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RESUMO

Os fungos do género Pyricularia (brusones) sdo responsaveis por perdas significativas em
cultivos de arroz e trigo. A linhagem Triticum da espécie P. oryzae (PoTl) é uma ameaca a
triticultura nacional e internacional, tendo emergido primeiro em areas de cultivo brasileiras e
depois introduzida na Asia e Africa, por meio de importagdo de sementes de trigo infectadas.
Esta linhagem em particular apresenta resisténcia aos principais fungicidas de sitio-alvo
especificos, com os inibidores de quinona (Qols), inibidores da succinato desidrogenase
(SDHiIs) e inibidores da esterol 14-demetilase (DMIs). Enquanto se atribui a resisténcia Unica
contra moléculas especificas as mutagdes nos sitios-alvo, a auséncia de mutacdes e a resisténcia
maultipla encontrada em populacdes de PoTI levantam a hiptese de que um outro mecanismo
de resisténcia pode estar envolvido. Um destes, encontrado em outras espécies de fungos, é a
sobre expressdo de bombas de efluxo, que sdo transportadores membranares responsaveis pelo
fluxo de moléculas do meio intracelular para o extracelular e vice-versa. Em fungos, ha duas
principais familias de transportadores que podem assumir esse papel na resisténcia multidrogas:
os transportares ABC (ATP-binding cassette) e os MFS (Major Facilitator Superfamily). Este
trabalho teve como objetivo submeter isolados de PoTI ao inibidor de transportadores ABC,
cloridrato de verapamil, na presencga de fungicidas dos grupos SDHI e DMI. Os resultados
indicam que a resisténcia multidrogas ndo deve ter origem na super expressdo de
transportadores ABC, permanecendo a hipGtese de que as bombas de efluxo sejam
transportadores do tipo MFS em populaces sem mutacdes de resisténcia nos sitios-alvo.
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INTRODUCAO

O complexo Pyricularia (Ascomycota) compreende as espécies de fungos causadores
das doencas conhecidas como brusone, responsaveis por perdas significativas de producéo em
culturas importantes como arroz, trigo, cevada, aveia e milheto (COUCH et al. 2005;
MURAKAMI et al. 2003; TAKABAYASHI et al., 2002; URASHIMA et al., 2009). Em
particular para o trigo, atribui-se a linhagem Triticum da espécie Pyricularia oryzae (PoTl) o
papel de agente causal da brusone do trigo (GLADIEUX et al., 2018), com a ressalva de que
ndo se trata de uma linhagem com hospedeiro especifico, em contraste com outra linhagem
conhecida, a saber P. oryzae linhagem Oryzae (PoOl), associada apenas a brusone do arroz
(CASTROAGUDIN et al., 2016). PoTI é capaz de colonizar espécies cultivadas incluindo
cevada, aveia, azevém e braquiaria, bem como gramineas nativas e exoticas de ocorréncia
comum e plantas espontaneas em areas de trigo, dentre elas Chloris distichophylla, Cynodon
spp., Digitaria insularis, Equinochloa crusgalli, Panicum maximum, Rhynchelytrum repens e
Sorghum sudanense (CASTROAGUDIN et al. 2017). Trata-se de uma doenca de dificil
controle, cujas perdas causadas em areas de cultivo de trigo podem chegar, em peso por espiga,
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nas ordens de 46 a até 72,5%, com menores perdas observadas na infeccdo tardia e maiores
quando a infeccdo foi precoce (GOULART et al., 2007; GOULART e PAIVA, 2000).

