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Resumo — Um grande problema no controle de doengas na agricultura ¢ a ocorréncia de populagdes resistentes aos
produtos utilizados. Nos ultimos anos, uma classe de fungicidas que vem ganhando destaque sdo os Qol’s, que atuam na
respira¢ao mitocondrial se ligando ao sitio Qo do citocromo bel. Devido ao uso excessivo desses produtos, varios casos
de resisténcia ja foram relatados em condi¢des de campo. Estudos moleculares identificaram algumas mutagdes no sitio
alvo, sendo a mais comum a troca de glicina por alanina na posi¢do 143 (G143A). Outros mecanismos de resisténcia
também foram identificados, como a ocorréncia de respiragdo alternativa e o bombeamento do produto para fora da
célula fingica por um processo de xenobiose. A compreensdo sobre os mecanismos de resisténcia auxilia na elaboragio
de estratégias anti- resisténcia para serem empregadas nos programas de manejo das culturas.

Palavras-chave: Populacdes resistentes, mecanismos de resisténcia, controle quimico

Resistance of Fungi to Fungicides Quinone Inhibitors

Abstract — A major problem on the control of diseases in agriculture is the occurrence of resistant populations of plant
pathogenic fungi to the specific systemic fungicides. In recent years a new class of fungicides that is becoming
important is the Qol's. The Qol’s fungicides block the mitochondrial respiration to the Qo site of cytochrome BC1. Due
to excessive use of the specific systemic fungicides to control plant diseases, there have been many reports on the
resistance of plant pathogenic fungi in the field. Molecular studies identified several mutations in the target site. The
most common is the exchange of glycine by alanine at position 143 (G143A). Other mechanisms of resistance were also
identified as the occurrence of alternative respiration and pumping the product out of the fungal cell by a process of
xenobiose. The understanding of the mechanisms of resistance helps in the development of anti-resistance strategies to
be applied in crop management systems.
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INTRODUCAO

Com o aumento da populagdo mundial, torna-se necessario a busca de tecnologias para o
aumento da produ¢do de alimentos. Tais tecnologias visam combater alguns fatores que sao
limitantes a producdo agricola, como ¢ o caso de doencas, pragas e plantas daninhas. Para o
combate a doengas, o uso de produtos quimicos ¢ a tecnologia mais usada até o momento. Um dos
sérios problemas que o controle de doencas pelo emprego de fungicidas enfrenta ¢ o surgimento de
estirpes de fungos fitopatogénicos resistentes na populacdo (Ghini & Kimati, 2000). Assim como
outros organismos vivos, quando ameacados, os fungos podem desenvolver mecanismos que lhe
confiram resisténcia a produtos toxicos, para que se perpetue a sobrevivéncia da espécie. A grande
capacidade de multiplicacdo e a diversidade dos fungos fornecem oportunidade para a selegao de
linhagens resistentes surgidas espontaneamente. Assim, numa populagdo de fungos fitopatogénicos
sensivel a um determinado fungicida, células com menor sensibilidade ao produto surgem devido a
mutagdo ou outro mecanismo de variabilidade dos seres vivos. A aplicagdo do fungicida sistémico
com modo de agdo especifico seleciona as células resistentes, eliminando as sensiveis. Ao longo dos
anos, com o uso intensivo desses fungicidas, os fungos adquirem resisténcia aos produtos.

Fungicidas como ditiocarbamatos, dinitrofenélicos e clorofendlicos tém sido utilizados
freqlientemente ha anos, sem que resisténcia tenha surgido na populagdo dos fungos sensiveis a
esses produtos (Brent, 1995). A partir de 1960, outros fungicidas foram introduzidos no mercado,
com um potencial maior que os citados anteriormente. Na década de 1980, as introdugdes de
fungicidas no mercado nacional foram basicamente de produtos similares aos fungicidas existentes.
No final do século XX, varios compostos com acdo fungicida foram langados comercialmente,
destacando-se os fenilpirrélicos, anilinopirimidinas, e analogos da estrobilurina (Brent, 1995; Brent
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& Hollomon, 1998).

