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RESUMO

Isolados de Botrytis cinerea foram avaliados quanto a
sensibilidade a benomyl, iprodione e propiconazole, através
do método do fungicida incorporado ao meio de cultura de
BDA. Os isolados de B. cinerea foram coletados em cultivos
comerciais de cebola, berinjela, morango, crisintemo, batata
e roseira, em diversas localidades do estado de S. Paulo. Em
cultivos em estufa, foram obtidos isolados de roseira, cicla-
me, violeta, begdnia, pimentdo e cultivo hidroponico de to-
mate cereja. Os resultados demonstraram que esti ocorrendo

uma reducgio na sensibilidade aos fungicidas testados, espe-
cialmente ao benomyl e iprodione; em condigdes de estufa,
quando analisados os valores de EDsy (dose do fungicida
suficiente para inibir 50% do crescimento micelial) e CMI
(concentragio minima inibitéria). De modo geral, est ocor-
rendo uma reducéo na adaptabilidade das linhagens, avaliada
através da taxa didria de crescimento micelial.

Palavras-chave: controle quimico, resisténcia, beno-
myl, iprodione, propiconazole, adaptabilidade, fungo.

ABSTRACT

Occurrence of fungicide resistance on Botrytis cinerea strains, in the state of Sao Paulo

Isolates of Botrytis cinerea were evaluated with re-
spect to their sensitivity to benomyl, iprodione and propi-
conazole, through the method of fungicide incorporation in
PDA growth medium. The B. cinerea isolates were collected
on commercial plantations of onion, eggplant, strawberry,
chrysanthemum, potato, and rose, in different localities of
the state of Sao Paulo. Under greenhouse commercial planta-

tions, isolates were obtained from rose, cyclamen, violet,*

begonia, sweet pepper and hydroponically grown tomato.

The results showed that there is a reduction in the strains
sensitivity to the fungicides tested, especially to benomyl
and iprodione, under greenhouse conditions. Such reduced
sensitivity was expressed as increases in the EDsg (fungicide
dose enough to inhibit 50% of mycelial growth) and MIC
(minimal inhibitory concentration). In general, there was a
reduction in these strains fitness as evaluated by their my-
celial growth rate.

INTRODUCAO

A espécie Botrytis cinerea Pers.: Fr. € patogénica a
uma ampla gama de hospedeiros, que inclui importantes

* Bolsista do CNPq.
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hortaligas e plantas ornamentais, tanto em cultivos em estu-
fas, quanto em campos (Coley - Smith er al, 1980). A
doenga pode ocorrer em quase todos os estadios de desen-
volvimento da planta, sendo que o uso de fungicidas, na
maior parte dos casos, constitui-se na finica alternativa vidvel
de controle. Assim, as populagdes de B. cinerea estio cons-
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tantemente cxpostas a agao de fungicidas especificos, favo-
recendo a selegdo de linhagens resistentes.

Além disso, as caracteristicas do patégeno permitem o
desenvolvimento de resisténcia. Segundo Dekker & Georgo-
poulos (1982), além da pressao de selecao e da adaplabili-
dade da linhagem resistente, a velocidade de surgimento do
problema da resisténcia de fungos a fungicidas depende do
tipo de doenga, da natureza do patégeno e das circunstincias
que promovem ou dificultam o desenvolvimento da resistén-
cia. Entre esses fatores estdo: a) capacidade de multiplicacao
e disseminagio do patégeno, visto que o surgimento de resis-
téncia deve ser mais ripido em patégenos com intensa espo-
rulagao em partes aéreas da planta do que em patdgenos que
esporulam pouco ou produzem esporos que nao sdo facil-
menle transportados, como pode ser o caso de virios pat6-
genos de raizes; b) sobrevivéncia da linhagem sensivel, pois
durante os periodos de reduzida pressio de selegdo, esta
linhagem poderd competir com a linbagem resistente; c)
limiar de infecgdo da doenca, jd que com doengas com um
alto limiar de infecgio, o surgimento de uma célula mutante
raramente resultard em infecgio, assim o risco de desenvol-
vimento de resisténcia na populagdo é baixo; d) células
multi-nucleadas, visto que genes que conferem resisténcia
em fungos multi-nucleados podem, sob pressao de selecio
do fungicida, ter sua freqiiéncia rapidamente aumentada na
populacao do patégeno, como nos fungos heterocaridticos;
¢) severidade da epidemia. No caso, B. cinerea produz, ge-
ralmente, grandes quantidades de conidios, que sao facil-
mente disseminados, e que apresentam grande variabilidade
genética devido a ocorréncia de heterocariose, decorrente do
grande nimero de niicleos por conidio (Coley-Smith et al.,
1980).

