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RESUMO 
 

SCHULMAN, Pablo, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 2015. 
Sensibilidade de isolados de Botrytis cinerea, obtidos de maçãs, a tiofanato metílico, 
piraclostrobina e pirimetanil .  Orientador: Luiz Antonio Maffia. Coorientador: 
Eduardo Seiti Gomide Mizubuti 
 

 

Botrytis cinerea Pers. Fr. infecta mais de 200 espécies de plantas e causa o mofo 

cinzento, induzindo perdas em várias culturas.  O controle do mofo cinzento baseia-se 

em fungicidas, mas o número excessivo de pulverizações e a alta variabilidade do 

patógeno podem levar à seleção de isolados resistentes. No Brasil, pouco se conhece 

sobre a resistência de B. cinerea a fungicidas comumente usados nas lavouras de maçã. 

Assim, avaliou-se a sensibilidade de 44 isolados a tiofanato metílico, piraclostrobina e 

pirimetanil, em teste de inibição do crescimento micelial, e sequenciou-se o fragmento 

de DNA para caracterizar o genótipo de resistência. Adicionalmente, usou-se a High 

Resolution Melting Analysis (HRMA) para detectar variações nas sequências dos genes 

associados à resistência. Na população estudada, detectou-se resistência aos três 

fungicidas. Recomendam-se as concentrações de 10 μg.ml-1 (para tiofanato metílico e 

piraclostrobina) e 1 μg.ml-1 (para pirimetanil) como doses discriminatórias. Detectaram-

se as mutações E198A e G143A associadas à resistência a tiofanato metílico e 

piraclostrobina, respectivamente. Com a técnica de HRMA discriminaram-se os 

genótipos sensíveis e resistentes aos dois fungicidas, e os resultados obtidos foram 

concordantes com os obtidos no sequenciamento. Concluiu-se haver perda de 

sensibilidade a tiofanato metílico, piraclostrobina e pirimetanil em B. cinerea que 

infecta maçãs no Brasil, e que se pode usar a HRMA para identificar mutações no 

patógeno, associadas à resistência a tiofanato metílico e piraclostrobina. 
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ABSTRACT 
 

SCHULMAN, Pablo, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, March 2015. Sensitivity 
of Botrytis cinerea isolates from apple to methyl thiophanate, pyraclostrobin and 
pyrimethanil .  Advisor: Luiz Antonio Maffia. Co-advisor: Eduardo Seiti Gomide 
Mizubuti 
 

 

Botrytis cinerea Pers. Fr. infects over 200 plant species and causes gray mold, a 

destructive disease in many crops.  Gray mold control is based on fungicide 

applications, and the excessive number of applications and the high pathogen variability 

may lead to selection of resistant isolates. Little is known about B. cinerea resistance to 

the commonly used fungicides in apple orchards of Brazil. Thus, we evaluated the 

resistance of 44 isolates to methyl thiophanate, pyraclostrobin and pyrimethanil through 

a mycelial growth inhibition essay, and we sequenced a DNA fragment to characterize 

the resistant genotype. We also used the High Resolution Melting Analysis (HRMA) to 

detect variations in the sequence of the genes associated to fungicide resistance. In the 

mycelial growth essay, resistance to the three fungicides was detected in the population. 

We recommend 10 μg.ml-1 (to methyl thiophanate and pyraclostrobin) and 1 μg.ml-1 (to 

pyrimethanil) as discriminatory doses. We found the mutations E198A e G143A 

associated with resistance to methyl thiophanate and pyraclostrobin, respectively. The 

HRMA discriminated both sensible and resistant genotypes to both fungicides, and 

matched the results found on sequencing. In conclusion, there is sensitivity loss to 

methyl thiophanate, pyraclostrobin and pyrimethanil in the B. cinerea population 

infecting apple fruits in Brazil, and HRMA can be used to identify mutations associated 

to resistance to methyl thiophanate and pyraclostrobin in the pathogen population. 

 

 



 

 

1 

 

1. INTRODUÇÃO 
 

Botrytis cinerea Pers. Fr., agente etiológico do mofo cinzento, infecta mais de 

200 espécies de plantas (Williamson et al. 2007, Amiri et al. 2014) e causa perdas em 

várias culturas como roseiras, tomateiros, videiras, macieiras e pereiras. O controle da 

doença baseia-se no uso de fungicidas, principalmente os sistêmicos (Topolovec-

Pintarić β011). Entretanto, o número excessivo de aplicações requeridas para controle 

da doença e a alta variabilidade do patógeno podem levar à seleção de isolados 

resistentes  (Samuel et al. 2011). Botrytis cinerea é considerado patógeno com alto risco 

de desenvolvimento de resistência (Russell 2002), principalmente a fungicidas 

sistêmicos. Em 1971, detectaram-se isolados resistentes aos benzimidazóis (Bollen & 

Scholten 1971). Desde então, observaram-se isolados resistentes a dicarboximidas 

(Katan 1982), benzimidazóis (Luck & Gillings 1995), estrobilurinas (Myresiotis et al. 

2008) e anilinopirimidinas (Leroux & Gredt 1995). No Brasil, relataram-se isolados 

obtidos de eucalipto resistentes a benomil (Silva & Coelho 2003) e de roseira à 

iprodiona, boscalida e tiofanato metílico (Silvera-Perez 2013). 

Dentre os fatores que podem levar à resistência a fungicidas, o mais comum e 

importante é a mudança na conformação das proteínas afetadas pelo princípio ativo, 

sem perder a funcionalidade, mas com redução da sensibilidade ao produto. Este 

mecanismo, denominado de resistência específica, normalmente leva à resistência a uma 

molécula ou classe de fungicidas (Leroux et al. 2010), e pode ser causado por mutações 

pontuais ou de inserção/deleção no gene correspondente da proteína afetada (Brent et al. 

2007). 

A constatação da resistência a fungicidas é de extrema importância para a 

agricultura, pois a partir da detecção de isolados resistentes pode-se direcionar o manejo 

da doença de forma a reduzir a ocorrência de tais isolados. Nos métodos in vitro 

convencionais para detectar a resistência a fungicidas, isola-se o patógeno em cultura 

pura e efetuam-se testes em meio de cultura com o produto. Atualmente, podem-se usar 

técnicas moleculares para detectar genótipos de B. cinerea resistentes a fungicidas. Uma 

técnica recente, que vem sendo usada para a genotipação e varredura de mutações, é a 

análise de dissociação em alta resolução (High Resolution Melting Analysis, HRMA) 

(Gundry et al. 2003). Apesar de bastante usada na medicina, a HRMA é pouco adotada 

na fitopatologia. Por exemplo, foi usada para genotipar formae speciales de Fusarium 

oxysporum por meio da curva de dissociação da região ITS do fungo (Ganopoulos et al. 

2012) e para detectar, em B. cinerea, a resistência à fenehexamida e boscalida na Grécia 
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(Chatzidimopoulos et al. 2014) e à iprodiona, boscalida e tiofanato metílico no Brasil 

(Silvera-Perez 2013). 

