observou-se, também, variagdo quantitativa do
nivel de resisténcia a azoxistrobina entre os isolados que carregam a mutagdo G143A para
QolI-R (Tabela 4, Figuras 4 ¢ 5).

Além disso, examinando-se a variacdo da resisténcia a azoxistrobina (em 10
pg/mlLde i.a.) de um subgrupo de 83 isolados de P. oryzae (54 derivados de trigo e 29
derivados de outras plantas podceas), observou-se que 31 isolados de trigo e 16 isolados de
outras plantas poaceas que cresceram na presenca de fungicida Qol (feno6tipo Qol-R) variaram
quanto ao nivel de sensibilidade a azoxistrobina (Fisaqs Significativo para valores de
crescimento relativo (RG), P < 0,0001 para ambas repetigoes dos experimentos, Tabela 4).
Entre os isolados derivados de trigo, o RG variou de 41% a 67% entre os isolados amostrados
em 2005, de 23% a 69% entre os isolados amostrados em 2012 ¢ de 49% a 62% entre os

isolados derivados de outras plantas poaceas. A correlagdo entre os resultados dos dois
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experimentos foi positiva e significativa (R = 0,86, P <0,0001 para os experimentos com
amostras derivadas de trigo; e R = 0,91, P < 0,0001, para os dois experimentos com amostras
derivadas de outras plantas poaceas). O teste exato de Fisher - DMS ndo discriminou os
isolados de P. oryzae resistentes a azoxistrobina em grupos fenotipicos claramente
distinguiveis; no entanto, ele separou claramente isolados Qol-R de isolados Qol-S que

apresentaram RGs = 0 (Tabela 4).

Figura 4 - Distribui¢do boxplot do nivel de sensibilidade in vitro de isolados de Pyricularia

oryzae ao fungicida Qol azoxistrobina™ ™.
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?0 crescimento relativo fungico foi determinado com base na razdo entre o crescimento diametral dos isolados
apos cinco dias de incubagdo em BDA com ou sem 10 pg/mL de azoxistrobina.

®2005 — Isolados do Centro-Sul do Brasil amostrados no ano de 2005; DF, GO, MG, MS, PR, RS e SP contém
isolados derivados de trigo amostrados em 2012; MS-P e PR-P contém isolados derivados de outras plantas
poaceas.

‘Qol-R (@) = isolados com Qol G143A alelo resistente ao gene cyt b e Qol-S (@) = isolados com Qol alelo

sensivel (tipo selvagem).
Fonte: Dados da pesquisa da autora
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Figura 5 - Sensibilidade in vitro de isolados de Pyricularia oryzae ao fungicida Qol

azoxistrobina.

A: Isolados de Pyricularia oryzae crescendo em BDA com 0 ug/mL de azoxistrobina e 80pug/mL de SHAM.

B: Isolados de Pyricularia oryzae crescendo em BDA com 10 pg/mL de azoxistrobina e 80pug/mL de SHAM.
Isolados 1 (Py70.4) e 3 (Py79.3) tem haplotipo H1 cyt b (Qol-R), e os isolados 2 (Py74.5) e 4 (Py86.1) tem o
haplotipo H9 cyt b de Qol-S.

Fonte: Dados da pesquisa da autora
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Tabela 4 - Caracterizagdo fenotipica de isolados de Pyricularia oryzae para resisténcia a

fungicidas Qol em experimento de sensibilidade in vitro®.

