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RESUMO GERAL

A antracnose da banana, causada por Colletotrichum musae, € uma das principais doengas em
pos-colheita da cultura e dentre as medidas de manejo recomenda-se o uso de fungicidas, com
destaque para os pertencentes ao grupo dos metil benzimidazol carbamato, sendo esses muito
comuns nas principais regides produtoras de banana do México. A constante exposicdo das
populagdes de C. musae a esses fungicidas podem levar a pressdo de selecdo, e
consequentemente o surgimento e sele¢do de individuos resistentes, resultando na perca de
eficacia de controle. Diante disso, foi avaliada a sensibilidade de 45 isolados de C. musae
provenientes de areas de cultivo de banana do México aos fungicidas carbendazim, tiofanato
metilico, tiabendazol e benomil. A sensibilidade foi avaliada em um ensaio de crescimento
micelial in vitro, a partir da estimativa da concentracdo de fungicida efetiva capaz de inibir
50% do crescimento micelial (CEsp). Foram selecionados cinco isolados com 0s menores
valores de CEso (sensiveis, S) e cinco com os maiores valores (menos sensiveis, MS) para
ambos os fungicidas. Estes isolados foram comparados quanto a sensibilidade, estabilidade da
sensibilidade, componentes de adaptabilidade (taxa de crescimento micelial, producdo e
germinagdo de conidios e viruléncia), eficacia de controle da doenga em frutos de banana e
habilidade competitiva. A deteccdo de mutacdo conferindo resisténcia também foi verificada.
De modo geral, a maioria dos isolados foram sensiveis aos fungicidas. Os valores de CEsg
variaram de 1,9 a 158,9 ug.mL™ para carbendazim, de 0,07 a 162,9 ug.mL™? para tiofanato
metilico, de 0,06 a 12,71 pug.mL™? para tiabendazol, e de 0,007 a 54,5 ug.mL™* para benomil.
Ndo foram observadas diferencas na sensibilidade dos isolados S e MS apds dez
transferéncias sequenciais em meio BDA sem fungicida (P<0,05). Ndo foi constatada
diferenca significativa entre os componentes de adaptabilidade avaliados para os isolados
testados (P<0,05). Todos os fungicidas foram eficazes em controlar a doenca causada pelos
isolados em frutos inoculados, entretanto, maior eficiéncia foi constada para isolados S.
Isolados menos sensiveis foram mais competitivos em todas as propor¢des avaliadas nos
testes in vitro e in vivo. Mutacao foi detectada no codon 200 do gene da B-tubulina para o
isolado MS CMM-3483. Os resultados apontam a presenca de individuos menos sensiveis e
com boa capacidade competitiva, sendo necessario monitoramento constante das populagfes a
fim de auxiliar na implementagédo de medidas visando um manejo eficiente da antracnose nas

regides produtoras de banana do México.

Palavras-chave: Antracnose, banana, benzimidazois, Musa spp.



GENERAL ABSTRACT

The anthracnose of banana, caused by Colletotrichum musae, is one of the main post-harvest
diseases of the crop and among the management measures it is recommended to use
fungicides, especially those belonging to the methyl benzimidazole carbamate group, which
are very common in the main banana producing regions of Mexico. The constant exposure of
populations of C. musae to these fungicides can lead to selection pressure, and consequently
the emergence and selection of resistant individuals, resulting in loss of control efficacy.
Therefore, the sensitivity of 45 isolates of C. musae from Mexican banana cultivars to the
fungicides carbendazim, methyl thiophanate, thiabendazole and benomyl were evaluated.
Sensitivity was evaluated in an in vitro mycelial growth assay, from the estimated effective
fungicide concentration capable of inhibiting 50% mycelial growth (EC50). Five isolates with
the lowest values of EC50 (sensitive, S) and five with the highest values (less sensitive, MS)
were selected for both fungicides. These isolates were compared for sensitivity, sensitivity
stability, adaptability components (mycelial growth rate, conidia production and germination
and virulence), disease control efficacy in banana fruits and competitive ability. Detection of
mutation conferring resistance was also checked. In general, most isolates were sensitive to
fungicides. EC50 values ranged from 1.9 to 158.9 ug.mL™ for carbendazim, 0.07 to 162.9
ug.mL* for methyl thiophanate, 0.06 to 12.71 pg.mL™ for thiabendazole, and 0.007 to 54.5
ug.mL* for benomyl. No differences in sensitivity of S and MS isolates were observed after
ten sequential blots in BDA medium without fungicide (P<0.05). There was no significant
difference between the adaptability components evaluated for the isolates tested (P<0.05).
Fungicides were able to control infection in banana fruits inoculated with S and MS isolates.
Resistant isolates were more competitive than the sensitive ones in all ratios evaluated.
Mutation was detected at codon 200 of the B-tubulin gene for MS isolate CMM-3483. The
results point to the presence of less sensitive individuals with good competitive capacity, and
it is necessary to monitor the populations in order to assist in the implementation of measures

aimed at the efficient management of anthracnose in the banana producing regions of Mexico.

Keywords: Anthracnose, banana, benzimidazole, Musa spp.



CAPITULO |

Introducéo Geral



11

SENSIBILIDADE DE Colletotrichum musae PROVENIENTES DE AREAS DE
CULTIVO DO MEXICO A FUNGICIDAS METIL BENZIMIDAZOL CARBAMATOS
E HABILIDADE COMPETITIVA DE ISOLADOS

INTRODUCAO GERAL

1. A cultura da banana e sua importancia no México

A banana (Musa spp.) € uma das frutas mais consumidas no mundo, com importancia
alimentar equiparada a de cereais como arroz, trigo e milho. Esta fruta é cultivada em regides
tropicais e subtropicais e assume papel fundamental na alimentacdo da populacgéo,
principalmente a mais pobre (GANGA, 2002). O mercado internacional encontra-se em
constante ascensdo em funcdo da globalizacdo das economias mundiais, do aumento de renda
nos paises emergentes e da mudanga de habitos alimentares da populagdo, que busca a cada
dia uma alimentacdo mais saudavel, consumindo mais frutas (DOSSA; FUCHS 2017).

Acredita-se que o centro de origem da banana seja o Sul e Sudeste da Asia, embora
existam centros de origem secundarios na Africa Oriental e nas ilhas do Pacifico, além da
Africa Ocidental (DANTAS et al., 1997).

A banana é uma monocotiledénea pertencente a familia Musaceae, que engloba dois
géneros, Musa e Ensete, embora este Gltimo n3o possua frutos comestiveis (SIMAO, 1998). O
género Musa apresenta cerca de 30 espécies, das quais sdo originados todos os frutos
partenocarpicos comestiveis. Desse género, destaca-se a espécie Musa acuminata, da qual
derivaram todas as bananeiras comestiveis, que em associacdo com a espécie Musa balbisiana
resultou na formacdo dos grupos diploides (AA, BB), triploides (AAA, AAB, ABB) e
tetraploides (AAAA, AABB, AABB, ABBB) (BLEINROTH, 1995; DANTAS et al., 1997).

Dentro de cada grupo, encontram-se diversas cultivares de importancia econdmica: no
grupo das diploides, destaca-se a cultivar Ouro; no grupo das tripldides, estdo as cultivares
Caipira, Gros Michel, Maca e Misoure, e os subgrupos Cavendish (cultivares Nanica,
Nanicdo, Grande Naine e Williams), Prata (cultivares Prata, Branca e Pacovan), Terra
(cultivares Terra, Terrinha, Pacova D’Angola) e Figo (cultivares Figo Vermelho e Figo
Cinza); no grupo das tetrapldides, destacam-se as cultivares Ouro da Mata, Pioneira e Platina
(OLIVEIRA, 2010).

Em 2017, a &rea mundial plantada com banana foi de aproximadamente 5,4 milhGes de
hectares, com uma producdo em torno de 114 milhdes de toneladas. Os principais continentes
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produtores s&o a Asia (55,8%), as Américas (24,7%) e a Africa (17,9%), enquanto Oceania e
Europa somam juntos menos de 2% da producdo mundial de banana. Entre os paises, a India
destaca-se como o principal produtor dessa fruta, com produgdo em torno de 30 milhdes de
toneladas, seguida pela China (11 milhdes), Indonésia (7,1 milhdes) e Brasil (6,6 milhGes).
Juntos, esses paises correspondem a aproximadamente 50% da producdo mundial da fruta
(FAO, 2017).

O Meéxico é o 12° maior produtor de banana do mundo, com uma producdo de
aproximadamente 2,2 milhdes de toneladas (FAO, 2017). De acordo com o Servico de
Informacdes Agropecuarias e Pescas (SAGARPA, 2017), de 2013 a 2016, a producdo de
bananas no México cresceu 270 mil toneladas, o que representa um aumento de 12,9% em
quatro anos. A producdo no pais ocupa uma area de aproximadamente 78,6 mil ha, em 16
estados: Campeche, Chiapas, Colima, Estado do Meéxico, Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Michoacéan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, Tabasco, Veracruz e Yucatan.
Os cinco principais estados produtores sdo Chiapas, Tabasco, Veracruz, Jalisco e Colima,
com uma producdo estimada de 2 milhdes e 45 mil toneladas em 2016, o que representa
84,5% do volume nacional registrado. Em 2016, a producdo em Chiapas foi de 708 mil
toneladas (29,3% do total do pais), seguido por Tabasco, com 601,7 mil toneladas (24,9%),
Veracruz, com 322,6 mil toneladas (13,3%), Jalisco, com 217,5 mil toneladas (9%), e Colima,
com 195,1 mil toneladas (8,1%) (SAGARPA, 2017).

