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RESUMO

Fungicidas inibidores da quinona oxidase (Qol) e inibidores da succinato desidrogenase
(SDHI) ndo tém sido eficazes no manejo da brusone do trigo, causado por Pyricularia
graminis-tritici, no Brasil. Os primeiros relatos de resisténcia de P. graminis-tritici a Qol e
SDHI no Brasil foram em 2015 e 2017, respectivamente. A resisténcia de P. graminis-tritici a
Qol estd ligada a mutacdo pontual G143A no gene do citocromo b (cytb), e a resisténcia a
SDHI, associada a mutagdes em sitios dos genes sdhB, sdhC e ou sdhD. N&o se conhece o
efeito de mutagGes em cytb e sdh na adaptabilidade de P. graminis-tritici. Foram avaliados os
componentes de adaptabilidade e habilidade competitiva entre isolados P. graminis-tritici
sensiveis (S) e resistentes (R) a Qol e SDHI. Foram analisados crescimento micelial,
producdo de conidios in vitro e in vivo, periodo de incubacdo e agressividade como
parametros de adaptabilidade. As habilidades competitivas de isolados R e S a Qol e SDHIs
foram avaliadas em folhas e espigas de trigo, misturas R:S de 100R:0S, 80R:20S, 50R:50S,
20R:80S, 0R:100S e 0:0. Teor fotossintético e de clorofila a, b e total foram determinados
para folhas de trigo 0, 3 e 7 dias apds a inoculacdo (dpi) dos isolados S e R a Qol e SDHI.
Detectou-se diferencas significativas entre os parametros de adaptabilidade dos isolados S e R
a Qol e SDHI (p<0,05), no qual o isolado R a Qol e SDHI apresentou maior desempenho in
vitro e in vivo, quando comparado ao isolado S. Houve maior producgéo de conidios in vivo em
folhas inoculadas com 80R:20S, e maior agressividade em folhas para 100R:0S e 80R:20S, e
em espiga, 100R:0S. A maior porcentagem de germinacdo conidial nas folhas ocorreu para as
misturas 100R:0S e 80R:20S quando em Qol, e para SDHI, 80R:20S e 50R:50S. Folhas
sintomaticas 7 dpi dos isolados R a Qol e SDHI apresentaram menores teores de fotossintese
e clorofila a, b e total comparado ao S. A principal contribuicdo deste estudo foi evidenciar
que o isolado resistente a Qol e SDHI apresentou uma vantagem adaptativa comparado com
isolado sensivel sob as condi¢es testadas.

Palavras-chaves: Brusone. Trigo. Custo adaptativo. Azoxistrobina. Fluxapiroxade.



ABSTRACT

Quinone-outside Inhibitor (Qol) and Succinate Dehydrogenase Inhibitors (SDHI) fungicides
haven’t been effective for management of wheat blast disease, caused by Pyricularia
graminis-tritici, in Brazil. The selection for resistance of P. graminis-tritici to Qol and SDHI
in Brazil were first reported in 2015 and 2017, respectively. The resistance of P. graminis-
tritici to Qol is associated with the G143A point mutation in the cytochrome b (cytb) gene,
and resistance to SDHI, associated with mutations at sites of the sdhB, sdhC and or sdhD
genes. The effect of mutations in cytb and sdh on the fitness of P. graminis-tritici is
unknown. Fitness and competitive ability between P. graminis-tritici sensitive (S) and
resistant (R) to Qol and SDHI were evaluated. Mycelial growth, conidial production in vitro
and in vivo, incubation period and aggressiveness were analyzed as fitness parameters.
Competitive ability of isolates R and S was measured by severity in wheat leaf and head
inoculated in the R:S mixtures: 100R:0S, 80R:20S, 50R:50S, 20R:80S, OR:100S and 0:0.
Photosynthetic activity and chlorophyll a, b and total were determined in leaves 0, 3 and 7 d
after S and R inoculation (dpi). Significant difference was detected between fitness
parameters of S and R strains (p<0.05), in which the isolate R showed higher performance in
vitro and in vivo, when compared with isolate S. In vivo conidia production were higher in
leaves inoculated with 80R:20S, with greater aggressiveness in leaves inoculated with
100R:0S and 80R:20S, and when in head, 100R:0S. Highest conidial germination percentage
in leaves were in 100R:0S and 80R:20S when in Qol, and to SDHI, 80R:20S and 50R:50S.
Symptomatic leaves 7 dpi of isolate R showed lower photosynthetic activity and chlorophyll
a, b and total compared to S. The major outcome of this study was evidence the isolate
resistant to Qol and SDHI account for a fitness advantage compared with the sensitive
isolate one under tested conditions.

Key words: Blast. Wheat. Fitness costs. Azoxystrobin. Fluxapyroxad
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1 INTRODUCAO

A brusone do trigo causada pelo fungo ascomiceto Pyricularia graminis-tritici
(CASTROAGUDIN et al., 2016), um dos principais fitopatégenos do trigo (Triticum
aestivum). Além do trigo, Pyricularia spp. causam brusone em cerca de 50 espécies da
familia Poaceae (OU, 1985) incluindo culturas de importancia econémica entre elas o
arroz, cevada, milheto e aveia (URASHIMA e KATO, 1998; COUCH e KOHN, 2002;
TAKABAYASHI et al., 2002; MURAKAMI et al., 2003; COUCH et al., 2005). Pela
inexisténcia de resisténcia varietal em cultivares de trigo a brusone, pulverizacGes de
fungicidas dirigida as espigas tornou-se a principal alternativa para manejo integrado de
brusone em trigo (GOULART et al., 2007). Entretanto, a eficiéncia das pulverizacbes
com fungicidas no controle da brusone foi substancialmente baixa (PAGANI et al.,
2014).

A resisténcia de P. graminis-tritici a fungicidas Inibidores da quinona oxidase
(Qol) é conferida pela mutacdo no gene do citocromo b (cytb) por meio da substituicao
do aminoéacido glicina por alanina no cédon 143 (G143A) (CASTROAGUDIN et al.,
2015). Outra mutacdo pode ocorrer no gene cytb, de fenilalanina para leucina na posigéo
129 (F129L) ligada a resisténcia de fungos a Qol (GISI et al., 2002; GRASSO et al.,
2006), incluindo Phakopsora pachyrhizi na soja (KLOSOWSKI et al., 2016; MAY DE
MIO et al., 2018). Além disso, a resisténcia de fungos a Qol pode estar associada a
reducdo da absor¢do ou aumento do efluxo do fungicida, a falta de converséo para o
composto ativo e detoxificacdo da molécula fungicida (HAWKINS e FRAAIJE, 2018).
Por outro lado, a resisténcia dos fitopatdgenos a SDHIs (inibidores da succinato
desidrogenase) origina-se por meio de mutacdes em sitios Unicos (SNP - single
nucleotide polymorphism) de genes do complexo SDH, por substituicdes de
aminoacidos nos genes sdhB, sdhC ou sdhD (AVENOT e MICHAILIDES, 2009). Em
adicdo, a resisténcia de fungos a SDHI também pode estar relacionada a alteracdes na
atividade da bomba de efluxo do fungicida (HAWKINS e FRAAIJE, 2018).

Uma distribuicdo generalizada da resisténcia de populacbes de P. graminis-
tritici para azoxistrobina e piraclostrobina (CASTROAGUDIN et al., 2015; OLIVEIRA
et al.,, 2015) e para tebuconazol e epoxiconazol (POLONI, 2016) foi constatada no

centro-sul do Brasil. Os valores de concentracdo dos fungicidas que induz metade do



efeito méximo (ECso) foram de pelo menos 30 a 200 vezes superiores aos isolados
sensiveis (CERESINI, et al., 2018a). Por ultimo, Casado (2017) evidenciou a resisténcia
dessas mesmas populacgdes ao fungicida SDHI fluxapiroxade. Ou seja, a emergéncia de
resisténcia tripla em populacdes de P. graminis-tritici a diferentes classes de fungicidas

de alto risco.

Algumas mutacbes que conferem resisténcia a fungicidas podem diminuir a
eficiéncia de importantes processos fisioldgicos e bioquimicos do fungo (ANDERSON,
2005). Assim, efeitos pleiotrépicos deletérios podem surgir, ou seja, mais de um
fendtipo associado a um Unico gene, conhecido como custo adaptativo (fitness cost)
(SCHOUSTRA et al., 2005; JEGER et al., 2008). Uma mutacdo ligada a resisténcia
pode por consequéncia diminuir a adaptabilidade (fitness) dos fitopatogenos (ISHII e
HOLLOMON, 2015). A adaptabilidade pode ser definida como a sobrevivéncia e
sucesso reprodutivo de um alelo, individuo ou grupo, ou, em outras palavras, a

contribuicdo da progénie para as proximas geracées (WORRALL, 1999).

Véarios componentes da adaptabilidade podem ser mensurados para
fitopatdgenos que carregam as mutacfes G143A e F129L no gene (cytb) (MA e
MICHAILIDES, 2005) e nos genes do complexo sdh (SIEROTZKI e SCALLIET,
2013). Nesse contexto, a adaptabilidade de uma mutacdo que confere resisténcia a um
fungicida pode ser determinada pela diferenca de adaptabilidade entre isolado do
patdgeno resistente que carrega a mutacdo e um isolado de patdgeno sensivel na
auséncia de fungicida, em um mesmo ambiente, ndo seletivo (ISHII e HOLLOMON,
2015).

