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RESUMO

BRAGANCA, Carlos Augusto Dorea, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
Fevereiro de 2010. Sensibilidade de isolados de Hemileia vastatrix a
azoxistrobina e tebuconazol. Orientador: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti. Co-
Orientadores: Luiz Antonio Maffia e Laércio Zambolim.

O monitoramento da sensibilidade de patéogenos a fungicida é etapa
necessaria para compreender os processos associados ao surgimento da resisténcia, a
distribuicdo de isolados resistentes, a evolucdo de populacdes insensiveis e seus
impactos no controle das doencas. O manejo da ferrugem do cafeeiro (Hemileia
vastatrix), doenga mais destrutiva desta cultura, ¢ baseado no controle quimico,
porém ndo havia informacdes quanto a sensibilidade do patdégeno a fungicidas.
Coletaram-se isolados de H. vastatrix nas principais regides produtoras de Minas
Gerais e Espirito Santo, e determinou-se a sensibilidade dos isolados aos fungicidas
azoxistrobina e tebuconazol, por meio da estimativa da dose efetiva para inibir 50%
da germinagdo ou crescimento do patogeno (DEsp). Os valores de DEsy variaram
entre 0,004 e 0,12 ng/ml para azoxistrobina e 0,01 a 5,11 pg/ml, para tebuconazol.
Nao houve associacdo dos valores de DEsy com a procedéncia dos isolados ou com o
histérico de aplicagio de fungicidas, tanto para azoxistrobina (x> = 0,63; P=0,42 e y*
= 0,15; P=0,70) quanto para tebuconazol (x2 = 3,23; P=0,20 ¢ X2 = 0,24; P=0,89).
Nao houve correlagdo entre distancia geografica e DEsy dos fungicidas. Portanto, ndo
houve evidéncia de agrupamento espacial quanto a sensibilidade dos isolados aos
dois fungicidas. Ambos, azoxistrobina e tebuconazol, reduziram a germinacdo e
elongacdo do tubo germinativo. Ndo foi possivel amplificar e sequenciar fragmento
do gene CYP51 relacionadas a redugdo da sensibilidade de tebuconazol. Para
azoxistrobina, obteve-se sequéncia parcial do gene CY7B, porém, em conformidade
com o teste fenotipico, ndo se constataram as mutagdes que conferem insensibilidade
ao fungicida. Nao ha evidéncia de resisténcia de H. vastatrix aos fungicidas

azoxistrobina e tebuconazol nas populacdes de Minas Gerais e Espirito Santo.
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ABSTRACT

BRAGANCA, Carlos Augusto Dorea, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2010. Sensitivity of Hemileia vastatrix to the fungicides azoxystrobin
and tebuconazole. Adviser: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti. Co-Advisers: Luiz
Antonio Maffia and Laércio Zambolim.

Monitoring the sensitivity of pathogens to fungicides is a crucial step to
understand the processes associated with resistance build-up, distribution of resistant
isolates, the evolution of insensitive populations, and the impacts on disease control.
The management of coffee leaf rust (Hemileia vastatrix), the most destructive coffee
disease, is based on chemical control, however there was no information about
sensitivity of H. vastatrix to fungicides. Isolates of H. vastatrix were collected in the
main producing regions of Minas Gerais and Espirito Santo states, and the sensitivity
to azoxystrobin and tebuconazole was determined by estimating either the effective
dose to inhibit 50% germination or fungal growth (EDsg). The EDsy values for
azoxystrobin varied between 0.004 and 0.12 pug/ml and for tebuconazole between
0.01 to 5.11 pg/ml. There was no association of EDsy values with isolate origin or
fungicide regimes for both azoxystrobin (x2 =0.63; P=0.42 ¢ X2 =0.15; P=0.70) and
tebuconazole (X2 = 3.23; P=0.20 ¢ X2 = 0.24; P=0.89). There was no association
between geographic distance and EDsy values, therefore there was no spatial
clustering of sensitivity of isolates to both fungicides. Both fungicides reduced
germination and germ tube elongation. The primers used did not allow amplification
and sequencing of the genomic regions associated with tebuconazole action site in
the pathogen. For azoxystrobin, partial sequence was obtained for the CY7TB gene,
but, consistent with the results from the phenotypic test, no mutations known to
confer fungicide insensitivity were detected. There is no evidence of resistance in H.

vastatrix to both azoxystrobin and tebuconazole.
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1. Introducao

A ferrugem do cafeeiro (Coffea arabica L.) é doenga causada pelo fungo
biotréfico Hemileia vastatrix Berk., e um dos problemas fitossanitirios mais
destrutivos dessa cultura. A primeira epidemia severa de ferrugem ocorreu no Sri
Lanka em 1869 e desde entdo, a doenga passou a ocorrer em Vvarios paises ¢
atualmente encontra-se disseminada em todas as principais areas cafeicultoras (Van
der Vossen, 2005). A ferrugem pode causar perdas de até 30% da produgdo quando
medidas de controle ndo sdo corretamente implementadas (Kushalappa & Eskes,
1989b).

A ferrugem deve ser controlada no contexto do manejo integrado, com o uso
de controle genético e quimico. O cultivo de variedades resistentes ¢ a medida de
controle mais desejavel, considerando-se os aspectos técnicos, economicos e
ecologicos. Porém, a alta variabilidade genética das populagdes de H. vastatrix no
Brasil dificulta a implementagdo em larga escala espago-temporal de variedades
resistentes (Maia, 2009; Nunes et al., 2009; Varzea & Marques, 2005; Zambolim et
al., 2005). Além disso, ha poucos cultivares resistentes a ferrugem com boas
caracteristicas agrondmicas. Praticas de controle cultural sdo pouco empregadas e
raramente contribuem de maneira expressiva para a reducdo da intensidade da
ferrugem. O uso de fungicidas protetores e sistémicos € o principal método de
controle da doenca. Atualmente, nas distintas regides do pais, principalmente
naquelas onde as lavouras sdo conduzidas com elevado padrio técnico, ha maior
dependéncia de aplicagdes de fungicidas para reduzir os danos decorrentes da

ferrugem (Zambolim et al., 1997; 2005).



Para o controle de ferrugem, preconiza-se o uso de fungicidas cupricos ou
de sistémicos. Esses ultimos podem ser aplicados via foliar ou solo (Cunha et al.,
2004). Os fungicidas cupricos sdo interessantes por contribuirem com a manuten¢ao
de bons niveis nutricionais de cobre, controlarem outras doengas, retardarem a
desfolha e, possivelmente, mantém o potencial produtivo da cultura (Cunha et al.,
2004). Porém, como o controle efetivo da ferrugem demanda varias aplicagdes,
muitos produtores optam pelo uso de fungicidas sistémicos, com menor nimero de
aplicagdes (Zambolim et al., 2007).