A maior producdo € encontrada na regido sul-sudeste do pais, que possui as condi¢des
geograficas adequadas para a producéo desta cultura, com solos argilosos, aluviais, arejados e
drenados, e com pH variando de 6,0 a 7,5 (SIAP, 2018). O clima nessa regido ¢é
predominantemente tropical imido e seco, possuindo uma estacdo seca pronunciada, com
temperatura média anual de 27,1 °C. Os meses de inverno seco normalmente tém menos de 40
mm de chuva, em comparacdo com mais de 150 mm em cada um dos meses de verdo (GEO-
MEXICO, 2013).

A banana produzida no pais representa 11,3% da produc¢éo nacional de frutos, sendo
exportada para 34 paises, dentre os quais estdo Estados Unidos, Guatemala, Paises Baixos,
Reino Unido, Espanha, Japdo, Russia, Coreia do Sul, Albania, Tunez, Singapura, Nova
Zelandia, Portugal, Hong Kong, Bélgica, Itdlia, Canada, Alemanha, Irlanda, Lituénia e
Turquia. Em 2016, o México exportou uma em cada cinco toneladas de bananas que produziu,
arrecadando um valor de 197 milhdes e 78 mil dolares, o que representou um crescimento de

6% em relagédo ao ano anterior (SAGARPA, 2017). Em 2017, o consumo per capita no
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México foi de 15,7 kg, e houve uma balanca comercial positiva de 195,5 milhdes de dolares
(SIAP, 2018).

1.1 Antracnose da banana

Um dos grandes desafios da bananicultura, no que se refere a qualidade do fruto, se
encontra no manejo em pdés-colheita. Nesta fase, a principal doenca é a antracnose, causada
por especies de fungo do género Colletotrichum, incluindo Colletotrichum siamense,
Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum tropicale, Colletotrichum theobromicola,
Colletotrichum scovillei e Colletotrichum musae, sendo esta Gltima a principal espécie
associada a doenca, podendo gerar perdas de até 40% da producdo (KUMAR et al., 2016;
MIRSHEKARI et al., 2012; PERES et al., 2002; SILVA et al., 2016; VIEIRA et al., 2018;
ZAKARIA; SAHAK; SALLEH, 2009; ZHOU et al., 2016). A importancia dessa doenca esta
relacionada a sua alta frequéncia, principalmente em cultivos comerciais nos quais ndo sdo
adotadas as medidas de controle adequadas.

A doenca ocorre principalmente na fase de maturacdo dos frutos, embora a infeccéo
inicie ainda no campo, onde os conidios, dispersos no ar, infectam os frutos. A infeccéo
permanece quiescente até o inicio da maturacdo. As duas formas distintas da doenca séo a
antracnose latente originaria da infeccdo quiescente e a antracnose néo latente, produzida pela
invasdo do patdgeno, principalmente por intermédio dos ferimentos ocasionados nos frutos
verdes em transito (CORDEIRO; MATO; KIMATI, 2016).

A antracnose caracteriza-se pela formacdo de pequenas lesGes que podem coalescer,
formando grandes areas necroticas e deprimidas. Em condicdes de umidade elevada, as lesdes
sdo cobertas de frutificacdo de coloracdo rosa, onde os acérvulos de C. musae irdo adquirir
uma aparéncia acinzentada. Os esporos que sao liberados dos acérvulos depositam-se sobre 0s
frutos verdes, no campo, onde germinam e depois penetram, permanecendo a infeccdo latente
até o inicio da maturacdo (CORDEIRO, 1997; CORDEIRO; MATO; KIMATI, 2016).

Os conidios sdo produzidos em restos culturais em condigdes de alta umidade e
germinam entre 4 e 24 h, sendo dispersos por chuva, vento e insetos. Os conidios podem
permanecer viaveis por longos periodos no tecido da casca, em acérvulos que os protegem de
variagcOes extremas de umidade e temperatura. A penetragcdo ocorre entre 24 e 48 h,
ocasionando uma reacdo de hipersensibilidade nas células adjacentes da epiderme, que irdo
acumular fitoalexinas e tornar a infeccdo latente até a maturacdo (JEGER et al., 1995;
PLOETZ et al., 2003).
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Em frutos verdes, com a presenca de injdrias mecanicas, 0s sintomas consistem em
manchas enegrecidas com halo esbranquigado ao seu redor. Em frutos maduros, as manchas
sdo oriundas das infeccOes latentes produzidas no bananal, apresentando coloragdo marrom
escura. As manchas aceleram o processo de maturacéo da fruta, tendendo a crescer e se tornar
deprimidas em seu centro, onde sdo formados os acérvulos cobertos por uma massa de
esporos de coloragéo rosea (JEGER et al., 1995).

Comumente, a polpa da fruta ndo é afetada, exceto na presenca de altas temperaturas ou
quando os frutos se encontram em estadio adiantado de maturacdo. As condi¢cdes ambientais
estdo altamente relacionadas com a incidéncia e severidade da doenca, pois influenciam as
fases do ciclo de vida do patégeno e também o desenvolvimento do hospedeiro, auxiliando o
processo infeccioso (CORDEIRO, 1997; MAFIA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011).

As medidas de controle recomendadas para essa doenca iniciam-se no campo, com boas
praticas culturais, como a desfolha, o despencamento e a remoc¢éao de restos culturais, sendo
esta a principal forma de combater a fonte de indculo inicial (COELHO et al., 2010). Além
disso, deve-se realizar o0 monitoramento da intensidade da doenga, que permite conhecer as
épocas mais criticas de ocorréncia e identificar os niveis de dano econdémico (VIEIRA
JUNIOR et al., 2008). O tratamento em pds-colheita, como lavagem e embalagem cuidadosa
dos frutos com medidas rigidas de assepsia, € uma forma de reduzir o desenvolvimento do
patégeno em infecgcdes quiescentes e proteger o fruto de infecgdes secundarias ocorridas
durante o armazenamento e transporte para 0s mercados consumidores (LIMA et al., 2001).

Apesar das diversas restricdes relacionadas ao uso de fungicidas, como fitotoxicidade
dos produtos aplicados e efeitos residuais nos frutos (COSTA; GUNAWARDHANA, 2012),
esta é a principal medida de manejo da doenca, iniciada ainda no campo, e nos periodos que
antecedem a abertura das flores. O intervalo de aplicacdo depende do monitoramento da
doenca e das condicBes climaticas predominantes nas regides produtoras, variando de 7 a 14
dias em periodos chuvosos, e de 14 a 30 dias em periodos secos. No entanto, sob condicdes
climaticas altamente favoraveis a ocorréncia da doenca e na presenca de alta quantidade de
inoculo na area, o intervalo de pulverizagdes deve ser reduzido para sete ou quatro dias
(CORDEIRO; MATOS; KIMATI, 2016; TATAGIBA et al., 2002).

No Meéxico, os fungicidas utilizados para controle da antracnose da banana sdo
pertencentes ao grupo dos metil benzimidazois carbamatos (MBCs) e estrobirulinas. De
acordo com o registro sanitario de defensivos agricolas da Comissdo Federal para a Protecdo
contra Riscos Sanitarios (COFEPRIS, 2019) os mais utilizados sdo azoxistrobina, tiabendazol

e benomil.
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Em nivel nacional, os estados com maior uso de fungicidas sdo Sinaloa, Chiapas,
Veracruz, Jalisco, Michoacén, Tabasco, Estado do México, Puebla e Oaxaca, que representam
80% do total do uso de fungicidas no pais (ALBERT, 2005). Dentre estes, destacam-se 0s
estados de Chiapas, Veracruz e Tabasco, por serem reconhecidos como 0s maiores produtores
de banana do pais.

E importante ressaltar que, em éareas de cultivo de banana do México, ocorre a
incidéncia da doenca sigatoka negra, causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis, cuja
principal medida de controle é o uso de fungicidas MBC no campo, como carbendazim,
tiofanato-metilico e benomil (MENA-ESPINO; COUOH-UICAB, 2015).

2. Resisténcia a fungicidas benzimidazois

O controle quimico de doencas de plantas é uma das principais medidas de manejo
empregadas na agricultura, por permitir prevenir infec¢bes de fitopatdgenos que podem vir a
se instalar ou controlar infecgdes ja instaladas nos tecidos das plantas hospedeiras
(ZAMBOLIM; VENANCIO; OLIVEIRA, 2007).

Em todo o mundo, esse controle é prioritariamente realizado pelo emprego de
fungicidas, por apresentarem diversas vantagens, como a facilidade de aplicacdo e rapida
obtencdo de resultados. Entretanto, o uso de controle quimico vem enfrentando problemas,
devido ao surgimento de variantes resistentes na populagéo (ISHII; HOLLOMON, 2015).

A resisténcia ao fungicida pode ser definida como um ajuste estavel e hereditéario,
resultando na reducdo da sensibilidade do fungo ao fungicida (MA; MICHALIDES 2005) e
pode ser dada por varios mecanismos genéticos e bioquimicos, como: uma alteracdo sitio-
alvo, o que ird reduzir a ligagdo do fungicida; sintese de uma enzima alternativa capaz de
substituir a enzima alvo; a superproducdo da enzima alvo do fungicida; efluxo ativo ou
reduzido para absor¢do do fungicida; um colapso metabolico do fungicida (LEUROX;
WALKER, 2011; BRENT; HOLLOMON, 2007).

A resisténcia pode ser definida como qualitativa ou quantitativa. A resisténcia
qualitativa envolve mudanga em apenas um gene ou em um conjunto de genes dominantes do
patdgeno, que pode resultar na ineficiéncia do fungicida. Por outro lado, a resisténcia
quantitativa esta relacionada a mudancas em véarios genes do patégeno, resultando em
ineficiéncia gradual do fungicida (RUSSEL, 2002).