Forcelini et al. (2018) observou que, na auséncia do fungicida Qol, crescimento
micelial, agressividade e producdo de conidios em isolados de Colletotrichum
accutatum que carregavam a mutacao G143A foram similares aos valores obtidos pelos
isolados sensiveis. Resultados semelhantes foram verificados em isolados de B. cinerea
(VELOUKAS et al., 2014) e mutantes de Pyricularia grisea gerados em laboratério
(AVILA-ADAME e KOLLER, 2003). Por outro lado, isolados de B. cinerea que
carregavam mutacGes no gene sdh mostraram uma reducdo de adaptabilidade quando
comparado aos isolados sensiveis (VELOUKAS et al., 2014). Entéo, o custo adaptativo

reduz a viruléncia do isolado resistente.
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Desde o primeiro relato de resisténcia de P. graminis-tritici a fungicidas Qol em
2015 e SDHI em 2017 (CASTROAGUDIN et al., 2015; CASADO, 2017), ndo se tem
conhecimento sobre o efeito da resisténcia & Qol e SDHI na adaptabilidade de P.
graminis-tritici em trigo. Investigar a adaptabilidade competitiva entre isolados
resistentes e sensiveis pode confirmar se a resisténcia estd ou ndo estabelecida na
populacdo (PARNELL et al., 2005), além de identificar mudancas na frequéncia de
isolados resistentes ao longo do tempo (SUZUKI et al., 2010).

Dessa forma, nosso trabalho objetivou: (i) mensurar os componentes de
adaptabilidade dos isolados P. graminis-tritici resistentes a Qol e SDHI, tais como
crescimento micelial, producdo de conidios in vitro e in vivo, periodo de incubacéo e
viruléncia dos isolados em plantas e espigas de trigo (ii) determinar a adaptabilidade
competitiva de isolados resistentes e sensiveis a Qol e SDHI na auséncia de fungicida
(iii) investigar a relacdo entre a viruléncia dos isolados P. graminis-tritici sensiveis e
resistentes a Qol e SDHI e a atividade fotossintética e teor de clorofila a, b e total em

plantas de trigo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Pyricularia graminis-tritici, o agente causal da Brusone em trigo

Pyricularia graminis-tritici (CASTROAGUDIN et al., 2016) é um fungo
ascomiceto da familia Pyriculariaceae (KLAUBAUF et al., 2014) agente causal da
brusone em trigo (T. aestivum). Esta doenca é considerada um dos maiores obstaculos
para a expansdo da producao de trigo no Brasil (MACIEL et al., 2014). O fungo € capaz
de infectar folhas e espigas de trigo (CASTROAGUDIN et al., 2016). As perdas em
produtividade nos campos de trigo podem chegar a 72,5% do peso das espigas quando
as condicbes sdo Otimas para o processo de infeccdo e colonizagdo do fungo
(GOULART e PAIVA, 2000).

Desde o primeiro relato de brusone do trigo em municipios ao norte do Parana,
Brasil, no ano de 1985 (IGARASHI, 1986) observou-se uma disseminacdo generalizada
do patdgeno em todas as principais areas produtoras de trigo no Brasil, inclusive em
alguns paises vizinhos (MACIEL et al., 2014). Também foram relatadas a ocorréncia de
brusone em trigo na Bolivia, Argentina e Paraguai (DUVEILLER et al., 2010). Nos
ultimos anos a brusone do trigo tornou-se uma restricao bio6tica para a producéo de trigo
em campos de cultivo na regido do cone sul da América do sul, causando perdas na
producdo de 10 a 100% (DUVEILLER, 2016). Até a ultima década ndo haviam relatos
sobre a incidéncia de brusone do trigo fora do continente sul-americano (MACIEL,
2011). Em fevereiro de 2016 relatou-se pela primeira vez brusone do trigo na Asia em
campos de oito distritos de Bangladesh, as perdas na producdo atingiram até 100%
(ISLAM et al., 2016). Sementes de trigo com inéculo do fungo provavelmente facilitou
a dispersdo de P. graminis-tritici a longas distancias permitindo assim a entrada do
patdbgeno nos agroecossistemas Sul americanos e recentemente no sudeste asiatico
(GOMES et al., 2017).

A patdgeno da brusone do trigo e geralmente disseminado via sementes

infectadas e esporos no ar, além disso, o fungo possui capacidade de sobrevivéncia em
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restos de culturas com inoculo e sementes (URASHIMA et al., 1999). Os sintomas
tipicos da brusone em trigo podem ser observados nas folhas por pequenas lesbes
elipticas com margem marrom escura e centro claro acinzentado. As lesdes com
esporulacdo ocorrem na coloracdo cinza pela cor dos esporos colonizando o tecido
(VALENT et al., 2013). O sintoma mais caracteristico da brusone ocorre nas espigas de
trigo com branqueamento precoce da por¢do acima do ponto de infeccdo do patdgeno,
na raquis da espiga. Espigas de trigo infectadas de forma severa por P. graminis-tritici
podem morrer, ocasionando perdas relevantes na producdo (MALAKER et al., 2016;
CERESINI et al., 2018b).

Alguns cultivares de trigo do Brasil foram testados quanto a resisténcia varietal a
brusone e apresentaram resisténcia a doenca no estadio de plantas para um subgrupo de
isolados de trigo, porém nenhuma resisténcia foi encontrada para todos os isolados
testados (URASHIMA et al., 2004; CRUZ et al., 2012). As variedades que exibem a
resisténcia ao estddio das mudas sdo muitas vezes menos suscetiveis no estadio de
espiga. Ainda ndo foram identificadas variedades de trigo com resisténcia de alto nivel e
amplo espectro a todos os grupos de viruléncia de P. graminis-tritici (VALENT et al.,
2013). A inexisténcia de resisténcia varietal somada a auséncia de fungicidas eficazes
no controle da brusone dificultam o manejo desse patdgeno nos campos de trigo
(MACIEL et al., 2014; CASTROAGUDIN et al., 2015).

2.2 Resisténcia de P. graminis-tritici a Qol e SDHI

O namero total de fungicidas recomendados para controlar a brusone em campos
de trigo, com registro no Ministério da Agricultura e Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) é de 43, incluindo 17 triazdis e sete misturas de Qols (Inibidores da quinona
oxidase) e triazéis (inibidores da desmetilacdo de ergosterol) (MAPA, 2019). Entre os
varios grupos de fungicidas utilizados no manejo de doencas do trigo, os Qols tém sido
amplamente empregados no controle da brusone. Por outro lado, SDHI (inibidores da
succinato desidrogenase) sdo os fungicidas mais modernos registrados para 0 manejo de

doencas do trigo no Brasil, também é usado no controle da brusone (MAPA, 2019).
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Entre os principios ativos dos Qols mais aplicados no manejo das doencas
foliares do trigo de forma isolada ou em mistura com outros grupos quimicos sao
basicamente azoxistrobina, trifloxistrobina e piraclostrobina (MAPA, 2019). As
estrobilurinas pertencem a classe dos fungicidas inibidores da respiracdo mitocondrial e
atuam sobre a quinona oxidase (Qo), assim sendo denominados fungicidas Qol
(Inibidores da quinona oxidase) (PARREIRA et al., 2009). O mecanismo de acdo dos
fungicidas Qol ocorre pela inibicdo da respiragdo mitocondrial por bloqueio da
transferéncia de elétrons no citocromo b (codificada pelo gene cytb), desse modo,
interrompendo a respiracdo mitocondrial e a producdo de ATP (FERNANDEZ-
ORTUNO et al., 2008).

Devido ao alvo especifico de acdo, os fungicidas Qol estdo propensos a um alto
risco de selecdo de isolados de patégenos resistentes a alguns principios ativos. A
resisténcia & estrobirulina para P. graminis-tritici e outros patdgenos ocorrem pela
alteracdo de um unico nucleotideo que resulta na mudanca de um aminoécido no codon
143 de glicina para alanina (G143A) e de fenilalanina para leucina na posicdo 129
(F129L) nas sequéncias do gene cyt b (GISI et al., 2002; GRASSO et al., 2006).

Recentemente Castroagudin et al. (2015) evidenciou isolados de P. graminis-
tritici associados a trigo e plantas invasoras de campos de trigo resistentes a
azoxistrobina de forma generalizada no centro sul do Brasil. Outros fitopatdgenos de
diversas culturas, incluindo o trigo (Blumeria graminis f. sp. tritici), a cevada (B.
graminis f. sp. hordei), a banana (Mycosphaerella fijiensis), a videira (Plasmopara
viticola) e a macieira (Venturia inaequalis) foram relatados como resistentes aos
fungicidas Qol (GISI et al., 2002; FRAC, 2014; VILLANI e COX, 2014).

O mecanismo mais comum de resisténcia é a alteracdo do sitio alvo dos
fungicidas, ocasionada por muta¢6es no gene que codifica a proteina alvo. Porém outros
mecanismos podem estar relacionados a resisténcia de fungos a Qol como alteragdes na
atividade de bombas de efluxo, a falta de conversdo para o composto ativo e
detoxificagdo da molécula (JABS et al., 2001; WOOD e HOLLOMON, 2003;
OMRANE et al., 2015; HAWKINS e FRAAIJE, 2018).

Os fungicidas SDHIs foram amplamente utilizados por agricultores
principalmente pela necessidade de uma molécula alternativa para combater a

resisténcia aos fungicidas Qol e DMI (inibidores da desmetilacdo de ergosterol)
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(SIEROTZKI e SCALLIET, 2013). A carboxina pertencente a primeira geracdo dos
fungicida SDHI foi utilizado na agricultura desde a década de 1960 contra fungos
basidiomicetos, tais como a ferrugem e Rhizoctonia, porém possuia atividade limitada
para outros patdgenos (ZHANG et al., 2009). Na nova geracdo dos fungicidas SDHI
teve-se 0 emprego de boscalid (BASF), fluxapiroxade, pentiopirade (Mitsui Chemicals),
isopirasame (Syngenta), fluopirame (Syngenta), bixafen (Bayer) e 0 sedaxane
(Syngenta), ambos com amplo espectro de atividade fangica atuando sobretudo contra
doencas de cereais causadas por fungos ascomicetos fitopatogénicos (AVENOT e
MICHAILIDES, 2009; SCALLIET etal., 2012).