H& grande preocupacdo em se tratando do manejo da doenca em virtude do uso
generalizado de fungicidas com sitios-alvo especificos sem a adocéo de estratégias a fim de
evitar a selecdo de genotipos resistentes, levando a queda da eficiéncia destas moléculas
(CERESINI et al., 2018, PAGANI et al., 2014), ja havendo sido encontrados isolados de PoTI
resistentes a fungicidas Qol - inibidores de quinona - e DMIs - inibidores da esterol 14-
demetilase (Castroagudin et al., 2015; Oliveira et al., 2015; Poloni et al., 2020). A resisténcia
aos fungicidas Qol esta diretamente relacionada a mutacdo no citocromo B, com a alteracéo do
amino&cido glicina (G) por alanina (A) na posi¢do 143 da proteina (G143A), encontrada em
outras espécies e géneros além da Pyricularia oryzae (CASTROAGUDIN et al., 2015). A
resisténcia contra os fungicidas DMIs, ou azois, sdo explicadas por uma mutacéo ndo sindnima
no sitio-alvo esterol 14-demetilase, entretanto, também foram encontrados isolados resistentes
sem esta mutacdo (POLONI et al., 2020). Levantou-se a hipdtese de que esta resisténcia seja
oriunda da superexpressdo do gene CYP51, causada por insercdes em sua regido promotora,
porém tais insercbes ndo foram encontradas nos genes CYP51A e CYP51B dos isolados
brasileiros de PoTI, tornando o mecanismo de resisténcia a azois ainda passivel de elucidacdo
(POLONI et al., 2020).

A auséncia de sensibilidade em PoTI se estende a moléculas as quais as populagdes do
patégeno ainda ndo haviam sido expostas em campo. Este é o caso da resisténcia a
fluxapiroxade, molécula da classe das carboxamidas, inibidoras da succinato desidrogenase
(VICENTINI et al., 2021). Uma vez que o patdgeno apresenta este comportamento com uma
molécula a qual ainda ndo havia sido exposto, somado aos relatos de auséncia de mutagdo nos
genes alvo sdhB, sdhC e sdhD, levante-se a hip6tese de que a origem para essa resisténcia seja
algum mecanismo pré-existente e inespecifico. Este mecanismo, caracterizado pela resisténcia
multidrogas, poderia ser a superexpressao de bombas de efluxo, observado em outros patégenos
(KRETSCHMER et al., 2009, OMNRANE et al., 2015, FISCHER et al., 2018, WANG et al.,
2018).

Ha duas principais classes de transportadores capazes de agir como bombas de efluxo
para moléculas fungicidas: os transportadores ABC (ATP-binding cassette), utilizadores de
ATP no transporte de moléculas na membrana, e os MFS (major facilitator superfamily), os
quais utilizam fluxo de prétons na transferéncia de moléculas (PERLIN et al., 2014). Estas duas
superfamilias correspondem a aproximadamente metade de todos os genes codificadores de
transportadores membranares dos fungos (PAULSEN et al., 1998). As duas categorias de
transportadores ocorrem em diferentes tipos de membranas, como vacuolares, do reticulo
endoplasmatico, peroxissomas e das mitocondrias (ESQUIVEL e WHITE, 2017; PERLIN et
al., 2014; SUN et al., 2006; THOMAS e TAMPE, 2020).

O cloridrato de verapamil (VER) se mostrou um potencial candidato a inibidor dos
transportadores do tipo ABC. Gupta e colaboradores, expondo Mycobacterium tuberculosis ao
antibiotico rifampicina in vitro, encontraram quantidade duas vezes maior da molécula dentro
das células bacterianas tratadas com VER em contraste com as testemunhas (GUPTA et al.,
2013). Para o fungo Candida albicans, doses de VER inibiram o transporte da adesina Hwpl,
associada ao desenvolvimento de hifa e sua adesdo (YU et al., 2014). Uma vez observada a
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resisténcia multidrogas em P. oryzae linhagem Triticum, assim como a auséncia de algumas
das principais mutacdes para resisténcia as principais classes fungicidas, o objetivo deste
trabalho foi testar a hipotese das bombas de efluxo como mecanismo de resisténcia multidrogas
utilizando cloridrato de verapamil como inibidor de transportadores da familia ABC.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos de deteccdo da inibicdo de bombas de efluxo foram conduzidos em
microplacas plasticas de fundo plano contendo 96 pocos individuais (Kasvi, Italia), utilizando-
se fragmento micelial, em protocolo adaptado de Brito et al. (2020) e Peldez Montoya et al.
(2006) no laboratério de fitopatologia e genética molecular da FEIS/UNESP, campus de llha
Solteira. Os isolados de PoTI utilizados s&o oriundos de popula¢6es amostradas nos anos 2012
e 2018, nos estados de Minas Gerais, Goias, S&o Paulo, Mato Grosso do Sul, Parané e no
Distrito Federal. A Tabela 1 contém a relacdo dos isolados utilizados.