Os fungicidas sistémicos do grupo dos inibidores de quinona externa (IQE),
especificamente as estrobilurinas, e os do grupo inibidores de demetilagdo (IDM),
mais especificamente os triazois, sdo amplamente utilizados na agricultura, pois tém
amplo espectro de agdo contra patdgenos (Koller, 1999). H4 diversos fungicidas IQE
e IMD registrados para o controle da ferrugem do cafeeiro, como o triadimenol,
tebuconazol, epoxiconazol, ciproconazol, metconazol, azoxistrobina, piraclostrobina
entre outros (AGROFIT, 2010), formulados isoladamente ou em misturas (Zambolim
et al.,, 2002). Tanto os IQE quanto os IDM possuem mecanismo de acdo de sitio
unico: os IQE afetam a respirag@o, pelo bloqueio da transferéncia de elétrons, e os
IDM interferem na biossintese de ergosterol, que é essencial para manutencdo das
fung¢des da membrana celular (Kdller, 1999). Em vista do mecanismo de agdo sitio-
especifico, ha risco de surgimento de isolados resistentes a esses compostos.

O risco de surgimento e a selecdo de individuos resistentes aos fungicidas
IQE e IDM sao conhecidos. Ha relatos de resisténcia aos IQE’s em varios patdgenos
e locais (Délye et al., 1997; Fernandez-Ortuiio et al., 2006; Ishii et al., 2001; Kim et
al., 2003b; Stergiopoulos et al., 2003). Diversos mecanismos de resisténcia a esses

fungicidas foram elucidados, como por exemplo, a mutagdo no sitio G143A ou



F129L do gene citocromo b (cytochrome b — CY7B) (Fernandez-Ortufio et al.,
2008b). Acredita-se que a sensibilidade das ferrugens a estrobilurina se deve a
estrutura do CY7B. A presenca de um intron do tipo I apds a glicina na posicao 143
do CYTB dificultaria a permanéncia de mutantes na populagdo, caso houvesse
mutagdo nesta posicdo. Nos mutantes, o splicing do intron seria afetado e haveria
erro na tradugdo do citocromo b (Grasso et al., 2006). Ha relato na literatura de perda
da sensibilidade de Puccinia horiana a azoxistrobina, mas o mecanismo de
resisténcia envolvido ndo foi investigado no &mbito molecular (Cook, 2001).

Os principais mecanismos envolvidos na perda de sensibilidade a triazois
sd0 a maior expressdo devido a uma sequéncia repetida em tandem na regido
promotora (Hamamto et al., 2000) ou a mutacdo Y137F do gene CYP5! (14a-
demetilase — CYP51) (Délye et al., 1997) e a maior expressdo dos transportadores
ABC (Hayashi et al., 2002). Ha relatos de perda de sensibilidade de Puccinia
horiana, P. recondita e P. triticina a propiconazol, procloraz e epoxiconazol,
respectivamente (Cook, 2001; Kim et al., 2003b; Stammler et al., 2009). Entretanto,
os mecanismos moleculares envolvidos na perda de sensibilidade ainda ndo foram
esclarecidos.

Apesar de os patogenos causadores de ferrugem serem considerados como
de médio risco quanto a resisténcia a fungicidas (Brent & Hollomon, 2007a), alguns
aspectos do patossistema H. vastatrix x cafeeiro podem contribuir para aumentar as
chances de a resisténcia ocorrer. O patdgeno ¢ geneticamente varidvel e produz
grande quantidade de esporos, facilmente dispersos pelo vento. Como o cafeeiro ¢
perene ¢ ¢ cultivado como monocultura em vastas extensdes geograficas, varios
ciclos de vida do patdégeno podem ocorrer ao longo do ano (Avelino et al., 2004;

Kushalappa & Eskes, 1989a; Maia, 2009; Varzea & Marques, 2005). Em geral, ha



poucos trabalhos de monitoramento da resisténcia de fungos fitopatogénicos a
fungicidas. As técnicas empregadas sdo laboriosas e, no caso de organismos
biotroficos, demandam maior disponibilidade de espaco e tempo e de boas condi¢des
de armazenamento das culturas. Na tentativa de minorar estes problemas, técnicas
moleculares baseadas nos mecanismos de resisténcia elucidados vém sendo
utilizadas nos estudos de resisténcia aos fungicidas. Neste particular, o uso da PCR
em tempo real possibilitou o aumento da eficiéncia da avaliagdo da sensibilidade de
populagdes de fungos fitopatogénicos a fungicidas (Brent & Hollomon, 2007b). Uma
vez desenvolvidos oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos, pode-se
automatizar grande parte da andlise da sensibilidade.

O monitoramento da resisténcia de fungos a fungicidas, quando feito
antecipadamente, além de permitir a detecg¢ao de alelos resistentes no campo, quando
ocorrerem, pode determinar a frequéncia desses alelos evidenciando, ou ndo, um
processo de selecdo. Com estas informagdes, pode-se evitar a detecgdo tardia de
problemas de resisténcia e podem se desenvolver procedimentos rapidos de deteccdo
e quantificacdo da resisténcia em populacdes. Nenhum trabalho de levantamento de
ocorréncia e monitoramento da distribuicdo de isolados de H. vastatrix resistentes a
fungicidas foi realizado no Brasil. Em vista da inexisténcia de informagdes, esse
trabalho objetivou: i. avaliar a sensibilidade de H. vastatrix a azoxistrobina e
tebuconazol nas principais regides cafeicultoras dos estados de Minas Gerais e
Espirito Santo; e ii. desenvolver primers especificos para futuros trabalhos de
monitoramento da sensibilidade do patégeno a triazois e estrobilurinas com o uso da

PCR em tempo real.



2. Material e métodos

2.1. Obtencao dos isolados de Hemileia vastatrix

Setenta e dois isolados de H. vastatrix foram obtidos de folhas com infec¢do
moderada, apresentando sintomas e sinais caracteristicos da ferrugem, e coletadas em
diferentes municipios produtores de café dos estados de Minas Gerais e Espirito
Santo (Figura 1). Em cada lavoura, efetuou-se amostragem aleatoria. Cada ponto
amostrado foi geo-referenciado com aparelho portatil de sistema de posicionamento
global (GPS). As folhas foram acondicionadas em sacos plasticos previamente
identificados e transportadas para o laboratorio de Biologia de Populagdes de
Fitopatdgenos, do Departamento de Fitopatologia da UFV, em caixa de isopor.