O mecanismo de acdo dos fungicidas SDHI é o complexo succinato
desidrogenase (SDH) presente na cadeia respiratoria mitocondrial, também denominado
como complexo Il ou succinato: ubiquinona oxiredutase (SQR) (AVENOT e
MICHAILIDES, 2009). As moléculas SDHIs ligam-se especificamente ao sitio da
ubiquinona (Q-site) do complexo Il mitocondrial e inibem a respiragdo do fungo
(MIYAMOTOA et al., 2010). A resisténcia de patdégenos aos SDHIs pode se dar por
mutacdes em sitios unicos (SNP - single nucleotide polymorphism) em genes do
complexo SDH (AVENOT e MICHAILIDES, 2009).

A resisténcia de fungos a SDHI também pode estar relacionada a alteragcdes na
atividade da bomba de efluxo do fungicida. O mecanismo envolvido é a super-
expressao de bombas de efluxo do transportador (ABC) cassete de ligagdo de ATP ou
das principais superfamilias facilitadoras. Essas proteinas integrais da membrana
catalisam o efluxo do fungicida para fora da célula utilizando a energia da hidrdlise do
ATP (transportador ABC) ou da forca proton-motriz, respectivamente. A super-
expressdo confere resisténcia a muitos componentes toxicos estruturalmente e
funcionalmente ndo relacionados (OMRANE et al., 2015; HAWKINS e FRAAIJE,
2018). Isolados de campo de Zymoseptoria tritici possuem mutacGes MDR que
proporcionam super-expressao de genes codificantes para bombas de efluxo, porém
todos 0s mecanismos que conferem MDR ainda ndo foram elucidados (OMRANE et al.,
2015).

Recentemente relatou-se um fato inédito na agricultura brasileira com a
resisténcia tripla em populagdes de P. graminis-tritici no centro-sul do Brasil a

diferentes classes de fungicidas sistémicos de alto risco amplamente empregados nos
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campos de trigo. Castroagudin et al. (2015) identificou altos niveis de resisténcia das
populagdes de P. graminis-tritici ao fungicida azoxistrobina pertencente ao grupo dos
fungicidas Qol (Inibidores da quinona oxidase). Também foi revelada a ocorréncia de
resisténcia cruzada entre azoxistrobina e piraclostrobina (OLIVEIRA et al., 2015). Da
mesma forma, POLONI (2016) observou altos niveis de resisténcia nestas mesmas
populagdes de P. graminis-tritici aos fungicida epoxiconazol e tebuconazol da classe
dos DMIs (inibidores da desmetilacdo de ergosterol) e por ultimo a fluxapiroxade, da
classe dos SDHI (inibidores da succinato desidrogenase) (CASADO, 2017). Quando
170 isolados de P. graminis-tritici amostrados em 2013 de diferentes regies do centro-
sul do Brasil foram avaliados quanto a sensibilidade a fluxapiroxade, verificou-se que a
maioria dos isolados foram insensiveis e com resisténcia moderada nas cinco das seis
populacdes do patdgeno testadas (CASADO, 2017; CERESINI et al., 2018b). Esses
resultados foram surpreendentes uma vez que essas populacdes de P. graminis-tritici

n&o tinham sido expostas aos SDHIs de segunda geracdo (CERESINI et al., 2018b).

Altos niveis de resisténcia em outros fitopatdgenos aos SDHIs foram relatados
para Boscalid, incluindo Alternaria alternata, Alternaria solani, Botrytis cinerea,
Corynespora cassiicola, Didymella bryoniae, Aspergillus oryzae, Podosphaera xanthii,
Stemphylium botryosum, Mycosphaerella graminicola e Penicillium expansum
(SIEROTZKI e SCALLIET, 2013; MALANDRAKIS et al., 2017).

As mutacOes associadas a resisténcia a fungicidas podem exibir efeitos
pleiotropicos deletérios, isto é, mais de um fenotipo associado a um unico gene,
conhecido como custo adaptativo (fitness cost) que se torna aparente na auséncia de
pressdo de selecdo do fungicida (SCHOUSTRA et al., 2005; JEGER et al., 2008).

2.3 Adaptabilidade competitiva de P. graminis-tritici a Qol e SDHI

A adaptabilidade (fitness) dos fungos fitopatogénicos pode ser constituida por
varios componentes que correspondem a diferentes estadios do ciclo de vida dos agentes
patogénicos. Entre eles, ndo so limitados a producéo e dispersdo de esporos, eficiéncia
de infeccdo, crescimento micelial e a capacidade de sobrevivéncia entre as estacfes. A

medida final de adaptabilidade consiste na habilidade competitiva com outros isolados
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em ambiente caracterizado por condigdes ambientais flutuantes e interacbes com uma
grande variedade de gendtipos hospedeiros e microbiota concorrente (ISHII e
HOLLOMON, 2015).

Por definicdo, adaptabilidade dos fungos fitopatogénicos refere-se a
sobrevivéncia e o0 sucesso reprodutivo de um alelo, individuo ou grupo (PRINGLE e
TAYLOR, 2002). Por outro lado, custo adaptativo (fitness cost) de uma mutacdo que
confere resisténcia a um fungicida pode ser definida como a diferenca de adaptabilidade
entre isolado do patdgeno resistente que carrega a mutacdo e um isolado de patégeno
sensivel na auséncia de fungicida. Dessa forma, para determinar custo adaptativo é
preciso medir a adaptabilidade dos isolados de patdgenos sensiveis e resistentes no
mesmo ambiente, ndo seletivo (ISHIl e HOLLOMON, 2015).

A dindmica da competicdo entre isolados resistentes a fungicidas e isolados
sensiveis determina se a resisténcia esta ou ndo estabelecida na populacdo do
fitopatdgeno (PARNELL et al., 2005). Os estudos de competicdo entre um isolado
resistente e um sensivel em sua maioria determina a adaptabilidade na auséncia de
fungicida (PARNELL et al., 2005). Vale destacar, a evolucdo da resisténcia a fungicidas
em populacGes de fungos é amplamente dependente de adaptabilidade de isolados que
afeta a dindmica de competicdo entre isolados resistentes e sensiveis, e isso tem
implicagdes importantes para 0 manejo das doengas (PEEVER e MILGROOM, 1995;
PARNELL et al., 2005). A auséncia ou presenca de adaptabilidade associado a
resisténcia a fungicida dependem da espécie do fungo e classe do fungicida
(KARAOGLANIDIS et al., 2001; MA e MICHAILIDES, 2004; COX et al., 2007).

Ao estudar a adaptabilidade competitiva a piraclostrobina e isolados de Botrytis
cinerea resistentes a boscalida em macas verificou-se que a resisténcia a piraclostrobina
e boscalid foram estaveis na auséncia dos fungicidas e a resisténcia ndo prejudicou
componentes de adaptabilidade testados. Porém, tanto a piraclostrobina e isolados
resistente a boscalida apresentaram desvantagem competitiva em relacdo ao isolado
sensivel de maca (KIM e XIAQ, 2011).

Ao inocular o azevém perene (Lolium perenne L.) com mistura de isolados de
Magnaporthe oryzae Lolium sensiveis e resistentes a azoxistrobina, observaram que 0s
isolados sensiveis produziram mais conidios e aumentaram em frequéncia ao longo do

tempo na auséncia do fungicida, consistente com um custo adaptativo para resisténcia a
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azoxistrobina (MA e UDDIN, 2009). De forma semelhante, a frequéncia de isolados de
Cercospora beticola levemente resistentes a fungicidas DMIs diminuiu significamente
durante  uma epidemia em competicdo com isolados DMIs sensiveis
(KARAOGLANIDIS et al., 2001).

Em contrapartida, isolados de Phytophthora erythroseptica resistentes e
sensiveis a mefenoxam mostraram habilidade competitiva quando o fungicida estava
ausente, sugerindo ndo haver custo adaptativo (CHAPARA et al., 2011). Da mesma
forma, ndo foi observado custo adaptativo em Alternaria alternata resistente aos
fungicidas Qol (KARAOGLANIDIS et al., 2011) e isolados de Phytophthora

nicotianae resistentes a mefenoxam (HU et al., 2008).

Atualmente, uma estratégia que vem sendo adotada com a finalidade de reduzir
0 risco de selecdo para a resisténcia, consiste em misturar um fungicida de alto risco de
emergéncia da resisténcia (alvo Unico de acdo) com um fungicida de baixo risco (varios
alvos de acdo). Assim, torna-se mais dificil a selecdo para a resisténcia no caso dos
fungicidas de baixo risco e contribui para a manutencdo da eficacia do componente de
alto risco da mistura (LUCAS et al., 2015). Hobbelen et al. (2011) notaram que a
resisténcia a fungicidas de alto risco ndo implica em custo adaptativo para o patdgeno, e
ainda afirmaram que a manutencdo da dose completa de fungicidas de baixo risco e
variacdo dos de alto risco retardou a selecdo e aumentou a vida til dos fungicidas de
alto risco.

Se o custo adaptativo de resisténcia estiver ausente, o uso de fungicida de alto
risco em uma mistura seleciona para resisténcia, ocasionalmente tornando néo
funcional. Porém, se houver um custo adaptativo de resisténcia, pode encontrar-se uma
propor¢do Otima de fungicidas na mistura na qual a selecdo de resisténcia deve

desaparecer e o nivel de controle podera ser otimizado (ISHIl e HOLLOMON, 2015).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Plantas de trigo e isolados de P. graminis-tritici

Plantas de trigo (Triticum aestivum) cv Anahuac 75 foram cultivadas a partir da
semeadura de trés sementes em potes plasticos de 770 mL contendo substrato para
plantas Tropstrato HT hortalicas (Vida Verde, Campinas, SP). Diariamente as plantas
foram irrigadas e a cada 15 dias aplicou-se 0,84 gramas/potes do formulado (10-10-10)
N-P205-K20. As plantas de trigo foram mantidas em casa de vegetacdo até atingirem o
estadio de crescimento 14 de plantula e 60 com a emissdo das espigas (ZADOCKS et
al., 1974). A semeadura das plantas destinadas a inoculacdo em espigas foi realizada 30
dias antes das plantas designadas para inoculacdo em folhas. Assim, foi possivel
conduzir as inoculacgdes do fitopatdgeno em plantas com estadio de crescimento 14 e 60,

No mesmo momento.