A especificidade dos fungicidas, aliada as aplicacGes em excesso, sem alternancia de

ingrediente ativo (i.a.) ou aplicacdo de fungicidas com ingredientes ativos isolados, faz com
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que haja alto risco de resisténcia adquirida pelo patégeno, o que vem comprometendo o
controle efetivo de algumas doencas de plantas (FISCHER et al., 2017).

Os MBCs foram o primeiro grupo de fungicidas sistémicos, ditos como altamente
eficazes, lancado no mercado no fim dos anos 60. Apresentam amplo espectro de agéo
contra fungos ascomicetos e alguns basidiomicetos, porém, ndo possuem eficacia no
controle de oomicetos. Os fungicidas MBC disponiveis no mercado contém os seguintes
ingredientes ativos: carbendazim, benomil, tiofanato-metilico, tiabendazol e fuberidazol
(ISHII; HOLLOMON, 2015; FRAC 2016).

A alta especificidade deste grupo de fungicidas faz com que apresentem um alto risco
de resisténcia adquirida pelo patdgeno. Os MBCs interferem especificamente na divisdo
celular de fungos, pois apresentam atividade seletiva de ligagcdo a tubulina, impedindo que
ocorra a polimerizacdo dos microtubulos formadores do fuso mitético. A tubulina ¢ um
dimero de proteina que consiste em subunidades o e B, sendo o principal componente dos
filamentos de microtdbulos, que desempenham um papel central na divisdo nuclear em todas
as células eucaridticas (ISHII; HOLLOMON, 2015). Devido a esta especificidade, uma Gnica
mutagdo no gene da B-tubulina, que altere a sequéncia de aminoécidos da proteina, pode levar
a reducdo da afinidade do fungicida pela proteina, o que implicard no surgimento de um
variante resistente (ISHII, 2011). Essa mutacdo foi detectada em alguns cédons, como 6, 50,
167, 198, 200 e 240, porém, as mais comumente encontradas sdo as dos codons 198 e 200
(FRAC 2019; KOENRAADT,; JONES, 1993; MA; MICHALIDES 2005).

A resisténcia a MBCs, conferida por mutacbes em diferentes cédons no gene pB-
tubulina, tem sido relatada para diversas espécies: no codon 198 para Helminthosporium
solani (MCKAY; COOK 1997), nos codons 6 e 198 para Monilinia fructicola (MA et al.,
2003), e nos codons 198 e 200 em Tapesia vallundae, T. acuformis (ALBERTINI; GREDT;
LEUROX, 1999) e Penicillium digitatum (MIN-HUEY et al., 2011). Em C. gloeosporioides,
a analise de isolados resistentes a MBCs revelou mutagdes pontuais do gene da B-tubulina,
sendo encontrada uma substituicdo de GCG por GAG no cédon 198 e uma substituicdo de
TAC por TTC no c6don 200 (CHUNG et al., 2006; CHUNG et al. 2010). Em C. cereale, C.
gloeosporioides f. sp. aeschynomene, C. siamense e C. truncatum, foram constatados em
todos isolados menos sensiveis a MBCs a presenca de mutacdo no cédon 198, com alteragdo
de &cido glutdmico (GAG) para lisina (AAG) (HU et al., 2015; RAMDIAL, HOSEIN,
RAMPERSAD, 2016; WONG et al., 2007). Para a espécie C. musae, foi verificada a mutacao
de um Unico par de bases no cddon 200, convertendo fenilalanina (TTC) para tirosina (TAC)

na regido codificante de TUB2, sendo essa mutacdo correlacionada com a resisténcia a
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tiofanato-metilico em isolados desse fungo (VIEIRA et al., 2017). No México, um estudo
sobre a resisténcia de isolados de C. truncatum a tiabendazol revelou a presenca de uma
mutacdo no cédon 198, que levou & substituicdo do &cido glutdmico por alanina. Torres-
Calzada et al. (2015). Outros estudos tém demonstrado a reducdo de sensibilidade a
fungicidas MBCs em C. musae (BELLAIRE; DUBOS 1997; GRIFFEE, 1973) e C. acutatum
(CAO et al., 2017). Porém, néo foi realizada a analise molecular para detectar a presenca ou
ndo de mutacdo conferindo a resisténcia.

Apesar de mutagOes no gene pB-tubulina serem frequentemente associadas ao
desenvolvimento de resisténcia, nem sempre essa mutacdo € detectada em isolados menos
sensiveis a MBC, como verificado para C. acutatum (BAGGIO et al., 2018),
Botryosphaericiae (SANTOS et al., 2018) e C. gloeosporioides (KIM et al., 2007). Portanto,
outros mecanismos podem estar associados a reducdo da sensibilidade. 1sso foi verificado em
isolados de Aspergillus nidulans, com mecanismos de efluxo envolvendo uma proteina que
afeta a sensibilidade a carbendazim e tiabendazol (ANDRADE et al., 2000), ou em isolados
de C. acutatum, onde a superexpressdao do gene tubulina se mostrou relacionada a
insensibilidade a MBCs (NAKAUNE; NAKANO 2007).

Vale ressaltar que diferentes mecanismos estdo relacionados a resposta de
sensibilidade a fungicidas, levando a variacdes de sensibilidade de isolados do mesmo local
ao mesmo fungicida. No caso dos MBCs, parte dessa variacdo pode estar relacionada ao fato
do funcionamento do fungicida ser dependente da sua conversdao em um anel benzimidazol.
Essa diferenca também pode ser atribuida a pressao de selecdo imposta pelo uso intenso de
fungicidas com um mesmo modo de acdo (CHUNG et al. 2009; GULART, 2009;
MARINGONI; BARROS 2002; PICININI, 1994; REUVENI; SHEGLOV 2002).

Uma caracteristica comum da resisténcia a MBCs é a ocorréncia de resisténcia
cruzada entre diferentes fungicidas, ou seja, quando ocorre resisténcia a um composto, todos
0s outros compostos pertencentes ao grupo perdem sua eficacia, uma vez que 0s mecanismos
que governam a resisténcia aos fungicidas MBC sdo semelhantes (MA; MICHAILDES,
2005).

Embora os fungicidas possam exercer uma pressdo seletiva muito forte em favor da
resisténcia, essa vantagem seletiva pode ser compensada pelos custos de adaptacdo. As
penalidades de aptiddo fisica podem reduzir a vantagem seletiva geral da resisténcia sob
tratamento com fungicida, mas, mais significativamente, podem até levar a reversdes da
evolucdo da resisténcia (ALLEN et al., 2017; BOSCH et al., 2014).
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1.4 Adaptabilidade

A adaptabilidade pode ser definida como a capacidade de uma determinada linhagem
se desenvolver, reproduzir e sobreviver, quando comparada a outra linhagem exposta as
mesmas condi¢des (HAWNKINS; FRAAIJE, 2018; ISHII; HOLOMON, 2015). Apos o
surgimento de individuos resistentes em uma populacdo, 0 aumento da sua frequéncia so
ocorrera se possuirem uma boa adaptabilidade, ou seja, uma boa capacidade competitiva
(BERGAMIN FILHO; AMORIM, 2001).

Diversos fatores compdem a adaptabilidade, incluindo a capacidade de infecgéo, a
velocidade de colonizacdo do tecido hospedeiro, a esporulacdo, a capacidade de
sobrevivéncia e, principalmente, a capacidade de competir com individuos sensiveis na
auséncia do fungicida (GHINI; KIMATI, 2000). Estes fatores definem o sucesso do
individuo resistente na populacao.

A adaptabilidade depende, em grande parte, de qual gene (ou genes) sofreu a mutagédo
que levou a resisténcia. Assim, se 0 gene era importante para a competitividade, entdo o
mutante tera baixa adaptabilidade; caso contrario, continuara com sua adaptabilidade
inalterada. Essa adaptabilidade do mutante tem estreita correlacdo com o modo de acdo do
fungicida, e mutantes bem adaptados surgem com mais facilidade frente a determinados
principios ativos (SILVA JUNIOR; BEHLAU, 2018).

O custo de adaptacdo de uma mutacdo que confere resisténcia a fungicidas pode ser
definido como a diferenca de aptiddo entre o isolado resistente do patdgeno portador da
mutacdo e o isolado do patdgeno sensivel, na auséncia do fungicida (ISHII; HOLLOMON,
2015). Se um isolado resistente apresenta menor adaptabilidade, a estabilidade da resisténcia e
sua selecdo em uma populacdo serdo reduzidas. Por outro lado, um isolado resistente que
apresente alta adaptabilidade tendera a aumentar em frequéncia na populacdo, podendo
permanecer por longo periodo, mesmo na auséncia do fungicida (WALKER et al., 2013).

