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Introducgao

O Rio Grande do Sul (RS) destaca-se como o maior produtor nacional de arroz,
sendo responsavel por cerca de 70% do total produzido no Brasil. A brusone, doenca
causada pelo fungo Pyricularia oryzae Sacc. (forma imperfeita) - Magnaporthe oryzae
(Herbert) Barr. (forma perfeita), assume posicdo de doenca economicamente importante,
pois em anos cujas condi¢cdes se apresentam como favoraveis, os danos ocasionados por
essa podem comprometer até 100% da produgédo da lavoura de arroz (SOSBAI, 2016). Na
safra 2016/2017, aproximadamente 30% da area cultivada com arroz irrigado no estado do
RS foi semeada com cultivares suscetiveis a brusone (IRGA, 2017). Mas esse cenario ja foi
pior, na safra 2014/2015, por exemplo, mais de 2/3 da area foi semeada com gendtipos
suscetiveis a brusone (IRGA, 2015). A utilizagdo de cultivares resistentes é uma medida
efetiva para o controle dessa doenca. Entretanto, devido a grande variabilidade genética do
patogeno, a resisténcia introgredida em novas cultivares néo é duravel (SCHEUERMANN &
EBERHARDT, 2011). Atualmente, o controle da brusone depende principalmente da
aplicagdo de fungicidas (CASTROAGUDIN et al., 2015). Existem hoje 41 fungicidas
registrados para o controle da brusone na cultura do arroz (AGROFIT, 2017). Apesar disso,
observa-se que, um grupo composto por um numero restrito de produtos com sitio
especifico de agdo, como triazbis e estrobilurinas, tem sido utilizado de forma continuada
(SCHEUERMANN & EBERHARDT, 2011). Esse fato colabora com o surgimento de novas
racas de patdgenos resistentes a esses fungicidas (ADAME & KOLLER, 2003). As
estrobilurinas pertencem ao grupo dos fungicidas conhecidos como inibidores de quinona
oxidase (Qols), os quais interferem na respiragdo mitocondrial do patégeno bloqueando a
transferéncia de elétrons no citocromo b (codificada pelo gene cyt b) (FERNANDEZ-
ORTUNO et al., 2008). Em P. oryzae, assim como na ampla maioria dos fitopatégenos, a
resisténcia a estrobilurina resulta da alteragdo de um aminoacido de glicina para alanina no
coédon 143 do cyt b, conhecida como mutagdo G143A. Outra mutacao, a F129L, que ocorre
no cédon 129 e ocasiona a alteragdo de fenilalanina para leucina, ja foi descrita como
causadora de resisténcia moderada (GISI et al., 2002). Embora muta¢des que resultem em
resisténcia a fungicidas Qols tenham sido relatadas de forma recorrente e em diferentes
genodtipos de patégenos de regides geograficas distintas (OLIVEIRA et al., 2015), o
desenvolvimento dessas depende de fatores particulares de cada patossistema (MA et al.,
2009). P. oryzae apresenta uma ampla gama de hospedeiros. Trigo, triticale e cevada séo
alguns exemplos de outras culturas que podem apresentar quedas significativas de
produtividade devido ao ataque desse patdgeno (GALBIERI & URASHIMA, 2008). Alguns
autores ja descreveram a alta variabilidade genético-patotipica de populagdes do fungo
como possivel determinante de eventos de mudanga de hospedeiro (MOREIRA et al.,
2015). Em 2015, CASTROAGUDIN e colaboradores publicaram um estudo realizado com
325 isolados de P. oryzae infectantes de trigo e de espécies de gramineas invasoras de
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lavouras de trigo, os quais foram coletados em sete estados brasileiros incluindo o RS, e
verificaram que mais de 90% dos isolados apresentavam mutacdo no gene cyt b,
expressando resisténcia a estrobilurina. Apesar desse relato, dados de pesquisas para
acompanhar o nivel de sensibilidade e detectar casos de resisténcia a estrobilurina
especificamente em populagdes galchas de isolados de P. oryzae de arroz ndo foram
publicados até o momento. Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a sensibilidade
a estrobilurina em populagdo de isolados de P. oryzae coletados em arroz no RS.