Apesar de o mofo cinzento ser importante para as rosáceas frutíferas no Brasil, 

há carência de estudos de avaliação de sensibilidade de B. cinerea aos fungicidas usados 

no programa de controle. Portanto, objetivou-se avaliar a sensibilidade de isolados 

obtidos de maçãs frigorificadas da região Sul a tiofanato metílico, piraclostrobina e 

pirimetanil, por meio de ensaios in vitro, e de piraclostrobina e tiofanato metílico, com a 

HRMA. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

Botrytis cinerea Pers. Fr. (teleomorfo Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel), 

agente causal do mofo cinzento, é patógeno necrotrófico, com ampla gama de 

hospedeiros, e pode causar perdas em mais de 200 culturas, como ornamentais (rosa, 

tulipa, lírio), olerícolas (tomate, pepino, alface, morango) ou fruteiras (uva, maçã, pêra) 

(Williamson et al. 2007). O patógeno pode ocorrer em sementes (Barnes & Shaw 2003) 

e em partes aéreas de plantas (folhas, flores, frutos, gemas ou haste) e, da infecção 

resultam sintomas que variam de lesões bem delimitadas a podridões-moles ou 

podridões-secas (Elad et al. 2004). 

O fungo tem micélio branco, aéreo; conidióforos retos a levemente sinuosos, 

ramificados alternada ou dicotomicamente, parede espessa, e escuros tornando-se mais 

claros no ápice; conídios ovoides a elipsoides, lisos, com hilo levemente protuberante, 

8-16 x 6-12 µm, hialinos a levemente escuros; e produz escleródios negros (Coley-

Smith et al. 1980, Soares et al. 2009). Em B. cinerea, há altas taxas de germinação de 

conídios, infecção, crescimento de micélio e conidiação sob várias faixas de condições 

microclimáticas (Elad et al. 2004). O ótimo estimado para B. cinerea infectar é 20 °C 

(Bulger et al. 1987) e, para esporular, 15-22 °C (Sosa-Alvarez et al. 1995), mas o fungo 

pode ocorrer em diferentes ambientes na presença de hospedeiros, tanto no Alasca 

(Anderson 1924), bem como em Israel (Rotem 1981, Yunis & Elad 1989). Uma das 

implicações dessa versatilidade é a atividade do fungo em temperaturas próximas a 0 °C 

(Brooks & Cooley 1917), o que o torna um dos patógenos mais importantes em pós-

colheita (Droby & Lichter 2004). 

Controla-se B. cinerea quimicamente com fungicidas sistêmicos, e os protetores 

são considerados fracos botriticidas (Topolovec-Pintarić β011). No Brasil, os fungicidas 

usados no controle do patógeno em várias culturas incluem dicarboximidas (iprodiona, 

procimidona), benzimidazóis (tiofanato metílico) e anilinopirimidinas (pirimetanil) 

(AGROFIT 2003). Em outros países, usam-se outros botriticidas, como hidroxianilida 

(fenehexamida), estrobilurinas (piraclostrobina, azoxistrobina) e fenilpirroles 

(fludioxonil). 

Em vista da alta virulência e da abundante esporulação do patógeno, comumente 

efetua-se grande número de aplicações de fungicidas para o controle do mofo cinzento. 

Dessa forma, aumenta-se o risco de seleção de isolados resistentes (Samuel et al. 2011) 

e, em vista da alta variabilidade, B. cinerea é considerado patógeno com alto risco de 

desenvolvimento de resistência (Russell 2002). O primeiro relato de resistência de B. 
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cinerea a fungicidas sistêmicos, no caso benzimidazóis (tiofanato metílico, benomil), 

foi em 1971 (Bollen & Scholten 1971), seguindo-se relatos de resistência a 

dicarboximidas (iprodiona, procimidona, vinclozolin) (Katan 1982), ciprodinil (Forster 

& Staub 1996), pirimetanil (Leroux et al. 1999), fenehexamida (Baroffio et al. 2003) e 

piraclostrobina (Myresiotis et al. 2008). No Brasil, detectou-se a resistência de isolados 

de eucalipto a benomil (Silva & Coelho 2003) e de roseiras a iprodiona, boscalida e 

tiofanato metílico (Silvera-Perez 2013). 

A resistência a fungicidas é associada a vários mecanismos, destacando-se a: (i) 

superexpressão do gene que codifica o sítio alvo; (ii) ativação de uma rota alternativa, 

que compense a inibição da rota principal; (iii) detoxificação do fungicida ou menores 

níveis de ativação da molécula do fungicida; (iv) redução do influxo ou aumento do 

efluxo do fungicida, o que reduz o conteúdo de fungicida na célula, e (v) mudança na 

conformação das proteínas afetadas, o que inaltera a funcionalidade mas reduz a 

sensibilidade a fungicidas (Brent et al. 2007). Para os autores, o último mecanismo é o 

mais comum, e pode ser causado por mutações pontuais ou de inserção/deleção no gene 

correspondente. Considerando estes mecanismos, os de números (i), (ii) e (v) 

normalmente levam à resistência a uma molécula ou classe de fungicidas (resistência 

específica), enquanto (iii) e (iv) relacionam-se ao menor nível de resistência a vários 

fungicidas (Leroux et al. 2010). 

Os benzimidazóis vêm sendo usados no controle de doenças de plantas desde o 

final dos anos 1960, e com ação sítio específica que interfere na divisão celular 

(Damicone & Smith 2009). Mais especificamente, o princípio ativo tiofanato metílico 

liga-se à ȕ-tubulina, um dos dois tipos de subunidades para a formação de microtúbulos, 

e, consequentemente, afeta vários processos, como a manutenção da forma celular, o 

transporte intracelular de moléculas, partículas e organelas, e a mitose e meiose 

(Davidse 1986). Dessa forma, inibe o desenvolvimento do tubo germinativo, a formação 

do apressório e o crescimento micelial (Reis et al. 2010). A resistência a benzimidazois 

relaciona-se a mudanças na conformação do sítio de ação da ȕ-tubulina, causada por 

mutações no gene benA, nos códons 6, 50, 198, 200 e 240 (principalmente 198 e 200) o 

que leva à resistência (Ma & Michailides 2005). Em B. cinerea, observaram-se as 

mutações E198A (ácido glutâmico para alanina no códon 198), E198K (ácido glutâmico 

para lisina no códon 198), F200Y (fenilalanina para tirosina no códon 200) (Yarden & 

Katan 1993), E198G (ácido glutâmico para valina no códon 198) (Banno et al. 2008) e 

E198V (ácido glutâmico para glicina no códon 198) (Ziogas et al. 2009). A resistência a 
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benzimidazóis ocorre, tende a ser estável, e é possível encontrar isolados resistentes 

mesmo anos após a interrupção do uso do fungicida (Topolovec-Pintarić β011). 

