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RESUMEN

La Sigatoka negra, causada por el hongo Pseudocercospora fijiensis Morelet, es considerada la
enfermedad foliar mds limitante para la produccién de banano y platano a nivel mundial y de mayor
impacto econdmico para la industria de banano de exportacion. El combate quimico ha sido la
principal herramienta de manejo de esta enfermedad, no obstante, debido a la fuerte presidn de
seleccidn ejercida sobre las poblaciones del patdégeno y por el uso frecuente de los mismos
ingredientes activos, el hongo ha desarrollado resistencia a los principales fungicidas sitio-
especificos liberados al mercado, entre estos a los inhibidores externos de la quinona (Qol’s),
también conocidos como estrobilurinas. Como consecuencia del desarrollo de resistencia, se ha
aumentado el nimero de aplicaciones de fungicidas de accion multisitio, con el consiguiente
incremento en el costo de combate de la enfermedad y del riesgo hacia el ambiente y la salud. Con
el objetivo de conocer con mas detalle las bases genéticas de la resistencia de P. fijiensis a las
estrobilurinas se procedié a determinar el grado de sensibilidad in vitro de sesenta y cinco
aislamientos del patégeno (55 de fincas comerciales y 10 de una poblacidn silvestre) a azoxystrobin
y pyraclostrobin. Posteriormente, mediante secuenciacién se identificd en los aislamientos de P.
fijiensis la presencia o ausencia de las mutaciones G143A, F129L y G137R asociadas con la pérdida
de sensibilidad de diferentes hongos fitopatdgenos a las estrobilurinas. Ademas, mediante
retrotranscripcion y PCR en tiempo real se cuantificd la expresion relativa del gen en 2 aislamientos
sensibles y 8 aislamientos resistentes a este grupo de fungicidas. Finalmente, en condiciones de
invernadero se evalud la patogenicidad y virulencia de cinco aislamientos de P. fijiensis sensibles
(G143) y cinco resistentes (G143) a las estrobilurinas. Al determinar el grado de sensibilidad in vitro
a las estrobilurinas se corrobord la pérdida de sensibilidad a azoxystrobin y pyraclostrobin en
aislamientos de P. fijiensis de plantaciones bananeras de Costa Rica. Asimismo, se logré identificar
la resistencia cruzada entre estos. Mediante la evaluacion molecular del gen cyt b, se logré
identificar la mutacién G143A en el 100 % de los aislamientos de fincas comerciales que mostraron
una pérdida de sensibilidad in vitro a las estrobilurinas, lo que revela una clara relacién entre ésta y
la resistencia a este grupo de fungicidas en P. fijiensis. Por otra parte, las mutaciones G137Ry F129L
no se encontraron en ninguno de los aislamientos, sugiriendo la no existencia de éstas para P.
fijiensis y alin menos su posible relacién con la resistencia a estrobilurinas en este patégeno. Ademas
se logré cuantificar una sobreexpresidn del gen cyt b en los aislamientos de P. fijiensis con pérdida
de sensibilidad in vitro a las estrobilurinas, lo que revela que posiblemente éste mecanismo
molecular también esté involucrado en la resistencia de P. fijiensis a esta familia de fungicidas.
Finalmente, en condiciones de invernadero, se comprobd que todos los aislamientos de P. fijiensis
fueron patogénicos. Sin embargo, los aislamientos resistentes mostraron una virulencia igual o
superior a los aislamientos sensibles. La informacion generada en la presente investigacién aporta
informacidn valiosa en el conocimiento de la genética de la resistencia de P. fijiensis a las
estrobilurinas. Informacion que podria ser utilizada para monitorear molecularmente la resistencia
a las estrobilurinas en las poblaciones del patdgeno y contribuir al disefio de programas de combate
de la enfermedad mas eficientes.

Vi



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Recomendaciones del uso de fungicidas sistémicos en el combate de la Sigatoka negra del
DANANO (FRAC 2018)....eieeiieeiieeeiieeciee ettt e ste e et e e stte e s te e e aaeessseeesaeesasesensseenseaesnsasessseesnsseesseesnseeensses 13

Cuadro 2. Principales grupos de fungicidas utilizados en el combate de la Sigatoka negra y su riesgo

en el desarrollo de resistencia por parte del patégeno (FRAC 2018). ....cceeveveeeieeeceveesieeeieeevee e 14
Cuadro 3. Composicién del medio Agar Papa Dextrosa (PDA). .....cueeevecieeeeeciiee e ecireee e 27
Cuadro 4. Composicién del medio de jugo de vegetales V8®...........eeeiecieeeiccieee e 29