Os urediniosporos foram coletados das pustulas com auxilio de coletor de
esporos, tipo ciclone, acoplado a um tubo plastico esterilizado. Uma amostra
consistiu de uredinidésporos coletados de todas as pustulas das folhas de cada ponto
coletado. Apos a coleta, preparou-se suspensio com 1x10* uredinidosporos/ml (em
0,05% de Tween 20) de cada amostra para inoculagdo em mudas de cafeeiro da
variedade suscetivel Catuai vermelho, cultivadas em casa-de-vegetacdo. As
suspensOes de esporos foram atomizadas com auxilio de pulverizador “Pasche
tamanho 3” acoplado a bomba compressora, sendo toda a superficie abaxial dos dois
ultimos pares de folhas coberta pela suspensdo de indculo (Guzzo et al., 2009).

Apoés a inoculacdo, as mudas foram levadas para cimara de nevoeiro
(umidade relativa > 90%) ¢ mantidas a 25 + 1°C na auséncia de luz. Apds 72 h, as
plantas foram transferidas para compartimentos individualizados revestidos por

plastico (50 cm de comprimento x 40 cm de largura x 60 cm de altura) e mantidos



em casa-de-vegetagdo com ajuste de temperatura para 24°C. As plantas

permaneceram nesta condi¢c@o até o aparecimento de pustulas (Guzzo et al., 2009).

® Locabidades amosiradas

Figura 1. Mapa do Brasil com indicagdo dos locais de coleta dos isolados de Hemileia
vastatrix utilizados nos testes de determinagao de sensibilidade aos fungicidas azoxistrobina e
tebuconazol.

2.2. Multiplicaciio e armazenamento dos isolados de Hemileia vastatrix

Para a multiplicagdo dos isolados, os esporos produzidos nas plantas
inoculadas em 2.1 foram reinoculados em novas mudas de Catuai Vermelho para
aumentar o nimero de pustulas e a quantidade de urediniésporos. Apos o periodo
latente, cerca de 30 dias ap6s a inoculagdo, os uredinidésporos foram coletados, como
descrito em 2.1, e transferidos para microtubos previamente identificados,
congelados em nitrogénio liquido e imediatamente transferidos para congelador a -

80°C, onde permaneceram armazenados (Capucho et al., 2005).



2.3. Teste de sensibilidade a azoxistrobina e tebuconazol

Os procedimentos para a determinagdo da sensibilidade a azoxistrobina e
tebuconazol foram adaptados de metodologias descritas para Phakopsora pachyrhizi
e Mycosphaerella graminicola recomendadas pelo Comité de A¢do de Resisténcia a
Fungicidas (Fungicide Resistance Action Committee — FRAC) (Buzzerio, 2006;
Stammler, 2009). Para evitar problemas relativos & perda de poder germinativo, os
esporos foram coletados de plantas inoculadas imediatamente antes do preparo da

suspensao e instalacdo dos ensaios.

2.3.1. Teste de sensibilidade a azoxistrobina

Adaptou-se metodologia preconizada pelo FRAC para determinagdo da
sensibilidade a azoxistrobina, que considera o principal modo de agdo do fungicida:
inibi¢do da germinagdo de esporos (Buzzerio, 2006; Stammler, 2009). Em cada pogo
de placas de ELISA, depositaram-se 200 pl de meio agar - agua (1%) suplementado
de 0; 0,068; 0,136; 0,204; 0,272 ou 0,34 pug/ml para azoxistrobina, obtido a partir do
produto comercial Priori® SC (25% de azoxistrobina) diluido em acetona.
Previamente, conduziram-se testes de germinacdo para avaliar a sensibilidade dos
urediniésporos as concentragdes de 0,01; 0,1 e 0,5% de acetona. Para o experimento,
diluiu-se os fungicida em acetona a 0,1% (Olaya and Koller, 1999). A testemunha
consistiu de solugdo de acetona a 0,1% incorporada ao meio.

Distribuiram-se 30 pL. de suspensdo (104 urediniosporos/ml e 0,05% de
Tween 20) de cada isolado, em cada pogo de placas plasticas (tipo ELISA). Uma

placa continha uma concentragdo do fungicida e todos os 72 isolados. Apds a



deposicao da suspensdo de uredinidsporos, as placas foram cobertas com filme PVC,
para evitar evaporacdo da suspensdo, e mantidas a 22°C, no escuro. Apds 72 h,
determinou-se o percentual de germinac¢do de 50 urediniésporos em cada pogo, sob
microscopio (100X). Considerou-se germinado o urediniésporo cujo tubo
germinativo tinha comprimento igual ou superior ao didmetro. O percentual da
germinagdo dos isolados foi ajustado utilizando a férmula de Abbott, que leva em

consideracdo a mortalidade natural na testemunha (Hubert, 1992).

2.3.2. Teste de sensibilidade a tebuconazol

Para determinar a sensibilidade de 50 isolados ao tebuconazol foram
utilizadas placas de ELISA contendo suspensdes de esporos. Cada poco da placa
continha 60 pl de suspensdo a 2x10" urediniésporos/ml de cada isolado e 0,05% de
Tween 20, acrescido de 40 ul do fungicida nas concentragoes 0,1; 0,3; 1; 3; ¢ 10
pg/ml diluidos em 0,1% de metanol, de acordo com avaliacdo preliminar do efeito da
concentragdo do solvente na germinacdo. Em cada placa, havia dois controles, cada
um representado com 100 pl da mesma solugdo do fungicida utilizado na placa em
0,05% de Tween 20. As placas foram cobertas com filme PVC e mantidas a 22°C
por 72 h no escuro (Stammler, 2009).

Como os IDM inibem crescimento micelial, estimou-se a elongacao do tubo
germinativo de urediniosporos de H. vastatrix indiretamente pela medida da
absorbancia a 592 nm da suspensdo, em cada poco. A absorbancia foi medida com
leitora de microplacas Thermo Plate (Stammler, 2009). Apds obtengao dos valores de
absorbancia, a espessura ¢ o comprimento do tubo germinativo de cinco isolados

tomados ao acaso foram utilizados para determinar a 4rea do tubo germinativo, pela



formula 2zrh (r = metade da espessura do tubo e 4 = comprimento do tubo).
Realizaram-se 10 mensuragdes para cada repeticdo de cada tratamento. O valor
médio da area do tubo germinativo de cada repeticdo ¢ o seu respectivo valor de
absorbancia foram submetidos a analise de regressdo e correlagdo de Pearson.

Apo6s constatacdo da correlagdo positiva entre os valores de absorbancia e
area do tubo germinativo, os valores de absorbancia foram ajustados em relagdo a
média da testemunha, transformados em percentagem e plotados em fungdo da

concentragdo de fungicidas.

