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RESUMO

SILVERA PEREZ, Ana Elisa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2013.
Variabilidade de Botrytis cinerea de roseiras e deteccdo da mutacdo associadas a
resisténcia a fungicidas pelo método de dissociacéo de alta resolucdo. Orientador:
Luiz Antonio Maffia. Coorientadores: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti e Sérgio
Herminio Brommonschenkel.

Botrytis cinerea esta amplamente distribuido no mundo e causa 0 mofo cinzento em
varias culturas. Em roseiras, 0 manejo da doenca baseia-se na aplicacdo intensiva de
fungicidas. Em outros paises, constatou-se haver alta variabilidade em populacGes de
B. cinerea. Tal variabilidade pode comprometer a eficiéncia do controle quimico.
Porém, ha escassez de estudos com populaces brasileiras de B. cinerea. Assim,
objetivou-se caracterizar isolados de B. cinerea obtidos de roseiras cultivadas em
estufas de Barbacena - MG, em 2011 e 2012, e de Holambra - SP, em 2011, quanto a
agressividade em pétalas de roseiras e a sensibilidade a fungicidas. Da regido de
Holambra também caracterizaram-se isolados de roseiras de lavouras conduzidas no
campo, gérbera e lisianthus. Obtiveram-se 308 isolados (quatro de gérbera, seis de
lisianthus e 298 de roseiras) os quais diferiram quanto a agressividade.
Considerando-se espécies de flores, coloracdo das pétalas, tipo de sistema de
producdo e fungicidas, os isolados ndo se diferenciaram quanto ao didametro de lesédo
e a esporulacdo. Quanto a sensibilidade a fungicidas, os isolados foram resistentes a
tiofanato metilico, e variaram de sensiveis a resistentes a iprodiona
(0,1<CEso<4pg.mL™) e boscalida (0,001<CEsp<1000pg.mL™). N&o houve
correlagdo entre os componentes de agressividade e a resisténcia as fungicidas.
Considerando-se as variaveis analisadas, a populacdo nédo foi estruturada por regido.
Caracterizou-se a mutacdo associada a resisténcia a fungicidas pela andlise de
dissociagdo em alta resolugdo (“high-resolution-melting”- HRM) em isolados
coletados em Barbacena em 2012. Nas sequéncias parciais dos genes analisados,
detectaram-se mutacGes em BenA (E198A), BcOS1 (I365S/N, Q369P, N373S) e
SdhB (H272Y/R), associadas a resisténcia a tiofanato metilico, iprodiona e boscalida,
respectivamente. Os resultados da HRM e das anélises das sequéncias dos genes
BenA, BcOS1 e SdhB foram concordantes. Considera-se que a HRM seja ferramenta

potencial para monitorar, no campo, a resisténcia de B. cinerea a fungicidas.



ABSTRACT

SILVERA PEREZ, Ana Elisa, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July 2013.
Variability of Botrytis cinerea from roses and detection of mutation associated
with resistance to fungicides by the method of high-resolution-melting. Advisor:
Luiz Antonio Maffia. Co-advisors: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti and Sérgio
Herminio Brommonschenkel.

Botrytis cinerea is widely distributed throughout the world and causes the gray mold
in several crops. In roses, the disease management is based on intensive application
of fungicides. This application is not always effective, given the high variability of B.
cinerea, particularly regarding sensitivity to fungicides. In Brazil, studies on the
variability of the pathogen are demanded. Therefore we aimed at characterizing
isolates of B. cinerea gotten from roses grown in greenhouses located in Barbacena -
MG, in 2011 and 2012, and in Holambra - SP, in 2011, regarding aggressiveness on
rose petals and sensitivity to fungicides. We obtained 308 isolates, which differed in
aggressiveness. Considering the sensitivity to fungicides, the isolates were resistant
to methyl thiophanate and varied from sensitive to resistant to iprodione
(0.1<ECsp<4pg.mL™) and boscalid (0.001<ECs0<1000pg.mL™). There was no
correlation between the components of aggressiveness and the resistance to the
fungicides. The population was not structured by region regarding the variables
analyzed. High variability in aggressiveness and sensitivity to fungicides highlight
the problem of chemical control of gray mold. We also attempted to characterize the
mutation associated with resistance to fungicides and to detect it by the "high-
resolution melting” (HRM) analysis in isolates collected in Barbacena in 2012. In the
partial sequences of genes analyzed, mutations were detected in BenA (E198A),
BcOS1 (1365S/N, Q369P, N373S) and SdhB (H272Y/R) genes associated with
resistance to methyl thiophanate, iprodione and boscalid, respectively. The results of
HRM and analysis of sequences of BenA, BcOS1 and SdhB were concordant. It is
considered that the HRM is a potential tool for monitoring, in the field, the resistance

of B. cinerea to fungicides.
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INTRODUCAO GERAL

Botrytis cinerea Pers. ex Fr., anamorfo de Botryotinia fuckeliana (de Bary)
Whetzel, agente causal do mofo cinzento, encontra-se amplamente distribuida no
mundo, e ocorre em varias espécies vegetais (Jarvis 1989). Em rosas, 0 patdgeno causa
principalmente lesdes em pétalas que reduzem o rendimento e qualidade dos botdes nas regides
produtoras (Volpin e Elad 1991, Tatagiba et al 1998). O fungo tem alta variabilidade
genética, em decorréncia do estado heterocariotico das hifas e conidios e da aneuploidia
no nucleo, presenca de elementos transponiveis, que se evidencia em diferencas
fenotipicas entre e dentro de isolados. Estas diferencas afetam o tipo de crescimento,
esporulacdo e a agressividade do fungo (Phillips et al 1987, McDonald 1993, Buttner et
al 1994, Levis et al 1997, Chardonnet et al 2000). O manejo do mofo cinzento baseia-se
na eliminacdo do tecido doente das plantas, alteracdo da temperatura e umidade relativa
do ambiente, uso de agentes de biocontrole, produtos quimicos e de fungicidas (Jarvis
1989, Hausbeck e Moorman 1996, Sutton et al 1997). A aplicacdo dos fungicidas
sintéticos € a principal forma de controle do mofo cinzento (Wilson 1997). Nas regides
produtoras de roseiras realizam-se pulverizagbes preventivas a cada 7-10 dias, que
resulta no uso excessivo dos fungicidas (Barbosa et al 2005). Inicialmente, aplicaram-se
fungicidas multi-sitio de acdo (ditiocarbamatos, ftalamidas) no controle quimico do
mofo cinzento. Nos anos 1960 e 1970, introduziram-se fungicidas sitio-especifico,
benzimidazo6is (benomil e tiofanato metilico) e dicarboximidas (iprodiona e
vinclozolina), mais eficientes no controle do mofo cinzento que os protetores, mas
rapidamente detectou-se a ocorréncia de resisténcia na populacdo do patégeno. De
meados dos anos 1990 a década passada, introduziram-se fungicidas dos grupos
anilinopirimidinas (ciprodinil, pyrimethanil, mepanipyrim), fenilpirroles (fludioxonil),
hidroxianilidas (fenehexamida), inibidores da quinona externa (estrobirulinas),
inibidores da enzima succinato desidrogenase (boscalida), mas também detectaram-se
isolados resistentes (Brent e Hollomon 2007, Topolovec-Pintari¢ 2011). Assim, ha
relatos de resisténcia a iprodiona e tiabendazol (Lennox e Spotts 2003) bem como a
boscalida e piraclostrobina (Kim e Xiao 2010).

A alta variabilidade de B. cinerea e a alta frequéncia de aplicagdo de fungicidas
de sitio de acdo especifico podem ocasionar mudancas na sensibilidade da populacéo do
fungo a estes produtos (Elad 2004). Constatou-se resisténcia a benzimidazois e

dicarboximidas em populagdes de B. cinerea obtidas de plantas ornamentais sob cultivo
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protegido (Ghini 1996, LaMondia e Douglas 1997, Yourman et al 2001); a
anilinopirimidinas em vinhedos no Chile e em cultivos protegidas de pepino, feijo,
tomate, abdbora, berinjela e pimenta na Espanha (Latorre et al 2002, Moyano et al
2004); a tebuconazole e fenexamida, em locais onde foram mal usados ou o foram em
subdosagem (Elad 1992); a fenilpirrol, anilinopirimidina e hidroxianilida em vinhedos
na Suécia (Baroffio et al 2004); resisténcia multipla a tiofanato metilico, iprodiona,
fenexamida, trifloxystrobina, boscalida, ciprodinil e fludioxonil (Weber 2011); e
quadrupla a carbendazim, dietofencarbe, procimidona e pirimetanil, em tomate e
pepino, em cultivos protegidos na China (Yin et al 2011).

Quando se busca associar a resisténcia a adaptabilidade, observaram-se isolados
de B. cinerea resistentes a benzimidazdis e tdo agressivos como 0s sensiveis (Moorman
e Lease 1992, Raposo et al 1996, Yourman e Jeffers 1999, Zhang et al 2010). Ha casos
em que a perda de sensibilidade pode estar associada a reducao na adaptabilidade, o que
faz diminuir a frequéncia dos isolados resistentes (Damicone e Smith 2013). Isolados de
B. cinerea resistentes e sensiveis as dicarboximidas tiveram adaptabilidade similar
(Moorman e Lease 1992, Raposo et al 1996, Oshima et al 2006, Korolev et al 2011).
Também ja se observaram isolados de B. cinerea resistentes a dicarboximidas menos
agressivos e estaveis que os sensiveis (Pommer e Lorenz 1982, Beever e Brien 1983,
Leroux e Clerjeau 1985, Fraile et al 1986, Fourie e Holz 2002). Recentemente,
detectaram-se isolados com multipla resisténcia sem alteracdo na adaptabilidade.
Isolados quadruplo-resistentes (pirimetanil, carbendazim, dietofenocarb e procimidona)
ndo se diferenciaram dos sensiveis quanto ao crescimento micelial, producdo de
esporos, germinacdo de conidios, sensibilidade osmdtica e na agressividade e
esporulacdo em cotiledone de pepineiro (Sun et al 2010).

Em fungos fitopatogénicos, o mecanismo mais comum de resisténcia a
fungicidas é a alteracdo bioquimica do sitio alvo do fungicida (Ma e Michailides 2005).
Em B. cinerea, mutacdo nos genes BenA, Cyp51, BcOS1, Erg27 e SdhB confere
resisténcia a benzimidazois, inibidores da demetilacdo do C14, dicarboximidas,
hidroxianilidas e carboxamidas, respectivamente (Oshima et al 2002, Fournier et al
2005, Fillinger et al 2008, De Miccolis et al 2010, Zhang et al 2010). Outro mecanismo
de resisténcia, que pode originar fenotipos com resisténcia multipla, é a reducédo da
penetracdo do fungicida com a super-expressdo do transportador de cassete de ligagédo
de ATP (ABC) e superfamilia dos facilitadores majoritarios (MFS) (Leroux 2002). Ha
relatos de diferentes regides de resisténcia tripla e quadrupla que se associam ao

mecanismo de resisténcia multi-droga (MDR) (Leroch et al 2011, Weber 2011, Yin et al
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2011).

Comumente, avalia-se a sensibilidade de patdgenos a fungicidas, medindo-se
crescimento micelial em meio de cultura contendo os produtos. Além desta mensuracao,
é possivel caracterizar a sensibilidade de B. cinerea a fungicidas usando métodos
moleculares (Luck et al 1995, Oshima et al 2006). Com a alteracdo no gene que codifica
a proteina que contém o sitio-alvo do fungicida, detectaram-se gendtipos provenientes
de diferentes hospedeiros e regides resistentes a benzimidazois e dicarboximidas.
(Yardan e Katan 1993, Cui et al 2004, Banno et al 2008, Malandrakis et al 2010).
Assim, com as tecnicas da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), PCR-restriction
fragment length polymorphism (RFLP) (Malandrakis et al 2011), primer-introduced
restriction analysis-PCR (PIRA-PCR) (Luo et al 2009), PCR alelo-especifico (Bardas et
al 2010) e PCR alelo-especifico em tempo real (RT-PCR) (Fraaijea et al 2002),
detectaram-se gendtipos de diferentes fitopatdgenos resistentes a fungicidas.
Recentemente, aplicou-se a andlise de dissociacdo em alta resolucdo (high-resolution
melting - HRM) para deteccdo de patégenos humanos resistentes a farmacos (Ramirez
et al 2010, Li et al 2012). A técnica é ainda pouco usada na fitopatologia, e se
identificam formas especiais de Fusarium oxysporum pela analise das curvas de HRM
baseada em sequéncias do ITS (Ganopoulo et al 2012), bem como detectaram-se
isolados de Colletotrichum magna resistentes a tiofanato metilico, com a mutacéao
E198A na sequéncia parcial do gene BenA (R.J do Nascimento, com. pers.). Acredita-se
que a técnica tenha potencial de uso no monitoramento da resisténcia de B. cinerea a
fungicidas.