Material e Métodos

Para testar a sensibilidade de isolados P. oryzae de arroz a azoxistrobina
(fungicida Qol) foram utilizados 47 isolados monospéricos provenientes de amostragens
realizadas em lavouras de arroz localizadas exclusivamente no estado do RS na safra
2015/2016. O nivel de sensibilidade a estrobilurina foi determinado com base na ECs,
concentrac@o capaz de causar 50% de inibicdo de crescimento micelial. Os isolados foram
cultivados por 7 dias em placas de Petri contendo batata dextrose-agar (BDA, Merck) com
adicdo de estreptomicina na concentragdo de 50 pg/mL e incubados a 25 °C com
fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro para producdo de inéculo. Para
producéo de solugdo de trabalho, o fungicida Priori® (azoxistrobina 250 g/L, Syngenta) foi
diluido 100 vezes em é&gua deionizada. O meio de cultura BDA utilizado nos ensaios foi
autoclavado e resfriado a aproximadamente 50 °C, em seguida acrescentou-se 80 pg/mL de
acido salicilhidroxamico (SHAM), o qual é necessario para suprimir a via alternativa da
oxidase (MA et al., 2009), e azoxistrobina para atingir as concentragdes finais de 0,04; 0,16;
0,32; 1,25; 5,0 e 10,0 pg/mL de ingrediente ativo. O preparo do meio de cultura das placas
controle foi igual ao das placas testadas, porém sem adi¢éo de azoxistrobina. Discos com 7
mm de didmetro de micélio foram cortados da borda das coldnias in6culo, e posteriormente
depositados nas placas de meio BDA acrescidas das diferentes doses de azoxistrobina. Em
cada placa de meio de cultura depositou-se discos de 4 isolados de P. oryzae diferentes,
constituindo uma unidade experimental. Apds 5 dias de incubagdo a 25 °C, o crescimento
do diametro das colbnias foi medido em milimetros e subtraiu-se 7 mm, medida
correspondente ao didmetro do disco micelial original. O crescimento micelial dos isolados
nas doses testadas foi convertido em crescimento relativo (CR) por meio da férmula: 100 x
(diametro médio da coldnia em meio com fungicida) / (diametro médio da colénia em meio
sem fungicida). O programa ED50plus v1.0 (VARGAS, 2000) foi utilizado para célculo dos
valores de ECs, no qual trabalhou-se com os CRs de cada isolado e concentragdes do
fungicida transformadas em logaritmo natural. O delineamento experimental foi de blocos
casualizados com quatro repeticdes. Foi feito teste de residuos e analise de variancia para o
ECso com o programa estatistico SAS versdo 8.0 (SAS INSTITUTE, 2000). O agrupamento,
realizado pelo teste de médias Scott-Knott para cada um dos isolados, foi feito com o
programa estatistico SISVAR versdo 4.1 (FERREIRA, 2000). A resisténcia a estrobilurina foi
determina para 3 isolados com base na genotipagem do gene cyt b. O DNA dos isolados foi
extraido com o kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega®), seguindo instru¢des do
fabricante. Um fragmento de 879 pb do gene cyt b foi amplificado por PCR usando os
primers  PgCytb-F1  (5-AGTCCTAGTGTAAT GGAAGC-3') e PgCytb-R1 (5-
ATCTTCAACGTGTTTAGCACC-3'). Os produtos de PCR foram purificados com o kit Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega®) e sequenciados pela empresa ACTGene
Analises Moleculares (Porto Alegre, Brasil) utilizando sequenciador automatico AB 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems®). O programa Clustal W (THOMPSON et al., 1994)
foi utilizado para alinhamento de sequéncias usando a sequéncia de DNA AY245424,
recuperada do GenBank, como referéncia de isolado sensivel. Mutagfes que conferem
resisténcia a estrobilurina (G143A e F129L) foram buscadas manualmente.