Crescimento relativo (RG) em BDA com 10 pg/mL de

Populagéo, ano de — azoxistrobi,ng Haplotipo® cyt
amostragem e isolados Med,la 4o Desvio Med,la do Desvio b
experllmento padréio experlzmento padrfio
Triticum aestivum, 2005
Isolados QolI-R
Py48.1 67,28 (£6,18) 56,83 (+3,19) H1
Py41.4 63,89 (+ 4,39) 57.05 (+4,75) Hl
Py6025 62,50 (+2,85) 56.30 (+ 1,57) Hl
Py33.1 62,18 (+4,49) 50,20 (£ 4,05) HI
Py53.1 61,31 (+5,42) 53,08 (+1,89) HI
Py47.1 60,44 (£ 6,80) 54,40 (£3,19) HI
Py79.3 59,34 (+ 3,46) 5413 (£2,64) HI
Py46.2 59,32 (*8,01) 55.93 (+5,51) HI
Py91.1 58,74 (+7,68) 55,61 (£2,82) HI
Py70.4 56,63 (+7,11) 51.95 (+2,82) H1
Py30.2 56,16 (+1,43) 59.20 (+3,16) HI
Py67.3 45,60 (+ 11,00) 46,16 (+3,29) HI
Py53.4 41,09 (+3,62) 4126 (+ 4,59) HI
Isolados Qol-S
Pyl19.1 0,00 (£0,00) 0,00 (= 0,00) H9
Py2.1 0,00 (+0,00) 0,00 (+ 0,00) H9
Py20.3 0,00 (= 0,00) 0,00 (£ 0,00) H9
Py21.3 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+ 0,00) H9
Py22.2 0,00 (+0,00) 0,00 (+ 0,00) H9
Py25.1 0,00 (+ 0,00) 0,00 (£ 0,00) H9
Py35.1 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+ 0,00) H9
Py5003 0,00 (£ 0,00) 0,00 (+ 0,00) H9
Py5007 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+0,00) H9
Py5038 0,00 (% 0,00) 0,00 (+0,00) H9
Py5045 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+ 0,00) H9
Py5046 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+ 0,00) H9
Py6018 0,00 (% 0,00) 0,00 (+0,00) H9
Py6038 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+ 0,00) H9
Py75.4 0,00 (£0,00) 0,00 (£ 0,00) H9
Py86.1 0,00 (£0,00) 0,00 (£ 0,00) H9
Py96.2 0,00 (+0,00) 0,00 (+ 0,00) H9
Py97.1 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+ 0,00) H9
Triticum aestivum, 2012
Isolados Qol-R
MO.12.1.219 69,95 (+5,15) 50,37 (+1,70) HI



MO.12.1.243 65,66 (+8,22) 55,88 (£ 4,67) HI
MO.12.1.028 61,75 (+8,57) 52,29 (+3,78) Hl
MO.12.1.147 60,89 (+4,37) 56,39 (+3,29) HI
MO.12.1.001i 57,04 (+ 6,98) 55,51 (+4,11) HI
MO.12.1.148 54,90 (£3,27) 51,58 (+3,47) HI
MO.12.1.134 51,67 (+2,22) 48,74 (+4,97) Hl
MO.12.1.020i 50,85 (+10,55) 54,31 (+3,93) HI
MO.12.1.135 49,26 (+3,67) 42,96 (+ 8,63) HI
MO.12.1.195 4721 (+7,24) 56,39 (+2,65) Hl
MO.12.1.007 44,12 (£3,11) 51,67 (£9,13) HI
MO.12.1.119 43,80 (+ 8,48) 48,23 (£8,51) HI
MO.12.1.169 37,05 (+3,87) 51,89 (+ 6,05) HI
MO.12.1.179 33,79 (£4,51) 54,80 (£3,72) HI
MO.12.1.030 33,71 (+4,93) 51,22 (+ 4,87) HI
MO.12.1.178 30,83 (+2,22) 4327 (+ 8,23) HI
MO.12.1.068 24,56 (+6,57) 58,45 (+1,58) HI
MO.12.1.170 23,38 (£ 15,58) 46,46 (+4,72) HI

Isolados Qol-S
MO.12.1.177 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+ 0,00) H9
MO.12.1.183 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+ 0,00) H9
MO.12.1.237 0,00 (£ 0,00) 0,00 (£ 0,00) H9
MO.12.1.239 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+ 0,00) H9
MO.12.1.240 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+ 0,00) H9