A classe das estrobilurinas (QoIs), descoberta em 1977 (Sauter et al. 1999) e 

comercializada pela primeira vez em 1996 (Morton & Staub 2008), atua na inibição da 

respiração, pois o princípio ativo, piraclostrobina, liga-se ao sítio da quinona externa do 

complexo citocromo bc1 (complexo III) e bloqueia a transferência de elétrons na rota da 

respiração, causando déficit de ATPs (Leroux et al. 2010). A quinona é codificada pelo 

gene cytb localizado na mitocôndria. Geralmente, a resistência aos QoIs ocorre por uma 

mutação pontual no gene cytb. As mutações pontuais F129L (fenilalanina para leucina 

no códon 129), G137R (glicina para arginina no códon 137) e G143A (glicina para 

alanina no códon 143) conferem resistência aos QoI sem haver perda da funcionalidade 

da proteína (Fungicide Resistance Action Committee 2006). Associa-se a mutação 

G143A à resistência completa e as mutações F129L e G137R, à resistência parcial 

(Fernández-Ortuño et al. 2012). Identificaram-se 39 espécies de fungos com resistência 

a QoIs: destas, a G143A é a mais frequente, ocorrendo em 29 delas; a mutação F129L 

ocorreu em cinco; e a mutação G137R ocorreu apenas em Pyrenophora tritici-repentis 

(Fungicide Resistance Action Committee 2012). Ainda segundo o Fungicide Resistance 

Action Committee (2012), não se conhece a mutação responsável pelo fenótipo de 

resistência em duas das 39 espécies. Em B. cinerea, G143A associa-se à resistência 

total, e Kim & Xiao (2010) e Fernández-Ortuño et al. (2012) detectaram esta mutação 

em todos os isolados com o fenótipo de resistência. Analisando-se a sequência do gene 

cytb de B. cinerea, encontraram-se isolados que possuíam um íntron entre os códons 

143 e 144, os quais foram sensíveis a QoIs (Samuel et al. 2011). Acredita-se que a 

presença do íntron evite o desenvolvimento da mutação (Grasso et al. 2006). 

As anilinopirimidinas, usadas pela primeira vez em 1992 (Morton & Staub 

2008), atuam como inibidoras da biossíntese de metionina. Duas enzimas relacionam-se 

à biossíntese de metionina (cistationina Ȗ-sintase e cistationina ȕ-liase) e presume-se 

que a cistationina ȕ-liase seja a molécula-alvo do princípio ativo, pirimetanil (Leroux et 

al. 2002). Os níveis de metionina e homocisteina (precursor de metionina) foram 

menores após tratamento com anilinopirimidinas e níveis ligeiramente maiores do 

precursor cistationina que no tratamento controle (Fritz et al. 1997).  Relatou-se, 

também, que o tratamento com anilinopirimidinas preveniu a secreção de enzimas 

hidrolíticas (lipases, celulases, proteases, cutinases) importantes no processo de infecção 

(Miura et al. 1994). As anilinopirimidinas não inibem a germinação de esporos, mas 
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prejudicam o alongamento do tubo germinativo e o crescimento inicial do micélio de B. 

cinerea (Rosslenbroich & Stuebler 2000). Detectou-se resistência a anilinopirimidinas 

em B. cinerea pouco tempo após a introdução desses fungicidas. Atualmente, supõe-se 

que a resistência seja monogênica, pois se observou segregação 1:1 em cruzamentos 

entre uma linhagem resistente e uma sensível (Hilber & Hilber-Bodmer 1998, 

Chapeland et al. 1999). Leroux et al. (1999) descrevem três fenótipos resistentes a 

anilinopirimidinas: AniR1, resistência moderada a alta, sem resistência cruzada a outros 

fungicidas; e AniR2 e AniR3, com baixa resistência e resistência cruzada com outros 

fungicidas; com respectivos genes de resistência Ani1, Ani2 e Ani3. Inicialmente, 

propôs-se que a resistência originava-se de uma alteração no gene BcmetC, codificador 

da proteína cistationina ȕ-lyase; mas não se obtiveram alterações nos níveis dessa 

proteína em isolados AniR1 e AniS, com sensibilidade a anilinopirimidinas (Fritz et al. 

2003). Encontraram-se três mutações no gene BcmetB (codificador da proteína 

cistationina Ȗ-sintase) de isolados AniR1, nos pontos 70, 144 e 190; as mutação nas 

posições 70 e 144 sempre ocorriam juntas; a mutação na posição 70 resultava na 

substituição de serina para fenilalanina no códon 24, a mutação 144 era silenciosa, e a 

mutação no ponto 190 gerava uma mudança de isoleucina para valina (no códon 64) 

(Sierotzki et al. 2002). As duas mutações expressas ocorrem na porção regulatória do 

gene, e podem tornar a cistationina Ȗ-sintase insensível à repressão da metionina, o que 

resulta na superprodução de metionina, mas em vista da ocorrência de isolados sensíveis 

com essas mutações invalidou-se a proposta inicial (Leroux et al. 2002). Mais 

recentemente, compararam-se as sequências de quatro genes codificadores envolvidos 

na biossíntese e metabolismo de metionina e assimilação de sulfato – cistationa ȕ-liase 

(CBL), cistationa Ȗ-sintase (CGS), metionina sulfóxido redutase (MsrB) e sulfato 

permease (SP2) – e não se obtiveram diferença de nucleotídeos entre isolados de 

Aspergillus flavus resistentes e sensíveis a pirimetanil (Liu et al. 2014). Para os autores, 

as quatro enzimas não se relacionam à resistência de A. flavus a anilinopirimidinas. 

Fernández-Ortuño et al. (2015) encontraram isolados de B. cinerea resistentes a 

todos os fungicidas sítio-específicos registrados para o controle do mofo cinzento em 

morangueiro. A detecção de resistência é importante no manejo da doença; quando se 

detectam isolados resistentes, pode-se iniciar o manejo para conter a seleção dos 

mesmos, com a implantação de medidas alternativas de controle e redução do uso de 

princípios ativos de eficiência reduzida (Fernández-Ortuño et al. 2015). Para tal, 

adotam-se ensaios para avaliar a sensibilidade do patógeno. Um bom ensaio deve ser 
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robusto, confiável, reproduzível, simples (quanto à tecnologia empregada e às 

habilidades necessárias para realizá-lo), barato, de resultado rápido e deve poder 

relacionar os resultados às respostas de sensibilidade no campo (Russell 2002). Podem-

se efetuar testes in vivo ou in vitro. Testes in vivo normalmente detectam a resistência 

em patógenos parasitas obrigatórios, ou patógenos em que os testes in vitro são 

inadequados (Russell 2002). Nos testes in vivo, normalmente avalia-se a sensibilidade 

determinando-se o efeito do fungicida no desenvolvimento da doença no hospedeiro. Os 

testes in vitro convencionais requerem culturas puras do patógeno e consequente 

repicagem para meios com o fungicida a ser testado.  