Diferentes caracteristicas epidemioldgicas podem ser avaliadas, in vitro e in vivo, para
definir a aptidao fisica de um isolado, como crescimento micelial, esporulacdo, taxa de
germinacdo de esporos, sensibilidade osmdtica, viruléncia, competicdo de esporos, dentre
outros (KIM; XIAO, 2011; LICHTEMBERG, et al., 2018; RALLOS et al., 2014). Estudos
com Penicillium expansum demonstraram que isolados resistentes apresentam menor
crescimento micelial e agressividade quando comparados a isolados sensiveis
(KARAOGLANIDIS; THANASSOULOPOULOQOS; IOANNIDIS, 2001). Em Monilinia
fructicola, a avaliagéo da taxa de crescimento micelial, esporulacdo e tamanho da lesdo para

isolados resistentes revelaram uma menor adaptabilidade em relacdo aos isolados sensiveis
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(CHEN et al., 2012). Porém, outros estudos demonstraram que ndo houve diferenca de
adaptabilidade entre isolados resistentes e sensiveis. Em isolados de Lasiodiplodia
theobromae provenientes de plantios de maméo n&o foi constatada diferenca de
adaptabilidade, quando avaliados o crescimento micelial e a viruléncia entre isolados
resistentes e sensiveis (PEREIRA, et al., 2012). Isolados resistentes de Botryosphaeriaceae
ndo apresentaram diferenca na adaptabilidade, com base em crescimento micelial, tamanho da
lesdo, sensibilidade osmética, além de manter essas caracteristicas adaptativas durante dez
geracdes, quando comparados a isolados sensiveis (SANTOS et al., 2019). Para isolados de
C. musae, nao foram detectadas diferencas em adaptabilidade, quando avaliados crescimento
micelial, producdo de esporos, germinacdo de esporos, sensibilidade osmética e viruléncia,
entre isolados sensiveis e moderadamente resistentes (VIEIRA et al., 2017).

Diante disso, sdo necessarias maiores informacBes sobre a sensibilidade e
adaptabilidade de isolados resistentes a fungicidas, para um melhor direcionamento de
estratégias de manejo, maximizando a eficiéncia no uso de fungicidas. Este trabalho teve
como objetivo avaliar a sensibilidade e a adaptabilidade de isolados de C. musae provenientes
de éreas de cultivo de bananeira das principais regides produtoras do México aos fungicidas

benomil, tiofanato-metilico, carbendazim e tiabendazol.
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Resumo

A antracnose causada por Colletotrichum musae, € uma das principais doengas em pos-
colheita da cultura da banana, e esta presente na principal regido produtora do México. Uma
das principais medidas de manejo consiste no uso de fungicidas do grupo benzimidazol, sendo
esse considerado de alto risco para resisténcia. Diante disso, foi avaliado a sensibilidade de 45
isolados aos fungicidas carbendazim, tiofanato metilico, tiabendazol e benomil a partir da
estimativa da concentragdo de fungicida efetiva capaz de inibir 50% do crescimento micelial
(CEso). Cinco isolados sensiveis (S) e cinco menos sensiveis (MS) a esses fungicidas foram
selecionados e avaliados quanto estabilidade de sensibilidade, eficiéncia de controle da
doenga em frutos, componentes de adaptabilidade e habilidade competitiva. Os valores de
CEso variaram de 1,9 a 158,9 ug i.a. mL™ para carbendazim, de 0,07 a 162,9 ng i.a. mL™* para
tiofanato metilico, de 0,06 a 12,71 pg i.a. mL™ para tiabendazol, e de 0,007 a 54,5 pg i.a. mL™*
para benomil. Os isolados S e MS aos fungicidas mantiveram os niveis de sensibilidade ap6s
dez geragcdes. Todos os fungicidas foram eficazes em controlar a doenca causada pelos
isolados em frutos inoculados, entretanto, maior eficiéncia foi constada para isolados S. N&o
foi constada diferenca significativa (P<0,05) entre os componentes de adaptabilidade
avaliados para os isolados testados. Isolados MS foram mais competitivos que 0s sensiveis em
todas as proporgdes avaliadas, predominando na competi¢éo in vitro e in vivo. Mutagédo foi
detectada no cédon 200 do gene da B-tubulina para o isolado MS CMM-3483. Os resultados
apontam a presenca de individuos menos sensiveis e com boa capacidade competitiva, sendo
necessario monitoramento constante das populacdes a fim de auxiliar na implementacdo de
medidas visando um manejo eficiente da antracnose nas regifes produtoras de banana do
México.

Palavras-chave: Antracnose, banana, benzimidazois, Musa spp.
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Introducéo

A producdo de banana, Musa spp., possui grande importancia no México, com uma
producdo de 2,2 toneladas em 2017, em uma é&rea cultivada de aproximadamente 80 mil
hectares. Embora a banana seja cultivada em 16 estados do pais, o principal polo de producéo
abrange os estados de Chiapas e Tabasco, com mais de 50% da producdo nacional. A
bananicultura apresenta-se em constante crescimento no pais, cuja producdo nos anos de 2013
a 2016 cresceu em 270 mil toneladas, o que representa um aumento de 12,9% em quatro anos
(Fao, 2017; Sagarpa, 2017).

Durante o seu desenvolvimento, diversas doencas afetam a cultura da banana, levando
a reducdo da produtividade e qualidade do fruto. Dentre as doencas em pos-colheita, a
antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum musae (Berk. and M. A. Curtis) Von Arx, € a
mais importante, podendo levar a perdas de até 40% na producdo (Cordeiro et al. 2004;
Pessoa; Fernandéz-Paiva et al. 2015; Oliveira, 2006).

A doenca é caracterizada pela formacao de lesGes deprimidas no fruto, de coloracéo
escura e delimitada por uma margem de coloracdo clara nos tecidos sadios. Em condi¢fes de
alta umidade, as lesGes sdo cobertas por uma frutificacdo rosea, que corresponde aos
acervulos do fungo. Comumente, a polpa da fruta ndo é afetada, exceto na presenca de altas
temperaturas ou quando o ponto de maturacdo 6timo é ultrapassado (Cordeiro et al. 2016).

Para manejo da doenca, podem ser implementadas medidas de controle no campo e em
pos-colheita. No México, a principal medida de controle consiste no uso de fungicidas dos
grupos Metil Benzimidazol Carbamato (MBC) e Inibidores da Quinona Externa (Quinone
outside Inhibitor - Qol). Dentre os fungicidas pertencentes ao grupo MBC, estdo
carbendazim, tiofanato-metilico, tiabendazol, fuberidazol e benomil (Frac, 2016; Ishii,
Hollomon, 2015). Os MBCs sdo amplamente utilizados nos campos de cultivo do México,
ndo apenas para o controle da antracnose, mas também para controle da sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis) que encontra-se presente nos plantios de banana no pais (Espino;
Couoh, 2015; Rojo-Béaez et al. 2017). Isso pode estar relacionado a falta de atualizagdo na
regulamentacdo e monitoramento continuo do uso de produtos quimicos no pais, e a falta de
politicas de gestdo dos érgdos responsaveis (Gutierrez-Alonso et al. 2004; Pérez et al. 2013).

Os MBCs apresentam acdo sisttmica na planta e se caracterizam por uma alta
seletividade, atuando na diviséo celular, especificamente inibindo a montagem das fibras de
B-tubulina ou estabilizando os microtubulos e impedindo a sua desmontagem, interferindo na
forma da célula e na mitose (Aguayo-Ortiz et al. 2013; Young, 2015). Devido a essa

especificidade, este grupo é considerado de alto risco para o surgimento de resisténcia, o que
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ja foi relatado em mais de 150 espécies de fungos (FRAC, 2016). Além disso, a resisténcia
cruzada entre fungicidas MBC é muito comum e, em alguns casos, 0s mutantes resistentes
tendem a persistir na populagdo, mesmo na auséncia do fungicida (Ishii, 2015; Walker et al.
2003).

Para o género Colletotrichum, existem diversos relatos de resisténcia aos fungicidas
MBC (Chung et al. 2010; Hu et al. 2015; Peres et al. 2004; Ramdial et al. 2016; Torres-
Calzada et al. 2015; Wong et al. 2007). Esta resisténcia tem sido associada a uma mutacéo
pontual no gene B-tubulina, que leva a uma substitui¢cdo no codon 198 (de GCG por GAG) ou
no codon 200 (de TAC por TTC) (Chung et al. 2010). Diversos estudos tém relatado a
resisténcia a fungicidas MBCs em populacdes de C. musae da Franca (Bellaire e Dubois
1997), Cabo Verde (Griffe, 1973); Caribe (Hostachy et al. 1990), Brasil (Vieira et al. 2017) e
detectado mutagdo no codon 200 do gene B-tubulina (Vieira et al. 2017).

MutacgOes associadas a resisténcia podem influenciar diretamente a adaptabilidade de
isolados em uma populagdo. Embora os fungicidas possam exercer uma presséo seletiva
muito forte em favor da resisténcia, essa vantagem seletiva pode ser compensada pelos custos
de adaptacdo. As penalidades na adaptabilidade podem reduzir a vantagem seletiva geral da
resisténcia sob tratamento com fungicida, porém, mais significativamente, podem levar a
reversdes da evolucdo da resisténcia (Allen et al. 2017; Hawkis; Fraiije, 2018; Van de boschet
al. 2014). Embora ja tenha sido relatada a resisténcia em C. musae, penalidades adaptativas
ndo tém sido verificadas nos isolados com sensibilidade reduzida aos fungicidas (Vieira et al.
2017).

Informacdes sobre a sensibilidade a fungicidas MBC em populaces de C. musae
provenientes da principal area de cultivo do México sdo ainda ausentes. Estas informacdes
sdo importantes para um melhor direcionamento de estratégias de manejo, maximizando a
eficiéncia no uso de fungicidas. Diante do exposto, este trabalho teve por objetivos: i)
caracterizar a sensibilidade de isolados de C. musae provenientes do México aos fungicidas
carbendazim, tiofanato-metilico, tiabendazol e benomil; ii) avaliar a relacdo entre a
sensibilidade dos isolados aos quatro fungicidas; iii) avaliar a estabilidade da sensibilidade
aos fungicidas em isolados sensiveis (S) e menos sensiveis (MS); iv) avaliar a eficacia dos
fungicidas no controle de isolados S e MS inoculados em frutos de banana; v) avaliar a
habilidade competitiva entre isolados S e MS in vitro e in vivo; vi) verificar a relagdo entre
sensibilidade e variaveis relacionadas a adaptabilidade dos isolados; vii) caracterizar o

mecanismo associado a menor sensibilidade aos fungicidas MBCs.
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Materiais e métodos
Origem dos isolados

Foram utilizados 45 isolados de C. musae provenientes das principais areas de cultivo
de banana do Meéxico (Figura 1). Estes isolados estdo depositados na Colecdo de Cultura de
Fungos Fitopatogénicos “Professora Maria Menezes” (CMM) da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (Recife, Pernambuco, Brasil), e foram previamente caracterizados por
inferéncia filogenética (dados nao publicados).