No Brasil, como no restante do mundo, usam-se fungicidas intensivamente em
lavouras. Excluindo-se o trabalho de Ghini (1996), pouco se conhece acerca da
variabilidade de B. cinerea no Brasil, quanto a agressividade e a sensibilidade a
fungicidas. Como este conhecimento é fundamental para auxiliar a definir estratégias de
manejo do mofo cinzento, objetivou-se caracterizar isolados de B. cinerea coletados em
2011 e 2012, em roseiras cultivadas em estufas em Barbacena - MG e Holambra - SP,
quanto a agressividade e a sensibilidade a fungicidas. Buscou-se, também, caracterizar a
mutacdo no sitio alvo dos fungicidas, bem como otimizar e validar o método RT-PCR-
HRM na deteccdo de mutacédo associada a resisténcia a fungicidas.
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1. Botrytis cinerea: variabilidade quanto a agressividade em pétalas de rosas e a

sensibilidade a fungicidas.

1.1 Resumo

Botrytis cinerea causa o mofo cinzento, doenca destrutiva em plantas ornamentais,
hortalicas e fruteiras no mundo. Em roseiras, as perdas podem atingir 80%. O fungo tem
alta variabilidade, inclusive quanto a sensibilidade a fungicidas. Considerando a
escassez de estudos sobre a diversidade fenotipica de B. cinerea no Brasil, objetivou-se
caracterizar isolados obtidos de roseiras cultivadas nas localidades de Barbacena - MG,
em 2011 e 2012, e Holambra - SP, em 2011, quanto a agressividade e a sensibilidade a
fungicidas. Caracterizaram-se também isolados de gerbera e lisianthus da regido de
Holambra. Obtiveram-se 308 isolados (quatro de gérbera, seis de lisianthus e 298 de
roseiras), os quais diferiram quanto a agressividade. Porém, ndo se identificaram
grupos de isolados segundo espécies de flores, cor de pétala, sistema de producédo e
resisténcia a fungicida quando se analisaram as variaveis didmetro de lesdo e
esporulacdo. Avaliou-se a sensibilidade dos isolados a tiofanato metilico, iprodiona e
boscalida com o método de microplacas. Os individuos das trés popula¢fes foram
resistentes a tiofanato metilico, mas variaram de sensivel a resistente a iprodiona
(0,1<CEso<4pg.mL™) e boscalida (0,001<CEsp<1000pug.mL™). Ndo se observou
correlacdo entre as variaveis de agressividade e as de resisténcia a fungicidas.
Considerando-se as variaveis fenotipicas, ndo houve agrupamento dos isolados segundo
localidade e ano. Em vista da variacdo na agressividade e na resisténcia a fungicidas na
populacdo do patdgeno, evidencia-se a problematica do controle quimico do mofo
cinzento com ingredientes ativos sitio-especifico e a necessidade de adocdo de medidas

de manejo anti-resisténcia nas lavouras de roseiras.
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1.2 Introducéo

O fungo Botrytis cinerea (Pers. ex Fr.) infecta mais de 200 espécies vegetais e
causa o mofo cinzento, doenca de ocorréncia frequente em varias regides do mundo
(Elad 2004). O patogeno € importante na maioria das regides produtoras de rosas (Rosa
hybrida). H& diferencas entre variedades de rosas quanto & resisténcia ao mofo
cinzento. As cvs. Sonya, Madelon e Medoly foram mais suscetiveis que 'Caramboie’,
‘Gabriella’, 'Pasadena’ e 'Rubinette’ (Pie e Brower 1993). Em outro trabalho, 'Golden
Celebration' e 'Katharina Zeimet' foram altamente suscetiveis, enquanto 'English
Sachet', 'Eterna’, 'San Francisco' e 'Maxim', menos suscetiveis (Friedman et al
2010).Populagdes de B. cinerea geralmente apresentam alta variabilidade, evidenciada
em diferencas na morfologia de col6nia, crescimento de micélio, intensidade de
esporulacdo, sensibilidade a fungicida, quantidade e qualidade de producéo de enzimas
relacionadas a invasdo do tecido hospedeiro, patogenicidade ou desenvolvimento do
fungo (Yourman et al 2001, Martinez et al 2003, Valiuskaite et al 2010, Gonzalez-
Fernandez et al 2013) e na agressividade (Chardonnet et al 2000). A variabilidade do
patdgeno decorre da presenca de conidios e hifas heterocarioticas, aneuploidia no
nacleo (Blttner et al 1994, Chardonnet et al 2000) da ocorréncia de mutacdes
(Chardonnet et al 2000), e da presenca de fatores citoplasméaticos como os elementos
transponiveis (Diolez et al 1995, Levis et al 1997) ou virus de dupla fita de RNA
(Castro et al 2003, Wu et al 2007).

A alta variabilidade de B. cinerea, associada & alta intensidade do controle
quimico, pode levar a perda da sensibilidade a fungicidas (Elad 2004). Varios
fungicidas adotados no controle, como  benzimidazodis, dicarboximidas,
anilinopirimidinas, fenilpirroles, estrobilurinas e carboxamidas (Leroux 2004), tém
sitios especificos de acgdo, e rapidamente pode haver sele¢do de individuos com mutacao
no sitio-alvo. Portanto, estes fungicidas sdo classificados como de alto risco de
resisténcia (Brent e Hollomon 2007). A resisténcia aos benzimidazdis e dicarboximidas
é amplamente relatada em diferentes culturas e regides (Ghini 1996, La Mondina e
Douglas 1997, Yourman et al 2001, Moyano et al 2004, Leroch et al 2011, Korolev et al
2011, Weber 2011, Gepp et al 2012). Ja se constatou, também, a resisténcia a
anilinopirimidinas (Topolovec-Pintaric 2009, Zhang et al 2009, Korolev et al 2011),
carboxamidas (Bardas et al 2010, Yin et al 2011) e estrobilurinas (Jiang et al 2009,
Bardas et al 2010).

A evolucdo da resisténcia a fungicidas na populacdo do patdgeno depende da
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adaptabilidade da fracéo resistente; isolados insensiveis podem ser tdo adaptados quanto
0s sensiveis e podem persistir na populacdo apo6s a retirada do fungicida. Em lavouras
ndo tratadas com benzimidazdis por 34 anos, detectaram-se 40% de isolados resistentes
a tiofanato metilico (Weber 2011). A perda de sensibilidade também pode estar ligada a
reducdo na adaptabilidade, com reducdo da frequéncia dos isolados resistentes
(Damicone e Smith 2013). Para dicarboximidas, relatou-se associacdo negativa da
resisténcia a componentes de adaptabilidade (Pommer e Lorenz 1982, Beever e Brien
1983, Leroux e Clerjeau 1985, Fraile et al 1986, Fourie e Holz 2003). Entretanto, ha
resultados contraditorios, em que a perda de sensibilidade ndo representou um custo na
adaptabilidade (Raposo et al 1996, Oshima et al 2006, Korolev et al 2011). Isolados
resistentes a piraclostrobina e boscalida foram similares aos sensiveis quanto a
agressividade em macas, e a resisténcia foi estavel na auséncia de ambos os fungicidas
(Kim e Xiao 2011). Isolados com resisténcia quadrupla foram similares aos sensiveis
quanto a agressividade, esporulacdo, taxa de crescimento micelial, germinacdo de
conidios e sensibilidade osmdtica (Sun et al 2010).

A variabilidade na agressividade e na sensibilidade a fungicidas, fundamental
para 0 manejo de doencgas, é pouco conhecida na populacdo de B. cinerea no Brasil.
Portanto, neste trabalho objetivou-se caracterizar isolados de B. cinerea de roseiras
quanto aos componentes de agressividade e quanto a sensibilidade a tiofanato metilico,

iprodiona e boscalida.

1.3 Material e métodos

1.3.1 Amostragem e isolamento de Botrytis cinerea

Coletaram-se botbes de rosas com sintomatologia do mofo cinzento, na
localidade de Alfredo VVasconcelos, Barbacena - MG, em 2011 e 2012, e em Holambra -
SP, em 2011. As amostras de Barbacena provieram de casa vegetacdo, as de Holambra
também incluiram lavouras a campo. Coletaram-se flores de outras espécies com
sintomas da doenca para a comparagéo entre isolados.

Nas propriedades amostradas, 0 manejo da doenca baseia-se,
predominamentemte, em pulverizacbes preventivas a cada 7 e 10 dias. Em uma
propriedade, registrou-se o uso de formulado comercial de Clonostachys rosea
associado ao fungicida. Para complementar realiza-se a alteracdo da temperatura e

umidade relativa do ambiente das estufas. Registraram-se os fungicidas utilizados no
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controle da doenca nos locais amostrados (Tabela 1).

A partir das amostras com esporulagdo do patégeno ou apOs mantidas em
camara Umida por 48h a 20°C e 12h de fotoperiodo, visualizaram-se os conidios sob
lupa estereoscopica (Leica Zoom 2000). Coletaram-se os conidios com agulha de
disseccdo e, para cada amostra, preparou-se uma suspensdo de 10* conidios.mL™ em
agua destilada esterilizada (ADE) e Tween 80 (0,01%). Colocaram-se 20uL da
suspensdo mediante estria em placa com A&gar-agua com 0,02 % cloranfenicol,
incubando-se a 20°C no escuro por 24h. Transferiu-se um conidio germinado para meio
de batata dextrose agar (BDA) em placa e incubou-se por 5 dias a 20°C e 12h de
fotoperiodo. De cada amostra, obteve-se um isolado monosporico e preservou-se em
ADE a 5°C e em tiras de papel filtro esterilizado a 20°C (Figueiredo e Pimentel 1975,
Morales 2008).

Tabela 1. Fungicidas utilizados no controle do mofo cinzento em Holambra - SP e
Barbacena - MG.

Regido Propriedades Fungicidas
Holambra Geraldo Iprodiona e Kamoi®
Van Skaik -
Adriano, Tropical Tiofanato metilico
Barbacena Shangri-1a Propinebe, Procimidona, Mancozebe,

Clorotalonil, Piraclostrobina, Enxofre e
Difenoconazol

Candeias Tiofanato metilico
Sdo Sebastido Tiofanato metilico e Captan
Sao Sebastido Diclorana, Procimidona, Captan

Sagrado Coracdo  Captan com Calcio

# Formulado comercial & base de Clonostachys rosea

1.3.2 Variabilidade de Botrytis cinerea quanto a agressividade

Semanalmente, avaliou-se a agressividade de 28 a 30 isolados,durante 165 dias,
por meio da inoculacdo em pétalas de roseira 'Cha' provenientes de floricultura.
Colocaram-se 20 discos de pétalas de 14mm de didmetro em caixa gerbox com papel-
toalha umedecido com ADE. No meio de cada disco, colocou-se uma gota de 10ul de
suspensdo de 10* conidios.mL™ ou ADE com Tween 80 (0,01%). Colocaram-se os
discos de pétalas em cdmara de crescimento a 20 + 2°C com 12h de fotoperiodo.
Avaliou-se o periodo de incubacao das 8 as 48h da inoculacdo. Completado o periodo,

mediram-se dois didmetros perpendiculares da lesdo em cada disco, com um paquimetro
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digital (Zaas Precision), e calculou-se o valor médio. Apés 4 dias de incubacéo,
colocaram-se cinco discos de pétalas com esporulacdo em um tubo com 5mL de &lcool
50% e homogenizou-se no vortex por 5s. Colocaram-se aliquotas da suspensdo de
conidios na camara de Neubauer e determinou-se a esporulacdo, dada pelo nimero de
conidios.mL™. Todos os 308 isolados foram avaliados e o experimento foi conduzido
por duas vezes, cada uma em delineamento inteiramente casualizado e trés repetices
(uma unidade experimental = cinco discos). Foram necessarios avaliar 22 conjuntos de
(28 a 30) isolados. Em cada execucdo, incluiu-se um isolado obtido em Barbacena de

2011 como controle interno.