O desenvolvimento de técnicas moleculares tem auxiliado na detecção e 

monitoramento de resistência de fungos fitopatogênicos a fungicidas. Conhecido o 

mecanismo molecular de resistência, com os métodos baseados no uso de PCR pode-se 

aumentar o número de amostras a se testar, principalmente em patógenos biotróficos, o 

que aumenta a habilidade de avaliar a evolução da resistência a nível de população, por 

meio do monitoramento dos genótipos do patógeno (Brent et al. 2007). Há várias 

técnicas para detectar a resistência de B. cinerea a fungicidas: PCR (Luck & Gillings 

1995, Oshima et al. 2002), PCR-RFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos 

de restrição) (Malandrakis et al. 2011), PCR alelo-específico (Yin et al. 2012) e nested 

PCR-RFLP (Saito et al. 2009). Atualmente, vem-se adotando a HRMA para a 

genotipação e varredura de mutações (Gundry et al. 2003). Com a HRMA, pode-se 

identificar variações na estrutura de sequências de ácidos nucleicos. Na presença de 

concentrações de corantes ligantes a DNA, aumenta-se a temperatura da solução e 

observa-se o comportamento da curva de dissociação. A intensidade da fluorescência 

diminui à medida que a fita dupla de DNA se separa em fitas simples e se libera o 

corante. A temperatura de dissociação (Tm) é aquela em que 50% do DNA se encontra 

em fita dupla e 50% em fita simples (dissociado), o que coincide com o ponto em que a 

intensidade da fluorescência é 50% do valor da intensidade máxima (antes do começo 

da dissociação) (Reed et al. 2007).  A temperatura de dissociação é afetada pelo 

tamanho do amplicon (maior fragmento, maior Tm), conteúdo de GC (fragmentos mais 

ricos em GC tem Tm mais elevada) e heterozigose do alvo amplificado (Reed et al. 

2007). A HRMA tem várias vantagens: é simples, não requer qualquer processamento 

pós-PCR, alta sensibilidade, especificidade e rapidez (Li et al. 2011). O custo inicial 

para uso da técnica é alto, com a aquisição de equipamentos de PCR em tempo real de 

maior precisão ótica e térmica, mas é compensado pelos baixos custos de 
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funcionamento do ensaio (Bass et al. 2007). Ademais, o processo é não destrutivo, e 

pode-se usar o amplicon após realizar a HRMA para outras técnicas. Já foi adotada na 

medicina para detectar mutações (Lin et al. 2011); genotipar organismos patogênicos 

(Payne et al. 2014); detectar espécies de vírus (Spandole et al. 2013) e diferenciá-las 

(Lin et al. 2008); detectar e diferenciar espécies de fungos leveduriformes (Arancia et 

al. 2011); e diferenciar espécies de bactérias (Šimenc & Potočnik β011). Em 

fitopatologia, usou-se a HRMA para genotipar formae speciales de Fusarium 

oxysporum por meio da curva de dissociação da região ITS do fungo (Ganopoulos et al. 

2012), genotipar genes de avirulência (Carpezat et al. 2014) e genes de resistência em 

Sclerotinia sclerotiorum (Lehner et al. 2015), e diagnosticar infecção por fitopatógenos 

( Luchi et al. 2011, Holterman et al. 2012).   Em B. cinerea, detectaram-se genótipos 

resistentes a fenexamida e boscalida (Chatzidimopoulos et al. 2014) e a benzimidazóis, 

inibidores da quinona externa e dicarboximidas (Chatzidimopoulos et al. 2014), 

enquanto que, no Brasil, Silvera-Perez (2013) detectou genótipos de resistência a 

benzimidazóis, iprodiona e boscalida. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1. Isolados de Botrytis cinerea 
 

Estudaram-se 44 isolados de B. cinerea, cedidos pela Dra. Rosa Maria 

Valdebenito Sanhueza, coletados de janeiro a setembro de 2013, em maçãs 

frigorificadas das variedades Fuji, Fuji Suprema e Pink Lady provenientes de cinco 

pomares de macieira (Tabela 1). Preservaram-se os isolados em meio de Batata-

Dextrose-Ágar (BDA) em tubos de ensaio a 4 °C e em tiras de papel filtro esterilizado a 

-20 °C (Figueiredo & Pimentel 1975, Alfenas & Mafia 2007). Para extrair o DNA 

micelial, cultivaram-se os isolados em 50 mL de meio líquido de extrato de malte por 

120 h, 23 °C, no escuro contínuo, sob agitação constante de 160 rpm. O micélio foi 

lavado por três vezes em água destilada, filtrado em papel filtro esterilizado e macerado, 

com o auxílio de nitrogênio líquido, em cadinho e pistilo de porcelana esterilizados. 

Extraiu-se o DNA com o Wizard Genomic DNA purification Kit (Promega, Madison, 

WI), conforme recomendação do fabricante. Quantificou-se o DNA por 

espectrofotometria (NanoDrop 2000 Thermo Scientific) e ajustou-se a concentração de 

trabalho para β5 ng.μL-1. Identificaram-se molecularmente os isolados por meio de PCR 

com os primers BC108+ (5‟-ACCCGCACCTAATTCGTCAAC-γ‟) e BC563- (5‟-

GGGTCTTCGATACGGGAGAA-γ‟) (Rigotti et al. 2006). As condições de 

amplificação foram: desnaturação inicial de 95 °C (2 min) seguido de 34 ciclos de 94 °C 

(30 s), 60 °C (30 s) e 72 °C (40 s) e extensão final de 72 °C (5 min).  

 

3.2. Resistência in vitro a tiofanato metílico, piraclostrobina e pirimetanil 

 

Avaliou-se a sensibilidade dos isolados aos fungicidas por meio de testes de 

inibição de crescimento micelial em meios BDA (tiofanato metílico e piraclostrobina) e 

Czapek-Dox (pirimetanil) (Amiri et al. 2013). Adicionaram-se soluções-estoque de 

Cercobin 700 WP (Ihara), Comet (BASF) e Mythos (Bayer CropScience) preparadas 

em DMSO em meio semi-fundente (temperatura em torno de 50 ºC) para atingir 

concentrações finais de 0; 0,1; 1; 10; 100 e 500 μg.ml-1 para tiofanato metílico; 0; 0,01; 

0,1; 1; 10 e 100 μg.ml-1 para piraclostrobina; e 0; 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10 μg.ml-1 para 

pirimetanil. Adicionalmente, para piraclostrobina, adicionou-se solução de ácido 

salicilhidroxâmico preparada em metanol para atingir concentração de 100 μg.ml-1, para 
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inibir a rota da oxidase alternativa (Olaya & Köller 1999).  Inverteram-se discos de 

micélio em crescimento ativo em placas de Petri que foram mantidas no escuro a 19 °C. 

Após 5 dias, mediu-se o raio do micélio em dois sentidos perpendiculares. Executou-se 

o experimento por duas vezes, em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 

quatro repetições (uma placa de Petri com um disco de micélio = uma unidade 

experimental). Adicionou-se uma concentração adicional para isolados que tiveram 

crescimento superior a 50% da testemunha na maior concentração testada no primeiro 

ensaio de piraclostrobina e pirimetanil, que foi de 1000 μg.ml-1 e 100 μg.ml-1, 

respectivamente. Assim, analisaram-se os ensaios separadamente. 