Sensibilidade dos isolados aos fungicidas

Para o ensaio de sensibilidade, foram utilizados os fungicidas Derosal 500 SP
(carbendazim 500 g/L de ingrediente ativo - i.a.), Cercobin 700 WP (tiofanato-metilico 700
g/kg de i.a.), Tecto SC (tiabendazol 485 g/L de i.a.) e Benlati 500 (benomil 500 g/kg de i.a.),
que foram dissolvidos em agua destilada esterilizada (ADE) para preparo da solucdo estoque.
Em seguida, foi realizada uma diluicdo em série, para obter as diferentes concentragdes: 0,05;
0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100; 200; e 500 pg.mLt. Um volume de 300 uL do fungicida foi
adicionado em 300 mL de meio batata dextrose agar (BDA) fundente (45 °C), que foi vertido
em placas de Petri. Discos de micélio (5 mm de diametro) foram retirados da margem de
culturas com cinco dias de idade e transferidos para o centro de placas de Petri contendo BDA
suplementado com diferentes concentracdes de fungicida. Como testemunha, foram utilizadas
placas de Petri contendo BDA sem fungicida. O experimento foi instalado em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com trés repeticdes (placas) para cada concentracdo de
fungicida.

Apo6s 72 h de incubagdo a 25°C no escuro, foi realizada a mensuragdo do crescimento
radial (diametro) de cada colbnia, em duas direcBes perpendiculares, com auxilio de um
paquimetro digital. Para calcular o crescimento micelial, foi subtraido o didmetro original do
disco de micélio (5 mm). A porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (ICM) foi
calculada para todas as concentragdes do fungicida, utilizando a férmula ICM= [(T —
F)/T]x100, onde T ¢é o diametro da colbnia da testemunha (sem fungicida) e F é o diametro da
coldnia para o tratamento com o fungicida. A concentracdo efetiva capaz de inibir 50% do
crescimento micelial (CEsp) foi estimada por regressao linear da propor¢éo de inibicdo versus
log® da concentracio de i.a. para todos os fungicidas e suas concentragdes.

Distribuictes de frequéncia dos isolados entre os intervalos de valores de CEsg foram
estabelecidas, e os isolados foram agrupados de acordo com o grau de sensibilidade aos

fungicidas. Os cinco isolados com o0s menores e 0s maiores valores de CEso foram
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selecionados e denominados como “sensiveis” (S) e “menos sensiveis” (MS),

respectivamente, e posteriormente utilizados nos testes de adaptabilidade.

Estabilidade da sensibilidade

A sensibilidade dos isolados foi estimada antes do inicio das repicagens (To) e apds dez
repicagens sucessivas (Ti0), com intervalo de trés dias. Ao fim das dez repicagens, foi
realizada a avaliacdo do crescimento micelial em meio BDA com fungicida, e estimados 0s
valores de CEso, conforme descrito anteriormente. Os valores obtidos no To e Tio foram
comparados, a fim de verificar a estabilidade da sensibilidade.

Eficiéncia de controle dos fungicidas em frutos de banana infectados por isolados S e MS

Para avaliar a eficiéncia dos fungicidas MBC no controle da doenca causada por
isolados de C. musae S e MS, foi realizado um experimento em DIC, com seis repeticdes,
sendo cada repeti¢do constituida por quatro frutos. Foi realizado um experimento para cada
fungicida. Para isso, frutos de banana (cv. Prata) no estadio quatro de maturacdo, foram
lavados em agua corrente e desinfestados com detergente, lavados com agua destilada,
imersos em hipoclorito de sddio a 1% por 5 min e lavados por duas vezes com agua destilada.
Os frutos foram colocados em bandejas de plastico sobre papel toalha esterilizado até secar.
Apo6s a secagem, dois discos de 5 x 2 mm (didmetro x profundidade), com distancia
aproximada de 10 cm entre si, foram retirados da superficie dos frutos, usando um furador.
Trés horas antes da inoculacdo, os frutos foram pulverizados com os fungicidas, na dose
comercial, at¢ o ponto de escorrimento. Como testemunha, foram utilizados frutos
pulverizados com &gua destilada esterelizada. Em seguida, no local onde os discos foram
retirados do fruto, foram colocados discos de micélio de mesma dimenséo, obtidos da margem
de culturas de cinco dias de idade, crescidas em meio BDA, dos cinco isolados S e MS.

Apos a inoculacdo, os frutos foram colocados em bandejas de plastico, forradas com
folhas de papel toalha umedecido e cobertas com sacos plasticos, para manter a umidade
relativa proxima a 100%. Os frutos foram mantidos a 30 °C no escuro, por 24 h. Apds esse
periodo, as folhas de papel toalha e os sacos plasticos foram retirados, e as bandejas foram
mantidas & mesma temperatura por um periodo de 48 h. Foi realizada a mensuracdo do

didmetro da leséo nas duas direcdes perpendiculares, utilizando um paquimetro digital.
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Componentes de adaptabilidade de isolados S e MS

Foi realizada a comparagéo dos componentes de adaptabilidade entre os cinco isolados
de C. musae S e MS a cada um dos quatro fungicidas. As variaveis avaliadas foram taxa de
crescimento micelial, producéo e germinacéo de conidios, e viruléncia.

Para avaliar a taxa de crescimento micelial (TCM), discos de micélio (5 mm de
didametro) de cada isolado foram removidos da margem de culturas com trés dias de idade e
transferidos para o centro de placas de Petri contendo BDA. As placas foram mantidas no
escuro, a 25 °C. Para cada isolado, foram utilizadas cinco placas (repeticdes). O diametro das
colénias foi mensurado as 48 h apos a incubacdo, em duas direcdes perpendiculares, sendo
obtida a média para calcular a TCM, em mm.

Para determinar a producdo de conidios, coldnias com sete dias de idade, crescidas em
meio BDA, foram lavadas com 20 mL de &gua destilada e a suspensdo foi filtrada em dupla
camada de gaze esterilizada. A concentracdo de conidios na suspensdo foi medida com o
auxilio de um hemancitémetro e expressa como nimero de conidios por mL de suspens&o.
Apbs a medicdo, a concentracdo das suspensdes foi ajustada para 1 x 10° conidios/mL, para
ser utilizada no ensaio de germinacao de conidios.

Para avaliar a germinacao, 50 pL da suspensdo de conidios foram transferidos para
quatro pontos equidistantes em placas de Petri contendo meio agar-agua 2%. Cada gota foi
coberta com uma laminula e as placas foram mantidas a 25 °C no escuro por 24 h. Para cada
isolado, foram utilizadas trés placas (repeti¢bes). Foram avaliados 100 conidios por placa,
com auxilio de microscopio 6tico. Foi considerado germinado o conidio apresentando tubo
germinativo com comprimento maior ou igual ao seu comprimento.

Para avaliar a viruléncia dos isolados S e MS, frutos de banana foram desinfestados
superficialmente e secos, conforme descrito anteriormente. Apo6s a secagem, foi realizada a
perfuracdo da epiderme de cada fruto, com o auxilio de perfurador de frutos. Foram efetuados
dois ferimentos equidistantes, com aproximadamente 3 mm de profundidade. Discos de
micelio (5 mm de diametro) de cada isolado foram removidos da margem de cultura de cinco
dias de idade, crescida em BDA, e colocados sobre os ferimentos. Como controle, foram
usados discos de BDA. O experimento foi conduzido em DIC, com 10 tratamentos (isolados)
e cinco repeticGes (sendo quatro frutos por repeticéo).

Ap0s a inoculagéo, os frutos foram colocados em bandejas de plastico contendo papel
toalha umedecido e cobertas com saco plastico para manter a umidade relativa em
aproximadamente 100%. As bandejas foram mantidas a 30 °C no escuro. Apos 24 h, 0 sacos

plastico e o papel toalha foram removidos, e os frutos foram mantidos a mesma temperatura
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por um periodo de 24 h. O didmetro da lesdo (DL) foi medido nas duas direcOes

perpendiculares, as 72 h apds a inoculacao.

Ensaio de competicdo de conidios

A capacidade competitiva entre isolados S e MS foi determinada por meio de
experimentos in vitro e in vivo, na auséncia de fungicida. Seis isolados foram escolhidos, com
base nos valores de CEso e nas variaveis de adaptabilidade. A competicdo foi avaliada pela
combinacdo de um isolado S e um isolado MS. Um mesmo isolado S (CMM-3530) foi
utilizado em combinacdo com dois isolados MS (CMM-3483 e CMM-3493). Da mesma
forma, um mesmo isolado MS (CMM-3602) foi utilizado para competir com dois diferentes
isolados S (CMM-3522 e CMM-3622). Assim, foram analisadas quatro diferentes
combinacBes (C) de S e MS: C1 (CMM-3530 + CMM-3483), C2 (CMM-3530 + CMM-
3493), C3 (CMM-3522 + CMM-3602) e C4 (CMM-3622+ CMM-3602).