1.3.3 Variabilidade de Botrytis cinerea quanto a sensibilidade a fungicidas

Avaliaram-se os fungicidas tiofanato metilico (Cercobin 700) (Iharabras S.A),
iprodiona (Rovral 500) (Bayer CropScience Ltda) e boscalida (Cantus 500) (Basf S.A.).
Prepararam-se as solucdes-estoque e as dilui¢bes seriadas, para tiofanato metilico e
iprodiona, em dimetil sulfoxido (DMSO) (Kretschmer et al 2009) e, para boscalida, em
4gua deionizada (Stammler e Speakman 2006). Mantiveram-se suspensées com 2 x 10*
conidios.mL™, a 20°C, em meio de extrato de malte (Kretschmer et al 2009) ou extrato
de levedura bacto peptona e acetato de sddio (Stammler e Speakman 2006) por 1h antes
de serem incorporados aos fungicidas. Microplacas tipo ELISA, com suspensdo de 10°
conidios.mL™ de cada isolado, meio de cultura e concentragdes crescentes de tiofanato
metilico (0; 0,02; 0,2; 0,5; 1,5; 5; 20; 100 e 500pg.mL™), iprodiona (0; 0,002; 0,02; 0,2;
0,5; 1,5; 5; 10 e 20pg.mL™) ou boscalida (0; 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30 e
100pg.mL™), foram mantidas a 20°C, por 48h, para tiofanato metilico e iprodiona
(Kretschmer et al 2009), e 120h, para boscalida (Stammler e Speakman 2006). Este
método é recomendado pelo Fungicide Resistance Action Committee (FRAC) para o
estudo da sensibilidade do patégeno a boscalida, fenexamida, ciprodinil e fludioxonil
(FRAC 2013). Outros autores adotaram o teste da microplaca para os fungicidas
benzimidazbis e dicarboximidas (Raposo et al 1995, Kretschmer et al 2009).
Determinou-se a absorbancia em leitor de ELISA Multiskan FC Thermo (Version 2,5),
com filtro de 405nm. Para iprodiona, classificou-se cada isolado como sensivel (CEsg
<lpg.mL™) e resistente (CEs >1pg.mL™) (Raposo et al 1996). Para a classificacdo de
boscalida, seguiu-se a recomendacédo de Leroux et al (2010).

Por fungicida, executou-se 0 experimento por duas vezes, cada uma em

delineamento inteiramente casualizado, com seis repeti¢des (uma unidade experimental
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= um pogo da placa de Elisa).
1.3.4 Analise de dados

Submeteram-se os dados das variaveis de agressividade (periodo de incubacéo,
didmetro de lesdo e esporulacdo) a analise de variancia, comparando-se as médias pelo
teste de Scott-Knott (a=0,05). Para comparagdo de isolados, definiram-se cinco
contrastes: gérbera e lisianthus versus roseiras, estufa versus campo, rosas com pétalas
claras versus com pétalas escuras, isolados sensiveis versus resistentes a iprodiona, e
isolados sensiveis versus resistentes a boscalida. Analisou-se a dispersdo gréfica das
variaveis periodo de incubagdo, didmetro de lesdo e esporulagdo de cada regido.
Efetuou-se a andlise discriminante de Anderson para as variaveis de agressividade e
hierarquizada por regido ou por anos para Barbacena (Anderson 1958). Calculou-se a
distancia generalizada de Mahalanobis (D). Realizou-se a analise de trilha entre as
variaveis de agressividade e os valores médios das CEs de iprodiona e boscalida dos
isolados sensiveis e resistentes. Realizaram-se as analises no programa Genes, versao
2006 (Cruz 2006). No programa SAS v9.1, estudaram-se 0s contrastes de médias e
estimou-se a concentracdo efetiva de cada fungicida capaz de inibir 50% do crescimento
do patdgeno (CEsp), por meio de regressdo linear da inibicdo de crescimento micelial

em funcéo do log da concentracdo dos produtos.
1.4 Resultados
1.4.1 Amostragem e isolamento de Botrytis cinerea

Obtiveram-se 308 isolados monospdricos das amostras de roseiras, 222 da regido
de Barbacena, 103 em 2011 e 119 em 2012, e 86 de Holambra (Tabela 2).
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Tabela 2. Isolados de Botrytis cinerea coletados na regido de Barbacena - MG, em 2011 e 2012, e na regido de Holambra - SP, em 2011.

Regido / Ano Coordenadas geograficas  Variedade Isolado Coordenadas geograficas  Variedade  solado
Barbacena/2011 21°13'32"S  43°53'18"0  Rosa 01-10 21°18'05"S  43°51'45"0  Rafaela 41 -55
21°13'27"S  43°53'02"0  Amarela 16 - 25 21°18'05"S  43°51'45"0  Ana 56 - 60
21°18'05"S  43°51'45"0  Nicoli 26 - 40 21°24'30"S 43°56'25"0  Ana 61 - 103
Barbacena /2012 21°17'40"S  43°51'49"0 Amarela 90, 91, 93 21°17'40"S 43°51'49"0  Osiana 18, 19, 53, 54
21°17'40"S  43°51'49"0  Avalanche 104 - 106 21°17'40"S  43°51'49"0 Red 11-13
21°17'40"S  43°51'49"0  Bibby 01, 26, 27 21°17'40"S  43°51'49"0  Pink 43 - 46, 107, 108
21°17'40"S  43°51'49"0  Burdin 86 - 88 21°17'40"S  43°51'49"0  Polar 94 -97
21°17'21"S  43°51'29"0  Carola 08 21°17'40"S  43°51'49"0 Ravel =~ 23-25
21°17'40"S  43°51'49"0 09,10,37-39,72 21°17'40"S 43°51'49"0  Samurai  75-77
-74,112, 113,
120 - 124
21°17'40"S  43°51'49"0  Cha 109 -111 21°17'40"S  43°51'49"0  Sandra 62 - 64,117, 119
21°17'40"S  43°51'49"0  Coffee Break 83 -85 21°17'40"S  43°51'49"0  Sky Line 50 -52
21°17'40"S  43°51'49"0  Free 47 - 49 21°18'10"S 43°51'39"0  Tinic 02
21°17'40"S  43°51'49"0  Grand Gala 14 - 16, 66 - 68 21°17'32"S  43°51'27"0 03
21°17'40"S  43°51'49"0  Greta %81 2%634 - 36, 21°17'30"S  43°51'29"0 04
21°17'40"S  43°51'49"0  Hollywood 98 - 100 21°17'23"S  43°51'32"0 05
21°17'40"S  43°51'49"0  Konfetti 56 - 58 21°17'29"S  43°51'27"0 06
21°17'40"S  43°51'49"0  Laranja 30, 31 21°17'26"S  43°51'29"0 07
21°17'40"S  43°51'49"0  Love Head 114 - 116 21°17'40"S  43°51'49"0 33,9323,78, 79,
21°17'40"S  43°51'49"0  Miracle 28, 29 21°17'40"S  43°51'49"0  Vania 80 - 82
21°17'40"S  43°51'49"0 Morgana 69 -71 21°17'40"S  43°51'49"0  Vegha 40 - 42
21°17'40"S  43°51'49"0 Nicole 17 21°17'40"S  43°51'49"0  Versilia 59, 61
Holambra/2011 22°39'30"S  47°40'08"0O  Gérbera 01-04 22°48'09"S  47°09'19"0 Rosa %g - %g %s ‘21411 - 22
22°51'34"S  47°41'03"0O  Lisianthus 06-11 22°47'24"S  47°06'07"0O 45, 47 - 59, 62 - 66,

68 - 83, 85-90, 92
- 104
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1.4.2 Variabilidade de Botrytis cinerea quanto a agressividade

Houve homogeneidade entre as variancias dos erros das duas execucgdes
experimentais para cada componente de agressividade, para os isolados obtidos nos dois
locais. Portanto, apresentar-se-d80 o0s dados médios obtidos nas duas execucles
experimentais.

Considerando-se os anos e locais de amostragem, obtiveram-se grupos de
isolados de B. cinerea em termos de periodo de incubacdo, didmetro de lesdo e
esporulacdo (Tabelas 3, 4 e 5). O periodo de incubagdo variou de 25 a 46h, o diametro
de lesdo de 4 a 13mm e a esporulacdo de 0 a 10" conidios.mL™. Em geral, os
coeficientes de variacdo associados ao periodo de incubacdo e ao diametro de lesdes
foram menores (entre 10 e 15) que os associados ao numero de conidios (entre 40 e 44).

Obtiveram-se diferencas significativas entre contrastes de médias associadas
apenas aos isolados de Holambra e ao periodo de incubagdo, que foi maior (P=0,0002)
para os isolados de pétalas claras (34h) que para os de pétalas escuras (31,5h) e também
maior (P=0,001) para os isolados obtidos de roseiras de campo (34,6h) que para
isolados de roseiras de estufa (32h). Nas demais comparagdes, inclusive para 0s
isolados de Barbacena, ndo se obtiveram diferencas significativas.

Obtiveram-se coeficientes de correlagdo negativos e significativos entre periodo
de incubacdo e diametro de lesdo para os isolados de Barbacena-2011 (-0,20; P=0,048)
e 2012 (-0,56; P<0,001) e os de Holambra-2011 (-0,49; P<0,001). Quanto ao periodo de
incubacéo e esporulagdo, obteve-se correlacdo negativa para os isolados de Barbacena-
2011 (-0,25; P=0,018) e 2012 (-0,21; P=0,019). Obteve-se correlacdo significativa
(0,27; P<0,006) da esporulacdo e diametro de lesdo para os isolados de Barbacena-
2011.

Com as funcdes discriminantes, obtiveram-se taxas de erro de 33% na
classificacdo entre as duas regifes e de 26% entre os dois anos em Barbacena.
Classificaram-se de forma incorreta 29% dos isolados de Holambra-2011 e 36% dos
isolados de Barbacena-2011. Dos isolados de Barbacena-2011, 34,5% ndo foram
congruentes na classificacdo e, dos de Barbacena-2012, 19% ndo o foram. A D? foi de
0,85 para as analises entre regides e de 0,98 para as analises entre anos.
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Tabela 3. Isolados de Botrytis cinerea, coletados na regido de Barbacena-MG em 2011, agrupados (teste de Scott & Knott, 0=0,05) segundo o
periodo de incubac&o, didmetro de lesdo do mofo cinzento e esporulacdo em pétalas de roseira. O experimento foi executado por duas vezes, cada
uma com 103 isolados.

Periodo de incubacéo (h) Diametro de lesdo (mm) Esporulacdo (conidios x 10°.mL™)
Grupo/ Isolados Grupo/ Isolados Grupo/ Isolados
Amplitude Amplitude Amplitude
A 04, 19, 20-22, 24, 30, 32, 33, 37, 52, A 03, 09, 18, 23, 25, 27, 31, 38, 45, 46, 55, A 28
39,6-440 70,76,77,79, 88, 94, 95, 97 11,1-9,2 72,73, 84, 89, 99, 100, 103 1,7
B 07, 09, 13, 14, 17, 23, 25-27, 31, 34, B 05, 07, 08, 22, 26, 37, 48, 51, 53, 54, 64, B 14, 15, 39, 81

36,4,-39,4 35, 42, 43, 47-50, 54, 56-59, 61-65, 68, 7,8-9,1 66-68, 85-88, 90, 92, 94, 97, 98, 101, 102 1,2-1,3
71,74, 78, 85, 87, 91-93,98

Cc 03, 10-12, 16, 18, 29, 36, 38, 44-46, 51, Cc 02, 04, 06, 10-12, 15, 16, 19, 21, 24, 28, C 09, 11, 21, 98
33,4-36,1 53, 55, 60, 67, 69, 72, 73, 75, 80, 84, 6,3-7,7 29, 32-34, 36, 39, 40, 42, 44, 47, 52, 57, 1,0-1,1
89, 90, 99, 101-103 58, 60, 62, 70, 75-83, 91, 93, 96
D 01, 02, 05, 06, 08, 15, 28, 39, 40, D 01, 13, 14, 17, 20, 30, 35, 41, 43, 49, 50, D 02, 03, 05-07, 16, 18, 19, 22, 23-25, 27,
27,8-33,0 41,66, 81-83, 86, 96, 100 4,4-6,2 56, 59, 61, 63, 65, 69, 71, 74, 95 0,6-0,9 31, 40, 44, 46-48, 52, 55, 58, 65, 66, 68,
70, 72, 75, 76, 78, 82-86, 89-91, 94,
101-103
E 02, 03, 05-07, 16, 18, 19, 22, 23-25, 27,

0,3-0,5 31, 40, 44, 46-48, 52, 55, 58, 65, 66, 68,
70, 72, 75, 76, 78, 82-86, 89-91, 94,

101-103
F 01, 10, 12, 13, 17, 20, 35, 38, 41-43, 49,
0-0,2 56, 60, 62, 63, 67, 69, 73, 74, 79, 92, 95,
96, 100
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Tabela 4. Isolados de Botrytis cinerea, coletados na regido de Barbacena-MG em 2012, agrupados (teste de Scott & Knott, 0=0,05) segundo o
periodo de incubac&o, didmetro de lesdo do mofo cinzento e esporulacdo em pétalas de roseira. O experimento foi executado por duas vezes, cada
uma com 119 isolados.