Quatro isolados de P. graminis-tritici sensiveis e resistentes a Qol e SDHI
(CASTROAGUDIN et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015; CASADO, 2017) foram
selecionados para estudar a adaptabilidade competitiva. Os isolados foram obtidos dos
campos de trigo nas regides sudeste e centro-oeste do Brasil. A amostragem dos
isolados foi realizada em folhas e espigas de trigo com sintomas tipicos de brusone
usando-se o sistema transecto nos estados de Goias (GO) e Mato Grosso do Sul (MS),
durante os anos de 2006 e 2012, respectivamente (Tabela 1).

Os isolados com resisténcia aos fungicidas Qol possuem a mutacdo G143A nas
sequéncias do gene cyt b. No entanto, os isolados resistentes a SDHI ndo possuem
mutacdes em quaisquer um dos trés genes que codificam os componentes alvos do
complexo SDH (SDH B, C e D), sendo possivel estarem relacionados a mecanismos de
bombas de efluxo (HAWKINS e FRAAIJE, 2018).

Os quatro isolados de P. graminis-tritici analisados nesse estudo estdo

conservados na micoteca do Laboratério de Fitopatologia da Universidade Estadual



19

Paulista “"Jalio de Mesquita Filho" do campus de llha Solteira, Sdo Paulo, Brasil, sob
responsabilidade do professor Paulo Cezar Ceresini.

Tabela 1 - Descri¢cdo dos isolados de Pyricularia graminis-tritici de areas de trigo
selecionados para o estudo de adaptabilidade competitiva a Qol e SDHI.

Sensibilidade aos

Isolado Hospedeiro Origem, ano fungicidas? Referéncia
Py 6038  Trigo (Triticum Goiania, GO, Qol-S SDHI-S Castroagudin, 2015; Casado 2017
aestivum) 2006

12.1.127 Trigo (T. aestivum)  Amambai, MS, Qol-R SDHI-S Castroagudin, 2015; Oliveira 2015;
2012 Casado 2017

12.1.130 Trigo (T. aestivum)  Amambai, MS, Qol-S SDHI-R Castroagudin, 2015; Oliveira 2015;
2012 Casado 2017

12.1.146 Trigo (T. aestivum)  Amambai, MS, Qol-R SDHI-R Castroagudin, 2015; Oliveira 2015;
2012 Casado 2017

Legenda: # S = Sensivel, e R = Resistente.

Fonte: Do autor (2019)

3.2 Componentes de adaptabilidade

Os componentes de adaptabilidade foram determinados para isolados de P.
graminis-tritici resistentes e sensiveis a Qol e SDHIs: (i) crescimento micelial em BDA,
(ii) producdo de esporos in vitro, (iii) periodo de incubacdo, (iv) viruléncia e (V)
producdo de esporos in vivo. Todos experimentos foram realizados em delineamento
inteiramente casualizados, com quatro repeti¢es de cada tratamento, o experimento foi

repetido uma vez.

Crescimento micelial. Discos de micélio (7mm de diametro) dos quatro isolados
foram repicados de culturas com sete dias de crescimento em BDA mantidas sob
condicGes de incubacdo a 25°C e fotoperiodo de 12 horas. Cada placa de BDA recebeu
um disco micelial que foi colocado em contato direto com a superficie do meio de
cultura. As placas foram seladas e incubadas e mantidas a temperatura continua de 25°C
e fotoperiodo de 12 h por sete dias. Duas medidas diametral foram realizadas para

mensurar o crescimento micelial de cada colénia com um paquimetro de 100 mm.
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Producéo de esporos in vitro. Para determinar a producdo de esporos para cada
isolado, 15 placas incrementadas com meio BDA e aveia foram inoculadas com discos
de micélio (7mm de didmetro) e incubadas e mantidas por 15 dias a 25°C com luz
constante. Para facilitar a liberacdo de conidios acrescentou-se 3-5 mL de agua destilada
implementada com espalhante adesivo Tween 80 (10 L. L) ao meio de cultura. Com
uma espétula esterilizada realizou-se a raspagem do micélio para obtencdo dos conidios.
A concentracdo da suspensdo de esporos foi mensurada utilizando-se uma camara de
Neubauer. Cada repeticdo por tratamento foi obtida a partir da suspensdo de esporos de

cinco placas por isolado.

Periodo de incubacdo e viruléncia. Ap6s o preparo das plantas de trigo e
indculo dos isolados de P. graminis-tritici conforme os procedimentos descritos nos
itens 3.1 e 3.2, respectivamente; determinou-se o periodo de incubacdo da doenga e a
agressividade dos isolados de P. graminis-tritici sensiveis e resistentes a Qol e SDHI.
Os isolados foram inoculados em folhas das plantas de trigo 30 dias ap6s a emergéncia,
no estadio de crescimento 14 (ZADOCKS et al., 1974). Também realizou-se a
inoculacdo apds a emissao das espigas de trigo no inicio da fase de antese, estadio de
crescimento 60 (ZADOCKS et al., 1974). Os isolados esporularam ap6s 15 dias de
crescimento das colénias em BDA e a suspensdo conidial foi obtida realizando-se a
raspagem do micélio com adicdo de 3-5 gotas de agua destilada implementada com
espalhante adesivo Tween 80 (10 ul. L™). A concentracdo da suspensdo de indculo foi
ajustada para (10* conidios mL™). Com auxilio de uma bomba de spray de ar sob
pressdo realizou-se a inoculacdo dos isolados de P. graminis-tritici até o total
molhamento da planta. O volume da suspensdo de conidios para inocular cada isolado

tanto em folhas quanto em espigas de trigo foi de 25 mL.

Apdbs inocular as plantas foram submetidas a cdmara de crescimento com
nebulizacdo por 24 horas sob temperatura de 25°C, umidade relativa ajustada para 90%
e sem fotoperiodo. Em seguida as plantas foram mantidas em camara de crescimento
por 7 dias nas mesmas condicOes e fotoperiodo de 12 horas. O controle do experimento
foi composto por inoculagdo em folhas e espigas de trigo utilizando agua destilada

implementada com espalhante adesivo Tween 80.
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Durante esses 7 dias, as folhas e espigas de trigo inoculadas foram examinadas a
fim de determinar o periodo de tempo entre a inocula¢do e o surgimento das primeiras

lesBes (periodo de incubagdo), em cada folha e espiga inoculada.

A agressividade de P. graminis-tritici em folhas e espigas de trigo foi avaliada 7
dias ap0s a inoculacdo, fotografando-se com camera digital as folhas e as duas faces das
espigas com sintomas. Para determinar a severidade da brusone em folhas e espigas de
trigo utilizou-se o software para analise de fotografias digitais Assess Image Analysis
Software for Plant Disease Quantification version 2.0 da APS - American
Phytopathological Society (Lamari, Department of Plant Science, University of

Manitoba, Winnipeg, Manitoba, Canada).

Producdo de esporos in vivo. Vinte e um dia apds inocular os isolados de P.
graminis-tritici em plantas de trigo determinou-se a producdo de esporos do fungo in
vivo a partir de folhas infectadas e com lesdes tipicas de brusone. Trés folhas de trigo
esporuladas de cada tratamento foram colocadas separadamente em sacos
homogeneizador com filtro LABPLAS® com tamanho dos poros de aproximadamente
330 microns para a coleta dos conidios de P. graminis-tritici. Adicionou-se 10 mL de
agua esterilizada em cada saco filtro e posteriormente conduziu para o0 homogeneizador
stomacher por 5 min com velocidade média ajustada de 490 batimentos por minuto a
fim de desalojar os conidios das lesdes. O nimero de conidios foi quantificado em

camara de Neubauer.

3.3 Habilidade competitiva dos isolados de P. graminis-tritici sensiveis e resistentes
a Qol e SDHI

Os experimentos de habilidade competitiva em folhas e espigas de trigo foram
realizados em delineamento inteiramente casualizados com quatro repeti¢cfes de cada

tratamento, e o0 experimento foi repetido uma vez.

Misturas R:S utilizando como inoculo inicial os isolados 12.1.146 resistente (R)
a Qol e SDHI e o isolado Py6038 sensivel (S) foram realizadas nas proporgdes de
100R:0S, 80R:20S, 50R:50S, 20R:80S, OR:100S e 0:0. As misturas dos isolados foram

preparadas com volumes adequados da suspenséo de conidios tanto do isolado R quanto
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o isolado S na concentragio de 10* conidios mL? para produzir as respectivas

proporcdes das combinagdes.

Cada mistura foi inoculada em folhas e espigas de trigo. A inoculagéo, coleta
dos conidios das lesdes de brusone em folhas além dos testes de porcentagem de
germinacdo de conidios na presenca de Qol e SDHI e a determinacdo da porcentagem
de conidios colhidos resistentes e sensiveis para Qol e SDHI foram realizados conforme

0s procedimentos descritos nos itens 3.2 e 3.4.

3.4 Determinacgéo da porcentagem de germinacdo in vitro e dos conidios colhidos
apos a infeccdo dos isolados P. graminis-tritici sensiveis e resistentes a Qol e SDHI

em folhas de trigo

O teste de germinacdo dos isolados de P. graminis-tritici foi determinado para o
fungicida Qol (Azoxistrobina 250 g L*, Syngenta, Basel, Suica) e SDHI
(Fluxapiroxade, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). A solucdo estoque para
fungicida azoxistrobina foi obtida apds dissolucdo em &gua deionizada na concentracao

de (100 ng mL™) e em acetona para fluxapiroxade (50 pg mL™).

A porcentagem de germinacdo dos isolados resistentes foi determinada
adicionando-se 10,0 pg mL™ e 20,0 pg mL* de Qol e SDHI, respectivamente em meio
liquido BD (Batata-dextrose, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) com 24 g/L! e
suplementado com cloranfenicol + sulfato de estreptomicina (50 pg mL?). A
porcentagem de germinacdo foi determinada contando 20 conidios de cada repeticao
escolhidos de forma aleatdria. Para cada tratamento realizou-se quatro repeticGes e esse
experimento foi repetido uma vez e o delineamento experimental foi inteiramente
casualizado. O controle do experimento foi realizado sem a adi¢cdo de conidios em meio
liguido BD. Realizou-se a contagem e determinacdo do numero total de conidios
germinados em meio BD sem os fungicidas Qol e SDHI. Para inibir a via alternativa da
oxidase adicionou-se 100 pg mL™? de acido salicil-hidroxamico (SHAM) em meio BD

incrementado com Qol e SDHI e sem fungicida.