De cada isolado, foi obtida uma suspensdo de conidios, a partir de cultura com sete
dias de idade, que foi ajustada para 1 x 10° conidios.mL™*. Para cada combinacio, foi obtida
uma mistura das suspensdes nas proporces (%) S: MS de 30:70, 50:50 e 70:30. As
suspensdes puras foram usadas como controle.

Para o ensaio in vitro, foi realizada a transferéncia de uma aliquota de 100 uL da
suspensdo conidial mista para uma placa contendo BDA. As placas foram mantidas a 25 °C
por cinco dias. Seis transferéncias sucessivas foram realizadas, seguindo 0 mesmo
procedimento, sendo os conidios colhidos da colénia anterior, e adicionados a 5 mL de agua
deionizada estéril. Desta suspensdo, 100 puL foram utilizados para o ciclo de transferéncia
subsequente.

No ensaio in vivo, frutos de banana no estadio quatro de maturacdo foram
desinfestados em hipoclorito de sodio a 1%, feridos a 3 mm de profundidade e inoculados
com 20 pL de cada mistura, nas diferentes proporgdes. Os frutos foram colocados em
bandejas plasticas, e mantidos em camara imida por 24 h. Apés esse periodo, as bandejas
foram mantidas a temperatura ambiente, por trés dias. Os conidios foram raspados do centro
da leséo e suspensos em 2 mL de &gua destilada, sendo considerado como uma nova fonte de
indculo. As inoculagdes posteriores foram realizadas utilizando o0 mesmo procedimento. Seis
ciclos de inoculagéo sucessivos foram realizados antes da avaliacdo final.

O ensaio de competicdo foi avaliado ao final de seis ciclos de crescimento, sendo
obtidos 15 conidios individuais de uma unidade experimental em ambos 0s ensaios in vitro e

in vivo, totalizando 90 conidios. Conidios Unicos foram cultivados em meio BDA a 25 °C e
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fotoperiodo de 12 h, por quatro dias. Foram utilizadas trés placas para cada coldnia
proveniente de um Unico conidio. Foi avaliado o crescimento micelial relativo na dose
discriminatéria de 1ug.mL* para os fungicidas carbendazim, tiofanato-metilico e tiabendazol,
e 0,05pg.mL"* para benomil, calculada de acordo com os critérios propostos por Lehner et al.
(2015), sendo estabelecida como a dose em que os isolados S cresceram menos de 25% em
relagdo ao tratamento controle, e em que isolados MS cresceram sem inibicdo, para cada
fungicida. Os isolados MS corresponderam aqueles cujo crescimento micelial foi igual ou

superior a 50% do tratamento controle (sem fungicida).

Andlise estatistica

Os dados de sensibilidade, estabilidade da sensibilidade, eficacia de controle em frutos
e componentes de adaptabilidade (taxa de crescimento micelial, producdo e germinacéo de
conidios e viruléncia) em isolados S e MS foram analisadas pelo teste t-Student (P = 0,05). A
correlagdo entre os valores de sensibilidade aos diferentes fungicidas foi analisada pela
analise de correlagdo de Pearson (P = 0,01).

Todas as analises foram realizadas utilizando o software R (3.5.1) (The R Foudantion
for Statistical Computing, Vienna, Austria) e as representacfes graficas foram feitas no

software Sigma Plot 11.0 (Systat Software Inc., San Jose, California, USA).

Anélise molecular da insensibilidade a MBCs em C. musae

A fim de verificar a ocorréncia de mutacdo nos codons 198 e 200 do gene da pB-
tubulina, relacionada a insensibilidade a MBCs, foi realizado o sequenciamento dessa regido
génica para um isolado S (CMM-3522) e um isolado MS (CMM-3483). Os isolados foram
cultivados em meio BDA a 25 °C por sete dias. O micélio foi raspado do meio de cultura e
transferido para microtubos de 1,5 mL. Os tubos foram congelados e o micélio foi macerado
com um pistilo até a obtencdo um p6 fino. O DNA gendmico foi extraido utilizando o kit
Wizard ™ Genomic DNA Purification (Promega) seguindo as instrucdes do fabricante. O
DNA foi usado como molde para amplificagdo do fragmento, utilizando o conjunto de
primers Tl (5’-AACATGCGTGAGATTGTAAGT-3") e T22 (5°-
TCTGGATGTTGTTGGGAATCC-3’) (O'Donnel e Cigelnik 1997). A reacdo de PCR foi
realizada utilizando o kit GoTag™ G2 Colorless Master Mix (Promega), seguindo as
recomendacgdes do fabricante. Os parametros de amplificacdo consistiram de: desnaturacéo
inicial por 5 min a 95 °C, seguido por 35 ciclos de 95 °C por 30 s, 53 °C por 30 se 72 °C por 1

min; e uma extensdo final a 72 °C por 10 min. Os produtos foram purificados com a enzima
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EXOSAP-IT™ (GE Healthcare), seguindo as recomendacdes do fabricante, e entdo
sequenciados em ambas as dire¢Oes pelo servico de sequenciamento de DNA do laboratério
LABCEN/CCB da Universidade Federal de Pernambuco. As sequéncias nucleotidicas foram
montadas, alinhadas e analisadas com o software Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA) versdo 7.0 (MEGA, Pennsylvania State University, PA). A sequéncia de um isolado
resistente de C. musae (codigo GenBank KY7113651), contendo uma mutagdo no cédon 200,
foi incluida no alinhamento. Uma sequéncia de Colletotrichum gloeosporioides f. sp.
aeschynomenes (GenBank cddigo U14138.1) tambeém foi incluida no alinhamento e usada
como referéncia para a atribuicdo de posi¢cdes de codon para permitir a deteccdo de mutacbes

pontuais.

Resultados
Sensibilidade dos isolados aos fungicidas

Os isolados C. musae apresentaram sensibilidade diferencial aos quatro fungicidas
avaliados, com valores de CEso variando de 0,007 a 2,0 pg.mL™! para a maioria dos isolados
(Figura 2). No entanto, alguns isolados apresentaram valores elevados de CEso, atingindo
158,9 pg.mL™!, 162,9 ug.mL?, 12,7 pg.mL ' e 54,5 pg.mL ! para os fungicidas carbendazim,
tiofanato-metilico, tiabendazol e benomil, respectivamente.

Os valores estimados de CEsq para carbendazim variaram de 1,1 a 20,0 pg.mL™' em
91,1% dos isolados e foram superiores a 20,0 ug.mL™! para 8,9% dos isolados (Figura 2A).
Para tiofanato-metilico, 2,2% dos isolados apresentaram valores inferiores a 0,1 pg.mL™,
84,5% variaram de 0,1 a 1,0 pg.mL"™", e 13,3% tiveram valores acima de 20,0 pg.mL"' (Figura
2B). Para tiabendazol, 2,2% dos isolados tiveram valores inferiores a 0,1 pg.mL™!, 91,1%
variaram de 0,1 a 1,0 pg.mL™!, e 6,7% variaram de 1,1 a 20,0 ug.mL"! (Figura 2C). Para
benomil, 28,8% dos isolados apresentaram valores inferiores a 0,1 ug.mL™", 57,8% variaram
de 0,1 a 1,0 pg.mL™!, 2,2% variaram de 1,1 a 20,0 pg.mL™!, e 11,2% tiveram valores acima
de 20,0 pg.mL! (Figura 2D).

A média dos valores de CEso da populagdo foi menor para tiabendazol (1,2 ug.mL™),
seguido por benomil (3,6 pug.mL™), tiofanato-metilico (10,1 pg.mL™") e carbendazim (11,9
ug.mL"). Em média, a insensibilidade a carbendazim foi cerca de 10 vezes maior do que a
tiabendazol.

Os isolados foram agrupados de acordo com os extremos de sensibilidade, sendo
selecionados os cinco com os menores (isolados S) e com os maiores valores (isolados MS) de

CEso para cada fungicida (Tabela 1). Para carbendazim, os valores de CEso variaram de 1,9 a
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2,5 ngmL ! e de 8,0 a 158,9 ug.mL™! para os isolados S e MS, respectivamente. Para
tiofanato-metilico, a variacdo foi de 0,07 a 0,18 pg.mL! e de 40,6 a 162,9 pg.mL"! para os
isolados S e MS, respectivamente. Para tiabendazol, os valores de CEsp variaram de 0,06 a
0,49 ngmL'ede 1,0 12,7 ng.mL! para os isolados S e MS, respectivamente. Por fim, para
benomil, a variagdo foi de 0,007 a 0,08 pg.mL ! e de 21,5 a 54,5 pg.mL ! para os isolados S e
MS, respectivamente.

Houve uma correlagéo positiva (P <0,01) entre a sensibilidade aos quatro fungicidas, o
que indica que os isolados apresentaram insensibilidade cruzada (Tabela 2).

Com relacédo a origem dos isolados, foi verificado que, no geral, isolados provenientes
de Chiapas apresentaram maior sensibilidade aos fungicidas, com valores de CEso néo
ultrapassando 12,8 pg.mL™ (Figura 3). Por outro lado, alguns isolados dos estados de Tabasco
e Oaxala apresentaram os maiores valores de CEso, alcangando 162,9 pg.mL™* e 87,0 pug.mL™,

respectivamente.

Estabilidade da sensibilidade
N&o houve alteracdo na sensibilidade dos isolados S e MS aos diferentes fungicidas,
apos dez repicagens sucessivas em meio BDA sem fungicida (P> 0,05) (Tabela 3). Isso

demonstra que o nivel de sensibilidade foi mantido ap6s ciclos sucessivos de crescimento.