Tabela 1 - Nomenclatura dos isolados, espécies, local e ano de amostragem populacional.

Isolado Espécie Local Ano
12.1.045i PoTlI SP 2012
12.1.130 PoTlI MS 2012
12.1.037 PoTl DFe GO 2012
12.1.299 PoTlI PR 2012
12.1.015 PoTlI MG 2012
12.1.183 PoTl MS 2012
12.1.165 PoTl DFe GO 2012
12.1.312 PoTlI PR 2012
12.1.005 PoTl MG 2012
18SPK6 PoTl SP 2018
18SPC10 PoTlI SP 2018
18MGH19  PoTl MG 2018
18MGH25  PoTl MG 2018
18MGF3 PoTlI MG 2018

O micélio foi obtido a partir de colénias dos isolados com 10 dias de incubagdo em meio
agar aveia (30 g.L™! de aveia integral em flocos finos, 25 g.L ™ de &gar e 0,5 g.L™* do antibidtico
cloranfenicol), submetidas a temperatura constante de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas dentro
de incubadora tipo BOD. Das coldnias, extraiu-se o micélio, transferindo-o para microtubos
contendo 0,5 mL em volume de esferas de vidro estéreis com 2 mm de didmetro e 1 mL de agua
destilada. A matéria fungica foi fragmentada utilizando fast-prep ajustado para a velocidade 4.0
(4 m.s?) durante 20 segundos.

As suspensdes foram diluidas para o volume final de 15 mL, sendo ajustadas para 10*
fragmentos por mL em camara de Neubauer. Cada microplaca recebeu 50 pL da suspensdo
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biologica e 100 uL de meio de cultura liquido PD (dextrose de batata), com concentracdes
variaveis dos inibidores a serem testados. O meio liquido continha 50 pL mL de cloranfenicol
e estreptomicina

Inicialmente, determinou-se a dose maxima tolerada (DMT) de VER medindo o
crescimento relativo de quatro isolados de Pyricularia oryzae, dois da linhagem Triticum
(18MGH11 e 19MGF3) e dois da linhagem Oryzae (421 e 656). Foram testadas as doses 0,0,
0,25, 0,5, 1,0, 2,0 e 4,0 mg.mL* (VEGA-CHACON et. al 2020). Determinada a DMT em 1,0
mg.mL™, foram conduzidos quatro experimentos em delineamento fatorial com dois fatores:
isolados (N=14) e combinacGes de VER e fungicidas conforme a seguir:

a) testemunha; VER a 1,0 mg.mL™ ; fluxapiroxade a 5 pg.mL; VER com SDHI;
b) testemunha; VER a 1,0 mg.mL-1 ; tebuconazol a 1 pg.mL!; VER com DMI;

Os experimentos tiveram quatro repeticdes para cada unidade experimental e o total foi
repetido uma vez. As microplacas foram incubadas para crescimento em incubadora BOD sob
temperatura constante de 25°C e fotoperiodo de 12 horas durante 120 horas. O crescimento dos
isolados foi medido indiretamente pelos valores de absorbancia no comprimento de onda de
620 nm usando leitora de microplacas (MultiskanTM FC Microplate Photometer, Thermo
ScientificTM, EUA).

Ap0s as leituras no tempo zero (Cto) — imediatamente ap6s a incrementagdo da solugdo
micelial a microplaca — e no tempo um (Ct1) — ap6s 120h — calculou-se a variacdo do
crescimento AC (1) e o crescimento relativo individual CR (2) para cada isolado conforme as
formulas:

ACtratamento
CR= ————— 2
ACtestemunha ( )

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de comparacao
de médias (Scott-Knott) a 5% de probabilidade utilizando ambiente R (R Core Team, 2021).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados 12.1.005, 18MGH25, 18SPC10 e 18MGH19 apresentaram fendtipo de
resisténcia ao fungicida DMI tebuconazol (Figura 1), enquanto 12.1.037 e 12.1.130 apresentam
fendtipo de resisténcia a ambos, tebuconazol e o SDHI fluxapiroxade (Figura 1 e Figura 2).
Estes dois ultimos, apesar do fendtipo indicativo de resisténcia multidrogas, mantiveram o
crescimento mesmo na presenca do inibidor dos transportadores ABC cloridrato de verapamil.