2.4. Analise molecular para detecciio de isolados resistentes a

azoxistrobina e tebuconazol

2.4.1. Extracao de DNA

O DNA gendmico foi obtido a partir de 5 mg de uredinidsporos de cada
isolado, que foram congelados em nitrogénio liquido e macerados em microtubos
com 5 mg de areia fina esterilizada. Em cada microtubo contendo o macerado,
adicionaram-se 800 ul do tampao SDS (SDS 3%; Tris 50 mM, pH 8,0; EDTA 50
mM, pH 8,0; NaCl 500 mM e B-mercaptoetanol 2%) a 65°C. A mistura foi mantida a
65°C em banho-maria por 1 h e a cada 15 min homogeneizada por inversoes.
Submeteram-se os microtubos a centrifugacdo (8 min a 14.000 rpm e 4°C) e
transferiram-se 400 pl do sobrenadante para novos tubos contendo o mesmo volume
de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1, v/v). A mistura foi homogeneizada
por 2 min ¢ centrifugada a 14.000 rpm por 10 min a 4°C. Apds centrifugagdo, o

sobrenadante foi coletado e transferido para novos microtubos contendo 500 pl de



cloroférmio-alcool isoamilico (24:1, v/v). As amostras foram submetidas as mesmas
condicdes de centrifugacdo para formacdo e coleta de aproximadamente 500 pl da
fase superior. Em novos microtubos, o volume coletado foi misturado a 500 pl de
isopropanol frio e 15 pl de acetato de sédio (3,0 M, pH 7,0) e mantidos a -20 °C.
Ap6s 24 h, centrifugou-se a 12.000 rpm por 10 min a 4°C para obtengdo do pellet,
que foi ressuspenso em etanol 70% e centrifugado por duas vezes. Apos secagem a
temperatura ambiente, o pellet foi ressuspenso em 40 pl de TE (Tris 10 mM, pH 8,0;
EDTA 1 mM) contendo RNAse (50mg/pl), incubando-se a 37°C por 30 min. As
amostras de DNA foram coradas com GelRed™ e submetidas a eletroforese em gel
de agarose 1% para verificar a quantidade e qualidade do DNA. A quantificacdo foi
realizada por comparacdo com marcador de massa lambda (Ludwig Biotec®) na

concentracdo de 100 ng (Dellaporta et al., 1983).

2.4.2. Analise molecular

Com base na sequéncia parcial do gene CYTB de H. vastatrix depositada no
GenBank, cinco primers foram desenhados para detectar as mutacdes F129L e
G143A, que conferem resisténcia a estrobilurinas (Tabela 1). Além desses, utilizou-
se um primer direto descrito para H. vastatrix (Grasso et al., 2006). O programa
utilizado para desenho dos primers foi o Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000). A
combina¢do HVCYTB-f5S/HvCYTB-r4 foi utilizada para detectar a mutagdo F129L,
enquanto as combinagdes HvCYTB-f3/HvCYTB-rl, HvCYTB-f4/ HvCYTB-rl e
HvCYTB-f3/HvCYTB-12, para detectar a mutacdo GI143A. As reacdes de
amplificacdes foram realizadas em termociclador MyGene™, com gradiente da

temperatura de anelamento variando de 50 a 68°C. Cada reagdo de amplificagcdo, com
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volume final de 50 pl, continha de 20 a 60 ng de DNA genomico, 0,2 mM de cada
primer, 2,5 mM de cada ANTP, 2,5 U de Taq (DNA polimerase), 20 mM de Tris-HCl
(pH 8,4), 50 mM de KCl e 1,5 mM de MgCl,. As condi¢des para amplificagdo foram
de 94°C/1 min, seguido de 35 ciclos a 94°C/30 s, 60 = 10°C /30 s, 72°C/2 min, e
extensao final a 72°C/5 min.

A estratégia adotada para detectar a mutagdo Y137F que confere resisténcia
ao tebuconazol foi a utilizacdo de primers descritos para Puccinia triticina (KES-
845-F/KES-837-R) (Sammler et al., 2009). Adicionalmente, desenharam-se outros
primers a partir de sequéncias totais do gene CYP5/ de basidiomicetos que
apresentaram o codon que codifica a tirosina na posi¢do 137. Devido ao
polimorfismo da regido desejada, foram desenhados trés primers degenerados
(Tabela 1) com o auxilio do programa CODEHOP (Rose et al., 1998). O primer
degenerado HvdCYP51-f foi utilizado em combinac¢do com o reverso HvdCYP51-rl
ou HvdCYP51-12.

Cada reagdo de amplificacdo, com volume final de 25 pl, continha de 20 a
60 ng de DNA gendémico, 0,2 mM de cada primer, 2,5 mM de cada dNTP, 2,5 U de
tag (DNA polimerase), 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM de KCl e 1,5 mM de
MgCl,. As condigdes para amplificacdo foram de 94°C/1 min, seguido de 40 ciclos a
94°C/30 s, 50 = 10°C/30 s, 72°C/2 min, e extensdo final a 72°C/5 min.

Os produtos amplificados foram corados com GelRed™ e submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% para verificagdo do tamanho dos fragmentos por

comparagao com o marcador de 100 pb (Ludwig Biotec®).
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Tabela 1. Primers utilizados para detectar as mutacdes nos genes CYP51 e CYTB de Hemileia vastatrix.

Nome do Regiao de A . ,
. A < Sequéncia do primer
primer amplificacio

HvdCYPS51-f 5'-TGCTACAACAGGAGGATGTACAtgyrsnggntg -3'
HvdCYP51-r1 5'-AAGCACAACATCCACATGTAgcncengtnge-3'
HvdCYP51-12 Gene CYP5] 5-CCTCCTCCACAACAAGCTccnsmnccrca-3'
KES-845-F* 5’-GTCCACGATGTCTTCTGTGATC-3'
KES-837-R* 5’-TCAGAGATGGTTTCTTCGAGTAA-3'
HvCYTB-f3 5'-GTCGGTTCTATGCAGGATCG-3'
HvCYTB -f4 5'-CCATAGAACAACGACTAAAACAAGC-3'
HvCYTB -f5** Gene CYTB 5'-TGCTAATGTGGCTTCATTTTTC- 3'
HvCYTB -rl 5-TCGTGATCGTGTGGACATTT-3'
HvCYTB -r2 5'-GCTAGAGCAAGTGGTGTTAGGAA-3'
HvCYTB-r4 5'-AAGGTGTCCACGAAAACGAC-3'

*Primers desenhados para detec¢do da mutagdo Y137F em Puccinia triticina (Stammler et al.,
2009).

** Primer desenhado para o gene CYTB de Hemileia vastatrix (Grasso et al., 2006).

2.4.3 - Sequenciamento

Para determinar as sequéncias de nucleotideos amplificadas a partir do gene
CYTB de H. vastatrix, os amplicons foram submetidos a purificagdo com o kit
E.Z.N.A®Cycle-Pure e ajustados para concentragio de 50 ng/ul. As amostras foram
sequenciadas na empresa MACROGEN, Coreia do Sul.