As estrobilurinas, grupos de compostos quimicos extraidos do fungo Strobilurus tenacellus, sao
usados na agricultura como fungicidas (Figura 1). Estes compostos fazem parte do grupo dos
inibidores de quinona oxidase (Qol), cuja toxicidade advém da inibicdo da cadeia respiratoria ao
nivel do Complexo III, impedindo a cadeia bioquimica de transferéncia de elétrons no sitio da
mitocondria, interferindo na respiragdo do patdgeno (Ghini & Kimati, 2000). Sao tipicamente
absorvidas pela cuticula do fungo, agindo como fungicidas protetores (Vincelli, 2002). As
estrobilurinas sdo conhecidas como fungicidas inibidores de quinona, por terem como unico modo
bioquimico de agdo a inibi¢ao da respiragao mitocondrial atuando no sitio Qo (quinona oxidase)
(Figura 2). Algumas das estrobilurinas mais comuns s3o a azoxistrobina, metil-cresoxima,
picoxistrobina, fluoxastrobina, orizastrobina, dimoxiystrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina. A
descoberta do poder fungicida das estrobilurinas representou um significativo desenvolvimento na
producao de fungicidas baseados em compostos derivados de fungos.

Figura 1. Strobilurus tenacellus.

Fonte: Zeneca Agricola. Perfil Técnico — Amistar, 1998.

Uma resposta das plantas que despertou o interesse agrondmico sobre o grupo dos Qol’s foi o
efeito fisiologico. A aplicagdo de estrobilurinas resultou no aumento de produtividade para algumas
culturas como o milho e a soja (Dourado Neto, 2005; Fagan, 2007). As estrobilurinas quando
aplicadas sobre as plantas atuam na ativagdo da enzima NADH-nitrato redutase, aumentando a
assimilagdo de nitrato e sua posterior incorporacao nas moléculas vitais da planta, como a clorofila.
Além disso, ocorre o aumento na eficiéncia na assimilagdo de CO2, a elevagdo da taxa
fotossintética e a reducdo da taxa respiratéria. Outro efeito promissor € a reducao na produgao de
etileno, que retarda a senescéncia das folhas, aumentando o periodo que a planta permanece com a
fotossintese ativa (Venancio et al., 2003; Oliveira, 2005; Fagan, 2007). A redugdo na produgao de
etileno pela planta e o retardamento da senescéncia das folhas foram comprovados nas culturas da
soja (Dourado Neto et al., 2005; Fagan, 2007) e do milho (Dourado Neto et al., 2005).

Alguns fungicidas atuam controlando ampla gama de doencas fingicas e sdo denominados de
fungicidas com modo de a¢do ndo especifico. Por outro lado, outros produtos apresentam espectro
limitado de atividade contra um ou dois grupos especificos de fitopatdogenos e sao conhecidos como
fungicidas com modo de agdo especifico. A especificidade dos fungicidas, principalmente dos
sistémicos, faz com que haja alto risco de resisténcia adquirida pelo patogeno (Rodrigues et al.,
2007; Zambolim et al., 2007). Portanto, a alta pressdo de selecdo causada pelo uso intensivo de
fungicidas, como os benzimidazois, pode resultar na selecdo de isolados de fungos resistentes em
um curto periodo de tempo. Com o aparecimento da resisténcia, o controle de algumas doencas,
como o mofo cinzento em videiras (Botrytis cinerea) ou a sigatoka negra em banana
(Mycosphaerella fijiensis), depende muito mais da a¢ao de apenas um ou dois tipos de fungicidas
(Brent, 1995). Os fungicidas mesostémicos de acdo translaminar (Figura 3), como as estrobilurinas,
também possuem agdo especifica sobre o patogeno. Por ter um unico local de acdo nas céluas
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fungicas, o emprego continuo das estrobilurinas pode representar alto risco de aquisi¢do de
resisténcia para populagdes fungicas (Vincelli, 2002; Rodrigues et al., 2007).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho ¢ discutir e elucidar alguns aspectos sobre a
resisténcia de fungos a fungicidas inibidores de quinona (Qol).

Estrobilurinas

Interna
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Figura 2. Célula fungica, com detalhe do local de atuagdo (seta vermelha) das estrobilurinas no
complexo III da cadeia de transporte de elétrons, situada nas cristas mitocondriais.