Os demais isolados apresentaram fendtipo de sensibilidade com CR < 50% ou
sensibilidade reduzida com crescimento relativo superior a 50% a um ou mais fungicidas.
Dorigan e colaboradores, estudando a resisténcia a tebuconazol em espécies de Pyricularia,
observaram resisténcia em todas as quatro (DORIGAN et al., 2019). Este mesmo
comportamento pode ser observado nos isolados do presente trabalho, com um padréo de
sensibilidade reduzida a DMI em populagdes com seis anos de diferenca de amostragem.
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Isolados cujos crescimentos ndo diferiram estatisticamente em todos os tratamentos
podem possuir algum mecanismo de resisténcia multidrogas, porém a ndo observagdo de
reversdo de fendtipo quando tratados com VER indica que, caso esse mecanismo seja realmente
por bombas de efluxo, de fato encontrado em outras espécies de fungos como Candida albicans
(CANNON et al., 2009) este ndo seria pela super expressdo dos transportadores do tipo ABC.

Ainda assim, permanece a hip6tese de que a super expressdo dos transportadores MFS
possam ser a causa para o fendtipo de resisténcia multipla observado na linhagem Triticum de
P. oryzae.
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Figura 1. Boxplots representando o crescimento relativo de cada isolado no eixo vertical e os
tratamentos com inibidor, tebuconazol e VER combinado com tebuconazol no eixo horizontal,
respectivamente. Boxplots com letras maiusculas iguais ndo diferem significativamente com o
teste de comparagdo Skott-Knott a 5% de probabilidade.



28 convibra

www.convibra.org

UFPR

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

PG SOLOS

PoTl 12.1.005 PoTIl 12.1.299 PoTl 18MGH25
120 A 120 A 125
80
75
60
40 50
B B 30 B B, 25 B B
o o i + o e % o —oooS— oo
S < N S < N 5 “ N
PoTl 12.1.015 PoTl 12.1.312 PoTIl 18SPC10
120 A 120 oA o
2 A
80
60 504
. " B B 40
B 304 o L] B B
0 m 5—:-& o # - % i: o e — —
& “ N 2 « A% @ “ N
PoTl 12.1.037 PoTIl 12.1.045i PoTl 18SPK6&
125 A A A 120 120 A
Ld
100 * R e =
75 “ 80 80
°
1. 1
50 e 40 40
25 B ._B
e
S < N = “ ] & “ N
PoTl 12.1.130 PoTl 18MGF3 PoT! 12.1.165
125 A A 120 A 1254
o T st 3K g wf et
° 80 °
75 o 75
50 40 50
25 B B 25 B B
0 o O O— —e-omfo— 0 —cEmono- S
2 « N z « N 2 « N
PoTl 12.1.183 PoTIl 18MGH19
125 1254
100 ﬂ 100 *’?
75 75
50 50
25 B B 25 B B
o e o et =

> < K > z K

Figura 2. Boxplots representando o crescimento relativo de cada isolado no eixo vertical e os
tratamentos com inibidor, fluxapiroxade e VER combinado com fluxapiroxade no eixo
horizontal, respectivamente. Boxplots com letras mailsculas iguais ndo diferem
significativamente com o teste de comparagdo Skott-Knott a 5% de probabilidade.

CONCLUSOES

Os isolados estudados da linhagem Triticum de Pyricularia oryzae apresentaram padrao
majoritario de sensibilidade ao fungicida SDHI fluxapiroxade, em contraste com o fungicida
DMI tebuconazol, ao qual demonstraram sensibilidade reduzida ou resisténcia.

Os isolados 12.1.037 e 12.1.130, com fenotipo de resisténcia a ambos, nédo tiveram
crescimento inibido na presenca de verapamil, evidenciando que o mecanismo de resisténcia
para estas populacdes ndo € a super expressao das bombas de efluxo do tipo ABC.
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