Uma suspensdo conidial de 100 pL de cada isolado sensivel e resistente foi
adicionada em 100 uL de meio BD na proporcdo de (1:1) e incrementado com Qol,
SDHI e sem fungicida em uma placa de 24 pocos estéril. Apds as placas serem

incubadas a 25°C por 16 horas no escuro, os conidios foram analisados no microscépio
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de luz. Os conidios foram considerados germinados quando o tubo germinativo de
aparéncia normal atingisse a0 menos o comprimento de um conidio (OLAYA et al.,
1998).

Da mesma forma que se determinou a porcentagem de germinacdo conidial in
vitro também determinou-se a porcentagem de conidios colhidos apds a infec¢do nas
folhas de trigo. A porcentagem de conidios resistentes foi determinada por meio do
calculo: = [(A/B)/(C/D)] x 100; porcentagem de conidios sensiveis = 100 -
(porcentagem de conidios resistentes). Onde A = o nimero de conidios germinados em
meio incrementado com Qol ou SDHI, B = numero total de conidios contados em meio
incrementado com Qol ou SDHI, C = 0 nimero de conidios germinados em meio sem
fungicida e D = o ndmero total de conidios contados em meio sem fungicida. (A/B)
calcula a taxa de germinacdo dos conidios resistentes de todos conidios coletados pelo
fato do meio incrementado com Qol ou SDHI permitir somente a germinacdo de
conidios de isolados resistentes. (C/D) calcula a taxa de germinacgdo de todos conidios
coletado pelo fato dos mesmos germinarem igualmente bem em meio sem fungicida.
Desta maneira, [(A/B)/(C/D)] x 100 representa a porcentagem de conidios resistentes

(n&o a porcentagem de conidios resistentes germinados) nos conidios coletados.

3.5 Determinacao da fotossintese e teor de clorofilas

Plantas de trigo no estadio de crescimento 14 foram inoculadas com isolados de
P. graminis-tritici e as misturas descritas no item 3.4 na concentragio de 10* conidios
mLL. A primeira avaliagéo foi realizada antes da inoculagéo e as posteriores com 3 e 7
dias apos a inoculacdo (dpi). Uma folha de trigo de cada tratamento foi utilizada para as
analises da taxa de fotossintese e teores de clorofilas. A avaliacdo da fotossintese foi
realizada utilizando-se o analisador de gas infravermelho (IRGA, modelo LI-6400XT
Portable Photosynthesis System, LI-COR, Lincoln, USA). As leituras foram realizadas
com fonte de radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR), em cadmara fechada, fixada em
750 pumol de fotons m? s (Blue + Red LED L1-6400-02B, LI-COR, Lincoln, USA).

O teor de clorofila foi mensurado indiretamente por meio de leituras realizadas

com o medidor portatil de clorofila SPAD-502® (SoilPlantAnalysisDevelopment).
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Clorofilas ‘a’, ‘b’ e total (soma ‘a + b’) foram determinadas. A clorofila ‘a’ foi
determinada por meio da equacdo: 0,0008* (valor SPAD) — 0,0053 e a clorofila ‘b’ pela
equacédo: 0,0004* (valor SPAD) — 0,0032; conforme os teores de clorofila mensurados

em folhas de café (Coffea arabica) (Perez, 2016).

3.6 Analise dos dados

Os dados obtidos dos dois experimentos para cada componente de
adaptabilidade, germinacdo conidial in vitro, habilidade competitiva de P. graminis-
tritici em folha e espigas de trigo além e taxa de fotossintese e teor de clorofilas testado
foram agrupados apds o teste de homogeneidade da variancia usando o teste de Levene
e submetido ao teste de normalidade e independéncia. Apds os pressupostos da Anova
serem atendidos conduziu-se a andlise de variancia (ANOVA). Procedeu-se a andlise
conjunta dos dados entre as duas réplicas de cada experimento testado. A andlise
conjunta foi realizada se o quociente entre 0 maior e 0 menor quadrado meédio residual
entre as réplicas do experimento fosse menor que sete. O teste Scott-Knott (p<0,05) foi
utilizado para agrupar as médias e avaliar a diferenca entre os tratamentos. Todos os
testes de anélises estatisticas foram realizados utilizando o pacote ExpDes do software
R.
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4 RESULTADOS

4.1 Componentes de adaptabilidade

Nos cinco componentes de adaptabilidade avaliados in vitro (crescimento
micelial e producdo de conidios) e in vivo (periodo de incubacdo, agressividade e
producdo de conidios) foi observada diferencas entre os isolados de P. graminis-tritici

sensiveis e resistentes a Qol e SDHI.

Crescimento micelial. As taxas de crescimento micelial in vitro foram
significativamente diferentes entre os isolados (Scott-Knott p < 0.05). O crescimento
micelial dos isolados sensiveis a Qol apds 7 dias de incubacdo variou de 46,13 a 48,68 e
para SDHI de 43,13 a 46,13, enquanto que, os isolados resistentes a Qol e SDHI, o

crescimento variou de 43,13 a 50,35 e 48,68 a 50,35 mm, respectivamente (Tabela 2).

Producéo de conidios in vitro: A producdo média de conidios in vitro tanto entre
os isolados sensiveis quanto os resistentes a Qol e SDHI foram significativamente
diferentes (p < 0.05) (Tabela 2). O isolado Py6038 sensivel a Qol e SDHI produziu
maior nimero de conidios (2,22 x 10° conidios/mL) quando comparado aos isolados
12.127 sensivel a Qol (2,87 x 10* conidios/mL) e 12.1.130 sensivel a SDHI (1,80 x 10*
conidios/ml). Um padréo semelhante foi observado para o isolado 12.1.146 resistente a
Qol e SDHI produzindo 2,24 x 10° conidios/mL, enquanto que isolado 12.1.127
resistente a Qol produziu (2,87 x 10* conidios/mL) e 12.1.130 resistente a SDHI
produziu (1,80 x 10* conidios/ml).

Periodo de incubacédo e viruléncia: Os isolados sensiveis e resistentes a Qol e
SDHI, foram patogénicos e causaram sintomas severos da doenca em folhas e espigas
de trigo cv Anahuac 75. Além disso, observamos a producéo de conidios em lesbes da
doenga presentes nas folhas. Os primeiros sintomas da doenca em folhas de trigo
surgiram aproximadamente 3 a 5 dias apos a inoculagcdo (dpi). Por outro lado, em
espigas observamos os primeiros sintomas entre 5 e 7 dpi. O periodo de incubagéo entre
os isolados sensiveis comparadas aos isolados resistentes a Qol e SDHI apresentaram
diferencas significativas tanto em folhas quanto em espigas de trigo cv Anahuac 75 (p <
0.05) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Componentes de adaptabilidade dos isolados de P. graminis-tritici sensiveis e resistentes a Qol e SDHI.’

Componentes de adaptabilidade 2

Experimentos in vitro Experimentos in vivo
solados Crescimento micelial  Esporulacédo Periodo de incubacéo® Viruléncia (%) Esporulacéo
(mm) (conidios/mL) Folha Espiga Folha Espiga (conidios/mL)
Py 6038 46,13 b 2,22x10°a 433 a 6,50 a 30,06 b 30,97 ¢ 9,25 x 10%b
12.1.127 43,13 c 2,87 x 10*b 4,00 b 6,00 b 14,67 c 50,96 b 3,25 x 10%¢
12.1.130 48,68 a 1,80 x 10*b 4,00 b 6,00 b 10,66 ¢ 57,07 b 5,50 x 10 ¢
12.1.146 50,35 a 2,24 x 10°a 3,83b 575b 43,55 a 63,69 a 242x10%a

Legenda:  Valores médios dos componentes de adaptabilidade in vitro e in vivo dos isolados de P. graminis-tritici de dois experimentos. ® O periodo de
incubacéo foi determinado pelo nimero de dias que ocorreram o surgimento dos sintomas da brusone ap6s a inoculagédo dos isolados P. graminis-tritici em
folhas e espigas de trigo. Médias seguidas pela mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes de acordo com analises de agrupamento (Scott-Knott p <
0.05).

Fonte: Do autor (2019)
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O isolado 12.1.146 resistente a Qol e SDHI causou primeiramente sintomas da doenca
em folhas e espigas de trigo 3,83 e 5,75 dpi, respectivamente, quando comparado ao
isolado Py6038 sensivel a Qol e SDHI cujo periodo de incubagdo em folhas e espigas
de trigo foi de 4,33 e 6,50 dpi, respectivamente.

Figura 1 - Sintomas de brusone em folhas e espigas de trigo apds inoculagdo de isolados
de P. graminis-tritici.
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Legenda: Plantas controle foram inoculadas com agua destilada incrementada com o espalhante
adesivo Tween 80 (10 ul. L'). A e F: Plantas controle, B e G: Plantas inoculadas com isolado
Py6038, Qol-S e SDHI-S. C e H: Plantas inoculadas com isolado 12.1.127, Qol-R e SDHI-S. D
e |: Plantas inoculadas com isolado 12.1.130, Qol-S e SDHI-R. E e J: Plantas inoculadas com
isolado 12.1.146, Qol-R e SDHI-R. Plantas foram avaliadas 7 dias ap6s a inoculacdo (dpi).
Barra de escala A-J: 10 mm. Fonte: Do autor (2019)
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Nos testes de patogenicidade os isolados P. graminis-tritici sensiveis e
resistentes a Qol e SDHI apresentaram diferengas significativas na viruléncia quando
inoculados em plantas e espigas de trigo cv Anahuac 75 (p < 0.05) (Tabela 2 e Figura
1). O isolado 12.1.146 resistente a Qol e SDHI foi 0 mais virulento entre os isolados
testados. Em plantas, 12.1.146 foi muito virulento causando 43,55 % de severidade em
folhas de trigo, seguido pelo isolado Py6038 sensivel a Qol e SDHI com 30,06% de
severidade da doenga. De forma semelhante, em espigas de trigo o isolado 12.1.146
também foi o0 mais virulento causando 63,69 % de severidade da doenca, seguido pelos
isolados 12.1.130 e 12.1.127 com 57,07 e 50,96 % de severidade, respectivamente. Em
todos os testes, plantas ou espigas de trigo cv Anahuac 75 usadas como controle
negativo e inoculadas com &gua deionizada incrementada com Tween, sintomas da

doenca ndo foram observados (Figura 1).