Periodo de incubacéo (h) Diametro de lesdo (mm) Esporulacdo (conidios x 10°.mL™)
Grupo/ Isolados Grupo/ Isolados Grupo/ Isolados
Amplitude Amplitude Amplitude
A 05, 07-10, 13-15, 17-20, 22, 23, 27, 32, A 10, 19, 24, 27-30, 34, 37, 38, 49, 51, 52, A 34, 48, 87, 88, 99, 115, 118
32,7-39,5 33, 40, 44, 46-51, 56, 57, 59, 61, 63, 68, 9,36-11,13 69, 75, 82, 93, 95, 97, 109 1,2-1,4

70, 71, 73, 77, 78, 81, 83, 88, 94, 98,
100, 105, 106, 110, 112, 113, 116, 118,

120, 122, 123
B 01-04, 06, 11, 12, 16, 21, 24-26, 28-31, B 01, 02, 05, 11, 15, 18, 21, 23, 31, 33, 35, B 14, 21, 26-28, 36, 38, 45, 76, 91, 119, 122,
25,2-32,5 34-39, 41-43, 45, 52-54, 58, 62, 66, 67, 8,1-9,2, 36, 40, 46, 54, 57, 59, 61-63, 67, 76, 80, 1,0-11 124
69, 75, 76, 79, 80, 82, 84-87, 89-93, 95- 84, 85, 90, 91, 101, 103, 107, 108, 110,
99, 101-104, 107-109, 111, 114, 115, 112,119
117,119, 121, 124
C 03, 04, 07, 17, 20, 22, 25, 26, 32, 41, 43- C 01-03, 06, 08, 11, 16, 18, 19, 20, 30, 35,
6,9-7,9 45, 47, 50, 53, 63, 66, 70, 73, 79, 81, 83, 0,7-0,9 41, 43, 44, 49, 50, 53, 54, 58, 63, 66-71,
86-88, 92, 96, 99, 100, 102, 104-106, 75, 78-80, 83, 92, 93, 95-97, 100, 103,
115, 116, 121-124 105, 110, 112, 116, 117, 120, 121
D 06, 08, 09,12-14, 16, 39, 42, 48, 56, 58, D 04, 07, 15, 17, 22, 23, 25, 29, 31, 32, 39,
5,0-6,7 68, 71, 77, 78, 89, 94, 98, 111, 113, 114, 0,5-0,6 40, 42, 47, 51, 52, 56, 57, 59, 62, 63, 73,
117,118, 120 77, 82, 85, 86, 94, 98, 104, 106, 109, 113,
114
E 05, 09, 10, 12, 13, 24, 33, 37, 46, 61, 81,

0,1-0,4 84, 89, 90, 101, 102, 107, 108, 111, 123

19



Tabela 5. Isolados de Botrytis cinerea, coletados na regido de Holambra-SP em 2011, agrupados (teste de Scott & Knott, 0=0,05) segundo o
periodo de incubac&o, didmetro de lesdo do mofo cinzento e esporulacdo em pétalas de roseira. O experimento foi executado por duas vezes, cada
uma com 85 isolados.

Periodo de incubacéo (h) Diametro de lesdo (mm) Esporulacéo (conidios x 10°.mL™)
Grupo/ Isolados Grupo/ Isolados Grupo/ Isolados
Amplitude Amplitude Amplitude
A 02-04, 06-08, 10, 11, 16, 18, 20, 22, 24- A 16, 31, 47,52, 53, 64, 88, 92, 104 A 01, 03, 04, 35, 38, 39, 47, 49, 58, 59,
32,2-385 31,33, 35,36, 38, 39, 41, 43, 45, 48,49, 9,1-11,1 1,0-1,4 62, 66, 69, 73, 81, 82, 86-88, 98, 99

51, 52, 54, 56-59, 63, 65, 66, 69, 70, 72,
74-77,79-81, 92, 93, 96

B 01, 09, 34, 42, 44, 47, 50, 53, 55, 62, 64, B 01, 07, 22, 24, 25, 28, 30, 34, 35, 42, 44, B 16, 20, 22, 24, 25, 28, 29, 41, 43, 51,
29,1-31,8 68, 71, 73, 83, 85, 88-90, 94, 98-101, 7,4-8,79 50, 51, 55, 57, 58, 62, 65, 72, 73, 74, 76, 0,7-0,9 52,57, 63, 68, 71, 74, 85, 92, 101, 104
103 77, 80, 82, 86, 87, 95, 97, 98, 100, 101,
102
C 82, 86, 94, 95, 97, 102, 104 C 02-04, 06, 08-11, 18, 20, 26, 27, 29, 33, C 06, 07, 10, 11, 18, 30, 31, 42, 45, 48,
24,7-28,3 4,9-7,2 36, 38, 39, 41, 43, 45, 48, 49, 54, 56, 59, 0,35-0,6 50, 53, 54, 56, 64, 65, 70, 72, 75, 76,
63, 66, 68, 69, 70, 71, 75, 79, 81, 83, 85, 77,79, 83, 90, 93- 95, 100, 102, 103

89, 90, 93, 94, 96, 99, 103
D 02, 08, 09, 26, 27, 33, 34, 36, 44, 55,
0,005-0,3 80, 89, 96, 97
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1.4.3 Variabilidade de Botrytis cinerea quanto a sensibilidade a fungicidas

Os 308 isolados das trés populagdes foram insensiveis a tiofanato metilico, e
houve crescimento micelial mesmo a 500pg.mL™. Por outro lado, os isolados diferiram
quanto a sensibilidade a iprodiona e boscalida.

Para iprodiona, avaliaram-se 295 isolados. Dos 98 de Barbacena-2011, 86,7%
foram sensiveis (CEsp<1pg.mL™) e 13% resistentes (CEso>1pg.mL™). Dos 117 isolados
de Barbacena-2012, 58% foram sensiveis e 42% resistentes. Dos 82 isolados de
Holambra-2011, 65% foram sensiveis e 35,4% resistentes. A distribuicdo dos isolados
foi unimodal nas trés populacGes, com maior frequéncia de isolados sensiveis (Figura
1A).

Para boscalida, avaliaram-se 305 isolados. Dos 103 isolados de Barbacena-2011,
22% foram altamente sensiveis (CEso<0,1pg.mL™?) e 2,9% altamente resistentes
(CEsp>1000pg.mL™). Dos 119 isolados de Barbacena-2012, 10% foram altamente
sensfveis e 23% moderadamente resistentes (3,7<CEsp<23 pg.mL™). Dos 83 isolados de
Holambra-2011, 54% foram altamente sensiveis e 14% pouco resistentes. A distribuicao
dos isolados foi bimodal nas amostras de Barbacena-2011 e predominantemente
unimodal nas de Barbacena-2012 e de Holambra-2011. Nas populacfes de Barbacena,
ocorreu a maior proporcdo de isolados resistentes, 63% em 2011 e 56% em 2012
(Figura 1B).

Detectou-se resisténcia tripla (tiofanato metilico, iprodiona e boscalida) nas
populacdes de Holambra-2011 (4% dos isolados), Barbacena-2011 (9%) e Barbacena-
2012 (27%).

Para iprodiona e boscalida, ndo se obtiveram coeficientes de correlacdo
significativos entre os componentes de agressividade e os valores de CEsy. Na analise
de trilha, também ndo se evidenciou relacdo significativa entre os componentes e CEsy
de ambos os fungicidas, sempre com coeficientes de determinagdo menores que 10%.

Obtiveram-se diferencas significativas entre contrastes de médias associadas aos
isolados de Holambra e ao periodo de incubacdo, que foi maior para os isolados
resistentes (34h) que para os sensiveis (32h) a iprodiona (P=0,028) e a boscalida
(P=0,031). Quanto aos isolados de Barbacena-2011, o periodo de incubacao foi maior
(P=0,023) para os resistentes (38h) que para os sensiveis (36h) a iprodiona. Nas demais
comparagOes, inclusive para os isolados de Barbacena-2012, ndo se obtiveram

diferengas significativas.
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Figura 1. Frequéncia de isolados de Botrytis cinerea, separados quanto a concentracao
efetiva de (A) iprodiona e (B) boscalida capaz de inibir 50% de crescimento micelial
(CExso).
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1.5 Discussao

Todos os isolados causaram lesdo nos discos de pétalas e diferiram
significativamente quanto aos componentes de agressividade. Portanto, similar ao
obtido em estudos de popula¢Ges com B. cinerea em outros paises (Tanovi¢ et al 2009,
Hosen et al 2010), ha variabilidade na populacdo do patégeno amostrada no Brasil.
Apesar de ser uma tendéncia esperada, este trabalho é o primeiro conduzido para
mensurar a variabilidade de isolados de B. cinerea mais densamente amostrados de
areas de producéo de rosa. Diversos fatores, como as condic¢des climaticas, densidade de
lesdo, estado fisioldgico do hospedeiro e a variagdo genética podem contribuir para
variacbes de agressividade em fungos fitopatogénicos (Pariaud et al 2009).
Adicionalmente, a instabilidade fenotipica em B. cinerea conferida pela heterocariose
(Chardonnet et al 2000), mutacGes e a presenca de fatores citoplasmaticos como 0s
elementos transponiveis (Diolez et al 1995, Levis et al 1997) ou virus de dupla fita de
RNA (Castro et al 2003, Wu et al 2007) também pode estar associada a variagcdo
observada para agressividade e sensibilidade a fungicidas. Portanto, ndo € possivel
apontar com seguranca os fatores que afetam a variabilidade observada no conjunto de
dados.

N&o foi possivel identificar grupos de isolados com base nas variaveis usadas
para quantificar agressividade. A analise discriminante de Anderson, adotada em
estudos relacionados ao melhoramento de plantas (Nogueira et al 2008), mas ainda nédo
comumente usada na fitopatologia, foi ferramente Gtil na tentativa de deteccdo de
grupos. Entretanto, os altos valores de erro aparente (26 e 33%) e baixa congruéncia na
classificacdo das amostras segundo localidade e ano demonstram haver grande variacédo
quanto as caracteristicas analisadas e distribuicdo aleat6rio dos individuos no tempo e
no espaco. Na analise de contraste de médias, ndo houve diferenca quanto ao didmetro
de lesdo e a esporulacdo, segundo a regido e hospedeiro. A dispersdo aérea dos conidios
favorece a migracdo de individuos, o que justificaria a auséncia de diferenciacdo entre
as populacdes do patdgeno (Mirzaei et al 2009). Neste contexto, ja se observou alta
similaridade entre isolados amostrados dentro e fora de estufas durante a estacdo de
cultivo de roseiras (Kerssies et al 1997). Em geral, considera-se haver alto risco de
resisténcia a fungicidas de sitio de acdo especifico em populaces de B. cinerea, em
vista da variabilidade genética, abundante esporulagdo, véarios ciclos de infec¢do e da
inespecificidade de hospedeiros. Esta resisténcia é facilmente detectavel em amostras de

campo quando a frequéncia de isolados com mutacdo € maior que 1% (Brent e
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Hollomon 2007). A resisténcia resulta da pressdo de selecdo exercida pelo uso de
fungicidas na populagdo do patégeno. Para isolados provenientes de lavouras
comerciais de pereira os valores de CEs referentes a tiabendazol (12,19 - >100pg.mL™)
foram maiores que em isolados de lavouras abandonadas (0,06 - >25ug.mL™) (Lennox e
Spotts 2003). Para os autores, a maior frequéncia de isolados com alta resisténcia a
tiabendazol ocorreu em pomares tratados com benomil (16%) e a menor nos pomares
sem pulverizagdo de tiabendazol (0,59%). No presente estudo, os roseirais de onde os
isolados foram obtidos tém histérico de pulverizacbes de benzimidazdis,
dicarboximidas e isoftalonitrila, mas ndo de carboxamidas (boscalida). Tiofanato
metilico, iprodiona, procimidona, e clorotalonil sdo registrados para controle do mofo
cinzento da roseira no Brasil (Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
2013), onde ha relato de isolados de B. cinerea de roseira, violeta, pimentdo e morango
resistentes a benzimidazdis e dicarboximidas (Ghini 1996). No presente trabalho, os 308
isolados do fungo estudados foram resistentes a tiofanato metilico, provavelmente pelo
uso intensivo e continuo do fungicida em roseirais. Fenétipos resistentes a
benzimidazois também foram registrados na Alemanha, com frequéncia de 40,5%
(Weber 2011), e China, com frequéncias de 81,4% (Zhang et al 2009) e 100% (Sun et al
2010). Como j& sugerido (Leroch et al 2011, Korolev et al 2011, Weber 2011, Gepp et
al 2012), aparentemente, a resisténcia de B. cinerea a benzimidazois é generalizada no
mundo. Portanto, o uso de fungicidas do grupo deve ser restrito.