DMS jootados irigo 8,46 5,15

Fisolados 96,27 P <0,0001 202,51 P <0,0001

Frtocos 0,87 NS 2,78 NS

Outras espécies de plantas poaceas, 2012

Isolados QolI-R
MO12.0.594i 75,92 (+19,41) 51,57 (+4,28) HI
MO12.0.572i 68,93 (+10,55) 52,39 (+2,44) HI1
MO12.0.613i 68,81 (= 11,20) 56,85 (+9,00) H3
MO12.0.625i 66,64 (+10,27) 50,94 (+2,50) HI
MO12.0.534i 66,27 (+5,61) 48,66 (*7,78) HI1
MO12.0.601 65,30 (+10,26) 54,65 (+3,59) HI
MO12.0.607i 62,66 (+10,08) 51,38 (+ 4,20) HI
MO12.0.543i 62,33 (+5,43) 55,11 (*6,07) HI1
MO12.0.535i 62,25 (+ 6,35) 53,55 (+3,61) H1
MO12.0.634i 62,14 (+ 14,93) 61,68 (* 6,50) HI
MO012.0.551i 57,95 (+4,99) 58,55 (+8,01) HI
MO12.0.655i 57,18 (+5,05) 56,62 (+2,93) H1
MO12.0.174 56,14 (+7,17) 48,34 (*0,97) HI
MO12.0.056i 52,95 (+ 6,54) 59,00 (+4,70) HI
MO012.0.578 52,47 (+2,74) 43,42 (+ 3,26) HI
MO12.0.231 52,44 (+ 8,73) 48,50 (*3,37) HI
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Isolados Qol-S

MO12.0.146 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+0,00) H9
MO12.0.144 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+ 0,00) H9
MO12.0.212 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+0,00) H6
MO12.0.222 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+0,00) H6
MO12.0.232 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+ 0,00) HS
MO12.0.321 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+0,00) H9
MO12.0.322 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+ 0,00) H9
MO12,0.337 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+0,00) H7
MO12.0,347 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+0,00) H9
MO12.0.368 0,00 ( 0,00) 0,00 (+ 0,00) H9
MO12.0.555i 0,00 (+ 0,00) 0,00 (+0,00) H9
MO12.0.561i 0,00 ( 0,00) 0,00 (+ 0,00) H6

DMS isoiados de outras piantas podceas 10,59 5,88

Foaoodos 70,19 P<0,0001 165,00 P <0,0001

Fitocos 3,11 NS 2,15 P<0,0112

* Um total de 83 isolados de P. oryzae foram testados “in vitro” quanto a resisténcia aos fungicidas Qol.
Quatro isolados foram testados por placa e cada placa foi replicada seis vezes. O crescimento diametral foi
medido (mm) das colonias crescidas a 25°C por cinco dias, ¢ convertidos em crescimento relativo (RG) = 100
x (didmetro médio da colonia em meio com fungicida) / (didmetro médio de colonias em meio sem
fungicida). O delineamento experimental foi em blocos ao acaso e foram conduzidos duas vezes.

®Dados obtidos a partir da analise das sequéncias do gene ¢yt b.

Fonte: Dados da pesquisa da autora
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4.4 DETERMINACAO DA ECs; PARA SENSIBILIDADE E RESISTENCIA A
AZOXISTROBINA

Os valores de ECs de oito isolados sensiveis a Qol variou de 0,014 (= 0,017) a 0,076
(= 0,053) pg/mL de i.a. de azoxistrobina (Tabela 5), enquanto que os valores de ECsy para
sete isolados resistentes a Qol foram maiores do que 10 pg/mL do fungicida (a dose mais
elevada testada neste experimento, com RGs > 92% (Tabela 5). A ANOVA indicou que a
Interagao Fisoludos experimentos f01 Nd0 significativa (P = 0,9471), permitindo o agrupamento das
duas réplicas dos experimentos. Ndo houve diferenga significativa entre os isolados em

relagdo a ECso (P = 0,94306).