Producéo de conidios in vivo: A esporulacdo do patdgeno nos tecidos foliares de
trigo foi o ultimo teste de componentes de adaptabilidade testado. Diferencas
significativas (p < 0.05) na esporulagdo do patdégeno nos tecidos foliares foram
observados entre os isolados sensiveis e resistentes a Qol e SDHI (Tabela 2 e Figura
5D). Similarmente a produc&o de conidios in vitro o isolado 12.1.146 resistente a Qol e
SDHI também apresentou maior producdo média de conidios in vivo colhidos por saco
homogeneizador (2,42 x 10% conidios colhidos/mL), seguido pelo isolado Py6038
sensivel a Qol e SDHI (9,25 x 10 conidios colhidos/mL).

4.2 Habilidade competitiva dos isolados de P. graminis-tritici sensiveis e resistentes

na auséncia de fungicida

Apobs inoculagBes das misturas com indculo inicial dos isolados 12.1.146
resistente (R) a Qol e SDHI e o isolado Py6038 sensivel (S) observamos também altos
niveis de severidade da doenca em folhas e espigas de trigo além da producdo de
conidios nas folhas sintomaticas na auséncia de fungicida (Figura 5D). Diferencas
significativas foram encontradas entre as misturas de isolados inoculadas quanto a
severidade da doenga em folhas e espiga de trigo e na produgéo de conidios em folhas
de trigo (p < 0.05) (Figura 3). A mistura 100R:0S foi a mais virulenta em folhas e

espigas de trigo causando severidade de 43,55 e 68,73%, respectivamente, seguida pela
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mistura 80R:20S que causou 40,91 e 61,54%, respectivamente. Em contrapartida, a
mistura 100S:00R quando comparada & 100R:00S apresentou valores menores de
severidade da doenca tanto em folha quanto espigas de trigo, com 30,06 e 38,25%,

respectivamente.

Figura 2 - Sintomas de brusone em folhas e espigas de trigo apds inoculacdo das
misturas de isolados P. graminis-tritici R:S de 100S:0R, 80S:20R, 50S:50R,
20S:80R e 0S:100R; S representa isolado sensivel a Qol e SDHI e R representa
isolado resistente a Qol e SDHI.
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Legenda: Plantas controle foram inoculadas com &gua destilada incrementada com o
espalhante adesivo Tween 80 (10 ul. L'Y). A e G: Plantas controle, B e H: Plantas
inoculadas com mistura 100S:0R. C e I: Plantas inoculadas com mistura 80S:20R. D e
J: Plantas inoculadas com mistura 50S:50R. E e K: Plantas inoculadas com mistura
20S:80R. F e L: Plantas inoculadas com a mistura 0S:100R. Plantas foram avaliadas 7
dias apo6s a inoculacgdo (dpi). Barra de escala A-L: 10 mm. Fonte: Do autor (2019)
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Figura 3 - Boxplot da distribuicdo da viruléncia de P. graminis-tritici em folhas e
espigas de trigo ap6s a inoculacdo das misturas de isolados P. graminis-tritici
R:S de 100S:0R, 80S:20R, 50S:50R, 20S:80R e 0S:100R; S representa isolado
sensivel a Qol e SDHI e R representa isolado resistente a Qol e SDHI, 7 dias
apos a inoculacdo (dpi).

80
B B <005
C
. A
T 60+ D A
5
5] B B hd
S B
S 40 A
[}
=
2]
=
5
E; 20 L}
n .
C E
0 - _
& &
Q,‘-‘:S'% cﬁ9 c:f-'JQ -‘b@' .\Q& c‘;-é%
8 S S o & &
B Folhas ‘Tratamentos
C—J Espigas

Legenda: Média de doenga seguida pela mesma letra ndo s&o significativamente diferentes de
acordo com as analises de agrupamento (Scott-Knott p < 0.05).

Fonte: Do autor (2019)

Na mistura 0:0 ndo foi constatada a presenca de sintomas da doenca em folhas e
espigas de trigo (Figura 2). O mesmo comportamento foi verificado com relacdo ao
namero de conidios colhidos utilizando o saco homogeneizador em folhas de trigo
sintomaéticas (Figura 5E). Folhas de trigo inoculadas em misturas com maior propor¢ao
de conidios resistentes a Qol e SDHI apresentaram maior nimero de conidios colhidos
das lesdes sintomaticas quando comparada as folhas inoculadas com misturas com

maior proporcao de conidios sensiveis a Qol e SDHI.

O numero de conidios colhidos das folhas de trigo inoculadas com as misturas
80R:20S e 100R:0S foram de 38,00 e 12,12; respectivamente. Por outro lado, as
misturas 80S:20R e 100S:0R apresentaram 18,75 e 4,62 conidios colhidos,
respectivamente. Na mistura 0:0 nenhum conidio foi colhido das folhas assintomaticas

de trigo (Figura 4).
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Figura 4 - Namero total de conidios de P. graminis-tritici colhidos de folhas de trigo
sintométicas 21 dias apds a inoculacdo (dpi) das misturas R:S de 100S:0R,
80S:20R, 50S:50R, 20S:80R e 0S:100R; S representa isolado sensivel a Qol e
SDHI e R representa isolado resistente a Qol e SDHI.
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Legenda: Média de doenga seguida pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes de
acordo com as analises de agrupamento (Scott-Knott p < 0.05).

Fonte: Do autor (2019)

4.3 Porcentagem de germinacao in vitro

A porcentagem de germinagdo dos conidios produzidos de isolados sensiveis e
resistentes a Qol e SDHI nas lesGes das folhas de trigos coletados utilizando sacos
homogeinizador com filtro foram significativamente diferentes (p < 0.05) (Tabela 3 e
Figura 5F). A amplitude entre a porcentagem de germinacdo conidial dos isolados e as
misturas R:S de isolados de P. graminis-tritici em Qol e SDHI foram de 20 a 40%
qguando submetidos ao meio BD (Batata-dextrose) ndo suplementado com os fungicidas
Qol e SDHI.

A porcentagem de germinacdo do isolado Py6038 sensivel a Qol e SDHI foi
menor em 10 ug mL* Qol (5,99%) e 20 ug mL™ SDHI (6,69%) quando comparado aos
outros isolados analisados. Os isolados sensiveis a Qol e SDHI que apresentaram maior
porcentagem de germinacdo foram 12.1.130 (10,38%) para Qol e 12.1.127 (17,03%)
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para SDHI respectivamente. Em contrapartida, entre os isolados resistentes, o isolado

12.1.146 resistente a Qol e SDHI apresentou maior porcentagem de germinagdo quando

submetido a 10 pg mL™* de Qol (12,01%), enquanto, o isolado 12.1.130 resistente a

SDHI e sensivel a Qol apresentou maior porcentagem de germinacao quando submetido

a 20 ug mL* de SDHI (22,34%).

Tabela 3 - Porcentagem de germinacdo dos conidios sensiveis e resistentes a Qol e
SDHI colhidas das folhas de trigo com lesdes de brusone esporuladas 21 dias
apos a inoculacdo (dpi) dos isolados Py6038, 12.1.127, 12.1.130, 12.1.146 e das

misturas R:S de 100S:0R, 80S:20R, 50S:50R, 20S:80R e 0S:100R; S representa
isolado sensivel a Qol e SDHI e R representa isolado resistente a Qol e SDHI.

Taxa de germinacao (%)

Tratamentos Controle® Azoxistrobina® Fluxapiroxade©

Amplitude Média Amplitude  Média Amplitude  Média
Py 6038 25-40 30,00 a 5-11 5,99 b 5-11 6,69 b
12.1.127 20-30 23,75 Db 5-11 9,65a 11-25 17,03 a
12.1.130 20-30 27,50 a 5-11 10,38 a 11-25 22,34 a
12.1.146° 25-35 29,37 a 5-17 12,01 a 5-11 6,72 b
80S:20R 20-35 25,00 b 0-11 533b 0-17 8,34 b
50R:50S 25-40 30,62 a 5-11 8,18 b 5-25 18,85 a
80R:20S 25-30 27,50 a 5-17 12,01 a 11-25 16,11 a

Legenda: 2 Porcentagem de germinagdo em meio BD (Batata-dextrose) contendo 100 pg mL™ de
acido salicil-hidroxamico (SHAM) sem os fungicidas Qol e SDHI. Médias seguidas por letras
diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes de acordo com as anélises de
agrupamento (Scott-Knott p < 0.05).

® Meio BD suplementado com 10 pg mL™de Qol e 100 ug mL* de (SHAM).

¢ Meio BD contendo 20 ug mL™*de SDHI e 100 ug mL* de (SHAM).

¢ A porcentagem de germinagcéo do isolado Py6038 equivale a mistura 100S:0R.
¢ A porcentagem de germinag&o do isolado 12.1.146 equivale a mistura 100R:0S.
Fonte: Do autor (2019)

Nos testes de habilidade competitiva, a maior porcentagem de germinacédo
conidial nas folhas ocorreu para as misturas 100R:0S e 80R:20S quando em 10 ug mL*
de Qol com 12,01 e 12,01 %, respectivamente, enquanto que as menores porcentagens
de germinacédo ocorreram nas folhas inoculadas com misturas 100S:0R e 80S:20R com
5,99 e 5,33 %, respectivamente. Quando submetidas a 20 pg mL™* de SDHI a maior

porcentagem de germinagdo dos conidios ocorreu nas misturas 80R:20S e 50R:50S com
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16,11 e 18,85%, respectivamente, ao passo que, conidios oriundos das misturas
100S:0R e 80S:20R apresentaram menores taxas de germinacgdo sendo elas 6,69 e 8,34

%, respectivamente (Tabela 3).