Estimar a CEsy para caracterizar a sensibilidade de isolados de B. cinerea a
fungicidas é o primeiro passo para estabelecer um programa de monitoramento de
resisténcia a fungicidas (Myresiotis et al 2007, Zhang et al 2010). Com o método da
microplaca, para iprodiona, a CEs variou de 0,3 e 0,6ug.mL™ (isolados sensiveis) e de
1,5 a 4,5ug.mL™ (isolados resistentes); para benomil, a CEsy variou de 0,025 a
0,075pg.mL™ (isolados sensiveis) e de 25 a 325ug.mL™ (isolados resistentes) (Raposo
et al 1996). Para boscalida, a CEsp variou de 0,9 a 5,2ug.mL™ (isolados sensiveis) e foi
maior que 50pg.mL™ para isolados resistentes (Bardas et al 2010). Considerando os
resultados do presente trabalho, a maioria dos isolados foi sensivel a iprodiona, mas
detectaram-se individuos resistentes (CEsp>1 a 4pg.mL™), com valores de CEsp
semelhante ao obtido por Raposo et al (1996). Na Alemanha, em culturas de morango,
framboesa, mirtilo e groselha, detectaram-se 34,8 e 29,2% de isolados com moderada e
alta resisténcia, respectivamente, em frequéncias superiores as aqui obtidas (Weber
2011). Considerando-se a distribuicdo de resposta do tipo unimodal dos isolados com

maior frequéncia de CEsp<1pg.mL™, depreende-se que a maioria da populacéo ainda é
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sensivel a iprodiona, o que difere da distribuicdo bimodal observada em outros
trabalhos, com individuos sensiveis e resistentes em frequéncias semelhantes (Raposo et
al 1996, Myresiotis el al 2007). As dicarboximidas (iprodiona, procimidona),
introduzidas no mercado em meados dos anos 1970, sdo adotadas no manejo do mofo
cinzento em roseiras. Considerou-se que a populacdo aqui estudada é sensivel a
iprodiona, tendo em vista: i. 0 tempo de uso das dicarboximidas, ii. que a mutacdo
pontual pode levar a insensibilidade ao principio ativo e iii. 0 alto risco de B. cinerea
em desenvolver resisténcia a fungicidas sitio-especifico. Provavelmente, a baixa
frequéncia de individuos resistentes deva-se a um possivel custo do valor adaptativo
associado a resisténcia, conforme demonstrado por Fillinger et al (2012). A auséncia de
individuos com alta resisténcia a dicarboximida poderia ser resultado da menor
adaptabilidade ou talvez da estratégia de manejo nas lavouras do estudo. Em Holambra,
utilizaram-se iprodiona e Clonostachys rosea para 0 manejo do mofo cinzento, o que
possivelmente poderia reduzir a pressdo de selecdo induzida por fungicidas na
populacao do patdgeno.

Detectaram-se isolados resistentes a boscalida, apesar de ndo haver historico de
aplicacdo do fungicida nas propriedades amostradas e de o principio ativo ndo ser
registrado para controlar o mofo cinzento no Brasil (Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento 2013). Provavelmente, na populacdo do patdégeno ocorram individuos
resistentes antes da aplicacdo do produto por causa da ocorréncia de mutacao
espontanea, fato ja sugerido anteriormente (Brent e Hollomon 2007). Adicionalmente,
migrantes de B. cinerea resistentes, oriundos de outras espécies de plantas como videira,
com antecedentes de aplicacdes de boscalida, podem ter atingido as roseiras. De
qualquer forma, no presente trabalho obtiveram-se isolados altamente sensiveis
provavelmente pela auséncia de aplicacdo de boscalida em roseirais. Em outras regides,
com antecedentes de aplica¢fes do produto, ha relatos de perda da sensibilidade, como
em kiwi, com 56,6% de isolados resistentes (CEso >50pg.mL™) (Bardas et al 2009) e em
macieiras, com 19% de isolados resistentes (CEsy entre 4,4 e >631pg.mL™) (Yin et al
2011). Na Alemanha, ap6s a segunda aplicacdo de boscalida em lavouras de rosaceas de
frutos pequenos, 21,5% dos isolados de B. cinerea apresentaram alta resisténcia (Weber
2011). Na amostragem de Holambra-2011, houve distribui¢do unimodal de isolados,
com pico na CEsp<0,1pg.mL™, o que caracteriza alta sensibilidade. Esta distribuicdo
contrasta com a bimodal obtida em Barbacena-2011, onde ocorreram isolados sensiveis
e resistentes. O risco de selecionar individuos resistentes associados aos fungicidas

inibidores da enzima succinato desidrogenase (SDH) é alto (Veloukas et al 2011).
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Mutacdes pontuais no gene que codifica a enzima SDH associam-se a perda de
sensibilidade de B. cinerea a boscalida (Veloukas et al 2011). Considerando-se 0s
resultados do presente estudo e os relatos existentes, ha o risco de a populagao tornar-se
resistente a boscalida apds poucas aplica¢fes. Portanto, quando aprovado para roseira, 0
uso do produto deveria ficar restrito a poucas aplicacbes e no momento de menor
pressao da doenca, para diminuir a selecéo de individuos resistentes na populagéo.

A ocorréncia de individuos resistentes a fungicidas em estudos de laboratério
ndo necessariamente estd associada a falhas no controle de doengas no campo. Em
videiras tratadas durante 10 a 15 anos com dicarboximidas, o incremento da frequéncia
de isolados com baixa resisténcia a iprodiona e vinclozolina n&o evidenciou perdas na
eficiéncia do controle do mofo cinzento (Latorre et al 1994). Assim, a menor
sensibilidades dos isolados a boscalida ndo reduziu a eficiéncia do controle no campo.
O efeito de boscalida pode diferir segundo o tipo de mutacdo na subunidade B do gene
que codifica enzima SDH: a eficiéncia de controle é baixa para isolados com mutagdo
no sitio H272L e P225F e de baixa a moderada naqueles com mutagdes em H272R/Y e
N230I (Velouskas et al 2013). A eficiéncia de controle ndo se reduziu na Grécia, onde
individuos com mutacdo em H272R predominaram nas lavouras de morango,
provavelmente em vista da eficiéncia moderada de controle dos isolados com a mutagéo
em H272R, o custo adaptativo associado a mutacdo em SdhB e/ou a baixa pressdo da
doenca (Veloukas et al 2011). Nas populacbes analisadas no presente trabalho,
predominaram isolados sensiveis (iprodiona 69%, boscalida 46%) e, dentro dos
resistentes, as frequéncias predominaram o0s de baixa resisténcia (iprodiona 64%,
boscalida 55%). Adicionalmente, com os isolados resistentes coletados de Barbacena
em 2012, detectaram-se mutagcbes nas sequéncias parciais dos genes BcOS1 (I365S/N,
Q369P e N373S) e SdhB (H272R e H272Y) que conferem resisténcia de baixa a
moderada. Portanto, nas lavouras do estudo, com variagdo na sensibilidade a iprodiona e
boscalida, possivelmente, ainda ndo se observa perda da eficiéncia no controle do mofo
cinzento. De qualquer forma, deve-se reduzir o uso excessivo e exclusivo destes
produtos.

Observou-se resisténcia dupla a tiofanato metilico e iprodiona. Provavelmente, o
fenotipo de B. cinerea seja estavel através de varias geracOes, caracteristica ndo avaliada
no experimento. Obtiveram-se evidéncias de estabilidade em isolados resistentes a
tiofanato metilico e vinclozolina apds geragbes sucessivas, mas ndo em isolados
resistentes a vinclozolina, em que houve mudancas no fenotipo atraves de varias

multiplicagcdes (Yourman et al 2001). No presente trabalho, também se constataram
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isolados com resisténcia dupla a tiofanato metilico e boscalida. Em outras regides,
observou-se resisténcia aos trés ingredientes ativos, relacionada a resisténcia multidroga
(Bardas et al 2009, Leroch et al 2011). Detectou-se resisténcia multipla na Alemanha,
com isolados resistentes a tiofanato metilico e iprodiona também resistentes a
fenexamida, trifloxystrobina, boscalida, ciprodinil e fludioxonil (Weber 2011). Os
riscos de isolados de B. cinerea com resisténcia multipla ocorrerem em outras regifes
no Brasil sdo altos, em vista da facilidade de dispersdo aérea do patdgeno. A
permanéncia desses isolados na populacdo dependera da adaptabilidade dos mesmos. Os
isolados com multipla resisténcia coletados no Brasil podem permanecer na populacao,
como relatado em outras regides. Portanto, no manejo do mofo cinzento nas lavouras de
roseiras dever-se-iam incluir ingredientes com sitios maltiplos de agéo, o que reduziria a
pressdo de selecdo na populacdo do patdgeno e limitaria 0 nimero de aplicacdes dos
fungicidas sitio-especificos. A integracdo de medidas de manejo cultural, como o uso de
C. rosea, sulfato de célcio e eliminacdo de restos de cultura, podem contribuir para
reduzir o risco de selecionar isolados resistentes e, principalmente, as perdas causadas
pelo mofo cinzento.

N&o houve correlacdo entre os componentes de agressividade do patdgeno e a
CEsy de iprodiona e boscalida. Os isolados sensiveis e resistentes a ambos o0s
ingredientes ativos também ndo diferiram quanto ao didmetro de lesdo nem esporulagéo.
Ja se observou relacdo entre resisténcia a fungicidas e adaptabilidade (Raposo et al
1996, Oshima et al 2006, Zhang et al 2010, Kim e Xiao 2011, Korolev et al 2011, Sun
et al 2010). Na auséncia de selecdo exercida pela aplicacdo de fungicida, individuos
resistentes se mantiveram na populacdo, o que tornou o controle quimico ineficaz. No
presente estudo, ndo se efetuaram medidas sucessivas ao longo do tempo e ndo se
quantificou a sobrevivéncia do patdgeno. Em estudos futuros, recomenda-se avaliar
estas variaveis e, principalmente, monitorar constantemente a populacéo do patégeno.

No presente trabalho, com a caracterizacdo da populacdo de B. cinerea
confirmou-se a alta variabilidade quanto a agressividade e a ocorréncia de resisténcia a
tiofanato metilico, iprodiona e boscalida. A falta de efeito na adaptabilidade em
tiofanato metilico e boscalida se traduz em alto de risco de os isolados resistentes
prevalecerem na populacdo, mesmo na auséncia de fungicidas (Kim e Xiao 2011,
Weber 2011). Em iprodiona, ha resultados opostos sobre o efeito na adaptabilidade
(Fillinger et al 2012, Korolev et al 2011). A resisténcia observada no laboratério nao
sera necessariamente idéntica a que ocorre em condi¢fes de campo. Nas condicdes de

campo, a pressdo dos fungicidas sobre a populacdo do patégeno ndo € homogénea, em
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vista da insuficiente cobertura do produto na superficie das plantas e da lavagem pelas
chuvas (Chang et al 2007). Com os resultados do presente trabalho, evidenciam-se os
riscos do manejo do mofo cinzento baseado no uso frequente de principios ativos de
sitio especifico de acdo, que podem tornar o controle quimico ineficaz. Ademais, em
vista da auséncia de diferenciacdo nas populacfes amostradas, € possivel implementar
medidas de manejo comuns em todas as regides, o0 que facilitaria 0 manejo generalizado
do mofo cinzento.