As sequéncias direta e reversa de cada isolado foram editadas manualmente
com o software Staden Package para obtencdo do “contig” (Staden, 1996). Para
verificar a similaridade entre as sequéncias depositadas no GenBank e a obtida no
sequenciamento, realizou-se alinhamento local utilizando o BLAST (Basic Local
Alignment Sequence Tool) (Altschul et al.,, 1990). Adicionalmente, verificou-se a
presenca de ORFs (open reading frame) e a fase de leitura das sequéncias no
software ORFfinder (NCBI, 2010). As sequéncias foram alinhadas com auxilio do

software ClustalW na interface do programa MEGA4 (Kumar et al., 2008).
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2.4.4. Analises estatisticas

Os testes fenotipicos de sensibilidade aos fungicidas foram realizados em
delineamento em blocos casualizados, em esquema fatorial 72 (isolados) x 6 (doses)
e 50 (isolados) x 6 (doses) para azoxistrobina e tebuconazol, respectivamente. Cada
combinagdo de fatores foi avaliada em cinco blocos. Uma placa de ELISA, com
todos os isolados constituiu um bloco e o volume de suspensdo contido em cada pogo
foi considerado como uma unidade experimental.

A DEsy, dose efetiva de azoxistrobina para inibicdo da germinacao de 50%
dos urediniosporos ou de tebuconazol para inibicdo de 50% da elongacdo do tubo
germinativo, foi calculada por meio da regressdo entre os percentuais de
urediniésporos germinados ou dos valores de absorbancia pelo logaritmo das
concentragdes dos fungicidas, respectivamente (Buzzerio, 2006; Stammler, 2009).

Efetuou-se o calculo da frequéncia dos isolados nas classes de DEsy média
para cada fungicida. As hipoteses H1, associacdo entre a sensibilidade e procedéncia
dos isolados, Minas Gerais ¢ Espirito Santo, e H2, associacdo entre a sensibilidade e
fungicida aplicado, foram testadas por meio da prova de independéncia Qui quadrado
(x2) ao nivel de 1% de probabilidade.

Para verificar a correlacdo entre as matrizes de distancia geografica e
valores médios de DEs, para cada fungicida, aplicou-se o teste de Mantel com 1000
permutacdes. A matriz de distancia das DEs;, médias foi calculada a partir da
distdincia de Mahalanobis. As analises estatisticas ¢ a confeccdo de mapas foram

realizadas com o programa R (R Development Core Team, 2009).
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3. Resultados

3.1. Sensibilidade de isolados de Hemileia vastatrix a azoxistrobina

Os valores de DEs) para azoxistrobina variaram entre 0,004 e 0,12 pg/ml
(Figura 2). Os valores de DEs, relativos aos isolados provenientes de ambos os
estados foram distribuidos nas classes de 0 a 0,01 e de 0,11 — 1,0 pg/ml. Para a
maioria (90,2%) dos isolados, os valores de DEs, estavam no intervalo da primeira
classe (Figura 2a). Nao houve diferenca significativa entre a distribuicdo da
frequéncia e a procedéncia dos isolados (Xz = 0,63; P=0,42), portanto ndo houve
diferenca na DE5 entre os estados amostrados.

Isolados coletados em campos com historico de aplicagdo de estrobilurinas
foram tdo sensiveis quanto aqueles expostos a outros fungicidas ou provenientes de
campos em que nao se empregaram fungicidas (X2 =0,15; P=0,70) (Tabela 2) (Figura
2¢).

Urediniosporos de 28 isolados, oriundos de ambos os estados, germinaram
nas concentragdes mais altas de azoxistrobina (0,272 e 0,340 pug/ml). Em todos os
casos, houve reducdo da espessura e do comprimento do tubo germinativo, ¢ a
germinagdo relativa variou de 2,3 a 28,5 % (Figura 3).

Nao houve correlagdo entre as distancias geograficas e DEsy média relativa
aos isolados. O coeficiente de correlagdo estimado por meio do teste de Mantel foi
0,14 (P =0,06).

Tabela 2. Codigo e origem de isolados de Hemileia vastatrix obtidos de lavouras de café, com diferentes
histdricos de aplicag@o de fungicidas, dos estados de Minas Gerais e Espirito Santo.

Isolado Local de Coleta Fungicida aplicado Teste*
HV 01 Vicosa-MG azoxistrobina AT
HV 02  Vigosa-MG azoxistrobina A

HV 03  Vigosa-MG azoxistrobina A
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HV 04
HV 05
HV 06
HV 10
HV 12
HV 14
HV 15
HV 17
HV 18
HV 19
HV 20
HV 21
HV 22
HV 23
HV 25
HV 27
HV 29
HV 30

HV 33

HV 34
HV 35
HV 36
HV 37
HV 38
HV 41
HV 42
HV 43
HV 44
HV 48
HV 49
HV 52
HV 53
HV 55
HV 56
HV 57
HV 58
HV 59
HV 62
HV 63
HV 64
HV 65
HV 66
HV 68
HV 69
HV 70
HV 72
HV 73
HV 74
HV 75

Vicosa-MG

Vila Valério-ES
Vila Valério-ES
TIina-ES
Ibatiba-ES
Ibitirama-ES
Jerdnimo Monteiro-ES
Irupi-ES
Ibatiba-ES
Irupi-ES
Ibitirama-ES
Tina-ES

Irupi-ES
Ibitirama-ES
El6i Mendes-MG
El6i Mendes-MG
Paraguacu-MG
Paraguacu-MG

Machado-MG

Alfenas-MG

Campos Gerais-MG
Campos Gerais-MG
Campos Gerais-MG
Trés Pontas-MG
Coqueiral-MG
Coqueiral-MG
Coqueiral-MG
Coimbra-MG

Trés Pontas-MG

Santana da Vargem-MG
Sdo Gotardo-MG

Sdo Gotardo-MG

Rio Paranaiba-MG

Rio Paranaiba-MG

Rio Paranaiba-MG

Rio Paranaiba-MG

Rio Paranaiba-MG
Arapua-MG

Arapua-MG

Carmo do Paranaiba-MG
Carmo do Paranaiba-MG
Carmo do Paranaiba-MG
Carmo do Paranaiba-MG
Lagoa Formosa-MG
Lagoa Formosa-MG
Patos de Minas-MG
Patos de Minas-MG
Patos de Minas-MG
Coromandel-MG

azoxistrobina

flutriafol

sem controle

futriafol

flutriafol

sem informagao

sem informagao

sem informagao

sem informagao

sem informagao
ciproconazol

flutriafol

ciproconazol

sem informacao

ciproconazol

ciproconazol

azoxistrobina + ciproconazol
azoxistrobina + ciproconazol
trifloxistrobina/ciproconazol +
triadimenol

epoxiconazol

epoxiconazol + hidroxido de cobre
epoxiconazol + hidréxido de cobre
epoxiconazol + hidréxido de cobre
epoxiconazol + flutriafol
triadimenol