Como resultado, diversos casos de resisténcia de B.
cinerea a fungicidas do grupo dos benzimidazéis ¢ dicarbo-
ximidas foram relatados em diversos paises (Dekker &
Georgopoulos, 1982; Delp, 1988). No Brasil, foi relatada a
ocorréncia de linhagens de B. cinerea resistentes a benomyl
nas culturas de morango (Cabrini & Kimati, 1986), eucalipto
(Ghini & Krugner, 1987), roseira (Mosca et al., 1989) ¢
berinjela (Ghini, 1990).

A resisténcia de fitopatégenos a fungicidas é um dos
mais importantes problemas do controle quimico de doengas
de plantas. Muitos produtos altamente eficicntes, que consti-
tuem, em diversos casos, a nica alternativa vidvel de con-
trole de um patégeno, podem estar em processo de selegdo
para resisténcia. Esse processo pode se desenvolver rapida-
mente e levar a problemas irreversiveis. Assim sendo, o
monitoramento da resisténcia se faz necessario, juntamente
com a avaliacio da sensibilidade colateral dos isolados a
fungicidas de outros grupos quimicos (Delp, 1988).

O presente trabalho teve como objetivo determinar a
ocorréncia de resisténcia a fungicidas e a adaptabilidade,
através do crescimento micelial, de linhagens de B. cinerea
coletadas em diferentes culturas e periodos.

MATERIAL E METODOS

Os isolados de B. cinerea foram coletados em diversas
culturas, periodos e localidades do estado de Séo Paulo (Ta-
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bela 1). Para a obtengio dos isolados, o material vegetal
infectado pelo patégeno foi colocado em cimara dmida (pla-
ca de Petri com dois discos de papel filtro umedecidos com
dgua destilada) e submetido a 20° C e fotoperiodo de 12
horas. A luminosidade foi conferida por uma lampada fluo-
rescente luz do dia e uma préxima ao ultravioleta (NUV).
Apds 24 horas de incubagio, as estruturas do patGgeno foram
transferidas para meio de cultura de BDA e, a seguir, preser-
vadas em dgua, segundo o método de Castellani, descrito por
Figueiredo (1967).

A taxa diaria de crescimento micelial foi obtida trans-
ferindo-se discos de meio de cultura (0,7 cm de didmetro)
contendo micélio dos isolados para meio de cultura de BDA,
em 3 repeti¢es. O delincamento experimental foi o de blo-
cos casvalizados. Diariamente foram avaliados 4 raios per-
pendiculares das colénias, mantidas no escuro, a 20° C.

Para a determinagdo do EDsp (dose do fungicida sufi-
ciente para inibir 50% do crescimento micelial) e do CMI
(concentracdo minima inibitéria), foi utilizado o método do
fungicida incorporado ao meio de cultura. Para tanto, os
isolados foram repicados para meio de cultura de BDA con-
tendo 0, 1, 10, 100 e 1000 ppm de benomyl, iprodione e
propiconazole, de forma semelhante & descrita para a avalia-
¢do da taxa de crescimento. Para os cilculos do EDsg, usou-
sc estimativas de maxima verossimilbanca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos isolados de B. cinerea coletados, observa-
se que houve um acentuado aumento nos valores de EDsp
para benomyl (Tabela 1). Considerando-se o valor de EDs
de 70 ppm de benomyl como indicador de resisténcia em
testes de rotina, conforme estabelecido por Moorman &
Lease (1992), a partir de 1989, somente trés isolados pode-
riam ser considerados sensiveis (14, 15 e 20).