Fonte: Zeneca Agricola. Perfil Técnico — Amistar., 1998; Zambolim et al., 2007.
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Figura 3. As gotas representam a cobertura do fungicida durante a aplicagdo e as setas representam
0 seu movimento mesostémico e translaminar.

Fonte: BASF - Manual Técnico COMET - Citros, 2004.
REVISAO DE LITERATURA

Mecanismos de Resisténcia de Fungos a Fungicidas Inibidores de Quinona

Varios fatores influenciam a velocidade do desenvolvimento de resisténcia, tais como: a base
genética da resisténcia, as caracteristicas da linhagem resistente, a natureza do patégeno e da doenca
e a pressao de selecdo exercida pelo uso do fungicida com modo de agdo especifico. A resisténcia
adquirida pela populagao do patdégeno ao produto ¢ diretamente proporcional as doses aplicadas, a
freqiiéncia de aplicagcdo, ao grau de cobertura obtido, a persisténcia na cultura ou no solo e ao
tamanho da area tratada. Dessa forma, a tomada de decisao de como vai ser feito o controle quimico
¢ um dos pontos fundamentais para evitar o surgimento da resisténcia (Ghini & Kimati, 2000).

A natureza exata das alteracdes dos aminodcidos nas proteinas alvo que causam resisténcia
somente ¢ conhecida no caso dos fungicidas benzimidazois, inibidores da demetilagao (DMI) e
estrobilurinas (Davidse & Ishii, 1995; Delye et al., 1998; Gisi et al., 2000). Segundo Davidse &
Ishii (1995), foram relatados altos niveis de resisténcia as estrobilurinas e fungicidas similares em
diversos fungos. Ghini & Kimati (2000) relatam que as estrobilurinas interferem na respiracao
mitocondrial, ao bloquear a transferéncia de elétrons pelo complexo citocromo bel e que, de modo
geral, fungicidas pertencentes a um mesmo grupo quimico apresentam resisténcia cruzada. Entre os
benzimidazoéis, o carbendazim e o tiofanato metilico sdo os produtos utilizados para citros e
passiveis de resisténcia cruzada. Para as estrobilurinas, a resisténcia cruzada pode ocorrer para a
azoxistrobina, trifloxistrobina e piraclostrobina. Essa informac¢ao ¢ importante na adogdao de
estratégias anti-resisténcia (Rodrigues et al 2007).

Logo apds a introdugdo comercial dos Qol em 1996 foram detectados isolados resistentes de
Podospora fusca, agente causal do mildio pulverulento das cucurbiticeas, em muitas partes do
mundo (Fernandez-Ortufio et al., 2006). Na maioria dos casos de resisténcia descritos ocorreu uma
mudanga pontual no citocromo b, trocando o aminoacido guanina na posi¢ao 143 por alanina. Em
P. fusca foram encontrados dois isolados resistentes com o mesmo tipo de mutagdo. Em regides
com alta incidéncia de populagdes resistentes, o uso de Qol tem que ser reavaliado, sendo
necessario a implantacdo de um programa de manejo de resisténcia aos Qol em curcubiticeas. Isso
leva a uma reconsideracdo quanto ao uso de Qol isoladamente no controle de mildios pulverulentos.
(Fernandez-Ortufio et al., 2006).
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Mutantes de Botrytis cinerea com moderada a alta resisténcia a piraclostrobina (Qol), um
inibidor do complexo mitocondrial transportador de elétrons do citocromo bcl, foram isolados apds
a mutagénese quimica e sele¢do em meio contendo piraclostrobina (Markoglou et al, 2006). Os
autores realizaram estudos moleculares e observaram que os mutantes de B. cinera comparados com
o isolado parental selvagem apresentaram duas mudangas pontuais, uma troca de glicina (GGT) por
serina (AGT) na posi¢ao 143 (G143S), encontrada no isolado com alta resisténcia fenotipica, ¢ a
troca do aminodcido fenilalanina (TTC) por leucina na posicdo 129 (F129L). Em estudos
bioquimicos de isolados resistentes a estrobilurinas foi observado um mecanismo de respiragao
alternativo, sendo esse entdo considerado um mecanismo bioquimico de resisténcia. Esse ¢ o
primeiro relato indicando a existéncia do potencial genético e bioquimico para o desenvolvimento
de resisténcia no campo de B. cinera a fungicidas inibidores de quinona (Markoglou et al., 2006).