Resultados e Discusséo

Por meio desse estudo, observou-se que os isolados apresentam variacdes
quantitativas de sensibilidade a azoxistrobina. Os valores de ECs, para azoxistrobina de 47
isolados de P. oryzae de arroz coletados em lavouras do RS variaram de 4,71.10% a 0,09
ug/mL de azoxistrobina. O teste de Scott-Knott classificou os isolados analisados em 3
grupos diferentes: sensibilidade alta, sensibilidade média e sensibilidade baixa (Gréafico 1);
sendo que os isolados foram considerados sensiveis a azoxistrobina por apresentarem
valores de ECs,dentro do intervalo determinado por CASTROAGUDIN et al. (2015). A ECs
média, bem como as maiores e menores ECs, de cada grupo estao apresentadas na Tabela
1.

Classificagdo dos isolados quanto a
sensibilidade a azoxistrobina (Fungicida Qol)

Menor Maior EC50
4%, EC50 EC50 Média
9%

Sensibilidade | ) 71 108 | 1 01.10-7 | 7.43.10°

Sensibilidade alta alta
Sensibilidade média Sensibilidade | , 5005 | 395104 | 0.95.10%
média e e T
m Sensibilidade baixa Sensibilidade

-4
baixa 7,59.10 0,09 0,02

* Dados em pg/mL
Gréfico 1: Agrupamento de isolados de acordo com o Teste de Scott-Knott. Tabelal: EC50 média, maior e menor de cada grupo.

No Brasil, aplicag@es tipicas de azoxistrobina variam entre 2,5 a 10 pg/mL de i.a.
(MAPA, 2017). Entre os isolados analisados nesse estudo, ndo ha qualquer um que
apresente ECs igual ou maior a 2,5 ug/mL de azoxistrobina, portanto, os niveis de
sensibilidade observados foram considerados satisfatérios dando indicios de que,
provavelmente, ndo ha no grupo mutantes resistentes a azoxistrobina. Até o momento foram
obtidas sequéncias de DNA correspondentes ao cyt b de 3 isolados, sendo que 2 deles
apresentaram sensibilidade baixa e 1 com sensibilidade média a azoxistrobina. Conforme
esperado, as mutagfes G143A e F129L ndo foram encontradas no cyt b desses isolados.
Esse fato pode estar relacionado, entre outros fatores, com uma capacidade baixa dessa
populagdo em desenvolver resisténcia, com sua taxa de reproducédo, com a magnitude da
presséo de selegdo, com a eficiéncia da adogdo de estratégias anti-resisténcia, com a
qualidade da cobertura da cultura no momento da aplicagdo do fungicida, e com a
velocidade de degradacdo do fungicida, a qual depende basicamente do clima local.

CASTROAGUDIN e colaboradores (2015) demonstraram que isolados de P.
oryzae portadores das mutagcbes G143A e F129L no cyt b e, portanto, resistentes a
azoxistrobina apresentam ECso em doses maiores que 10 pg/mL. Para efeito de
comparagdo, a maior ECs, detectada nesse trabalho foi em dose aproximadamente 100
vezes menor que 10 pg/mL, reforgcando a hipétese de que, até o momento, néo ha entre os
isolados resisténcia ao i.a. em estudo. Essa hipdtese somente sera confirmada quando
todos os isolados incluidos no estudo tiverem o cyt b genotipado. Apesar de terem sido
inimeros os relatos de resisténcia as estrobilurinas na ultima década (Kim et al, 2003),
experimentos avaliando a eficacia de fungicidas no controle da brusone, realizados na
Estac@o Experimental do Arroz em Cachoeirinha, RS (EEA/IRGA), na safra 2015/2016,
demonstraram que aplicag6es de fungicidas a base de azoxistrobina em cultivares de arroz
sensiveis a brusone resultaram em reducdo na severidade da doenga (dados nado
publicados), corroborando com os resultados do presente trabalho.

Concluséo
N&o houve caso confirmado de resisténcia a azoxistrobina no grupo de isolados
de P. oryzae de arroz analisados. Embora tenha sido notado diferentes niveis de

sensibilidade a azoxistrobina, aparentemente, o uso de fungicidas Qols em lavouras de
arroz do RS ainda ndo ocasionou resisténcia ao patégeno P. oryzae.
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