Tabela 5 - ECsyp para um grupo de isolados do patdégeno da brusone do trigo Pyricularia

. s 1
oryzae resistentes e sensiveis a Qol .

ECso (ng/mL de azoxistrobina)

Isolados sensiveis a Qol® Isolados resistentes a Qol’
Isolados Média® (Desvio padrio) Isolados Média’®

MO12.1.237 0,0479 (+ 0,0299) MO12.1.127 >10
MO12.1.132 0,0762 (£ 0,0526) MO12.1.146 > 10
MO12.1.240 0,0584 (£ 0,0217) MO12.1.023 > 10
MO12.1.129 0,0142 (£ 0,0171) MO12.1.030 >10
MO12.1.130 0,0562 (£ 0,0313) MO12.1.028 >10
MO12.1.150 0,0517 (£ 0,0345) MO12.1.068 >10
MO12.1.239 0,0486 (£ 0,0101) MO12.1.040 >10
MO12.1.280 0,0663 (+0,0271)

Média ECs 0,0524 (£ 0,0181) >10

" Os experimentos de ECs, foram conduzidos seguindo os mesmos procedimentos gerais do experimento de
sensibilidade in vitro a Qol.

* Todos os isolados sensiveis a Qol testados tinham haplotipo H9 no ¢yt b, enquanto os isolados resistentes a
Qol tinham haplotipo H1 no cyt b.

’ Média de oito repeticdes (combinagdo de dois experimentos independentes, com quatro repeti¢des cada).
Fonte: Dados da pesquisa da autora
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4.5 RESISTENCIA CRUZADA A PIRACLOSTROBINA

Os valores de ECsy de oito isolados sensiveis ao fungicida Qol azoxistrobina
variaram de 0,0048 a 0,0132 pg/mL de i.a. do fungicida piraclostrobina, enquanto que os
valores de ECs para os oito isolados resistentes a Qol — azoxistrobina variaram de 0,1587 a
0,5070 pg/mL de i.a. do fungicida. A maior ECsg a piraclostrobina detectada para os isolados
resistentes a Qol — azoxistrobina se aproximou da dose mais elevada testada neste
experimento 0,6250 ug/mL (Tabela 6).

A analise pelo teste Scott-Knott ndo indicou diferenca significativa entre os isolados
Qol-S quanto a ECsy para piraclostrobina (grupo C, Tabela 6). Os isolados resistentes a
azoxistrobina (Qol-R) foram também resistentes a piraclostrobina (Figuras 6 e 7, Tabela 6),
confirmando nossa hipotese inicial. Entretanto, foi possivel observar variagao quantitativa do
nivel de resisténcia a piraclostrobina. O teste Scott-Knott discriminou os isolados de P. oryzae
resistentes a piraclostrobina em dois grupos fenotipicos diferentes: (A) altamente resistentes e
(B) resistentes (Tabela 6). A média de valores de ECsy para o grupo dos isolados sensiveis,
que corresponde a oito isolados foi de 0,0077 (£ 0,0023) ug/mL de piraclostrobina. Para o
grupo B de isolados resistentes (cinco isolados), a média de ECs foi de 0,2094 (+ 0,0293)
ng/mL de piraclostrobina. O grupo de isolados altamente resistentes (A), composto de trés

isolados, apresentou média de ECsyde 0,5059 (£ 0,0013) pg/mL de piraclostrobina.



39

Tabela 6 - Valores médios de ECs a piraclostrobina detectados para isolados sensiveis (Qol-

S) e para isolados resistentes (Qol-R) ao fungicida inibidor da quinona oxidase de Pyricularia

oryzae do trigo'.