Segundo Malandrakis et al. (2006), o surgimento de espécies fingicas resistentes a moléculas
dos grupos dos benzimidazois, triazois e ditiocarbamatos, aumenta a necessidade por estratégias
anti-resisténcia e por novas moléculas com mecanismo de acdo sitio-especifico. Durante a ltima
década, a pesquisa produziu uma gama diversa de agentes fungicidas com diversos modos de agdo.
Os Qols, por exemplo, apresentam espectro de atividade amplo, abrangendo espécies das quatro
maiores classes dentro dos fungos: Ascomycetes, Basidiomycetes, Deuteromycetes ¢ Oomycetes
(Ammermann et al., 2000). Malandrakis et al. (2006) realizaram estudos para investigar a
resisténcia de Cercospora beticola a estrobilurinas e sua base molecular em mutantes obtidos em
laboratorio. Por meio da exposicao a luz ultravioleta foi possivel obter mutantes de C. beticola com
alta, média e baixa resisténcia ao fungicida piraclostrobina. Os resultados obtidos pelos autores
indicam que mecanismos bioquimicos alternativos nao sao responsaveis pela reducdo de
sensibilidade a piraclostrobina. No estudo de parametros fisioldgicos, os autores mostraram que a
maioria dos mutantes teve reducdo significativa na esporulacdo e na patogenicidade quando
comparados com o isolado parental selvagem. A andlise molecular dos mutantes comprovou a
ocorréncia de duas mutagdes pontuais, com resultados semelhantes aos obtidos por Markoglou ef al.
(2006). Nesse caso, houve uma troca de glicina (GGT) por serina (AGT) na posi¢cdo 143 (G143S),
essa encontrada no isolado com alta resisténcia fenotipica, o segundo aminoacido trocado foi uma
fenilalanina (TTC) por valina (GTC) na posi¢do 129 (F129V), encontrada nos mutantes com
resisténcia moderada (Malandrakis et al., 2006).

Mutantes de Magnaporthe grisea resistentes a azoxystrobina foram gerados e caracterizados em
um estudo realizado por Avila-Adame & Koller (2003). Dois tipos de mutantes foram
caracterizados com mutacoes no sitio de agao 143, sendo G143A ou G143S. A mutacao foi estavel
mesmo com o cultivo do patdégeno em varios ciclos na auséncia de azoxystrobina. Os autores
observaram que o crescimento residual do micélio de M. grisea ¢ facilitado pela respiracao
alternativa e contribui para a geragdo de mutantes espontineos e estaveis no citocromo-b, podendo
resistir a elevadas doses de azoxystrobina. Porém, apesar da alteragdo no mecanismo de respiragao
ser um mecanismo de resisténcia do fungo, Avila-Adame & Koller (2003) observaram que, na
pratica, tais mecanismos de respiragdo alternativa estdo longe de serem relacionados com a
resisténcia de M. grisea ao fungicida.

Trés substituicdes de aminoacidos foram detectadas nos genes do citocromo-b em patdgenos de
plantas, governando a resisténcia aos fungicidas inibidores de quinona (Sierotzki et al., 2000a;
2002b; Gisi et al., 2002; Avila-Adame & Koller, 2003; Malandrakis et al., 2006; Markoglou et al.,
2006; Sierotzki et al., 2007):

- Mudanga de glicina por alanina na posi¢ao 143: G143A
- Mudanga de fenilalanina por leucina na posi¢ao 129: F129L
- Mudanga de glicina por arginina na posic¢ao 137: G137R