Para piraclostrobina, estimou-se a CE50 da porcentagem de inibição {1 – 

[(média de crescimento no fungicida) / (média de crescimento no controle)] x log10 da 

concentração do fungicida} usando-se o PROC REG do programa SAS v. 9.1. Todos os 

isolados com CE50 ≥10 µg.ml-1, foram considerados resistentes (Fernández-Ortuño et 

al. 2014). Para os demais fungicidas, usou-se o critério de dose discriminatória, onde 

dose discriminatória é a concentração em que isolados sensíveis e resistentes crescem < 

50% e ≥ 50% da média do crescimento da testemunha, respectivamente. Para tiofanato 

metílico, adotou-se 100 µg.ml-1 como dose discriminatória (Amiri et al. 2014, 

Fernández-Ortuño et al. 2014). Para pirimetanil, estabeleceram-se, com base em Latorre 

& Torres (2012) e Amiri et al. (2013), as concentrações de 1 e 10 µg.ml-1; isolados com 

CE50 < 1 sendo considerados sensíveis, CE50 ≥ 1 e < 10 µg.ml-1, resistentes e com 

CE50 ≥ 10 µg.ml-1, muito resistentes. 

 Realizou-se um experimento adicional de inibição de crescimento micelial por 

piraclostrobina com todos os isolados mais um isolado tipo selvagem coletado na região 

de Viçosa-MG, adotando-se a concentração de 10 μg.ml-1 como dose discriminatória. 

Executou-se o experimento por uma vez, em DIC, com três repetições (uma placa com 

disco de micélio = uma unidade experimental). 

 

3.3. Análise de sequência de DNA dos genes da β-tubulina e do citocromo B de 

isolados resistentes e sensíveis  

 

Usaram-se amostras de DNA de isolados sensíveis e resistentes a tiofanato 

metílico e piraclostrobina para as reações com o par de primers TUB-F1                     

(5‟-GCTTTTGATCTCCAAGATCCG-γ‟) e TUB-R1 (5‟-CTGGTCAAAGGAGCAAA 

TCC-γ‟) e com o par de primers 137S-F (5‟-CTTGTGCTTTGCTTTGCTTTG-γ‟) e 
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137S-R (5‟-AACCATCTCCATCCACCATAC-γ‟) (Yin et al. 2012), para amplificar a 

sequência parcial dos genes benA e cytb, respectivamente. A reação ocorreu na mistura 

de β5 μL (0,β5 μL de cada primer; 12,5 μL de Toptaq Master Mix Kit (Qiagen, 

Germany); 0,5 μL de DMSO (Dimetilsulfóxido); 2,5 μL de BSA (Albumina Sérica 

Bovina, 50 mg/mL, Sigma); γ μL de DNA e 6 μL de H2O ultra pura) em termociclador 

Mastercycler nexus gradient (Eppendorf, Germany). As condições de amplificação dos 

primers TUB-F1/TUB-R1 consistiram em desnaturação inicial de 95 °C (2 min) seguido 

de 38 ciclos de 94 °C (30 s), 60 °C (30 s) e 72 °C (30 s) e extensão final de 72 °C (5 

min) (Silvera-Perez 2013); dos primers 137S-F/137S-R em desnaturação inicial de 95 

°C (2 min) seguido de 34 ciclos de 94 °C (30 s), 60 °C (1 min) e 72 °C (2 min) e 

extensão final de 72 °C (5 min). Separaram-se 4 µl da reação por eletroforese em gel 

TBE agarose 1%, corado com GelRed (Biotium) e foto-documentado sob luz 

ultravioleta. Purificaram-se os produtos das reações dos genes benA e cytb com ExoSap-

IT (USB, Cleveland, Ohio), segundo recomendação do fabricante, e se enviaram os 

amplicons para sequenciamento. Para identificar a mutação associada à resistência, 

compararam-se as sequências parciais do gene benA de isolados considerados 

resistentes e sensíveis na fenotipagem e do gene cytb àquelas de um isolado considerado 

resistente (acesso JF689846.1) e de um isolado sensível (acesso JF689847.1). 

Realizaram-se os alinhamentos por meio do algoritmo MUSCLE (Edgar 2004) no 

programa MEGA 5.20. 

 

3.4. Identificação de mutação por HRMA 

 

Amplificou-se o DNA dos isolados em reações com o par de primers TUB-

HPF1 (5‟-TGTCGAGCCATATAACGCAA-γ‟) e TUB-HPR1 (5‟-CCAACTTTCGGA 

GATCTGAG-γ‟) (Banno et al. 2008), e com o par de primers CG143-F (5‟-CCCTACG 

GGCAAATGTCACT-γ‟) e CG143-R (5‟-GTCCAATTCATGGTACAGCACTCA-γ‟) 

(Chatzidimopoulos et al. 2014). Realizou-se a HRMA no volume de 10 μL no Rotor-

Gene Q (QIAGEN) com kit especifico para HRM (Type-it HRM PCR Kit, QIAGEN, 

Valencia, CA). As condições de amplificação foram: desnaturação inicial a 95 °C (5 

min) seguido de 40 ciclos a 94 °C (30 s), 57 °C (30 s) e 72 °C (30 s) e extensão final a 

72 °C (5 min). Processou-se a HRMA entre 60 e 99 °C, coletando-se os dados em 

intervalos de 0,1 °C.s-1. Analisou-se o perfil de dissociação com o programa 

disponibilizado com o aparelho (versão 2.0.2), e normalizaram-se as curvas de HRMA 
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entre as regiões pré e pós-dissociação com os valores 79,12 – 81,32 e 82,89 – 84,79; e 

72,51 – 74,41 e 77,72 – 79,62 para reações com pares de primers TUB-HPF1/TUB-

HPR1 e CG143-F/CG143-F, respectivamente. Executou-se a HRMA uma vez, com três 

repetições por isolado. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1. Resistência in vitro a tiofanato metílico, piraclostrobina e pirimetanil 

 

Dos 44 isolados, 36 foram resistentes a tiofanato metílico (Tabela 1), 

representando 82% da população (Tabela 2). Os isolados sensíveis não tiveram 

crescimento superior a 50% em relação à testemunha quando a concentração foi ≥ 10 

µg.ml-1, mas, quatro deles cresceram na maior concentração testada (500 µg.ml-1). 

Cinco dos isolados sensíveis originaram-se da mesma propriedade de onde coletaram-se 

15 isolados. Os isolados resistentes cresceram na concentração de 500 µg.ml-1, 

crescimento similar ao ocorrido na testemunha. 

Para piraclostrobina, os valores de CE50 variaram de 12,56 µg.ml-1 a 1841,32 

µg.ml-1 no primeiro experimento e de 14,72 µg.ml-1 a 655,10 µg.ml-1 no segundo. 

Assim, considerou-se que todos os isolados foram resistentes (Tabela 1 e 2). Em ambos 

os experimentos, os valores de CE50 variaram de 10 a 100 µg.ml-1; para alguns 

isolados, os valores ultrapassaram 500 µg.ml-1 (Figura 1). Realizou-se um terceiro 

experimento de inibição micelial, com os 44 isolados e um tipo selvagem (sensível), 

para testar a concentração de 10 μg.ml-1 como dose discriminatória, com a qual se 

separou o isolado sensível dos resistentes. 