Para iprodione também foram observados aumentos
nos valores de EDsg, além de uma ligeira alteracio na sensi-
bilidade a propiconazole, refletida por maiores valores de
CMI. Comparando-se os resultados obtidos com as catego-
rias de sensibilidade utilizadas por Latorre et a/ (1994), onde
os isolados com baixo nivel de resisténcia apresentam EDs
entre 2 ¢ 10 ppm de iprodione, os altamente resistentes > 10
ppm, os sensiveis < 2 ppm e os altamente sensiveis < 0,5
ppm, Vverifica-se que os isolados que apresentavam-se sensi-
veis ou aii.  ite sensiveis estdo sendo substituidos por
linhagens com baixo nivel de resisténcia (isolados 22, 27 e
28) ou altamente resistentes (isolado 23).

De modo geral, os isolados coletados recentemente
apresentaram crescimento micelial com nienores taxas did-
rias do que os coletados anteriormente (Tabela 1). Sendo a
taxa de crescimento micelial um dos parimetros utilizados
para a avaliacio de adaptabilidade, os resultados sugerem
que houve uma reducao de adaptabilidade dos isolados de B.
cinerea.

Na maioria dos relatos, a resisténcia a benzimidazdéis
ndo estd ligada a uma redugio da adaptabilidade e se mantém
estivel por longos periodos, mesmo na auséncia do fungicida
(Delp, 1988). Moorman & Lease (1992) ndo enconfraram
diferencas significativas na taxa de crescimento didrio de
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TABELA 1 - Taxa média de crescimento diario e sensibilidade a fungicidas de isolados de Botryfis cinerea.

EDg, (ppm) ° CMI (ppm) ©
Taxa de
Isolado | Hospedeiro Local Ano cx(':ls:;crln}enso Ipro- | Propi- | Beno- | Tpro- Propi-
ia) Benomyl dione | conazole| myl | di cona-
y one | 2ole
1 cebola Piracicaba 1982 1,92 gh <1 <1 3 10 10 —
2 berinjela Piracicaba 1983 3,64 abc <1 <1 — 100 100 —
3 morango Atibaia 1988 3,82ab 42272 <1 — > 1000 100 —
4  morango  Alibaia 1988 3,59 abed <1 <1 — 10 1000 —
5 morango Atibaia 1988 3,90 ab 942213 <1 — > 1000 100 —
6 morango Atibaia 1988 3,80 ab 1783 £514 <1 — > 1000 100 —
7 crisintemo Holambra 1697 398 a 11921 <1 — > 1000 100 —
8  roseira Holambra 1 1¢ 75 cdefgh 142,1:259 <1 —  >1000 10 —
9  roseira Holambra ! 1989 2,47 fgh 143,2 + 26,1 <1 —  >1000 10 —
10 roseira Holambra ! 1989 2,78 cdefg  225,0+ 48,0 <1 — > 1000 10 —
11 berinjela Registro 1989 2,98 bedef  189,5 55,2 <1 —  >1000 100 —
12 morango Jaguaritina 1990 1,89 gh 184,8 = 59,1 — —  >1000 —_ —_
13 batata Divinolindia 1990 1,94 gh 331,5 £ 128,7 <1 — > 1000 10 —
14 ciclame Atibaia ! 1990 4,042 10,9 £3,4 <1 —  >1000 10 —
15 ciclame Atibaia 1 1990 4,00 a 55,5104 <1 —  >1000 10 —
16  violeta Holambra ! 1991 2,12 fgh 208,9 £ 23,4 <1 —  >1000 10 —
17 violeta Holambra ! 1991 2,04 gh 4693 = 51,5 <1 — > 1000 10 —
18 roseira Holambra 1992 2,44 fgh 450,1 = 69,5 <1 <1 >1000 100 10
19 morango Campinas 1992 2,28 fgh 279,7 £ 74,0 <1 <1 >1000 10 10
20 tomate Vargem Grande
cereja Paulista 2 1992 3,49 abcde <1 <1 <1 1 1 10
21 violeta Holambra ! 1992 2,72 defgh > 1000 <1 <1 >1000 100 10
22 begbnia Holambra ! 1992 2,74 cdefgh > 1000 2,8+0,3 <1 >1000 100 10
23 pimentdo  Itapecerica da
Serra ! 1992 2,60efgh 8251619 17,782 <1 51000 >1000 100
24 roscira Holambra 1992 2,45 fgh 503,6 £ 116,6 <1 1,2+ 0,1 > 1000 100 100
25 roseira Holambra 1993 2,07 fgh > 1000 1,3x0,1 <1 >1000 100 100
26 roseira Holambra 1993 2,01gh 3549+£169,2 1,203 <1 >1000 100 100
27  begdnia Holambra ! 1994 1,85h 1509259 23+0,3 <1 > 1000 100 10
28 violeta Holambra ! 1994 2,23 fgh 393,1+£124,1 3,2x20,4 <1 > 1000 100 10