ECsp (ug/mL de piraclostrobina)

’ . 2
Isolados sensiveis a Qol

Isolados resistentes a Qol”

Isolados Média>* (Desvio padrio) Isolados Média>* (Desvio padrio)
MO12.1.132 0,0048 (+ 0,0038) C MOI12.1.023 0,2478 (+ 0,0675) B
MO12.1.129 0,0072 (£ 0,0027) C MOI2.1.030 0,2168 (+0,0394) B
MO12.1.130 0,0132 (£ 0,0037) C MOI2.1.096 0,1587 (£ 0,0230) B
MO12.1.150 0,0085 (£ 0,0020) C MoOI2.1.127 0,2019 (£ 0,0414) B
MO12.1.237 0,0068 (+ 0,0058) C MOI2.1.146 0,2217 (£ 0,0588) B
MO12.1.239 0,0059 (£ 0,0009) C MOI2.1.028 0,5065 (+0,1842) A
MO12.1.240 0,0080 (£ 0,0035) C MOI2.1.040 0,5070 (£ 0,2613) A
MO12.1.280 0,0074 (£ 0,0013) C MOI2.1.068 0,5040 (£ 0,2309) A
Média ECs 0,0077 (£ 0,0023) 0,3205 (£ 0,1454)

'Os experimentos de ECs, foram conduzidos seguindo os mesmos procedimentos gerais do experimento de
sensibilidade in vitro a Qol.
Todos os isolados sensiveis a Qol testados tinham haplotipo H9 no ¢yt b, enquanto os isolados resistentes a Qol
tinham haplotipo H1 no cyt b.

*Média de oito repeti¢des (combinacio de dois experimentos independentes, com quatro repeti¢des cada).

*Médias seguidas de letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste Scott-Knott (P < 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa da autora
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Figura 6 - Sensibilidade in vitro dos isolados de Pyricularia oryzae do trigo sensiveis
(Qol-S) e resistentes (Qol-R) ao fungicida inibidor da quinona oxidase (Qol)

piraclostrobina.

Isolados Qol-S Isolados Qol-R Isolados Qol-S Isolados Qol-R

0,0000 pg/ml

*Concentragdes utilizadas no experimento: 0; 0,0025; 0,0049; 0,0098; 0,0195 e 0,06250 pg/mL com 80
pg/mL de acido salicilhidroxamico (SHAM).
Fonte: Dados da pesquisa da autora



Figura 7 — Crescimento micelial relativo médio de oito isolados sensiveis (Qol-S) e de

oito isolados resistentes (Qol-R) de Pyricularia oryzae do trigo, ao fungicida inibidor da

quinona oxidase (Qol) em diferentes doses do fungicida piraclostrobina.
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*In (doses) — Doses transformadas em logaritmo.

**Concentragdes utilizadas no experimento: 0; 0,0025; 0,0049; 0,0098; 0,0195 ¢ 0,6250 pg/mL com 80
pg/mL de acido salicilhidroxamico (SHAM). Média de oito repeti¢cdes (combinacdo de dois experimentos
independentes com quatro repetigdes cada).

Fonte: Dados da pesquisa da autora
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5 DISCUSSAO