Para pirimetanil, em nove isolados obteve-se CE50 < 1 µg.ml-1, em 22 CE50 > 1 

e < 10 µg.ml-1, e em 13 CE50 ≥ 10 µg.ml-1, ou seja, nove isolados foram sensíveis, 22 

resistentes e 13 muito resistentes (Tabela 1), que representam 20,45%; 50% e 29,55% 

da população, respectivamente (Tabela 2). 

 

4.2. Análise de sequência de DNA dos genes da β-tubulina e do citocromo B de 

isolados resistentes e sensíveis  

 

Amplificou-se o gene parcial da beta-butulina (benA) e, para todos os isolados, 

obteve-se um amplicon de aproximadamente 347 pb. Após sequenciamento, em todos 

os isolados considerados resistentes detectou-se a mutação E198A (ácido glutâmico 

para alanina no códon 198). Na amplificação com o par de primers 137S-F/137S-R, 

gerou-se um padrão de banda de aproximadamente 685 pb. Todos os amplicons tiveram 

a mutação G143A, que confere resistência total a QoIs. 
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Tabela 1. Reação a fungicidas de isolados de Botrytis cinerea, coletados em 2013 em 
pomares de macieira em São Joaquim - SC (isolados G1) e Vacaria - RS (demais isolados) 
(Resultados obtidos no experimento 2) 

Isolado Variedade 

Tiofanato 
metílico 

   Piraclostrobina Pirimetanil 

CE50 RF CE50 RF CE50 RF 

G1 19*2 Fuji Suprema < 10  S 14,73 R < 1 S 
G1.20*2 Fuji Suprema > 500 R 53,75 R ≥ 1 e < 10 R 
G1.3*2 Fuji Suprema < 10 S 67,48 R < 1 S 
G2.11*2 Fuji Suprema > 500 R 645,07 R ≥ 10 MR 
GUABIJU 33*3 Fuji > 500 R 655,11 R ≥ 1 e < 10 R 
RAG 1*3 Fuji > 500 R 227,29 R ≥ 1 e < 10 R 
RAG 13*3 Fuji > 500 R 40,82 R ≥ 1 e < 10 R 
RAG 18*3 Fuji > 500 R 44,65 R ≥ 1 e < 10 R 
RAG 22*3 Fuji < 10 S 80,46 R ≥ 10 MR 
RAG 23*3 Fuji < 10 S 232,70 R < 1 S 
RAG 26*3 Fuji > 500 R 86,26 R ≥ 1 e < 10 R 
RAG 28*3 Fuji > 500 R 364,86 R ≥ 1 e < 10 R 
RAG 3*3 Fuji > 500 R 34,44 R ≥ 1 e < 10 R 
RAG 33*3 Fuji > 500 R 34,77 R ≥ 1 e < 10 R 
RAG 39*3 Fuji > 500 R 94,87 R ≥ 1 e < 10 R 
RAG 4*3 Fuji < 10 S 105,51 R ≥ 10 MR 
RAG 6*3 Fuji < 10 S 40,34 R ≥ 10 MR 
RAG 7*3 Fuji < 10 S 54,80 R ≥ 10 MR 
RAG 9.1*3 Fuji > 500 R 60,65 R < 1 S 
RAG 9.3*3 Fuji > 500 R 276,10 R < 1 S 
RASIP SL 15.1.2*4 Fuji > 500 R 50,13 R ≥ 1 e < 10 R 
RASIP SL 15.1.3*4 Fuji > 500 R 40,73 R ≥ 1 e < 10 R 
RASIP SL 15.2.4*4 Fuji > 500 R 39,97 R ≥ 1 e < 10 R 
RASIP SL 21.11*4 Fuji > 500 R 81,27 R ≥ 1 e < 10 R 
RASIP SL 21.14*4 Fuji > 500 R 45,33 R < 1 S 
RASIP SL 9.4*4 Fuji > 500 R 150,92 R ≥ 1 e < 10 R 
RASIP SP 1*5 Fuji > 500 R 215,00 R ≥ 1 e < 10 R 
RASIP SP 10*5 Fuji > 500 R 31,04 R < 1 S 
RASIP SP 12*5 Fuji > 500 R 163,89 R < 1 S 
RASIP SP 15*5 Fuji > 500 R 125,63 R ≥ 1 e < 10 R 
RASIP SP 20*5 Fuji > 500 R 163,55 R ≥ 10 MR 
RASIP SP 21*5 Fuji > 500 R 35,29 R ≥ 1 e < 10 R 
RASIP SP 3*5 Fuji > 500 R 248,77 R ≥ 1 e < 10 R 
RASIP SP 5*5 Fuji > 500 R 94,36 R ≥ 1 e < 10 R 
RASIP SP 7*5 Fuji < 10 S 31,98 R < 1 S 
SCHIO 3.2*6 Pink Lady > 500 R 26,56 R ≥ 1 e < 10 R 
SCHIO 3.3*6 Pink Lady > 500 R 234,68 R ≥ 1 e < 10 R 
SCHIO 4.3*6 Pink Lady > 500 R 50,53 R ≥ 1 e < 10 R 
SCHIO 4.4*6 Pink Lady > 500 R 53,29 R ≥ 10 MR 
SCHIO 4.56*6 Pink Lady > 500 R 45,58 R ≥ 10 MR 
SCHIO 69*6 Pink Lady > 500 R 195,15 R ≥ 10 MR 
SCHIO 7.2*6 Pink Lady > 500 R 37,59 R ≥ 10 MR 
SCHIO 7.3*6 Pink Lady > 500 R 51,12 R ≥ 10 MR 
SCHIO 7.3.2*6 Pink Lady > 500 R 38,55 R ≥ 10 MR 

*S: sensível, R: resistente e MR: muito resistente  
*2 a 6 Pomares e datas de coleta: *2 Valdomiro, janeiro; *3 Guabiju, julho; *4 São Luiz, julho; *5 São Paulino, julho e *6 
Capão dos Pinheiros, setembro.  
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Tabela 2: Isolados de Botrytis cinerea obtidos de maçãs, com 
redução de sensibilidade a tiofanato metílico, piraclostrobina 
e pirimetanil 

Resistência a % dos isolados testados 

Tiofanato metílico (TM) 82 

Piraclostrobina (PB) 100  

Pirimetanil (PM) 80  

TM + PB  82 

TM + PM  70 

PB + PM  80 

TM + PB + PM  64 

 
 

 
Figura 1: Frequência de densidade de valores de CE50 de 44 isolados de Botrytis 
cinerea estimada para piraclostrobina. Os valores de CE50 (µg.mL-1) estão 
representados no eixo X. No eixo Y está a frequência relativa de valores de CE50. 
Cada círculo representa o valor médio de CE50 para cada isolado. 
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4.3. Identificação de mutação por HRMA 

  

A partir da reação com os primers do gene benA, observaram-se duas curvas, e 

se diferenciaram os isolados sensíveis dos resistentes (Figura 2A). A análise de HRM 

com os primers do gene cytb também gerou duas curvas: todos os 44 isolados 

agruparam-se em um grupo resistente, enquanto com o isolado tipo selvagem obteve-se 

outra curva (Figura 2B). Em todas as análises, a similaridade entre as amostras e as 

referências de cada grupo foram superiores a 90%. 