Segundo os resultados aqui obtidos, os isolados de B. cinerea sdo variaveis
quanto a agressividade a pétalas de roseira e ndo se diferenciam segundo as regides
amostradas. A populacéo de B. cinerea analisada € resistente a tiofanato metilico e, de
maneira geral, sensivel a iprodiona e a boscalida, apesar de incluir individuos resistentes
aos dois fungicidas. Vale ressaltar que a Gltima publicacdo cientifica relacionada a
resisténcia a fungicidas data de 1996 (Ghini 1996). Portanto, o presente estudo vem
preencher lacuna importante no conhecimento da populagdo de B. cinerea no Brasil.
Deve-se conduzir novos estudos, com isolados provenientes de outras culturas,
incrementando ingredientes ativos, outras variaveis de adaptabilidade e testes de
fungicidas in vivo, para conhecer mais a situacdo da populacao do fungo, principalmente
quanto a resisténcia a fungicidas. Neste aspecto, a implementacao de técnicas eficientes
de monitoramento da resisténcia contribuirdo para definir melhor as estratégias de

manejo da doenca.
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2. Deteccdo de mutacdo associada a resisténcia a tiofanato metilico, iprodiona e
boscalida em isolados de Botrytis cinerea de rosa pela analise de dissociacédo de alta
resolugéo.

2.1 Resumo

manejo do mofo cinzento da roseira, causado por Botrytis cinerea , principalmente sob
cultivo protegido, envolve aplicagdes frequentes de fungicidas. Relatos de perda de
sensibilidade a estes produtos sdo frequentes. A capacidade de detectar gendtipos
resistentes a fungicidas viabiliza o estudo da evolugdo da resisténcia a fungicidas nas
populacBes do patdgeno e, principalmente, permite a otimizacdo das estratégias de
manejo anti-resisténcia. A anélise de dissociacdo de alta resolugdo (RT-PCR-HRM),
adotada na deteccdo de patdgenos humanos resistentes a farmacos, pode ser uma
alternativa na deteccdo de isolados de B. cinerea resistentes a fungicidas. Assim,
objetivou-se analisar as sequéncias parciais dos genes BenA, BcOS1 e SdhB associados,
respectivamente, & resisténcia aos fungicidas benzimidazois, dicarboximidas e
carboxamidas em isolados de B. cinerea de roseiras e validar a técnica de RT-PCR-
HRM na deteccdo de isolados resistentes a tiofanato metilico, iprodiona e boscalida.
Selecionaram-se 87 isolados de B. cinerea oriundos de rosas e previamente
caracterizados quanto a sensibilidade a tiofanato metilico, iprodiona e boscalida e
estabeleceu-se um protocolo para a RT-PCR-HRM capaz de detectar a mutacdo nas
sequéncias dos referidos genes. Na sequéncia parcial de BenA, detectou-se uma mutacgéo
no sitio 198 (E198A), quatro no gene BcOS1 (I365S/N, Q369P, N373S) e duas no
SdhB (H272Y/R). Para cada fungicida, obtiveram-se curvas de dissociagio
diferenciadas para isolados sensiveis e resistentes. Os resultados da HRM e as analises
das sequéncias do gene BenA, BcOS1 e SdhB foram concordantes. Conclui-se que a
técnica de HRM ¢é ferramenta potencial no monitoramento da resisténcia de B. cinerea a

fungicidas.
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2.2 Introducao

Botrytis cinerea Pers ex Fr. (Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetz.) causa o
mofo cinzento em vérias espécies de plantas (Elad et al 2004). Em roseiras, o patdgeno
produz lesGes em pétalas e reduz a produtividade e qualidade da producdo (Volpin e
Elad 1991). O manejo do mofo cinzento baseia-se no uso de fungicidas benzimidazois,
dicarboximidas, anilinopirimidinas, fenilpirroles, estrobilurinas e carboxamidas (Leroux
2004). No Brasil, os produtos registrados para 0 manejo do mofo cinzento em roseiras
sdo tiofanato metilico (benzimidazole), iprodiona e procimidona (dicarboximidas), e
clorotalonil (isoftalonitrila) (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento 2013).
Apesar de amplamente usados, ndo ha estudos recentes sobre a resisténcia de B. cinerea
a fungicidas.

Em vérios paises, constatou-se a existéncia de linhagens de fungos resistentes a
benzimidazois (Beever et al 1989, Leroux et al 2002), dicarboximidas (Korolev et al
2011), anilinopirimidinas (Topolovec-Pintaric 2009, Zhang et al 2009, Korolev et al
2011), carboxamidas (Bardas et al 2010, Yin et al 2011) e estrobilurinas (Jiang et al
2009, Bardas et al 2010). O mecanismo de resisténcia mais comum nos fungos
fitopatogénicos é a alteracdo bioquimica do sitio alvo do fungicida (Ma e Michailides
2005). Este mecanismo ocorre em isolados resistentes a benzimidazois e
dicarboximidas, com a alteracdo bioquimica do sitio alvo do fungicida na populacédo de
B. cinerea em diferentes hospedeiros e regides (Yarden e Katan 1993, Cui et al 2004,
Banno et al 2008, Malandrakis et al 2011). A mutagdo nos cdédons 198 e 200 do gene 3
tubulina (BenA) confere resisténcia aos benzimidazois e fenilcarbamatos (Yarden e
Katan 1993, Yourman e Jeffers 1999). A substituicdo de aminoécidos nos sitios 365,
368, 369, 373 e 447 do gene osmosensor histidina quinase (BcOS1) confere resisténcia a
dicarboximidas (Yourman e Jeffers 1999, Leroux et al 2002, Oshima et al 2002, Cui et
al 2004, Ma et al 2007) e nos sitios 272 e 225 do gene que codifica a subunidade B da
enzima succinato desidrogenase (SdhB) (Leroux et al 2010, Yin et al 2011).

O reconhecimento destes mutantes por meio de técnicas moleculares facilita a
deteccdo de resisténcia na populacdo de patdgenos. Atualmente, estas técnicas baseiam-
se na reagdo em cadeia da polimerase (PCR), como o polimorfismo no comprimento de
fragmentos de restricdo de produtos de PCR (PCR-RFLP), primer-introduced
restriction analysis-PCR (PIRA-PCR), PCR alelo-especifico e PCR alelo-especifico em
tempo real (RT-PCR) (Ma e Michailides 2005). Mais recentemente, na medicina, vem-

se usando a analise de dissocia¢do de alta resolucdo (high resolution melting - HRM)
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para detectar patdgenos resistentes a farmacos (Li et al 2012, Ramirez et al 2010), bem
como para diferenciar subtipos de virus (Lin et al 2008, Varillas et al 2010), espécies de
bactérias (Simenc e Potocnik 2011) e tipos de fungos leveduriformes e filamentosos
(Goldschmidt et al 2012). Na fitopatologia, aplicou-se esta técnica para identificar as
formas especiais Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, F. oxysporum f. sp. melonis e
F. oxysporum f. sp. dianthi, com base na dissociagéo das sequéncias do ITS (Ganopoulo
et al 2012).

A HRM ¢é um método p6s-PCR, e se baseia na analise das curvas de dissociacéo,
em que cada sequéncia gera uma curva padrdo e tem temperatura de dissociacdo
especifica, o que possibilita detectar as mutagdes nas sequéncias. A técnica implica no
monitoramento da alteracdo na fluorescéncia causada pela liberagdo do corante
intercalante localizado na dupla fita de DNA, a medida que aumenta a temperatura
(Herrman et al 2007). Na deteccdo de mutacdo em genes associados a doencas humanas,
a HRM foi altamente sensivel e de baixo custo, especialmente em muta¢es com baixa
incidéncia (Li et al 2011). Na detecgdo de isolados de Mycobacterium tuberculosis
resistentes a antibidticos, a técnica foi 91% sensivel e 98% especifica a rifampicina e
87% sensivel e 100% especifica a isoniazida. Considerando-se a detec¢do da mutagéo
para as duas drogas, detectaram-se 85% de sensibilidade e 98 % de especificidade
(Ramirez et al 2010). A técnica poderia ser adotada para monitorar a resisténcia de B.
cinerea a fungicidas, principalmente para possibilitar a deteccdo de mutantes que ainda
estdo em baixa frequéncia na populacdo. Consequentemente, a técnica pode ser
implementada para monitorar existéncia de individuos resistentes em uma éarea e
rapidamente estabelecer programas de manejo para evitar a selecdo de individuos
resistentes.

A HRM ¢ simples e rapida, quando comparada aos procedimentos convencionais
de deteccdo de resisténcia a fungicidas (inibicdo de crescimento micelial e germinacao
de conidios), em particular quando se avalia grande nimero de isolados. A vantagem da
técnica sobre outros métodos moleculares é que se executa a analise imediatamente ap0s
a amplificacdo. Os métodos que requerem a remocao dos produtos das PCR para analise
posterior sdo mais trabalhosos e exigem precaucdes para evitar a contaminacdo. O alto
custo do investimento é parcialmente compensado pelo baixo custo de funcionamento
do ensaio (Bass et al 2007).

No Brasil, ndo se tem relato do uso da andlise de HRM para a detec¢do de
isolados de fungos resistentes a fungicidas. Assim, objetivou-se analisar as sequéncias

parciais dos genes BenA, BcOS1 e SdhB de isolados de B. cinerea de roseiras e validar a
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técnica de RT-PCR-HRM para detectar aqueles resistentes a tiofanato metilico,

iprodiona e boscalida.
2.3 Material e métodos
2.3.1 Isolados de Botrytis cinerea

Usaram-se 88 isolados obtidos de roseiras, 87 da regido de Barbacena-MG,
coletados em 2012 (Tabela 1), um de Vigcosa-MG, e um de morangueiro de Barbacena,
resistente a tiofanato metilico. Previamente, caracterizaram-se os isolados quanto a
concentracdo de tiofanato metilico, iprodiona e boscalida capaz de inibir 50% do
crescimento micelial (CEsp). Calculou-se a CEsg de cada isolado relativo ao valor médio
das CEso dos isolados sensiveis (fator de resisténcia, Fr). Os isolados de Barbacena
foram resistentes a tiofanato metilico, enquanto o de Vigosa foi sensivel (CEsp de 1,3ug
de i.a. mL™). Para iprodiona, a CEsq variou de 0,14 a 4,00ug de i.a. mL™ (Fr=0,18 a
5,2); os isolados resistentes foram classificados como apresentando baixa (CEsy >1ug de
i.a. mL™) e moderada resisténcia (>1,5ug de i.a. mL™). Para boscalida, a CEsp variou de
0,035 a 23,4 pg de i.a. mL™ (Fr=0,1 a 65); os isolados diferenciaram-se em altamente
sensfveis (CEs<0,19ug i.a. mL™?, Fr=0,5), normais (CEs, de 0,19 - 0,6pg i.a. mL™,
0,5<Fr<2), pouco resistentes (CEs, de 0,78 a 3,5ug de i.a. mL* , Fr=2 a 10) e
moderadamente resistentes (CEs de 3,73 a 23,4pg de i.a. mL™?, Fr>10).
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Tabela 1. Isolados de Botrytis cinerea obtidos de bot6es de diferentes variedades de
roseiras na regido de Barbacena-MG (21° 17'S, 43° 51' O) em 2012.