Figura 5 - Teste de sensibilidade dos isolados de P. graminis-tritici submetidos a Qol e
SDHI, esporulacgdo in vivo, conidios coletados por saco homogeneizador e teste
de germinagdo dos conidios de P. graminis-tritici em 10 ug mL™* de Qol e 20 pg
mL* de SDHI.

Legenda: A: Fotografia do crescimento micelial de P. graminis-tritici em meio BD (Batata-
dextrose) contendo 100 pg mL™* de &cido salicil-hidroxamico (SHAM) sem os fungicidas Qol e
SDHI. B: Crescimento micelial dos isolados de P. graminis-tritici em meio BD suplementado
com 10 pg mL* de Qol e 100 pg mL* de (SHAM). C: Crescimento micelial dos isolados de P.
graminis-tritici em meio BD suplementado com 20 pg mL? de SDHI ¢ 100 pg mL™* de
(SHAM). D: Folha de trigo esporulando 21 dias ap6s a inoculacdo (dpi) dos isolados de P.
graminis-tritici. E: Fotomicrografia de conidios de P. graminis-tritici colhidos via saco
homogeneizador com filtro ap6s infeccdo dos isolados de P. graminis-tritici na auséncia de
fungicida. F: conidio de P. graminis-tritici germinado na presenga de 10 ug mL* de Qol ou 20
ug mL* de SDHI. Barra de escala D: 1 mm; E e F: 20 um. Fonte: Do autor (2019)
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4.4 Porcentagem de conidios de P. graminis-tritici sensiveis e resistentes colhidos
das folhas sintométicas de trigo

Os conidios colhidos das folhas de trigo ap6s infecgdo na auséncia de fungicida
e submetidos a 10 pg mL™? de Qol e 20 ug mL™* de SDHI apresentaram menores
porcentagens de conidios sensiveis e resistentes nas misturas 50S:50R, 20S:80R e

0S:100R quando comparada a com a mistura antes da inoculagéo nas folhas de trigo.

Figura 6 - Comparacdo entre a porcentagem de conidios sensiveis (S) e resistentes (R)
de P. graminis-tritici antes e apds a infeccdo das misturas R:S de 100S:0R,
80S:20R, 50S:50R, 20S:80R e 0S:100R inoculadas em folhas de trigo; S
representa isolado sensivel a Qol e SDHI e R representa isolado resistente a Qol
e SDHI.
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Legenda: A: Porcentagem de conidios de P. graminis-tritici resistentes a Qol. B: Porcentagem
de conidios de P. graminis-tritici resistentes a SDHI. C: Porcentagem de conidios de P.
graminis-tritici sensiveis a Qol. D: Porcentagem de conidios de P. graminis-tritici sensiveis a
SDHI. As barras de erro padrdo estdo indicadas nos graficos.

Fonte: Do autor (2019)
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Menores porcentagens de conidios resistentes foram observadas em folhas de
trigo inoculadas com misturas 50S:50R, 20S:80R e 0S:100R quando comparada as
misturas de indculo inicial. A variacdo entre a porcentagem de conidios resistentes e
sensiveis a Qol coletados das misturas R:S foram aproximadamente de 20 a 40 e 60 a
80%, respectivamente, enquanto que para SDHI foram aproximadamente de 20 a 50 e

50 a 80%, respectivamente (Figura 6).

4.5 Determinacdo da atividade fotossintética e o teor de clorofilas

A inoculagédo dos isolados P. graminis-tritici e misturas de isolados R:S a Qol e
SDHI provocaram reducdo dos teores de clorofila a, b e total em plantas de trigo em
funcdo do decorrer dos dias apds a inoculacdo (dpi) somada a viruléncia dos isolados
causando sintomas severos da doenca nas folhas de trigo. Para os teores de clorofila a, b
e total ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos O e 3 dpi, somente para 7
dpi (p < 0.05) (Tabela 4). Plantas inoculadas com o isolado 12.1.146 resistente a Qol e
SDHI e as misturas 50S:50R e 20S:80R apresentou teores reduzidos de clorofila a, b e
total 7 dpi quando comparados aos demais tratamentos inclusive ao tratamento controle

inoculado somente com agua deionizada.

A redugdo de clorofila a nos tratamentos 0S:100R, 50S:50R e 20S:80R quando
comparado ao controle foram de 42,1; 42,1 e 47,36 %, respectivamente. Similarmente, o
teor de clorofila b em relagcdo ao controle para os tratamentos, 50S:50R e 20S:80R teve
reducdo de 57,63; 53,38 e 58,47 %, respectivamente, enquanto que para clorofila total a
reducdo foi de 55,79; 51,45 e 56,52%, respectivamente. O teor de clorofila a, b e total
em plantas inoculadas com o isolado Py6038 sensivel a Qol e SDHI ndo apresentaram

diferencas significativas em relacdo as plantas controle.

A atividade fotossintética das plantas de trigo quando inoculadas com isolados
de P. graminis-tritici sensiveis e resistentes a Qol e SDHI e mistura de isolados R:S
apresentou diferenca significativa (p < 0.05) entre os tratamentos com 0, 3 e 7 dpi
(Tabela 4). Ocorreu um aumento nos teores fotossintéticos das plantas aos 3 dpi quando
comparado a 0 dpi na maioria dos tratamentos avaliados. No entanto, houve redugéo da
atividade fotossintética de 39,94 % 7 dpi do isolado 0S:100R resistente a Qol e SDHI
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guando comparada as plantas controle inoculadas com agua destilada. Em contrapartida,
a atividade fotossintética das plantas inoculadas com o isolado Py6038 sensivel a Qol e
SDHI ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo com as plantas controle.
Plantas inoculadas com misturas 80S:20R e 50S:50R também apresentaram atividade
fotossintética reduzidas aos 7 dpi e diferiram estatisticamente das plantas controle, com

excecdo das plantas inoculadas com a mistura 20S:80R.
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Tabela 4 - Atividade fotossintética e o teor de clorofilas a, b e total das plantas de trigo inoculadas com isolados de P. graminis-tritici e
misturas de isolados sensiveis e resistentes a Qol e SDHI.

0 dias 3 dias 7 dias
Tratamentos Clorofila ® Fotossintese Clorofila Fotossintese Clorofila Fotossintese
A B total a b total a b total
Py 6038 © 0,024a 0,144a 0,169a 1,967 b 0,022a 0,137a 0,160a 2,860 b 0,019a 0,123a 0,143a 2,830 a
12.1.127 0,023a 0,142a 0,l66a 2,232 b 0,023a 0,141a 0,165a 2,095b 0,016 b 0,107b 0,124b 1,780 b
12.1.130 0,025a 0,153a 0,179a 2,005b 0,023a 0,142a 0,166a 3,070 b 0,019a 0,119a 0,138a 1,807 b
12.1.146¢ 0,024a 0,147a 0,172a 2,180 b 0,024a 0,147a 0,172a 3,895 a 0,008c 0,068c 0,077c 1,397 b
80S:20R 0,025a 0,152a 0,178a 2,957 a 0,024a 0,143a 0,167 a 3,527 a 0,016 b 0,104b 0,121b 2,440 b
50S:50R 0,024a 0,143a 0,168a 2,907 a 0,021a 0,133a 0,155a 4,197 a 0,008c 0,063c 0,071c 2,037 b
20S:80R 0,025a 0,152a 0,178a 2,927 a 0,023a 0,140a 0,164a 3,542 a 0,009c 0,069c 0,078¢c 3,167 a
Controle 0,027a 0,158a 0,185a 3,835a 0,024a 0,145a 0,170a 2,552 b 0,019a 0,118a 0,138a 3,497 a

Legenda: @ Valores médios dos teores de clorofila a, b e total das plantas de trigo inoculadas com isolados e misturas de isolados de P. graminis-tritici de
dois experimentos. Plantas do tratamento controle foram inoculadas somente com &gua deionizada. Médias seguidas pela mesma letra ndo sdo
estatisticamente diferentes de acordo com andlises de agrupamento (Scott-Knott p < 0,05).

b\/alores médios dos teores fotossintéticos (umol m? s?).
¢ Atividade fotossintética e teor de clorofila a, b e total do isolado Py6038 que equivale a mistura 100S:0S.

d Atividade fotossintética e teor de clorofila a, b e total do isolado 12.1.146 que equivale a mistura 0S:100R
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5 DISCUSSAO

Embora autores tenham citado pouca eficiéncia adaptativa de fungos resistentes
a Qol com a mutacdo G143A no gene do citocromo b (cytb), nesse trabalho houve uma
maior eficiéncia adaptativa do isolado P. graminis-tritici resistente comparado ao
sensivel. A mutacdo € a principal fonte de variacdo genética para que mudancas
evolutivas ocorram (HARTL e CLARK, 2007). No contexto evolucionario, uma
mutacdo de novo origina-se uma vez que uma mudanca ambiental tenha ocorrido
tornando essa mutacdo seletivamente vantajosa, e ocorre sob essa selecdo (MESSER e
PETROV, 2013). No ponto de vista adaptativo nossos resultados apontam de forma
surpreendente para uma vantagem adaptativa oriundo da mutagcdo G143A no isolado P.

graminis-tritici resistente comparado ao isolado sensivel.