  

A 

 
  
B 

 

Figura 2: Curvas normalizadas de dissociação obtidas por PCR em tempo real com isolados de 
Botrytis cinerea obtidos de maçãs. (A) isolados sensíveis (cor azul) e isolados com a mutação 
E198A (vermelha), que confere resistência a tiofanato metílico, no gene benA; e (B) isolado 
tipo selvagem (azul) e isolados com a mutação G143A (vermelha), que confere resistência a 
piraclostrobina, no gene cytb. O intervalo de confiança dentro de cada grupo foi ≥ 90%. 
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5. DISCUSSÃO 
 

Neste trabalho, testou-se a sensibilidade de isolados de B. cinerea a três 

fungicidas usados no controle do fungo, e encontraram-se fenótipos de resistência em 

alta frequência. Ressalte-se que estes resultados são inéditos e relevantes para a cultura 

da maçã no Brasil e, provavelmente, devam-se ao uso indiscriminado de fungicidas ao 

longo dos anos.  

A resistência a tiofanato metílico é prevalente (82% dos isolados testados), o que 

já foi registrado em outros locais e culturas (Sun et al. 2010, Moyano et al. 2004, 

Silvera-Perez 2013). Já se demonstrou que a adaptabilidade de isolados resistentes a 

benzimidazois é similar à de isolados sensíveis e que a resistência é estável (Moorman 

& Lease 1992, Yourman et al. 2001). Faretra et al. (1989) encontraram isolados 

resistentes 10 anos após interromper o uso de benzimidazóis. Dessa forma, o uso 

contínuo desse fungicida é problemático e poderia resultar no aumento da população 

resistente. Seria desejável interromper o uso ou adotar um sistema mais restritivo de 

aplicação de tiofanato metílico. Entretanto, tais medidas são dificultadas, pois este é o 

único fungicida registrado para controle do mofo cinzento na cultura da maçã no Brasil. 

O risco de desenvolvimento de resistência a fungicidas inibidores da quinona 

externa (como a piraclostrobina) é alto (Banno et al. 2009). De fato, todos os isolados 

testados foram resistentes e, provavelmente, a resistência na população de B. cinerea em 

macieira no Brasil seja comum. Os valores elevados de CE50 (> 100 µg/ml) foram 

condizentes com os encontrados para testes de inibição micelial em outros estudos (Kim 

& Xiao 2010, Amiri et al. 2013). Espera-se que a resistência a piraclostrobina surja 

gradualmente, pois ocorre à medida que a proporção de mitocôndrias mutantes aumenta 

no interior celular (Brent et al. 2007). O grau de resistência pode inutilizar o uso de 

QoIs no decorrer do tempo, pois há evidencias de que seja estável (Ishii et al. 2009, Kim 

& Xiao 2010), apesar de mutantes resistentes de B. cinerea obtidos em laboratório 

rapidamente reverterem para o estado sensível, mesmo após apenas uma repicagem para 

meio sem o fungicida (De Miccolis Angelini et al. 2012). Para os autores, a mudança 

repentina se deve ao fato de que as mitocôndrias mutantes estejam em estado 

heteroplásmico, e podem reduzir seu número na ausência de pressão de seleção. Não se 

observou heteroplasmia em nenhum isolado deste trabalho, e, possivelmente, a reversão 

de fenótipo seja dificultada. 

As anilinopirimidinas são fungicidas recentes, e identificou-se resistência pouco 

tempo após sua introdução (Forster & Staub 1996, Hilber & Schüepp 1996, Latorre et 
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al. 2002, Myresiotis et al. 2007, Bardas et al. 2008). Leroux et al. (1999) descrevem três 

fenótipos resistentes a anilinopirimidinas: AniR1, resistência moderada a alta, sem 

resistência cruzada com outros fungicidas; e AniR2 e AniR3, com baixa resistência e 

resistência cruzada com outros fungicidas. Neste estudo, a porcentagem de isolados 

resistentes na população foi alta (79,55%), e todos os isolados resistentes a pirimetanil 

foram resistentes a piraclostrobina ou à piraclostrobina e tiofanato metílico. Sabendo-se 

que a menor sensibilidade a QoIs e  benzimidazois neste trabalho é monogênica e 

pontual, supõe-se que os isolados com que se trabalharam pertençam ao fenótipo 

AniR1, já que o mecanismo de resistência de AniR2 e AniR3 confere apenas resistência 

parcial à ampla gama de drogas (Chapeland et al. 1999).  

Existe o risco de o número de isolados resistentes aumentar, considerando-se 

que a adaptabilidade de isolados resistentes a pirimetanil foi similar à de isolados do 

tipo selvagem (Zhang et al. 2009). Os autores constataram isolados resistentes apenas 

três anos após a introdução de anilinopirimidinas para controle do mofo cinzento. Para 

evitar tal fato, recomenda-se que se deva limitar o uso de anilinopirimidinas a uma, duas 

ou três aplicações (não consecutivas), para quando até três, de quatro a seis, e sete ou 

mais tratamentos são feitos, respectivamente (Fungicide Resistance Action Committee 

2015). Tais cuidados devem ser observados na cultura da maçã no Brasil. 

Observou-se resistência dupla a tiofanato metílico e piraclostrobina, bem como a 

piraclostrobina e pirimetanil. Também se observou resistência tripla. Provavelmente, a 

natureza da resistência tripla não se relacione à resistência multidroga, a qual está ligada 

a modificações de genes relacionados ao transporte de efluxos e confere baixo a médio 

nível de resistência (Hayashi et al. 2001, Kretschmer et al. 2009). Em vista dos 

genótipos encontrados para piraclostrobina e pirimetanil, descarta-se essa possibilidade, 

e acredita-se que a resistência aos dois fungicidas se deve a alterações nos respectivos 

sítios de ação dos princípios ativos. As resistências duplas ou triplas provavelmente são 

derivadas do uso contínuo de um princípio ativo em uma população que já é resistente a 

outro fungicida (Hewitt 1998), o que deve ter ocorrido no sul do Brasil. 

Ainda que a resistência possa ocorrer naturalmente em campo, por meio de 

mutações espontâneas, comumente esperam-se valores pequenos, inferiores a 1% (Brent 

et al. 2007). No entanto, detectou-se grande número de isolados resistentes a 

piraclostrobina e pirimetanil, que não são registrados para controle do mofo cinzento em 

macieiras.  O único fungicida registrado para controle de B. cinerea em maçãs é o 

tiofanato metílico, mas ocorrem aplicações de outros fungicidas, principalmente porque 
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outras doenças importantes ocorrem na pós-colheita. Por exemplo, o mofo-azul causado 

por Penicillium expansum e as podridões chamadas “doenças de verão”, cujos agentes 

etiológicos incluem Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum acutatum 

(podridão amarga), Botryosphaeria dothidea (podridão branca) e Cryptosporiopsis 

perennans (podridão “olho-de-boi”) (Sanhueza  et al. 2002). Para o controle das 

doenças de verão, efetuam-se aplicações de fungicidas sistêmicos ou mesosistêmicos 

(benzimidazóis, estrobilurinas, anilinopirimidinas) e de contato (ftalimidas, 

ditiocarbamatos, etc.), do fim da primavera à colheita (Sanhueza et al. 2011). Vale frisar 

que, todos os produtos testados neste trabalho são usados para controlar a sarna-da-

macieira, causada por Venturia inaequalis. Provavelmente, a pressão de seleção 

originou-se a partir de pulverizações para controle dessas doenças com esses fungicidas. 