De acordo com alguns autores (Sierotzki et al.,2000a, 2000b; Gisi et al., 2000) todas as mutagdes
G143A, G137R e F129L sao baseadas no polimorfismo de um unico nucleotideo no gene do
citocromo-b e o processo de selecdo qualitativo ocorre em um uUnico passo. Baseado no
conhecimento de que os fatores de resisténcia (RF) sdo medidos por meio da dose efetiva (DEs) da
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populacdo resistente dividida pela dose efetiva (DEsg) da populacdo selvagem, a associacdo com
G143A, G137R e F129L gera diferentes fatores de resisténcia, na maioria dos casos entre 5-15% e
em poucos casos acima de 50%. Fatores de resisténcia relacionados com G143A, na maioria dos
casos, atingem valores maiores que 100, significando que esses isolados expressam resisténcia alta,
ou seja, completa. Isolados com mutagdes G137R e F129L expressam resisténcia moderada
(parcial), sendo ainda controlados pelo uso de fungicidas inibidores de quinona. Nas populagdes
resistentes, as mutacdes seguem a distribuicdo: G143A 56%, G143A+F129L 24% e F129L 24%. A
mutacao G137R foi encontrada somente em Pyrenophora tritici-repentis, em uma frequéncia muito
baixa (Sierotzki et al., 2007).

No trabalho de Fernandes-Ortufio e colaboradores (2008), além das mutagoes G143A, F129L ¢
G137R, outros mecanismos de resisténcia foram abordados. A ocorréncia de respiragdo alternativa
‘in vitro’ forneceu suporte energético a célula fungica, mas em condi¢des de campo isso foi
limitado devido ao baixo rendimento do processo (eficiéncia de 40%). Nos processos de
germinagdo do esporo e da penetracdo do tecido do hospedeiro, grande quantidade de energia ¢
demandada, sendo a respiragdo alternativa insuficiente para a célula fingica. Outro problema
encontrado sdo os antioxidantes produzidos pela planta no processo de infec¢do. Tais compostos
antioxidantes, como as flavonas, reagem com as formas reativas de oxigénio da célula fungica
necessarias para a inducdo da respiracdao alternativa. Proteinas de efluxo situadas na membrana
bombeiam para fora da célula fungica compostos toxicos. Tal fendmeno foi primeiramente
encontrado em Aspergillus nidulans, protegendo-o contra ampla gama de fungicidas, dentre eles, as
estrobilurinas. Esse mecanismo também foi relatado em isolados resistentes de Mycosphaerella
graminicola, mas que possuiam a mutacao G143A, sugerindo que nesse caso o efluxo tem pouca
importancia no tocante a resisténcia.

Nos basidiomicetos, especialmente em espécies de Puccinia, a resisténcia aos Qols
surpreendentemente ndo foi encontrada até agora, mesmo com o uso constante de estrobilurinas.
Com o estudo do material genético do citocromo-b, constatou-se a presenca de um intron (regido do
RNA que ndo ¢ codificada, sendo retirada para preservar os €xons) logo apds o cddon de glicina na
posicao 143, a substituicdo desse nucleotideo impede o ‘splicing’ (retirada dos introns e unido das
regides codificadoras-éxons), o que resulta em uma deficiéncia no citocromo-b, presumidamente
uma mutacdo letal (Grasso et al., 2006). Contudo, foi relatado um isolado de Puccinia horiana,
agente causal da ferrugem branca do crisantemo que apresentou tolerancia a estrobilurina, mas os
mecanismos responsaveis por tal evento ainda ndo foram elucidados (Cook, 2001).

Fungos Resistentes a Fungicidas Inibidores de Quinona

Na Tabela 1 estdo listados alguns fungos com resisténcia em nivel de campo a fungicidas
inibidores de quinona, destacando ainda seus hospedeiros, tipo de resisténcia e sua distribui¢ao
geografica.
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Tabela 1. Lista de Patégenos Resistentes em Nivel de Campo a Fungicidas Inibidores de Quinona