Este foi o primeiro estudo em profundidade para descrever a ocorréncia e a
distribuicao generalizada da resisténcia aos fungicidas Qol em populagdes do patégeno P.
oryzae da brusone em trigo € em outras espécies de plantas poaceas adjacentes a campos de
cultivo. O haplotipo Qol-R H1 do ¢yt b predominou em todas as principais areas de cultivo de
trigo no centro-sul do Brasil. A frequéncia de haplotipos ¢yt b Qol-R nos campos de trigo
tiveram um aumento consideravel de 2,5 vezes em sete anos, variando de 36% em 2005 para
91% em 2012. Além disso, os experimentos de dose resposta indicaram que enquanto os
isolados sensiveis tipo selvagem tiveram uma média de ECsy de 0,05 pg/mL de azoxistrobina,
os isolados resistentes mostraram uma ECso>10 pg/mL de azoxistrobina. Portanto, a presenca
da mutacdo G143 A no gene cyt b resultou em isolados de P. oryzae 200 vezes mais resistentes
aos fungicidas Qol que os isolados do tipo selvagem. Esses altos niveis de resisténcia ao Qol,
bem como a sua ampla distribuicdo em todas as areas de cultivo de trigo no pais, podem ser o
resultado de uma alta pressdo de selecdo exercida por anos consecutivos de aplicagdes de
estrobilurinas para o manejo das doencgas do trigo, que ocorre hd pelo menos 15 anos no Brasil
(MACIEL, 2011; MACIEL et al, 2014). Assim, a resisténcia as estrobilurinas ¢
provavelmente o principal fator que explica a falta de eficicia associada com o uso de
fungicidas Qol para o manejo da brusone do trigo (CRUZ et al.,, 2010; DUVEILLER;
HODSON; TIEDMANN, 2010). Cendrios semelhantes foram propostos para outros
patossistemas tais como Mycosphaerella graminicola em trigo, Pyricularia grisea em azevém
e Rhizoctonia solani em arroz (OLAYA et al., 2012; TORRIANI et al., 2008; VINCELLI;
DIXON, 2002).

Os haplotipos cyt b Qol-R foram também detectados em 48% dos isolados de P.
oryzae derivados de outras plantas poaceas. Pelo menos um isolado de cada uma das outras
espécies de plantas podceas amostradas em campos de trigo carregava o haplotipo Qol-R H1
do cyt b. Em Mato Grosso do Sul, o haplotipo Qol-R H1 predominou em isolados obtidos de
Urochloa spp., enquanto que no Estado do Parand foi predominantemente em isolados
recuperados de Uroclhloa spp. e Chloris distichophylla. Além disso, a rede de haplétipos cyt
b de P. oryzae indicou que o haplotipo Qol-R H3 (exclusivamente encontrado em isolados
derivados de outras plantas poaceas) parece ter se originado do haplotipo mais comum Qol-R
H1, que foi compartilhado entre os isolados derivados de trigo e de outras plantas poaceas.
Todos estes resultados indicam que outras espécies de plantas poaceas adjacentes a campos de

trigo podem ser um importante reservatorio do patégeno contribuindo como inéculo Qol-R
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para as fases iniciais da epidemia da brusone, como anteriormente sugerido por Urashima e
Kato (1998).

Além disso, isolados de P. oryzae carregando haplotipos Qol-R do cyt b foram
observados em varios gendtipos GMM distintos do fungo (n = 104 GMM derivados de trigo e
n = 27 derivados de outras plantas poaceas). Esta descoberta pode inicialmente indicar que a
resisténcia ao fungicida azoxistrobina emergiu por diversos eventos independentes (ou seja,
por evolucdo paralela intraespecifica) e que os haplotipos Qol-R do ¢yt b que compdem as
populagdes atuais de P. oryzae no Brasil tiveram origens distintas. Embora plausivel, o
processo de evolugdo paralela intraespecifica relatado para outros fungos fitopatogénico
(CHEN et al., 2007; TORRIANI et al., 2008), ndo seria a explicagdo mais simples para a
emergéncia de multiplas mutacdes independentes no gene cyt b para resisténcia a Qol em P.
oryzae. Alternativamente, outros dois processos poderiam explicar melhor a origem
independente multipla de Qol-R: a) A heranca uniparental sexual das mitocondrias resistentes
aos fungicidas Qol durante a reproducgdo sexual entre os isolados Qol-R e Qol-S. Na verdade,
um modo reprodutivo misto (que inclui tanto a recombinagdo sexual e a dispersdao clonal)
moldou a estrutura genética de P. oryzae no Brasil (CERESINI, 2011; MACIEL et al., 2014);
b) Alternativamente, anastomose (ou seja, a fusdo de hifas) entre isolados Qol-S e Qol-R
poderia ter contribuido para a transferéncia do alelo ¢yt b Qol-R entre estirpes geneticamente
diversas, como foi recentemente descrito por Avila-Adame (2014). De acordo com Avila-
Adame (2014) a fusdo de hifas entre dois isolados de P. oryzae resultou na transferéncia da
caracteristica da resisténcia aos fungicidas Qol por anastomose. Esse processo permitiu
mistura de citoplasma, migracdo de nucleos e heranga mitocondrial biparental na formagao de
heterocario e heteroplasmia.