Variedade Isolado

Amarela 90, 91, 93

Avalanche 104, 106

Bibby 1, 27

Bindine 86, 87, 88

Carola 8,9, 38,39, 73,112,113, 122, 123
Cha 110

Coffee Break 83, 84, 85

Fri 47, 48, 49

Grand Gala 16, 66, 67, 68

Greta 20, 21, 22, 35, 36, 102, 103
Hollywood 98, 99, 100

Konfetti 56, 57, 58

Laranja 30

Love Head 115, 116

Miracle 28, 29

Morgana 70

Osiana 18, 53, 54

Pink 43, 45, 46, 107, 108

Polar 95, 96

Ravel 23,24, 25

Red 12,13

Samurai 76

Sandra 62, 63,64, 118, 119

Sky Line 50, 51

Tinic 3,5,6,7,33,78,79, 89, 92
Vania 81, 82

Vegha 40, 41

Versilia 59, 61

2.3.2 Extracgdo de DNA

Extraiu-se 0 DNA de micélio dos isolados de B. cinerea cultivados em 20mL de
meio liquido de extrato de malte por 120h a 23°C, no escuro continuo, submetido a
agitacdo de 160 rpm. Lavou-se o micélio por trés vezes em agua destilada, e retirou-se o
excesso de agua com papel filtro esterilizado. Colocaram-se aproximadamente 2,5 g de
micélio em microtubos de 2mL junto a uma esfera de metal de 2mm de diametro e
600uL de solucdo de lise nucléica do kit de extragdo do DNA (Wizard Genomic DNA,
purification Kit, Promega, Madison, WI). Homogeneizou-se o0 micélio em TissueLyser
I1 (QIAGEN), durante 3min a 30Hz, e repetiu-se o procedimento em intervalo de 5min a
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-20°C. Em seguida, as amostras foram processadas como recomendado pelo fabricante
do kit de extragdo. Quantificou-se 0 DNA por espectrofotometria (NanoDrop 2000
Thermo Scientific), e ajustou-se a concentragdo de trabalho a 25 ng.uL™.

2.3.3PCR

Usaram-se amostras de DNA de isolados sensiveis e resistentes aos fungicidas
para as reacbes com os primers, TUB-F1/TUB-R1, BCOS1-F1/BCOS1-R2 e SDHB-
F/SDHB-R (Invitrogen Carlsbad, California), para amplificar a sequéncia parcial dos
genes BenA, BcOS1 e SdhB, respectivamente (Tabela 2). A reagdo ocorreu na mistura
de 25 pL com kit QIAGEN em termociclador PTC-100 (MJ Research). As condicdes de
amplificacdo dos primers TUB e BCOS1 consistiram em desnaturacao inicial de 95°C
(2 min) seguido de 34 ciclos de 94°C (30 s), 60°C (30 s) e 72°C (30 s) e extensao final
de 72°C (5 min). As condicGes da PCR com os primers SDHB seguiram o método
descrito por Yin et al (2011). Cinco microlitros da reagdo separaram por eletroforese em
gel TBE agarose 0,8%, corado com GelRed (Biotium) e fotodocumentado sob luz
ultravioleta.

Purificaram-se os produtos das reacfes dos genes BenA (12), Bosl (12) e SdhB
(17) com ExoSapl (USB, Cleveland, Ohio) segundo recomendagdo do fabricante;
posteriormente sequenciaram-se 0s amplicons. Para identificar a mutacdo associada a
resisténcia, compararam-se as sequéncias parciais do gene BenA as sequéncias dos
isolados sensivel e resistente provenientes de trabalho prévio. Compararam-se as
sequéncias parciais dos genes BcOS1 e SdhB das amostras do estudo as sequéncias de
referéncia AF435964,1 e BO0510 1175T1 de estirpes sensiveis, respectivamente.
Realizaram-se todos os alinhamentos com o algoritmo Muscle (Edgar 2004)

implementado no programa MEGA 5.20 (Tamura et al 2011).

2.3.4 RT-PCR-HRM

Amplificou-se 0 DNA dos isolados em reacdes independentes com os pares de
primers TUB-HPF1/TUB-HPR1, BCOS1-HPF1/BCOS1-HPR1 (Banno et al 2008) e
SDHB-HRM-F5/SDHB-HRM-R6 (Invitrogen) (Tabela 2). Realizou-se a RT-PCR-
HRM em 10 pL no Rotor-Gene Q (QIAGEN) com o kit especifico para HRM (Type-it
HRM PCR Kit, QIAGEN, Valencia, CA). As condic¢bes de amplificacdo consistiram de

desnaturacdo inicial a 95°C (5 min) seguida de 45 ciclos de 95°C (30 s), 57°C (30 s) e
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72°C (30 s). Processou-se a HRM entre 60 e 99°C, coletando-se os dados em intervalos
0,1°C.s™. Analisou-se o perfil de dissociacdo utilizando o programa do Rotor-Gene Q
(Versdo 2.0.2). Normalizaram-se as curvas de HRM entre as regides pré e pés-
dissociacdo com os valores 76,22 - 78,26°C e 79,84 - 81,74°C, 77,33 - 79,37°C e 82,47
-84,15°C, 74,73 - 76,8°C e 80,79 - 82,61°C, para as reacdes dos primers TUB, BCOS1

e SDHB, respectivamente.

2.4 Resultados

2.4.1PCR

A reacdo de PCR com os primers TUB-F1/TUB-R1, BCOS1-F1/BCOS1-R2,
SDHB-F/SDHB-R produziu amplicons de aproximadamente 300, 1400 e 650 pb,
respectivamente. Nas amostras amplificadas com os primers dos genes BenA e SdhB
ocorreram amplicons monomorficos. Ocorreu variabilidade nos produtos das amostras

analisadas com os primers do BcOS1 quanto ao tamanho do fragmento (Figura 1).

2.4.2 Detecgdo de mutacao pelo sequenciamento

A partir da analise das sequéncias parciais do gene BenA, detectou-se a mutacéao
no codon E198A que confere resisténcia aos benzimidazois (Tabela 3). Detectaram-se
trés mutacOes nas sequéncias parciais da regido do gene BcOS1. Em seis isolados,
houve uma substituicdo de aminoécido, cinco no codon 1365S e um para o sitio 1365N.
Em quatro, o fen6tipo era de resisténcia baixa e, em dois, moderada. Trés amostras, com
dupla mutacdo no sitio Q369P e N373S ou 1365S, corresponderam aos isolados
moderadamente resistentes a iprodiona (Tabela 4). Nas sequéncias parciais do SdhB,
ocorreram oito amostras para cada mutacdo nos sitios H272R/Y. Ambos os geno6tipos

conferiram resisténcia baixa e moderada a boscalida (Tabela 5).

2.4.3 Deteccgao de isolados resistentes pela analise de HRM

A partir da reagdo com os primers do gene BenA, diferenciou-se o isolado
sensivel dos resistentes. Os isolados insensiveis a tiofanato metilico agruparam-se com
um isolado resistente, previamente caracterizado como portador da mutacdo E198A

(Figura 2A). Pela analise HRM do gene BcOS1, formaram-se trés grupos associados a
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presenca e ao numero de sitios de mutacdo (Figura 2B). Os isolados sensiveis
(CEsp=0,14 a 0,96pg i.a.mL™) agruparam-se com a referéncia sensivel da reacfo. Os
isolados com uma mutacédo, 1365S ou 365N, formaram um grupo caracterizado como
de baixa resisténcia (CEsp=1,04 a 1,48ug i.a.mL™). As amostras com dois sitios
modificados agruparam-se com os fendtipos moderadamente resistentes (CEsp=1,55-
4pg. i.a.mL™). Duas amostras com uma mutacdo foram moderadamente resistentes
(CEso=2,05 e 2,60ug. i.a.mL™) (Tabela 2).

Na analise da reacdo do gene SdhB, diferenciaram-se trés grupos coincidentes
com a mutacdo H272Y, H272R ou sem mutacdo (isolados sensiveis) (Figura 2C). Das
90 amostras, duas tiveram curvas de resposta semelhantes as sensiveis, porém com
baixa resisténcia a boscalida (CEsy=1,30, 1,49ug. mL™).

Em todas as analises de HRM, a proporc¢do de similaridade entre as amostras e

as referéncias de cada grupo foram superiores a 90 %.

Tabela 2. Sequéncias dos primers para as reaces de PCR e RT-PCR-HRM.

Primer Sequéncia (5'-3") Caracteristica

TUB-F1 GCTTTTGATCTCCAAGATCCG Amplifica sequéncias do BenA e

TUB-R1 CTGGTCAAAGGAGCAAATCC  contem codon 198 e 200@

BCOS1-F1 AAGCATCAACAAGCCAACG Amplifica sequéncias do gene

BCOS1-R2 ATCTCTCCAGATGCCTCGAC  BcOS1 e contem cddon 365,
368, 369,373, 447®

SDHB-F AAGGTATCTGCGGCAGTTGTG Amplifica sequéncias do gene

SDHB-R AGCAATAACCGCCCAAAAC  SdhB e contem codon 225 e
272@

TUB-HPF1 TGTCGAGCCATATAACGCAA  Amplifica sequéncias BenA®

TUB-HPR1 CCAACTTTCGGAGATCTGAG

BCOS1-HPF1 AGCTCATGGAGATCTCACAC  Amplifica sequéncias do gene

BCOS1-HPR1 ~ ATTGGCCATAGCGTTGACGTT BcOS1®

SDHB-HRM-F5  GACATCTTGCCCCTCCTACT Amplifica sequéncias do gene

SDHB-HRM-R6 ATGTCCTCGAGCAGTTGAGA  SdhB®

@ Primers para as reacdes de PCR, ® Primers para as reacées de RT-PCR-HRM
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Tabela 3. Caracteristicas fenotipica e genotipica de isolados de Botrytis cinerea frente a
tiofanato metilico.

Isolado Fen6tipo®  Mutacéo Céddon Curva
HRM ®

1 S Nao Cza
2 R GAG/GCG 198 P

16 R GAG/GCG 198 P

21 R GAG/GCG 198 P

27 R GAG/GCG 198 P

33 R GAG/GCG 198 P

56 R GAG/GCG 198 P

57 R GAG/GCG 198 P

66 R GAG/GCG 198 P

78 R GAG/GCG 198 P

89 R GAG/GCG 198 P

92 R GAG/GCG 198 P

@ S=sensivel, R = resistente; ® Cor da linha no gréfico: Cza = cinza, P = preta.

Tabela 4. Caracteristicas fenotipica e genotipica de isolados de Botrytis cinerea frente a

iprodiona.
Isolado  CEs® Fri®  Fendtipo®  Mutacio Cédon Curva
(ug.mL") HRM ©
1 0,25 032 S N&o Czacla
5 0,22 028 S N&o Czacla
Czacla
29 0,57 075 S N&o
92 1,12 1,45 BR ATC/AGC 365 Cza
110 1,16 151 BR ATC/AAC 365 Cza?2
48 1,37 1,77 BR ATC/AGC 365 Cza?2
58 1,46 1,89 BR ATC/AGC 365 Cza2
P
7 1,56 203 MR CAG/CCG e AAC/AGC 369 e 373
21 2,05 266 MR ATC/AGC 365 Cza?2
84 2,60 337 MR ATC/AGC 365 Cza?2
39 3,03 394 MR ATC/AGC e CAG/CCG 365e369 P
83 4,00 520 MR CAG/CCG e AAC/AGC 369e373 P

® CEso= concentracdo do i.a. capaz de inibir 50% do crescimento micelial; ® Fr= Fator
de resisténcia; © S= sensivel, BR= baixa resisténcia, MR= moderada resisténcia; @ Cor
da linha no gréfico: Cza cla= cinza claro, Cza= cinza, P= preta.
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Tabela 5. Caracteristicas fenotipica e genotipica de isolados de Botrytis cinerea frente a

boscalida.
Isolado  CEg, @ Fr® Fen6tipo®  Mutacdo Codon  Curvas
(ng.mL™) HRM @

1A011 0,28 0,78 S N&o Cza cla
27BO12 1,17 3,24 BR TAC 272 P
8B0O12 1,59 4,41 BR TAC 272 P
22BO12 1,88 5,21 BR CGC 272 Cza
64BO12 1,94 5,38 BR TAC 272 P
71BO12 3,02 8,40 BR CGC 272 Cza
30B012 3,24 9,00 BR CGC 272 Cza
56B012 3,73 10,37 MR CGC 272 Cza
66BO12 4,07 11,31 MR TAC 272 P
92B0O12 4,11 11,42 MR TAC 272 P
48B012 6,92 19,22 MR CGC 272 Cza
13BO12 8,13 22,58 MR CGC 272 Cza
99B0O12 9,23 25,64 MR TAC 272 P
51BO12 15,02 41,72 MR CGC 272 Cza
76B0O12 17,70 49,17 MR CGC 272 Cza
93B0O12 18,80 52,22 MR TAC 272 P
116BO12 23,40 65,00 MR TAC 272 P

©@ CEs= concentrago do i.a. capaz de inibir 50% do crescimento micelial; ® Fr= Fator
de resisténcia; © S= sensivel, BR= baixa resisténcia, MR= moderada resisténcia; @ Cor

da linha no gréfico: Cza cla= cinza claro, Cza= cinza, P= preta.