(QoI)
Patogeno Hospedeiro Distribuiggo Tipode  Referéncia
Geografica  Resisténcia
Alternaria alternata Pistache EUA Gl143A  Maetal. (2003)
A. tenussima Ma &
A. arborescens Michailides
(2004)
Alternaria alternata Batata e Europa Gl143A FRAC
Tomate
Alternaria mali Maga EUA G143A Lu et al. (2003)
Alternaria solani Batata EUA F129L Pasche et al
(2002
Blumeria graminis Trigo Europa G143A Sierotzki et al.
f. sp. tritici e hordei (2000a)
Botrytis cinérea Morango Europa G143A FRAC
Colletotrichum graminicola Gramados EUA Gl43A e Avila-Adame et
F129L al.(2003)
Corynespora cassiicola Melao Japdo G143A  Ishii (2004)
Didymella bryoniae Abdbora EUA G143A  Langston (2002)
Erysiphe necator Uvas EUA, Gl143A  FRAC
Europa
Glomerella cingulata (Colletotrichum Morango Japao Gl143A Ishii (2004)
gloeosporioides)
Microdochium nivale, M. majus Trigo Europa Gl143A  FRAC
Mpycosphaerella fijiensis Banana América do G143A Sierotzki et al
Sul e Central (2000a)
Mycosphaerella graminicola Trigo Europa G143A Sierotzki et al
(2005)
Mycosphaerella musicola Banana América do G143A FRAC
Sul
Mycovellosiella nattrassii Berinjela Japao G143A  Ishii (2004)
Plasmopara viticola Uva Europa Gl43A e Heaney et al,
F129L (2000)
Pseudoperonospora cubensis Abodbora Europa e G143A  Heaney et al.
Asia (2000)
Ishii et al. (2001)
Pyrenophora teres Cevada Europa F129L Semar et al,
(2007)
Pyrenophora tritici-repentis Trigo Europa G143A,  Sierotzki et
F129L e  al,(2006)
G137R Stammler et al,
(2006)
Continua...
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Continuacao. Tabela 1. Lista de Patogenos Resistentes em Nivel de Campo a Fungicidas
Inibidores de Quinona (Qol)

Patogeno Hospedeiro Distribuicao Tipode  Referéncia
Geografica  Resisténcia
Pyricularia grisea Gramados EUA Gl143A e Vincelli & Dixon

F129L (2002);
Kim et al, (2003)

Pythium aphanidermatum Gramados EUA F129L Gisi et al, (2002)
Ramularia aréola Algodao Brasil ? FRAC
Ramularia collo-cygni Cevada Europa Gl143A  FRAC
Rhynchosporium secalis Cevada Europa G143A FRAC
Sphaerotheca fuliginea Curcubitaceas Europa ¢ G143A  Heaney et al,
Asia (2000)
Ishii et al, (2001)
Stemphylium vesicarium Aspargo e Péra Europa Gl143A FRAC
Venturia inaequalis Maca Europa G143A Steinfeld et al,
(2002)
Venturia prima Péra EUA G143A FRAC

Fonte: Adaptado de FRAC (2009).

CONCLUSOES

A longevidade dos fungicidas Qols tem sido alterada pela selecdo de populagdes resistentes a
altas doses. Estudos realizados nos permitem concluir que existem mecanismos bioquimicos e
genéticos envolvidos na resisténcia de fungos a fungicidas inibidores de quinona. Em alguns casos
ocorrem alteragdes nos mecanismos de respiracdo dos fungos que adquirem resisténcia aos
fungicidas inibidores de quinona. Tais altera¢cdes podem ser um dos mecanismos envolvidos na
resisténcia que o fungo adquire. Por meio de estudos moleculares, ¢ possivel observar a troca de
aminoacidos, sendo a muta¢do no sitio G143 A do citocromo-b a mais comum causa de resisténcia.

Para evitar resisténcia de fungos aos fungicidas de um modo geral, devem-se adotar estratégias
de manejo de doengas, tais como: usar sempre a dose do produto recomendada pelo fabricante;
aplicar o produto em mistura com um ou mais fungicidas de modo de agdo diferente; restringir o
numero de tratamentos aplicados por safra e aplicar apenas quando for estritamente necessario;
aplicar somente produtos com diversidade quimica, ou seja, uso de diferentes tipos de fungicidas
com modo de acdo diferente para controle de doencas e adotar o uso de técnicas integradas de
manejo de doencas. A estratégia do manejo integrado de doencas ¢ a mais recomendada como
estratégia anti-resisténcia de fungos a fungicidas. Além disso, o manejo integrado de doencas
constitui um dos pilares de sustentacao da certificagdo dos produtos de origem vegetal (producao
integrada), uma realidade nos dias atuais.
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