Mikaberidze, Mcdonald e Bonhoeffer (2013) propuseram que o custo adaptativo da
resisténcia a fungicidas ¢ um pardmetro crucial para determinar o resultado da competigdo
entre as estirpes sensiveis e resistentes do patdgeno e para avaliar a utilidade da mistura de
fungicidas. Se ndao houver custo adaptativo, entdo a utilizacdo do fungicida de alto risco em
mistura pode selecionar para a resisténcia ao fungicida e, eventualmente, o fungicida de alto
risco se torna ndo funcional. Se existir um custo adaptativo para a resisténcia, entdo uma
propor¢ao ideal do fungicida na mistura pode ser utilizada, onde se espera que a selecao para
as linhagens resistentes desaparecam e o nivel de controle da doenga seja otimizado.

A acdo mais adequada para o manejo da ocorréncia em grande escala e para os
elevados niveis de resisténcia detectados seria a remocao da pressao da selecao de fungicidas

Qol sobre as populagdes do patogeno da brusone do trigo (FERNANDEZ-ORTUNO et al.,
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2008; GISI et al.; 2002). Se a pressao da selecdo de fungicidas Qol fosse removida, no caso
de um alto custo adaptativo associado com a aquisicdo da resisténcia a Qol, poderiamos
prever que as populagdes de P. oryzae voltariam aos seus niveis sensiveis originais
(HOBBELEN; PAVELEY; VAN DER BOSCH, 2014). No entanto, mutantes de P. oryzae
resistentes a Qol (com as mutacdes G143A e G143S) eram estdveis e ndo apresentaram custo
adaptativo. Nenhum dos mutantes apresentou reversao para a sensibilidade a azoxistrobina
apos trés ciclos consecutivos de reprodugdo do patdégeno na auséncia de azoxistrobina (KIM
et al., 2003). Sob tal cenario "sem retorno", apenas estratégias anti-resisténcia deveriam ter
sido recomendadas (como a mistura/formulacdo de um fungicida de baixo risco e um
fungicida de alto risco para retardar o aparecimento de resisténcia ao fungicida de alto risco)
(HOBBELEN; PAVELEY; VAN DER BOSCH, 2014). Atualmente, a longevidade desses
fungicidas tem sido desafiada pela selecdo de populacdes de fungos resistentes as altas doses
de Qols.

Além disso, foi detectada resisténcia cruzada para os fungicidas azoxistrobina e
piraclostrobina. Todos os isolados de P. oryzae do trigo sensiveis a azoxistrobina (Qol-S)
foram também sensiveis a piraclostrobina confirmando nossa hipdtese inicial, de que a
resisténcia a azoxistrobina resultou em resisténcia cruzada a piraclostrobina.

A média da ECsy para a combinacdo de todos os oito isolados resistentes foi de
0,3205 (% 0,1454) pg/mL de piraclostrobina. Portanto, a presen¢a da mutacao G143 A no gene
cyt b possibilitou, em média, que os isolados de P. oryzae fossem 42 vezes mais resistentes a
piraclostrobina. Para efeito de compara¢do com o fungicida Qol - azoxistrobina, a ECsyp média
para azoxistrobina detectada em isolados cyt b-R de P. oryzae foi 200 vezes maior que em
isolados cyt b-S. Apesar da diferenca em magnitude entre a resisténcia de P. oryzae a
piraclostrobina e a azoxistrobina, cerca de cinco vezes menor, os niveis de resisténcia
observados sdo consideravelmente altos. Esses altos niveis de resisténcia a fungicidas Qol
podem ser o resultado de elevada pressdao de selecdo exercida pelos anos consecutivos de
aplicagdes de estrobilurinas para o manejo de doencas do trigo no Brasil (MACIEL, 2011;
MACIEL et al., 2014).