Eficiéncia de controle dos fungicidas em frutos de banana infectados por isolados S e MS

Os frutos de banana tratados com os fungicidas antes da inoculagédo com os isolados de
C. musae S e MS tiveram reducédo significativa da severidade da antracnose (diametro da
lesdo), quando comparados aos frutos ndo tratados com os fungicidas (P <0,05) (Tabela 4).
Embora tenha havido uma reducdo de mais de 50% da severidade da doenga para todos os
isolados, os melhores resultados foram obtidos com os isolados sensiveis, 0s quais foram
facilmente controlados.

A aplicacdo de carbendazim reduziu a severidade da antracnose em 90,5% nos frutos
inoculados com isolados S e em 56,8% para os isolados MS. Com tiofanato-metilico, a
severidade foi reduzida em 75,5% para os isolados S e em 60,3% para os MS. A aplicacéo de
tiabendazol reduziu a severidade em 90,5% e em 56,8% para os isolados S e MS,
respectivamente. Para benomil, houve reducgéo de 89,6% da severidade com os isolados S e de
61,5% com os MS.
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Componentes de adaptabilidade

Ndo foi verificada diferenca entre as médias das variaveis relacionadas a
adaptabilidade em grupos de isolados S e MS a todos os fungicidas (P<0,05) (Figura 4). Com
relacdo a taxa de crescimento micelial, as médias variaram de 26,9 a 39,0 mm (Figura 4 A-D).
A producdo de conidios variou de 3,5x10° a 10,8x10° conidios.mL™ (Figura 4 E-H), e a
porcentagem de germinagdo média foi de 24,3 a 45,5% (Figura 4 I-L). O didmetro de lesdo,
usado para estimar a viruléncia, variou de 7,0 a 21,5 mm (Figura 4 M-P). Porém, ao se
considerar os valores individuais destas variaveis, foi possivel observar uma grande variacdo
entre os isolados de um mesmo grupo. Os valores variaram de 28,1 a 57,5 mm para
crescimento micelial, de 2,6x10° a 10,8x10° conidios.mL™ para producdo de conidios, de 11,6
a 70,6% para germinacao, e de 7,6 a 26,5 mm para viruléncia.

Com base nos valores de CEso e nas variaveis de adaptabilidade, seis isolados (trés S e

trés MS) foram selecionados para o ensaio de competicdo (Tabela 5).

Habilidade competitiva dos isolados

Para as quatro combinacGes avaliadas e para todos os fungicidas, houve
predominancia dos isolados MS ap0s seis geracfes, com uma frequéncia de 100% para todas
as proporcdes de S:MS inicialmente utilizadas. Este resultado foi obtido em ambos o0s
experimentos in vitro e in vivo, indicando que os isolados MS sdo mais competitivos que 0s

isolados S.

Detecgéo molecular da insensibilidade a MBCs em C. musae

A analise da sequéncia nucleotidica da regido parcial do gene B-tubulina revelou que o
isolado CMM-3522, sensivel aos fungicidas MBC, apresentou a mesma sequéncia nos codons
198, 199 e 200 de um isolado tipo de C. musae (nimero de acesso no GenBank KY7113651)
(Tabela 6). Por outro lado, o isolado CMM-3483 (MS) apresentou uma mutagdo pontual na
segunda posicdo do codon 200, havendo uma modificagdo de timina (T) para adenina (A).
Essa mutacdo resultou na substituicdo do aminoécido fenilalanina (TTC) por tirosina (TAC),
assim como verificado para um isolado insensivel de C. musae (acesso no GenBank
KY711365).

Discusséo
Este é o primeiro estudo sobre a sensibilidade de isolados de C. musae provenientes da

principal area de cultivo do México a fungicidas MBCs. Os isolados avaliados neste estudo
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apresentaram variacdo da sensibilidade a um mesmo fungicida. Além disso, foi possivel
observar diferentes niveis de sensibilidade dos isolados aos quatro fungicidas.

No geral, os isolados foram mais sensiveis ao fungicida tiabendazol, seguido por
benomil, tiofanato-metilico e carbendazim. A relacdo entre o valor médio de CEso da
populacéo para carbendazim e os demais fungicidas foi de 1,2, 3,3 e 9,9 vezes, para tiofanato-
metilico, benomil e tiabendazol, respectivamente. Resultados divergentes foram obtidos por
Chung et al. (2009) ao analisar isolados de Fusarium oxysporum f.sp. gladioli e constatar
maior sensibilidade a carbendazim e tiabendazl e menor sensibilidade para benomil e
tiofanato-metilico. Diversos estudos tem relatado diferenca de sensibilidade de isolados aos
diferentes fungicidas MBCs, como para Myrothecium roridum (Silva et al. 2006) e Botrytis
cinerea (Douglas, 1997). Para um isolado de C. musae, obtido a partir de bananas
pulverizadas com benomil em pré-colheita, foi verificada a reducdo da sensibilidade a
benomil, tiabendazol e tiofanato-metilico, em concentracdes de até 8.000 ug.mL™! (Griffee,
1973).

Neste estudo, o valor maximo de CEso para tiabendazol (12,7 ng.mL™") foi cerca de
quatro vezes menor do que o observado para isolados de C. musae provenientes de areas de
cultivo de banana na Franca (Bellaire e Dubois, 1997). Por outro lado, o valor maximo de
CEso para tiofanato-metilico (162,9 pg.mL™!) foi trés vezes maior ao relatado para uma
populacdo de C. musae proveniente de area de cultivo de banana no Brasil (Vieira et al.
2017).

As maiores médias de CEso para os quatro fungicidas foram obtidas para isolados
provenientes dos estados de Oaxaca e Tabasco. Estes estados se destacam por serem 0S
principais produtores de banana do México e estdo entre os que mais utilizam fungicidas no
pais (Albert, 2005). Portanto, embora o historico de aplicacdo de fungicidas nestas areas seja
desconhecido, é provavel que os isolados sejam constantemente expostos aos fungicidas, o
que pode acarretar em perda de eficacia de controle.

Embora tenha sido observada uma correlagdo positiva entre a sensibilidade aos
fungicidas carbendazim, tiofanato-metilico, tiabendazol e benomil para os isolados de C.
musae, esta relagdo ndo foi tdo alta como esperado em casos de uma resisténcia cruzada. Este
fendmeno foi observado em isolados de C. gloesporioides, com sensibilidade reduzida a estes
mesmos fungicidas (Chung et al. 2010; Gao et al. 2013). O mesmo foi relatado no estudo de
Peng et al. (2008), no qual isolados de C. gloesporioides resistentes a benomil foram também
resistentes a tiofanato-metilico e carbendazim. A ocorréncia de resisténcia cruzada, ou seja,

ou seja, resisténcia a produtos com o mesmo modo de acdo, € comum neste grupo de
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fungicidas e ressalta a importancia da rotacdo de fungicidas com diferentes modos de acéo,
para maior eficiéncia no controle de doengas no campo.

A estabilidade da sensibilidade foi mantida para ambos os isolados S e MS, mesmo
apos dez transferéncias sucessivas na auséncia de fungicidas. Isso tem sido demonstrado em
outros estudos de sensibilidade envolvendo fungicidas do grupo MBC (Chen et al., 2013;
Ishizaki et al. 1983; Santos et al. 2019), e traz um alerta ja que isolados com sensibilidade
reduzida podem se manter na populacdo ap6s ciclos sucessivos, mesmo na auséncia de
pressdo de selecdo do fungicida.

Apesar da sensibilidade reduzida dos isolados MS, os fungicidas ainda foram capazes
de reduzir a antracnose em frutos de banana inoculados. Porém, em frutos inoculados com
isolados S, o controle da doenca foi mais efetivo. Estes resultados possuem implicacéo direta
no controle da antracnose, uma vez que a eficacia dos fungicidas é reduzida na presenca de
isolados MS, o quais estdo ocorrendo nas areas de cultivo em Tabasco e Oaxaca.

N&o foi observada diferenca entre as médias dos grupos de isolados S e MS com
relagdo as varidveis de adaptabilidade. Porém, houve uma grande variacdo entre os isolados
dentro do mesmo grupo. Isso demonstra a importancia de se considerar cada isolado
independentemente, de modo que nenhuma resposta seja ignorada. Apesar destas
consideracgOes, estes resultados foram confirmados pelo ensaio de competi¢cdo, no qual
isolados MS mostraram-se mais competitivos e predominaram sobre os isolados S, indicando
que ndo foram penalizados em adaptabilidade. Embora as varidveis de adaptabilidade de C.
musae ja tenham sido estudadas (Vieira et al. 2018), este é o primeiro estudo onde se avaliou
a capacidade competiva de isolados com sensibilidade reduzida a fungicidas MBCs.

Foi detectada uma mutacdo pontual no codon 200 do gene B-tubulina para um
isolado MS aos fungicidas. Essa mutacdo tem sido associada a uma resisténcia moderada a
MBCs em isolados de C. musae (Chung et al. 2006, 2010; Vieira et al. 2017 ) e C.
gloesporioides (Chung et al. 2010). Outros estudos tém demonstrado a muta¢do no codon
198, relacionada a menor sensibilidade a MBCs para isolados de diferentes espécies, como
C. cereale (Wong et al. 2007), C. gloeosporioides f. sp. Aeschynomene (Burh, Dickman,
1994), C. siamense (Hu et al. 2015), e C. truncatum (Ramdial, Rampersad, 2016).