Isolados de B. cinerea que estejam no fruto também são expostos a esses fungicidas e, 

assim, pode haver seleção de isolados resistentes. 

Em estudos futuros, recomenda-se o uso de 10 µg.ml-1 (para tiofanato metílico e 

piraclostrobina) e 1 µg.ml-1 (pirimetanil) como doses discriminatórias. Assim, um 

isolado seria considerado resistente se crescer ≥ 50% em comparação à testemunha. 

Ainda que, com as concentrações de 10 e 100 µg.ml-1, foi possível discriminar isolados 

resistentes de sensíveis, recomenda-se 10 µg.ml-1 pois implica em uma detecção mais 

rigorosa. Essa informação é importante para estudos no Brasil, onde são escassos os 

trabalhos relacionados à resistência de B. cinerea a fungicidas. 

A única mutação encontrada associada à resistência a benzimidazóis foi a 

E198A, que é amplamente distribuída e confere alta resistência a estes fungicidas, mas 

sensibilidade a fenilcarbamatos. Além dessa, já se relataram as mutações E198K, 

E198G, E198V, F200Y (Yarden & Katan 1993, Banno et al. 2008, Ziogas et al. 2009). 

Silvera-Perez (2013) encontrou o mesmo resultado em isolados de B. cinerea de 

roseiras, e concluiu que a ausência de outra mutação nos isolados analisados deve-se à 

inexistência de histórico de uso do fenilcarbamatos nos sistemas de produção de roseira, 

pois já se observou que o uso combinado de benzimidazóis e diethofencarb pode 

selecionar isolados com as mutações E198K ou F200Y no gene benA (Leroux et al. 

2002). De fato, não há histórico de uso de fenilcarbamatos nos sistemas de produção de 

macieiras, o que valida esta hipótese. Ademais, isolados que possuem a mutação E198A 

podem ter maior adaptabilidade que isolados com E198K ou E198V na ausência de 

pressão de seleção (Banno et al. 2008). 
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A amplificação parcial do cytb com o par de primers 137S-R/137S-F gerou 

padrão de banda único, com tamanho de aproximadamente 685 pb. Sabe-se que tal 

fragmento corresponde à sequência parcial do gene do citocromo B sem a presença do 

íntron bcbi-143/144 (Grasso et al. 2006). Isolados de B. cinerea podem ter dois tipos de 

cytb, que seriam àqueles com o íntron Bcbi-143/144, logo após o códon 143; ou sem o 

mesmo (Banno et al. 2009). Possivelmente, a presença desse íntron impede a ocorrência 

de resistência mediada pela mutação G143A, a qual afetaria o correto splicing do gene, 

que levaria à deficiência de citocromo B; tal mutação seria letal (Grasso et al. 2006). 

Portanto, sequenciaram-se os amplicons para confirmar a presença de mutações. Em 

todos os isolados sequenciados, detectou-se a mutação G143A, que confere resistência 

total a QoI, e o genótipo foi condizente com o fenótipo registrado in vitro. Ademais, não 

se observou heteroplasmia, o que sugere que todas as cópias de mitocôndrias têm DNA 

mutante, o que dificulta a reversão do fenótipo. 

Não se analisou a sequência para pirimetanil, nem se realizou a HRMA, pois 

como não se tem bem definido o modo de ação do fungicida, não é claro o gene 

responsável pela resistência a anilinopirimidinas (Rosslenbroich & Stuebler 2000). 

Houve concordância dos resultados obtidos com a HRMA e as análises das 

sequências dos genes benA e cytb, nos quais mutações causam resistência a tiofanato 

metílico e piraclostrobina, respectivamente. Os resultados da reação do benA e do cytb 

foram similares aos obtidos por Silvera-Perez (2013) e Chatzidimopoulos et al. (2014). 

Os isolados resistentes agruparam-se em curva diferente daquela de isolados sensíveis e, 

assim, a HRMA pode substituir o sequenciamento para identificar mutações. No 

entanto, como falsos positivos podem ocorrer, recomenda-se que amostras de DNA com 

resultado positivo para a presença de mutação sejam sequenciadas para confirmação (Li 

et al. 2011). Para os autores, nem a fonte das amostras e nem o continente de origem 

afetaram a acurácia da HRMA, o que possibilita a análise conjunta de amostras de 

locais distintos. Apesar de não demonstrado no presente trabalho, a HRMA de cytb 

pode também caracterizar isolados sensíveis contendo o íntron bcbi-143/144, tendo-se 

uma ideia do risco de se desenvolver resistência na população de B. cinerea em maçãs 

(Chatzidimopoulos et al. 2014). Como toda a população foi resistente, há necessidade 

de maior número de amostras. 

Previamente (Silva & Coelho 2003, Silvera-Perez 2013), já se evidenciou a 

resistência de populações de B. cinerea provenientes de diversas culturas a um dos 

fungicidas avaliados neste estudo. Entretanto, até onde se sabe, não há relatos com 
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isolados provenientes de maçãs. Assim, o presente estudo, inédito e pioneiro, aumenta o 

conhecimento quanto à sensibilidade da população de B. cinerea em maçãs do sul do 

Brasil. Com os resultados aqui obtidos, evidenciam-se os riscos do manejo do mofo 

cinzento baseado no uso frequente de princípios ativos com sítio específico de ação, o 

que pode tornar o controle químico ineficaz. Portanto, no manejo do mofo cinzento em 

maçãs deve-se incluir ingredientes com sítios múltiplos de ação, bem como se limitar o 

número de aplicações dos fungicidas sítio-específicos, para reduzir a pressão de seleção 

na população do patógeno. Ademais, devem-se conduzir novos estudos, com mais 

isolados e de mais regiões, para se expandir o conhecimento sobre a sensibilidade da 

população de B. cinerea das regiões pomicultoras do país a fungicidas. 

 

  



 

 

22 

 

CONCLUSÕES  
 

A população de B. cinerea avaliada é amplamente resistente a tiofanato metílico, 

piraclostrobina e pirimetanil. 

Há mutações nos sítios das sequências parciais dos genes benA (E198A) e cytb 

(G143A), associadas à resistência a tiofanato metílico (benzimidazol) e piraclostrobina 

(estrobilurina), respectivamente. 

A análise de dissociação de alta resolução (HRMA) pode ser usada na detecção 

de resistência de B. cinerea a tiofanato metílico e piraclostrobina. 
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