triadimenol

triadimenol

sem informagao
epoxiconazol + ciproconazol
triadimenol

azoxistrobina + tebuconazol
azoxistrobina

sem informacao

sem informacao
epoxiconazol

azoxistrobina + epoxiconazol
azoxistrobina + epoxiconazol
epoxiconazol

epoxiconazol

epoxiconazol

sem informacao

sem informacao
ciproconazol

ciproconazol

ciproconazol

ciproconazol

ciproconazol

ciproconazol

sem informacao
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HV 76  Coromandel-MG sem informacao AT
HV 78  Patrocinio-MG ciproconazol A
HV 80 Patrocinio-MG azoxistrobina/ciproconazol AT
HV 82  Serra do Salitre-MG sem informagao A
HV 83 Ibida-MG sem aplicacdo A
HV 84 Ibia-MG sem aplicacdo AT
HV 85 Ibia-MG epoxiconazol AT
HV 86 Ibia-MG azoxistrobina/ciproconazol AT
HV 87 Ibia-MG ciproconazol AT
HV 88 Campos Altos-MG sem aplicacdo AT
HV 89 Campos Altos-MG sem aplicacdo T
HV 90 Santana da Vargem-MG P ox;cona;ol +. AT
azoxistrobina/ciproconazol
HV 93  Ervéalia-MG flutriafol A
HV 94  Ervalia-MG flutriafol AT
HV 96 Ervalia-MG sem aplicacdo A
HV 99 Sao Miguel do Anta-MG  sem informagao A
HV 100 Sao Miguel do Anta-MG  sem informagao A
HV 120 Jaguaré-ES sem informagao A
HV 121 Jaguaré-ES sem informagao A
HV 122 Jaguaré-ES sem informagao AT
HV 123 Jaguaré-ES sem informagao A
HV 124 Jaguaré-ES sem informagao A

*A: isolados utilizados no teste de sensibilidade a azoxistrobina.
*T: isolados utilizados no teste de sensibilidade a tebuconazol.
*AT: isolados testados quanto a azoxistrobina e tebuconazol, respectivamente.
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Figura 2. Distribuicdo de frequéncia de valores de DEs, relativos aos isolados de Hemileia vastatrix. A e
B - Distribuicdo de frequéncia dos isolados provenientes dos estados de Minas Gerais e Espirito Santo,
nas classes de DEs, dos fungicidas azoxistrobina e tebuconazol, respectivamente. C ¢ D - Distribuigdo de
frequéncia nas classes de DEsy dos isolados provenientes de lavouras com historico de aplicagdo de
fungicidas estrobilurinas e triazdis respectivamente.
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Figura 3. Germinagdo de uredinidsporos de Hemileia vastatrix em diferentes concentragdes de
azoxistrobina.

3.2. Sensibilidade de isolados de H. vastatrix a tebuconazol

Houve correlacdo positiva, acima de 69%, entre a area do tubo germinativo
e a absorbancia (Figura 4). Alguns valores de absorbancia nas maiores concentragdes
de fungicida ficaram negativos quando se subtraiu o valor do respectivo tratamento
controle (“branco”) a cada repeticdo. Esses valores foram considerados como erros
de leitura e atribuiu-se o valor 0. Todos os isolados foram sensiveis ao tebuconazol.

Apesar de haver formag¢do de tubos germinativos, sua espessura e
morfologia foram alteradas (Figura 5). Houve reducdo da espessura e da elongacao.
Observaram-se deformagdes nos tubos germinativos nas concentragdes acima de 0,1

png/ml de tebuconazol.
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Figura 4. Relagdo de valores de absorbancia e area do tubo germinativo de cinco isolados de
Hemileia vastatrix sob diferentes concentra¢des de tebuconazol (0; 0,1; 0,3; 1; 3 e 10 pg/ml). R*=
coeficiente de determinagao.

Os valores de DEsq obtidos a partir da absorbancia variaram de 0,01 a 5,11
ug/ml (Figura 2b). Sem considerar a procedéncia, a classe 0,011 — 0,1 pg/ml foi a de
maior frequéncia, com 32 isolados (64% do total). Nas classes de 0,01 a 1 ug/ml e
I,I — 6 pg/ml, as frequéncias foram 11 isolados (22%) e 7 isolados (14%),
respectivamente. N2o houve diferenca significativa entre as classes de DEsy e a
procedéncia dos isolados (y* = 3,23; P=0,20), nem entre as lavouras com historico de
aplicacdo de fungicidas (triazois ou ndo) ou sem historico de uso de fungicida ()(2 =
0,24; P=0,89). Nao houve correlacdo entre distdncia geografica e a DEsy média (r =

0,01; P=0,35).
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Figura 5. Variabilidade na morfologia do tubo germinativo de Hemileia vastatrix em diferentes
concentrag¢des de tebuconazol.

3.3. Amplificacio parcial e sequenciamento dos genes CYTB e CYP51

Todas as combinacdes de primers testadas para o gene CY7TB amplificaram
fragmentos com tamanhos esperados. As melhores temperaturas de anelamento
foram 56,4°C para a combinagdo HvCYTB-f5/HvCYTB-r4; 52°C para HvCYTB-
f3/HvCYTB-r1 e HvCYTB-f4/HvCYTB-rl; e 50°C para HvCYTB-f3/HvCYTB-12.

Para amplificacdo parcial do gene CYP5I, trés combinacdes de primers
foram testadas, duas combinacdes de primers degenerados, HvdCYP51f/
HvdCYP51-rl e HvdCYP51-12, e os primers KES-845-F/KES-837-R (Stammler et
al., 2009). Nenhuma das combinagdes testadas amplificou fragmentos (Figura 6b).

Obteve-se amplicon de 688 com a combinacdo de primers HvCYTB-
f3/HvCYTB-r2 e de 705 nucleotideos com a combinagdo HvCYTB-f5/HvCYTB-r4.
Apods o alinhamento local (BLAST), verificou-se que o primeiro amplicon
apresentou identidade de 97% e o segundo de 100%, ambos com e-value = 0,0, com

a Unica sequéncia do gene CYTB de H. vastatrix depositada no GenBank.
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Ap6s alinhamento das sequéncias, observou-se que os primers HvCYTB-
f5/HvCYTB-r4 amplificaram fragmento entre a metade do segundo éxon e a metade
do segundo intron, onde foi possivel detectar o codon para fenilalanina na posi¢ao
129 (Figura 7). Os primers HvCYTB-f3/HvCYTB-r2 amplificaram um fragmento
entre o ter¢o final do segundo intron e a metade do terceiro intron, englobando a
sequéncia completa do terceiro éxon, regido do cédon para glicina na posi¢ao 143 do
gene CYTB (Figura 7). As mutagdes F129L e G143A ndo foram detectadas nos

isolados testados para azoxistrobina.