Para os componentes de adaptabilidade o isolado 12.1.146 resistente a Qol e
SDHI foi mais virulento em folhas e espigas de trigo comparado ao isolado Py6038
sensivel. Além disso, o periodo de incubacéo associado ao isolado resistente foi menor,
para folhas e espigas. O isolado resistente também apresentou maior capacidade na
producdo de conidios em tecidos foliares colhidos quando comparado ao sensivel.
Isolados de Alternaria alternata resistentes a Qol com a mutacdo G143A também foram
mais virulentos que isolados selvagens sensiveis em plantas de pistache, de acordo com
Karaoglanidis et al. (2011). No entanto, estes autores verificaram que o periodo de
incubagdo da doenca e a produgdo de conidios in vivo de A. alternata ndo diferiram
entre isolados resistente e sensivel. Por outro lado, isolados de Botrytis cinerea
resistentes a maultiplas classes quimicas de fungicidas, inclusive Qol, foram téo
virulentos quanto aqueles sensiveis, e ndo diferiram na producdo de conidios em folhas
de macad (CHEN et al., 2016). Em contrapartida, isolados com mutacdo G143A de
Pyricularia oryzae de azevém-perene foram menos virulentos que os isolados selvagens
(MA e UDDIN, 2009). A mutacdo G143A relatadas para outros patdgenos inclusive
para P. graminis-tritici ndo é importante no patossistema Phakopsora pachyrhizi da
soja. A mutacdo F129L foi a Unica detectada no gene cytb relacionada a resisténcia de
P. pachyrhizi a Qol (KLOSOWSKI et al., 2016). Assim, a mutacdo G143A pode

interferir diferencialmente na adaptabilidade de diferentes patossistemas.
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A viruléncia dos isolados pode estar algumas vezes relacionada com a reducéo
do teor de clorofilas das plantas, uma vez que a partir do surgimento de sintomas
foliares como necrose, a atividade fotossintética é reduzida por efeito da grande
destruicdo das moléculas de clorofilas nos locais com sintomas (PASCHOLATI e
DALIO, 2018). Em nosso estudo os isolados de P. graminis-tritici provocaram a
reducdo do teor de clorofilas e da taxa fotossintética em plantas de trigo 7 dias apos a
inoculagdo (dpi) somada a altos niveis de viruléncia nas folhas sintomaticas. Além de
ser mais virulento, o isolado 12.1.146 resistente a Qol e SDHI também provocou maior
reducdo dos teores de clorofila a, b e total e da atividade fotossintética das plantas de
trigo quando comparado ao isolado sensivel. Esses resultados confirmam as evidéncias
de (JADAO et al., 2004), os quais encontraram teores de clorofilas e atividade
fotossintética de alfaces reduzidas apos as plantas serem infectadas com os patotipos Il

e IV Lettuce mosaic virus (LmV) e Lettuce mottle virus (LeMoV).

A producéo de conidios in vitro do isolado resistente foi semelhante ao isolado
sensivel como também observado para A. alternata (KARAOGLANIDIS et al., 2011).
Entretanto, o crescimento micelial in vitro do isolado resistente foi maior quando

comparado ao isolado sensivel.

As diferencas encontradas entre os isolados sensiveis e resistentes de P.
graminis-tritici em nosso estudo sugere que possa existir a selecdo de isolados
altamente resistentes a Qol e SDHI com alta adaptabilidade nos campos de trigo, como
ja relatado para isolados de A. alternata oriundos de pistache (KARAOGLANIDIS et
al., 2011) e para isolados de Colletotrichum acutatum do morangueiro (FORCELINI et
al., 2018). As diferencas observadas na adaptabilidade dependem de quais componentes
de adaptabilidade sdo mensurados e quais condi¢des de crescimento séo utilizadas,
mesmo quando corrigidas por antecedentes genéticos, e tornam a aplicacdo de diferentes
medidas de adaptabilidade as condicdes de campos mais complexas (HAWKINS e
FRAAIJE, 2018).

Os experimentos para avaliagdo da habilidade competitiva realizados em folhas
e espigas de trigo inoculados com diferentes misturas de isolados resistente e sensivel
na auséncia de pressdo de selecdo mostraram que o isolado resistente produziu maior
numero de conidios nas folhas de trigo comparado ao isolado sensivel. Ma e Uddin

(2009) também relataram maior producgdo de conidios por area de lesdo da doenca do
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isolado mutante em relagcdo ao selvagem. A infeccdo simultanea de folhas de trigo por
um isolado resistente e sensivel na auséncia de fungicida resultou no aumento de
conidios resistentes e um decréscimo de conidios sensiveis nas misturas de 80S:20R,
50S:50R e 20S:80R. Quando os isolados sensivel e resistente coexistem, ha uma
vantagem competitiva do isolado resistente sobre o sensivel nas condicdes testadas,

indicando auséncia de custo adaptativo no isolado resistente a Qol e SDHI.

Esses resultados confirmam a auséncia de custo adaptativo em isolados P.
graminis-tritici resistentes a Qol, apresentando crescimento micelial, esporulacéo,
patogenicidade e habilidade competitiva normais. Isto também ocorre para Plasmopora
viticola (DELMAS et al., 2017), Erysiphe graminis f. sp. tritici (CHIN et al., 2001) e
Pyricularia grisea (AVILA-ADAME e KOLLER, 2003), os quais apresentam mutacao
G143A, e em P. pachyrhizi, com a mutagdo F129L (KLOSOWSKI et al., 2016; MAY
DE MIO et al., 2018). Entretanto, eles estdo em contraste as evidéncias de outros relatos
onde é sugerido o custo adaptativo de G143A em isolados Qol resistentes, como
reducdo da viruléncia de isolados de Pyricularia oryzae (MA e UDDIN, 2009) e
Zymoseptoria tritici (HAGERTY e MUNDT, 2016) obtidos do campo. Observou-se
crescimento e patogenicidade reduzidos em mutantes de laboratorio de Cercospora
beticola com as mutagGes G143S e F129V (MALANDRAKIS et al., 2006) e alguns
mutantes resistentes de Ustilago maydis (ZIOGAS et al., 2002).

Nossos resultados apontam auséncia de custo adaptativo de isolado P. graminis-
tritici resistente a SDHI. Neste caso, a resisténcia ndo estad associada a mutacGes em
quaisquer um dos trés genes que codificam os componentes alvos do complexo SDH
(sdh B, C e D), mas provavelmente devido a alteragdes na atividade de bombas de
efluxo (HAWKINS e FRAAIE, 2018). Isolados de campo de Zymoseptoria tritici
possuem mutacGes MDR que proporcionam super-expressao de genes codificantes para
bombas de efluxo (OMRANE et al., 2015). Uma super-expressdo no gene MgMFS1
como um fator de contribuicdo foi identificada, porém todos os mecanismos que
conferem MDR ainda n&o foram elucidados (OMRANE et al., 2015).

O principal resultado deste estudo foi evidenciar a vantagem adaptativa em
isolados de P. graminis-tritici resistentes a Qol oriundo pela mutacdo G143A e SDHI
por alteracdes na atividade de bomba de efluxo. Assim, isolados de P. graminis-tritici

resistente a Qol e SDHI sdo mais adaptados que 0s sensiveis. Isto pode causar impactos
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significativos nos atuais cenarios dos programas de manejo da brusone em trigo. A
necessidade de estratégias anti-resisténcia de isolados P. graminis-tritici a Qol e SDHI
séo evidentes e devem direcionar-se para retardar a frequéncia de isolados resistentes e
diminuicdo das taxas de isolados resistentes. A aplicacdo de fungicidas pertencentes a
diferentes classes quimicas poderia ser uma estratégia anti-resisténcia. Uma vez que a
resisténcia de P. graminis-tritici a Qol e SDHI se desenvolveu em alta frequéncia nos
campos de trigo e ndo esta associada com um alto custo adaptativo, o uso de Qol ou
SDHI em misturas seleciona para resisténcia, e o fungicida ocasionalmente torna-se ndo
funcional (ISHII, H. e HOLLOMON, D. W., 2015). Uma estratégia visando reduzir o
risco dos isolados de P. graminis-tritici tornar-se resistentes a SDHI, seria a aplicagdo
de SDHI em misturas com fungicidas de baixo risco como o mancozeb e o clorotalonil
nos campos de trigo (VAN DEN BOSCH et al., 2014).

Outras estratégias visando o manejo integrado da brusone do trigo podem ser
empregadas como produtos biol6gicos e fungicidas ndo sintético. A aplicacdo de
agentes de biocontrole tem se mostrado eficaz no controle da brusone do arroz e podera
ser testada contra brusone do trigo para verificar sua eficiéncia. Bacillus
methylotrophics, Trichoderma harzianum e Chaetomium globosum podem ser agentes
potenciais para biocontrole da brusone do trigo devido suas habilidades em reduzir os
sintomas da brusone em arroz (PARK et al., 2005; SINGH et al., 2012; OLIVEIRA et
al., 2015). O uso de fungicidas ndo-quimicos como fosfato de potassio e silicato de
potéssio foram capazes de reduzir a severidade da brusone em trés cultivares de trigo e
o0 crescimento flngico in vitro, respectivamente (CRUZ et al., 2011). A aplicacdo de
silicio pode aumentar a expressdo de genes relacionado a defesa da planta. A
colonizacdo de P. graminis-tritici em folhas de trigo pode ser limitada por meio da
potencializacdo da via biossintética dos flavonoides e pela deposicdo de compostos
fendlicos na folha de trigo (CRUZ et al., 2011; CRUZ, DEBONA, et al., 2015; CRUZ,
SILVA, et al., 2015; SILVA et al., 2015).

Estudos futuros sobre a estabilidade da mutacdo G143A no gene cytb em
isolados de P. graminis-tritici resistentes a Qol e SDHI podera fornecer informacoes
adicionais sobre a permanéncia ou ndo da auséncia de custo adaptativo em isolados de

P. graminis-tritici resistentes apos ciclos da doenca.
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6 CONCLUSOES

O isolado de Pyricularia graminis-tritici resistente a Qol e SDHI: (i) apresentou
uma vantagem adaptativa quando comparado ao isolado sensivel, (ii) exibiu maior
adaptabilidade competitiva em comparagdo ao isolado sensivel sob as condigfes
testadas e (iii) sua viruléncia reduziu a atividade fotossintética e os teores de clorofila a,

b e total das plantas de trigo.
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