1 Cultivo em estufa
2 Cultivo hidropdnico
3 Nio testado

4 Médias seguidas da mesma letra nio diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

5 EDso = dose do fungicida (ppm) para inibir 50% do crescimento micelial.

6 MCI = concentragio minima inibitéria (ppm), sendo que para sua determinagio foram testadas as doses de 1, 10, 100 ¢ 1000 ppm dos fungicidas

incorporados em meio de cultura de BDA.

linhagens de B. cinerea, coletadas em estufas, resistentes ¢
sensiveis a dicarboximidas e benzimidazais.

Para os fungicidas dicarboximidas e os inibidores da
biossintese do ergosterol, de modo geral, observa-se na
maioria dos relatos uma menor adaptabilidade das linhagens
resistentes (Delp, 1988). Para Pommer & Lorenz (1982),
apesar de ndo terem sido relatados sérios prejuizos com o
surgimento de resisténcia aos dicarboximidas em condig¢des
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de campo, uma situagio diferente parece estar ocorrendo em
culturas em estufas. Hartill et al. (1983) explicam que a
barreira [isica da estufa impede a entrada de conidios, fazen-
do com que a competigao entre as linhagens nio seja tio
intensa quanto fora da estufa. Assim, uma vez que a popula-
¢do resistente se desenvolveu na estufa, mesmo apresentando
baixa adaptabilidade, ela pode ser mais estivel do que uma
populagio similar em condigdes de campo. De fato, os isola-
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dos dc B. cinerea com algum nivel de resisténcia a iprodione
foram obtidos c¢m cultivos em cstufa (Tabela 1, isolados 22,
23,27 ¢ 28).

Uniisolado duplo-resistente a benomyl e iprodione foi
obtido num cultivo de pimentao em estufas, em Itapecerica
da Serra/SP, resultando em perda de eficiéncia dos dois
fungicidas (Tabela 1, isolado 23). Problemas scraclhantes
foram observados por Leroux & Clerjeau (1985), Gullino &
Garibaldi (1981), Northover & Matteoni (1986) ¢ Moorman
& Lease (1992). No Brasil, Ghini & Kimati (1990) obtive-
ram in vitro uma linhagem de Botrytis squamosa duplo-
resistente, porém apresentando menor adaptabilidade. No
presente trabalho, possivelmente a alta pressdo de sclegdo
excrcida pelo uso intenso dos dois fungicidas, o cariter epi-
démico da doenga e as condigdes ambicnte favordveis a
sobrevivéncia de linbagens, incluindo as menos adaptadas,
permitiram o aparecimento da dupla-resisténcia.

Por outro lado, o isolado 20, oblido num cultivo hidro-
pdnico de tomate cereja, apresentou-se sensivel aos fungici-
das testados ¢ uma relativamente alta taxa de crescimento
didrio. O fato de benomyl nao ter sido aplicado, e os outros
fungicidas serem pouco utilizados nesse cultivo de Vargem
Grande Paulista/SP, ndo promoveu uma pressio de sclegao
em favor de linhagens resistentes, permitindo a sobrevivén-
cia das sensiveis.

Via de regra, quando os problemas com resisténcia
ocorrem, as linhagens resistentes a um determinado fungi-
cida sdo resistentes aos outros produtos do mesmo grupo
quimico, isto é, apresentam resisténcia cruzada, visto que
compartilham de um mesmo modo de agio (Dekker & Geor-
gopoulos, 1982). No prescnte trabalho, apesar de nio regis-
trados para algumas culturas, foram estudados fungicidas
pertencentes a tr€s diferentes grupos (benzimidazois, dicar-
boximidas e triazdis), que podem apresentar sérios proble-
mas de perda de eficiéncia se ndo forem adotadas estratégias
anti-resisténcia.
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