Casos de resisténcia cruzada entre fungicidas estrobilurinas foram relatados para
varios patossistemas em que a resisténcia havia sido detectada. Em isolados de campo de
Mycosphaerella fijiensis, causando a Sigatoka negra da banana, a resisténcia cruzada foi
observada entre todos os inibidores da Qq, incluindo trifloxistrobina, azoxistrobina,
famoxadone, estrobilurinas B e myxothiazol (SIEROTZKI et al., 2000). Em Microdochium

nivale ¢ M. majus que atacam cereais, foi observada resisténcia cruzada positiva entre todas as
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estrobilurinas testadas no estudo: azoxistrobina, trifloxistrobina, crezoximetila, picoxistrobina
e famoxadone (WALKER et al., 2009). Em éreas de pepino no Japdo, Ishii et al. (2001)
relataram resisténcia cruzada entre azoxistrobina e crezoximetila para oidio (Podosphaera
fusca) e mildio (Pseudoperonospora cubensis).

Apesar do alto risco para emergéncia de resisténcia atribuido aos fungicidas Qol
(FRAC, 2013), argumentos, certamente questiondveis, indicavam dificuldade em prever o
periodo de tempo para o desenvolvimento de resisténcia a estrobilurinas, pois este dependeria
de inumeros fatores associados a complexidade de cada patossistema em particular. Os
seguintes fatores foram citados: a) a capacidade inerente das populagdes de fungos
fitopatogé€nicos em desenvolver resisténcia (variabilidade genética); b) a biologia do patdégeno
(especialmente sua taxa de reproducdo); ¢) a magnitude da pressdo de selecdo (diretamente
relacionada ao numero de aplicacdes de fungicidas na cultura); d) a frequéncia da adocao de
estratégias anti-resisténcia a fungicidas (como o uso de misturas e alternancias de fungicidas
em relacdo ao uso de principios ativos isoladamente); e) a qualidade da cobertura da cultura
na aplicac¢do do fungicida; f) a velocidade de degradagdo do fungicida (que ¢ dependente das
variagdes climaticas locais), (MA; UDDIN; OLAYA, 2009). Entretanto, apesar da
imprevisibilidade alegada, foram inimeros os relatos de resisténcia a estrobilurinas na ultima
década (KIM et al., 2003). Em situagdes extremas, por exemplo, para o oidio do trigo, ha
relato de desenvolvimento de resisténcia dentro de dois anos de uso comercial (SIEROTZKI;
WULLSCHLEGER; GISI, 2000). No caso especifico de P. oryzae do trigo, nossos resultados
indicaram que ja em 2005, alguns anos apos a introducdo de estrobilurinas no mercado
brasileiro, 36% da populacdo do patdogeno apresentava resisténcia a azoxistrobina e que, em

2012, sete anos apos este percentual saltou para 90% da populagdo do patdgeno amostrada.
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6 CONCLUSAO

A resisténcia aos fungicidas Qol em populacdes do patdégeno P. oryzae da brusone do trigo ¢
generalizada em todas as principais areas de cultivo de trigo no Centro-Sul do Brasil. O
haplétipo Qol-R do cyt b predomina em todas as principais areas de trigo no Centro-Sul do
Brasil, também sendo detectado em 48% dos isolados derivados de outras plantas poaceas,
indicando que outras espécies de plantas poaceas adjacentes a campos de trigo podem ser um
importante reservatorio do patdgeno resistente.Os resultados indicam a necessidade urgente
de reavaliar o uso de estrobilurinas para o manejo da brusone e para outras doengas

importantes do trigo no Brasil.
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