Neste estudo, foi demonstrado que a sensibilidade de isolados de C. musae
provenientes de areas de cultivo de banana do México aos fungicidas carbendazim,
tiofanato-metilico, tiabendazol e benomil é variavel e estavel. Para todos os fungicidas,
foram encontrados isolados com sensibilidade reduzida, principalmente nos estados de

Tabasco e Oaxaca. Embora todos os fungicidas tenham sido capazes de reduzir a antracnose,
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verificou-se uma reducdo na sua eficécia, principalmente para controlar a doenca causada
por isolados MS. A mutagédo conferindo resisténcia ao isolado MS (CMM 3483) n&o resultou
em penalidade adaptativa, uma vez que este isolado apresentou boa capacidade competitiva.
Este resultado sugere que esses variantes podem aumentar em frequéncia na populacgéo,
mesmo com 0 uso descontinuado do fungicida, o que pode comprometer 0 sucesso de
controle da antracnose por meio do uso de fungicidas MBCs.

Portanto, o conhecimento sobre como os isolados sdo afetados ap6s adquirir a
capacidade de resistir a um fungicida é fundamental para prever sua eficacia e otimizar
estratégias de controle de doencas. Os resultados obtidos neste estudo permitem uma melhor
compreensdo da sensibilidade e adaptabilidade de isolados de C. musae provenientes da
principal area de cultivo do México aos fungicidas MBCs. Além disso, demonstram a
importancia do monitoramento periddico para verificar a frequéncia de isolados MS nas
populacdes, visando a implementacdo de medidas para um manejo mais efetivo da

antracnose nas diferentes regides produtoras de banana do México.
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Figura 1. Locais de origem dos isolados de Colletotrichum musae provenientes das principais

areas de cultivo de banana do México.
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Figura 2. Distibuigdo de frequéncia de 45 isolados de Colletotrichum musae provenientes de
areas de cultivo do México, com base nos valores da concentracdo efetiva de fungicida capaz
de inibir 50% do crescimento micelial (CEso). A- Carbendazim. B- Tiofanato-metilico. C-

Tiabendazol. D- Benomil.



Tabela 1 - Lista de isolados de Colletotrichum musae provenientes de areas de plantio de
banana do México, selecionados com base nos menores e maiores valores de CEso para 0s

diferentes fungicidas

CEso (ng.mL™)
Cddigo do Tiofanato-
isolado” Carbendazim metilico Tiabendazol Benomil

S MS S MS S MS S MS
CMM-3483 - - 162,9 - 4,1 - 215
CMM-3484 - - - - 0,45 - - -
CMM-3487 - 8,0 - - - -
CMM-3493 - 74,4 - 41,9 - 12,7 - 23,3
CMM- 3501 - - - - 0,42 - 0,08 -
CMM-3503 - - - - 1,0 - -
CMM-3506 - 87,0 - 40,6 - - - 28,9
CMM- 3508 - - - -
CMM-3520 - 158,9 - 41,4 - - - 54,5
CMM-3521 - - - - 0,49 -
CMM-3522 - - -
CMM-3530 - - 0,18 - 0,06 - 0,007 -
CMM-3537 2,5 - -
CMM-3545 - - 0,15 -
CMM-3553 - - - 66,2 - - -
CMM-3570 2,0 - - - - - 0,04 -
CMM-3574 2,3 - -
CMM-3595 - - 0,07 - - - - -
CMM-3596 - - 0,13 - - -
CMM-3597 -
CMM-3602 -
CMM-3605 - - 0,18 - - - - -
CMM-3622 2,1 - - - - - - -
CMM-3777 1,9 - - - - - - -

1
N

©
\l

“Cddigo da Colegdo de Cultura de Fungos Fitopatogénicos “Professora Maria Menezes” (CMM) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (Recife, Pernambuco, Brasil). S: isolados sensiveis; MS:

isolados menos sensiveis.



Tabela 2 - Correlacdo entre os valores da concentracdo efetiva capaz de inibir 50% do
crescimento micelial (CEso) para os diferentes fungicidas

Tiofanato-metilico Tiabendazol Benomil
Carbendazim 0,438 * 0,620 * 0,459 *
Tiofanato- metilico - 0,506 * 0,682 *
Tiabendazol - - 0,346 *

* Significativo (P = <0,01).
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Figura 3. Valores médios de CEsp dos isolados de Colletotrichum musae provenientes de
diferentes estados aos fungicidas carbendazim (A), tiofanato-metilico (B), tiabendazol (C) e
benomil (D). Os valores representam a média de quatro isolados. Os pontos representam 0s

valores de CEsp de cada isolado. Barras representam o desvio padréo. Tab: Tabasco (n= 16);

Estados de origem dos isolados

Ch: Chiapas (n=27); Oax: Oaxaca (n= 2).




Tabela 3. Estabilidade da sensibilidade de isolados de Colletotrichum musae S e MS aos

diferentes fungicidas, ap6s dez ciclos sucessivos de crescimento

Classe de CEso (ng.mL™)°
isolados® Carbendazim Tiofanato- metilico ~ Tiabendazol Benomil
To T1o To T1o To Tio To Tio
S 21a 2,1a 0,1a 0,1a 0,3a 0,3a 0,0a 0,0a
MS 716a 70,4 a 70,6 a 68,4 a 52a 59a 302a 299a

2 Cada classe é composta por cinco isolados, selecionados com base nos menores e maiores valores de CEsg para
os diferentes fungicidas. S: isolados sensiveis; MS: isolados menos sensiveis.

b Concentragdo efetiva do fungicida capaz de inibir 50% do crescimento micelial no tempo zero (To) e apds dez
transferéncias (T1o) sucessivas em meio BDA sem fungicida. Médias seguidas da mesma letra na linha para cada
fungicida ndo diferem significativamente de acordo com o teste t-Student (P=0,05).

Tabela 4. Severidade da antracnose (didmetro da lesdo) em frutos de banana tratados com os

diferentes fungicidas antes da inoculacdo com isolados de Colletotrichum musae S e MS

Classe de Diametro da lesdo (mm)P®
isolados®  Carbendazim Tiofanato-metilico Tiabendazol Benomil
- +* - + - + - +
S 78a 0,6b 7,3a 18b 7,3a 0,6b 7,2a 06b
MS 8,2a 50b 75a 45b 8,7a 49b 8,0a 49b

@ Cada classe é composta por cinco isolados, selecionados com base nos menores e maiores valores de CEsg para
os diferentes fungicidas. S: isolados sensiveis; MS: isolados menos sensiveis.

b Médias seguidas da mesma letra na linha para cada fungicida ndo diferem significativamente de acordo com o
teste t-Student (P=0,05).

(*) (-): Sem fungicida; (+): Com fungicida.
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Figura 4. Componentes de adaptabilidade de isolados de Colletotrichum musae S e MS aos

diferentes fungicidas. Crescimento micelial (A-D); producdo de conidios (E-H); germinacéo

de conidios (I-L); viruléncia (M-P). Os valores representam a média de cinco isolados. Os

pontos representam os valores de CEso de cada isolado. Barras representam o desvio padréo.



Tabela 5. Componentes de adaptabilidade de isolados de Colletotrichum musae sensiveis (S)
e menos sensiveis (MS) aos fungicidas MBC, selecionados para o ensaio de competicéo.

Componentes de adaptabilidade

Crescimento Producéo de Germinacio Diametro
Isolados Classe micelial conidios (%) ¢ de lesdo
(mm) (x20° conidios.mL?) (mm)

CMM-3530 S 30,4 (1,0)* 4,3(0,2) 17,3 (4,5) 21,3 (4,8)
CMM-3493 MS 28,1 (4,0) 4,6 (0,1) 43,6 (7,0) 7,2 (2,11)
CMM-3483 MS 32,6 (0,6) 4,6(0,3) 45,0 (11,1) 21,3(1,7)
CMM-3622 S 28,6 (5,1) 5,0(0,2) 54,0 (3,0) 17,1 (1,6)
CMM-3522 S 30,5 (0,8) 5,5(0,3) 52,3(5,6) 10,4 (1,1)
CMM-3602 MS 53,7 (2,6) 4,4 (0,2) 49,3 (1,5) 21,0 (8,9)

*Valores entre parénteses correspondem ao desvio padrao

Tabela 6. Sequéncia parcial de nucleotideos e aminoacidos do gene B-tubulina de isolados de
C. musae S e MS aos MBCs

Isolados Acesso no GenBank Sequéncia de nucleotideos e aminoacidos
198 199 200
C.gloeosporioides f. sp.

aeschynomenes BA2 U14138.1 G A G A C Cc T T C
CMM-3522 (S) Este estudo G A G A C C T T C

Aminoacido E T F
C. musae RP3 KY711365 G A G A C C T A C
CMM-3483(MS) Este estudo G A G A C C T A C

Aminoacido E T Y

S: isolado sensivel; MS: isolado menos sensivel.
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Isolados de Colletotricum musae obtidos de &reas de cultivo de banana do México
apresentaram diferentes niveis de sensibilidade aos fungicidas carbendazim, tiofanato-
metilico, tiabendazol e benomil.

Foi detectada uma correlacdo positiva entre a sensibilidade dos isolados aos quatro
fungicidas.

Isolados de C. musae sensiveis (S) e menos sensiveis (MS) apresentaram estabilidade de
sensibilidade ap6s dez geracdes.

Houve reducdo da eficacia de controle dos fungicidas em frutos de banana (cv. Prata)
inoculados com isolados MS.

Né&o foram constatadas diferengas nos componentes de adaptabilidade entre os grupos de
isolados S e MS de C. musae. Porém, houve muita variacdo entre os isolados dentro de
cada grupo.

Isolados MS apresentaram maior capacidade competitiva do que os isolados S.

. A sensibilidade reduzida do isolado CMM-3483 aos quatro fungicidas testados esta
relacionada a mutagdo no codon 200 do gene B-tubulina. No entanto, esta mutacdo nédo

resultou em penalidade, uma vez que o isolado apresentou boa capacidade competitiva.