s

Figura 6. Amplificagdes parciais dos genes CYTB e CYP51 de Hemileia vastatrix. No painel A,
as combinagdes de primers foram 1: HvCYTBf5/HvCYTBr4; 2: HvCYTBf3/HvCYTBrl; 3:
HvCYTBf4/HvCYTBrl; e 4: HVCYTBf3/HvCYTBr2. No painel B, as canaletas de 5 a 10
incluem as combinagdes de primers testadas para o gene CYP5] com dois isolados de H.
vastatrix. As bandas apresentadas sdo produtos de amplificacdo inespecifica. 5 e 6: HvdCYP51-
f/ HvdCYP51-rl; 7 e 8: HvdCYPS1-f/ HvdCYP51-r2; ¢ 9 e 10: KES-845-F/KES-837-R. M)
Marcador de 100 pb.
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A) DQ209282
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B) Hv 100
HVCYTB-f5 HVCYTB-f3
—> HVCYTB-r4 —> HVCYTB-r2
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705 nt 688 nt

Figura 7. Representagdo esquematica do gene CYTB de Hemileia vastatrix evidenciando os éxons e
introns. A) Estrutura do gene CYTB de H. vastatrix (GenBank DQ209282). B) Sequéncias
amplificadas do gene CYTB do isolado Hv 100 com os primers desenhados neste trabalho. Caixas em
cinza representam éxons ¢ as linhas os introns; ttc representa o cddon para o aminoacido fenilalanina
na posi¢do 129 do gene; ggt representa o cédon para a glicina no final do éxon, posi¢do 143. As setas
indicam regides flanqueadas pelos primers.

4. Discussao

Nao ha evidéncias de perda de sensibilidade de H. vastatrix ao fungicida
azoxistrobina. Apesar de serem sensiveis a tebuconazol, os isolados apresentaram
distribuigdo entre as classes de DEsy (Figura 2B) semelhante a resposta de perda de
sensibilidade qualitativa (Brent & Hollomon, 2007). Nao foram encontrados isolados
insensiveis a azoxistrobina nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo, como
também nao houve associa¢do entre DEsy e procedéncia dos isolados. Apesar do
modo de acdo sitio-especifico e do uso intensivo de fungicidas do grupo IQE em
lavouras nestas regides, até o momento, a populacdo amostrada ¢ sensivel.

Fungos causadores de ferrugens sdo considerados como de médio risco de
surgimento de resisténcia a IQE (Brent & Hollomon, 2007a). A presenca de um

intron tipo I logo ap6s o codon para glicina na posicdo 143 do CY7B dificultaria a
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manuten¢do de mutantes na populagdo (Grasso et al., 2006). Segundo essa hipotese,
a mutacdo G143A, por exemplo, poderia impedir o splicing, pois os dois ultimos
nucleotideos do codon para glicina (GT) sdo essenciais para o reconhecimento e
remoc¢do do intron. A substituicdo na posicdo 143 afetaria esse processo e,
consequentemente, causaria erros na tradu¢do do gene CY7B, que seria letal para o
microrganismo (Grasso et al., 2006). Relatos de resisténcia a estrobilurina indicam
que, em geral, as mutacdes G143A e/ou F129L sdo consistentes entre diferentes
classes de fungos (Fernandez-Ortufio et al., 2008b). No entanto, essas mutacdes nao
parecem ser as Unicas a conferir resisténcia ao fungicida, pois isolados insensiveis de
Podosphaera fusca e Venturia inaequalis nao tinham as mutacdes tipicas
(Fernandez-Ortufio et al., 2008a; Steinfeld et al., 2001). Em basidiomycotas, como
Strobilurus tenacellus, Mycena galopoda e M. viridimarginata, além das mutagdes
tipicas, outras como G153S, N261D e T1271 sdo capazes de reduzir a sensibilidade a
B-metoxiacrilatos (Kraiczy et al., 1996). Existe apenas um relato sobre a possivel
resisténcia de fungo causador de ferrugem, Puccinia horiana, a estrobilurina, mas
ndo foi esclarecido o mecanismo que pode atuar na mudanga da sensibilidade (Cook,
2001).

Mutantes naturais podem ocorrer na populacdo em uma frequéncia de um
esporo em um bilhdo, porém a resisténcia ¢ normalmente detectavel apenas quando
esta frequéncia aumenta para um esporo em 100 ou 10 milhdes (Brent & Hollomon,
2007b). Além disso, algumas mutagdes apesar de causar resisténcia, podem gerar um
custo adaptativo e, consequentemente, serem instaveis na populacdo (Avila-Adame
& Koller, 2003). Apesar de os fungicidas ainda estarem controlando eficientemente a
ferrugem em Minas Gerais ¢ Espirito Santo, a presenca de mutantes no campo nao

pode ser totalmente descartada.

22



Outros fatores além das mutacdes devem ser considerados na avaliacdo de
risco de resisténcia a IQE: mecanismo de reparo menos eficiente no DNA
mitocondrial que no nuclear em vista do menor niimero de proteinas envolvidas
(Larsen et al., 2005); producdo e acimulo de espécies reativas de oxigénio durante a
fosforilagdo oxidativa, que pode contribuir para o aumento de mutacdes (Yakes &
VanHouten, 1997) e a heranca do mtDNA, geralmente uniparental, mas que em
basidiomicetos e alguns ascomicetos pode ser distinta pelo fato de haver células
heteroplasmicas (Gisi et al., 2002). Considerando as caracteristicas populacionais, a
evolucdo da resisténcia a IQE ¢é afetada pela variabilidade genética, a qual foi
demonstrada ser alta nas populagdes brasileiras de H. vastatrix (Maia, 2009; Nunes
et al., 2009; Varzea & Marques, 2005; Zambolim et al., 2005). Do ponto de vista
genético-evolutivo, quatro fatores relativos a H. vastatrix podem afetar o risco de
surgimento de mutantes na populacdo: tamanho da populacdo, recombinacio,
migracdo e selecdo imposta pelo uso inadequado de fungicidas (Gisi et al., 2002). O
patdgeno tem alta taxa de multiplica¢do e grande quantidade de esporos ¢ produzida
durante a epidemia (Kushalappa & Eskes, 1989a), o que contribui para aumentar as
chances de ocorrerem individuos mutantes. Ha fortes indicios de ocorréncia de
recombinacdo em H. vastatrix no Brasil (Fernandes et al., 2009) e a combinagdo de
mutantes em diferentes backgrounds genéticos pode resultar em individuos com
maior valor adaptativo e passiveis de permanecerem na populacdo. O transporte de
esporos pode ocorrer facilmente a longas distancias (Bawden et al., 1971). O uso de
fungicidas sistémicos em varias regides € parte integrante do manejo adotado nas
lavouras cafeeiras. Porém, o uso racional desses produtos, com poucas aplicagdes,