M1

3456 7 8 9101112C |3

0 M 10 11

12 1314 15 16 17 C [»)

Figura 1. Produto das reagdes de PCR de amostras de Botrytis. cinerea com primers (A)
TUBF1/R1, Linha 1-12: 1, 2, 16, 21, 27, 33, 56, 57, 66, 78, 89, 92; (B) BCOS1F1/R2,
Linha 1-12: 1, 5, 7, 21, 29, 39, 48, 58, 83, 84, 110; (C, D) SDHBF/R, Linha 1-9: 1, 8,
13, 27, 30, 48, 51, 56; Linha 10-17: 64, 66, 71, 76, 92, 93, 99, 116. M: marcador 1000
pb, GeneRuler™: C: 4gua.
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Figura 2. Curvas normalizadas de dissociacdo de alta resolucdo obtidas por PCR em
tempo real. Amostras agrupadas com o isolado sensivel, curvas de cor cinza claro. (A)
isolado sensivel e isolados agrupados com a referéncia da mutagdo E198A no gene
BenA (preto), (B) isolados sensiveis, isolados agrupados a referéncia que contém a
mutacdo 1365S/N (cinza) e isolados agrupados com a mutacdo Q369P + 1365S e
Q369P+N373S no gene BcOS1 (preto) (C) as amostras sensiveis, e amostras com a
mutacdo H272Y (preto) e a H272R (cinza) no gene SdhB, O intervalo de confianca
dentro de cada grupo >90%.
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2.5 Discussao

Em geral, B. cinerea caracteriza-se por ser patdgeno agressivo, ter alta
variabilidade, esporular abundantemente e causar doencas policiclicas em mais de 200
espécies de plantas. Estas caracteristicas, associadas a alta frequéncia de aplicacGes de
fungicidas sitio-especificos, podem levar ao aumento do ndmero de isolados resistentes
a fungicidas na populacdo do patdgeno (Brent e Hollomon 2007). Assim, o fungo é um
dos mais pesquisados quanto ao risco de resisténcia e um dos mais estudados no que
tange ao uso de ferramentas moleculares para avaliar este risco. O presente estudo é
pioneiro em acrescentar mais uma ferramenta.

Na analise da sequéncia parcial do gene BenA, observou-se a alteracdo no codon
do aminoacido E198A, mutacdo amplamente distribuida geograficamente, e que confere
alta resisténcia a benzimidazois e sensibilidade a fenilcarbamatos. Em outras regides,
detectaram-se isolados com mutacdo em E198K/L e F200Y, associados a resisténcia aos
dois grupos de fungicidas (Yarden e Katan 1993, Banno et al 2008). Na China, em
hortalicas sob cultivo protegido, detectou-se a mutacdo E198V, em genotipos com
resisténcia baixa para benzimidazdis e alta para fenilcarbamatos (Zhang et al 2010).
Provavelmente, a Gnica ocorréncia da mutacdo E198A nas amostras analisadas deve-se
a auséncia de historico de uso do fenilcarbamatos nos sistemas de producdo amostrados.
Provavelmente, este genotipo seja o0 primeiro a aparecer na populacdo sensivel do
patdgeno; as outras mutacfes aparecem em uma populacdo com individuos resistentes
com o uso dos fenilcarbamatos (Yarden e Katan 1993).

Na sequéncia parcial do gene BcOS1, observou-se alteracdo de aminoacidos nos
cddons 1365S/N, Q369P e N373S. A ocorréncia e o sitio de mutacdo determinaram o
tipo de resisténcia: 1365S ou I365N conferiram baixa resisténcia, enquanto Q369P e
1365S ou N373S, conferiram resisténcia moderada a iprodiona. Estas muta¢des também
ja foram observadas, com resposta semelhante de resisténcia, porém a mutacao 1365S/N
normalmente é relatada como associada a baixa e moderada resisténcia (Cui et al 2004,
Oshima et al 2006, Ma et al 2007). Adicionalmente, as mutagdes nos sitios Q369H,
V368F e T447S conferiram resisténcia moderada (Oshima et al 2006).

Na andlise das sequéncias parciais do gene SdhB, constataram-se as alteragdes
H272R e H272Y. Em populac¢bes de B. cinerea resistentes as carboxamidas nos EUA,
Franca e Grécia, estas duas mutacdes foram detectadas, com predominancia de H272Y
nos EUA e Franga (Yin et al 2011, Leroux et al 2010) e de H272R na Grécia (Veloukas

et al 2011). Detectou-se outra mutagdo no sitio 272 (H272L) em isolados de uva e
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morango na Franca e Grécia (Leroux et al 2010, Veloukas et al 2011). Ocorreram
substituicdes no codon 225 (P225F, P225T e P225L) (Veloukas et al 2011, Yin et al
2011) e no codon 230 (N2301) em isolados provenientes de culturas de uvas e morangos
na Franca e Grecia (Leroux et al 2010, Veloukas et al 2011). Estes genotipos ndo sdo 0s
dominantes nos isolados resistentes no campo e ndo foram detectados nas amostras
analisadas no presente trabalho.

Na associacdo de mutacdo no gene SdhB aos diferentes fendtipos de resisténcia,
as 16 sequéncias analisadas com mutacdo H272Y/R relacionaram-se, indistintamente, a
baixa ou moderada resisténcia a boscalida. Em outros trabalhos, os dois genotipos
foram moderadamente resistentes a boscalida (Leroux et al 2010, Veloukas et al 2011).
As mutagdes em H272L, P225F e P225L associaram-se ao alto nivel de resisténcia e,
em P225T e N230I, a resisténcia moderada (Leroux et al 2010, Veloukas et al 2011).
Deve-se, também, considerar a ocorréncia de variagdo na sensibilidade, segundo os
principios ativos dos inibidores da enzima succinato desidrogenase. Recentemente,
evidenciou-se alta variagdo na sensibilidade do patégeno ao grupo dos inibidores da
enzima succinato desidrogenase, em funcdo do ponto de mutacdo no gene SdhB. Para 0s
autores, mutantes de H272R/Y tiveram resisténcia moderada a boscalida, mas variaram
quanto a resisténcia ou sensibilidade a outros principios ativos do mesmo grupo
(Veloukas et al 2013). A ocorréncia da mutagdo H272R/Y na populagdo de B. cinerea
analisada, sem aplicacGes de boscalida, evidencia o risco de aumentar os gendtipos
resistentes do patégeno com o uso do fungicida.

O mecanismo mais comum de resistétncia a fungicidas nos fungos
fitopatogénicos é a alteracdo bioquimica do sitio-alvo dos fungicidas; outros
mecanismos, como a reducdo da penetracdo do fungicida ou incremento na
detoxificacdo da molécula toxica, podem causar perda na sensibilidade (Leroux et al
2002). Na analise de HRM do gene BcOS1, duas amostras agrupadas com a referéncia
de uma mutacdo associada a baixa resisténcia de iprodiona, foram moderadamente
resistentes (Fr< 2), enquanto duas amostras agrupadas com as referéncias sensiveis, sem
mutacdo no gene SdhB, tiveram baixa resisténcia a boscalida (Fr= 3,61, 4,13). Essa
alteracdo da sensibilidade aos dois fungicidas testados, sem a mutacdo especifica,
poderia ser explicada pelo aumento do efluxo do fungicida por meio da super-expressao
dos transportadores de cassetes de ligacdo de ATP (ABC) e superfamilia dos
facilitadores majoritarios (MFS) (Mernke et al 2011, Kretschmer et al 2009, Leroux et
al 2010). Assim, possivelmente, a super-expressdo dos MFS causou um aumento do

efluxo de boscalida, sendo responsavel pelo fenotipo de resisténcia a multiplas drogas
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(Leroux et al 2010). Sabe-se que este mecanismo esta associado a resisténcia a maltiplas
drogas, e foi relatado em isolados de B. cinerea de videiras na Franca e Alemanha
(Kretschmer et al 2009, Leroch et al 2011, Mernke et al 2011).

A presenca de sitios especificos de mutacdo nos genes BenA, BcOS1 e SdhB
associados a resisténcia a benzimidazdis, dicarboximidas, carboxamidas,
respectivamente, possibilita usar técnicas moleculares no monitoramento da resisténcia
no campo. Assim, aplicam-se NESTED-PCR-RFLP (Saito et al 2009), PCR-RFLP
(Malandrakis et al 2011), PIRA-PCR (Luo et al 2009), PCR alelo-especifico (Bardas et
al 2010) e PCR alelo-especifico em tempo real (Fraaijea et al 2002) para detectar
genotipos resistentes de varios fitopatogenos. A técnica RT-PCR-HRM aplica-se na
deteccdo de mutacgdo relacionada a resisténcia de patdgenos humanos a farmacos, mas
ainda ndo foi usada na deteccdo de resisténcia de fitopatdgenos a fungicidas. Este é o
primeiro relato sobre o uso da HRM para detectar a mutacdo em B. cinerea relacionada
a resisténcia a tiofanato metilico, iprodiona e boscalida.

Houve concordancia do resultado obtido com a HRM e as andlises das
sequéncias dos genes BenA, BcOS1 e SdhB. As amostras da reacdo do BenA com a
mutacdo E198A formaram um Unico grupo diferente do sensivel, coincidente com o0s
resultados obtidos em 15 isolados de Colletotrichum magna (R.J do Nascimento,
comunicacdo pessoal). Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos na drea médica, em
que a HRM foi eficiente na deteccdo da mutacdo relacionada a resisténcia de
Plasmodium falciparum a uma droga anti-malaria. Porém, a técnica ndo foi eficiente na
deteccdo de mutacdes em cddons préximos (Pfdhphs 436/437 e Pfdhfr 51/59). Outra
limitacdo da técnica € que ndo foi concebida para detectar isolados contendo mistura de
alelos. No entanto, a prevaléncia de mutacdes pode ser determinada (Andriantsoanirina
et al 2009). A HRM ¢é uma técnica que ndo suplanta os protocolos convencionais
(Daniels et al 2012). Por essa razdo, é necessario 0 sequenciamento para caracterizar
mutacdes novas. Por outro lado, quando a resisténcia a fungicidas ndo se deve
unicamente a mutacdo no sitio do fungicida, os métodos fenotipicos em placa devem ser
usados para caracterizar isolados quanto a sensibilidade a fungicidas. A principal
aplicacdo sera na analise de mutacdes especificas que conferem resisténcia a fungicidas.
Este é o primeiro relato da ocorréncia de mutacdes nos genes BenA, BcOS1 e SdhB
associadas a resisténcia dos benzimidazdis, dicarboximidas e carboxamidas no Brasil. E
também a primeira aplicacdo da HRM para a detecgdo de mutages em B. cinerea
associadas a resisténcia. Em vista das condi¢Ges controladas do experimento e do

reduzido numero de sequéncias caracterizadas por sequenciamento 12 (BenA), 12
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(BcOS1) e 17 (SdhB), nao é possivel confirmar a repetibilidade dos resultados no
laboratorio nas condi¢des de campo. Assim, maior nimero de sequéncias dos genes de
isolados provenientes de outras espécies de plantas e genes associados a outros
fungicidas deverdo ser analisados para avaliar a sensibilidade, especificidade e o
potencial do uso da técnica. Ensaios com misturas artificiais de amostras em diferentes
proporcdes deverdo ser implementados, assim também determinar o limite de copias de
DNA a ser detectada. Contudo, a HRM tem grande potencial de uso no monitoramento
da resisténcia nas lavouras, o que possibilitara implementar medidas de controle para

reduzir a pressdo de selecdo dos individuos resistentes.
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CONCLUSOES

Em vista dos resultados obtidos, conclui-se que:

i. 0s isolados de Botrytis cinerea sdo variaveis quanto a agressividade a pétalas de rosas
e ndo se diferenciam segundo as regides amostradas;

ii. a populacdo de B. cinerea analisada € resistente a tiofanato metilico;

iii. de maneira geral, a populacéo analisada é sensivel a iprodiona e a boscalida apesar
de incluir individuos resistentes aos dois fungicidas;

iv. hd mutacdo nos sitios das sequéncias parciais dos genes BenA (E198A), BcOS1
(I1365N/S, Q369P e N373S) e SdhB (H272R/Y), associada a resisténcia a tiofanato
metilico (benzimidazol), iprodiona (dicarboximida) e boscalida (carboxamida),
respectivamente; e

v. a dissociacdo de alta resolucdo (HRM) é técnica com alto potencial de uso para
detectar a resisténcia a fungicidas no campo.
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