talvez seja o principal fator limitante a ocorréncia de isolados resistentes.
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Os fungicidas reduziram tanto a espessura quanto o comprimento do tubo
germinativo. Todos os processos catabolicos e anabodlicos, assim como transferéncia
de informacao genética e gradiente osmotico de uma célula necessitam de energia na
forma de ATP (Lehninger et al., 2005). Os IQE’s bloqueiam a transferéncia de
elétrons do complexo III e, consequentemente, causam deficiéncia energética. Na
amioria dos fungos, a germinacdo € processo estritamente aerdbico e dependente da
respiragdo (Allen, 1965). Em Botryodiplodia theobromae, a adi¢do de antimicina A,
inibidor da rota fosforilativa, reduziu a germinacdo. Além disso, o incremento da
respiracdo durante a germinagdo dependeu da sintese das subunidades protéicas da
ATPase (enzima que catalisa a hidrolise de ATP) (Wenzler & Brambl, 1981). A
reducdo da germinacdo e elongacdo do tubo germinativo observadas nos isolados de
H. vastatrix como consequéncia da inibi¢do da respiragdo, provavelmente afetaria o
inicio da infeccdo no campo, pois a diferenciagdo do tubo germinativo em apressorio
e invasdo do tecido da planta estariam comprometidas (Coutinho et al., 1993; Griffin,
1994, Niks, 1990).

Observou-se redugdo na germinacdo dos uredinidsporos dos isolados
submetidos a diferentes concentragdes de tebuconazol. Este fungicida também afetou
a elongacdo do tubo germinativo. Na maioria dos casos, fungicidas triazdis nao
interferem na germinagdo dos esporos (Buck & Williams-Woodward, 2003; Pontzen
& Scheinpflug, 1989). No entanto, pode haver diferenga entre espécies no inicio da
biossintese de esterol e, consequentemente, respostas diferenciadas ao fungicida
(Clarkson et al., 1997; Pontzen & Scheinpflug, 1989). Deformagdes em tubos
germinativos de urediniosporos de Puccinia graminis submetidos a diferentes
concentragdes de propiconazol, outro fungicida IDM, foram observadas. Doses

crescentes do fungicida reduziram a germinagdo € o comprimento do tubo
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germinativo, sendo que a 10 pg/ml houve redugdo da elongagdo em 75% devido a
alteracdes na permeabilidade da membrana e desorganizagdo das organelas no apice
do tubo germinativo (Dahmen et al., 1988). A redugdo da elongacdo e deformagdes
do tubo germinativo de H. vastatrix, como consequéncia da inibicdo da sintese de
ergosterol, provavelmente, sdo decorrentes de alteragdes na membrana plasmatica, o
que pode acarretar perda de potassio e acimulo de metabolitos secundarios (Griffin,
1994).

O conhecimento sobre a sensibilidade de H. vastatrix a triazdis e
estrobilurinas ¢ escasso e nao ha protocolos estabelecidos pelo FRAC para monitorar
a sensibilidade deste fungo aos fungicidas. Tampouco ha um padrdo estabelecido
para comparagao em testes de sensibilidade, a denominada “baseline”. A comparagao
entre DEs) de espécies distintas de fungos causadores de ferrugens ndo ¢
procedimento adequado, pois pode haver diferencas de sensibilidade entre espécies.
Ha também variagdes quanto a sensibilidade de uma espécie a diferentes fungicidas
de um mesmo grupo: a germinacdo e perda de eletrolitos de Puccinia recondita
(ferrugem da folha do trigo) foram afetadas diferencialmente por fungicidas triazois.
A DEs para o procloraz foi 88 ng/ml e observaram-se mudangas na condutividade da
solugdo do urediniosporo durante o processo de germinagdo. Para os fungicidas
fluzilazol e fenarimol, as DEsy foram 3,5 e 6,9 pg/ml, respectivamente, e os produtos
foram considerados eficientes com base nos valores de severidade e alteragdes na
permeabilidade da membrana (Kim et al., 2003a). Adicionalmente, devem se
estabelecer procedimentos para que resultados obtidos in vitro sejam correlacionados
a sensibilidade em campo. No entanto, nem sempre esta correlagdo ocorre. Isolados
de Puccinia triticina com valores DEsy de 1,64 pg/ml tiveram a mutagao Y134F ¢

superexpressao do CYP5I. Porém, a frequéncia de mutantes foi baixa e¢ ndo se
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correlaciou com os resultados obtidos de eficiéncia de controle do fungicida
epoxiconazol (Stammler et al., 2009). Neste sentido, a determinacdo da resisténcia
pratica de campo ¢ fundamental para estabelecer as classes de DEs, de fungicidas a
serem adotadas nos trabalhos de avaliacdo de sensibilidade.

Nas sequéncias amplificadas do gene CYTB dos isolados testados para
azoxistrobina ndo ocorreram as mutagdes tipicas para resisténcia a estrobilurinas.
Portanto, esses resultados estdo de acordo com aqueles obtidos in vitro. Contudo, os
primers desenhados poderdo ser uteis em futuras avaliagdes da sensibilidade de H.
vastatrix a estrobilurinas, principalmente para a implementacdo de quantificagdo de
frequéncia de mutantes insensiveis por meio da PCR em tempo real.

O monitoramento da sensibilidade de patdogenos a fungicidas € essencial
para compreender a distribuigdo, evolugdo e impacto da resisténcia no campo (Brent
& Hollomon, 2007a). Além disso, torna-se muito importante para avaliar a eficiéncia
e durabilidade dos fungicidas, assim como na tomada de decisao dos fitopatologistas,
extensionistas e empresas quimicas. Com o monitoramento sistematico, pode-se
detectar pequenas mudangas na sensibilidade a fungicidas nas populagdes. A
deteccdo tardia da insensibilidade de H. vastatrix a fungicidas possivelmente causaria
maiores dificuldades no manejo da doenga, pois a esporulacdo e a dispersdo de
esporos do patdgeno sdo eficientes. Os produtores devem manter o uso racional de
fungicidas sistémicos e adotar medidas que contribua para aumentar a eficiéncia de
controle da ferrugem. Neste sentido, a utilizag@o de fungicidas com diferentes modos
de agdo, alternancia de produtos, restricdo do nimero de aplicagdes, utilizacdo da
dose adequada do produto como também a adog¢ao do manejo integrado, estratégias
preconizadas pelo FRAC (Brent & Hollomon, 2007a), garantem o controle eficiente

no campo ¢ dificultam o surgimento de resisténcia a fungicidas.
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5. Conclusoes

e Populagdes de H. vastatrix dos estados de Minas Gerais e Espirito Santo sdo
sensiveis aos fungicidas azoxistrobina e tebuconazol.

e Os desenvolveram-se primers para detec¢do das mutagdes no gene CYTB, os
quais serdo uteis para futuros trabalhos de monitoramento genético da

sensibilidade.
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