Cuadro 5. Secuencias nucleotidicas de los iniciadores utilizados en la g-RT-PCR y el tamafio de los
LT N (oI T 0] o] [ Tor= o [o Ly 33
Cuadro 6. Detalle de los asilamientos de P. fijiensis, con diferente grado de resistencia a las
estrobilurinas, evaluados N INVEIMATEIO0.........ueuueeei e naas 35
Cuadro 7. Lista de aislamientos monoascosporicos de P. fijiensis obtenidos de 10 fincas comerciales
Y UNQA Plantacion tESTIZ0. ..uuiiiiiiiiie et e e et e e e b re e e e araae s 37
Cuadro 8. Valores de CEso (mg/L) promedio, minimos, maximos y factor de resistencia de los
aislamientos monoascospdricos de P. fijiensis para azosxystrobin y pyraclostrobin. ...................... 40

Cuadro 9. Distribucién de los aislamientos de P. fijiensis segun su valor de CEso para azoxystrobiny

()72 1 Fo 13 d o] o 11 VAP 41
Cuadro 10. Resultados de la cuantificacion de ADN de los aislamientos de P. fijiensis. .................. 42
Cuadro 11. Cantidad y calidad del ARN extraido de aislamientos de P. fijiensis. ..........cccccceevuuenenn. 48

Cuadro 12. Variables: periodo de incubacién, periodo de evolucidon de los sintomas y periodo

infeccioso de aislamientos de P. fijiensis con diferente grado de resistencia a las estrobilurinas... 54

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo de infeccidn de Sigatoka negra. Fuente: GAmez (2013)....cccceeceeercreeeiieeenireeeireeereenns 7
Figura 2. Estados de desarrollo de los sintomas de Sigatoka negra de acuerdo a la escala de Fouré
(1985): (A) Aparicion de pequefias pizcas, estadio 1. (B) Primer estadio de raya. (C) Segundo estadio
de raya. (D) Primer estadio de mancha. (E) Segundo estadio de mancha, se notan levemente
hundidas y rodeadas por un halo amarillo. (F) Ultimo estadio de sintomas, tercer estadio de mancha,

noétese como el centro de la mancha se vuelve grisdceo. Ademas, en la parte inferior se muestran

Vii



los periodos evaluados en este experimento segun el desarrollo de los sintomas. Fuente: Murillo
(2015). ettt ettt ettt ee et eeee et e e e e e ee e et en e eneeneeeenaeean 8
Figura 3. Cadena de transporte electrénico mitocondrial. Fuente: Fernandez et al. (2008). ......... 16
Figura 4. Area en produccién bananera de Costa Rica y ubicacién de fincas muestreadas. Fuente:
L0027 AN 0 1 S 26
Figura 5. Ascosporas de P. fijiensis. A) Sin germinar (Aumento 10 X) y B) Germinadas (Aumento 4X).
Notese la emision de los tubos germinativos de cada célula de la ascospora. ......ccccccveeeecvieeeennnee. 27
Figura 6. Vista superior e inferior del crecimiento tipico de dos cultivos monoascospdricos de P.
fijiensis con 10 dias de crecimiento en medio PDA a 27 °Cy en oscuridad. .......ccccceeevvveeeecrneeeennee. 28
Figura 7. Metodologia de inoculacion de los aislamientos de P. fijiensis. ..........ccccceeeecvuveeeccveeeennen. 35
Figura 8. Metodologia de conservacion de aislamientos de P. fijiensis. (A) Vial e inclinacidn del medio
utilizado para la siembra del hongo (PDA), (B) Crecimiento del hongo al sellar el vial con membrana
millipore y (C) Cultivo liStO Para CONSEIVAI. ....ccccuuiiieeciiiee ettt ettt e e e e ree e e e ebee e e e abaee e eennes 38
Figura 9. Sensibilidad in vitro de aislamientos monoascospéricos de P. fijiensis a pyraclostrobin y

azoxystrobin de una poblacidn silvestre (A) y de 11 fincas comerciales de banano (B) en Costa Rica.

Figura 10. Andlisis de correlacién entre los valores de CEsp de los fungicidas azoxystrobin y
pyraclostrobin en aislamientos monoascosporicos de P. fifiensis. ......ccccueecveeeeecieeeeeiiieeeesiee e 40
Figura 11. ADN de 65 aislamientos de P. fijiensis. Gel de agarosa al 1 %. ......ccccccveeevvcveeesccrveeennnne. 44
Figura 12. Amplificacién de un fragmento del gen cyt b de aproximadamente 285 pb de 65
aislamientos de P. fijiensis. Gel de agarosaal 1 % 83 V por 45 MinUtOS........ccecverrveercieeeneeesiveeennes 45
Figura 13. Alineamiento de secuencias traducidas del gen codificante del citocromo b en P. fijiensis
para el segmento comprendido entre los aminodacidos 125 y 150. Notese la presencia de la mutacion
G143A vy la ausencia de las mutaciones F129L y G137R. ...ccceeiieeiiiiieciee ettt e 47
Figura 14. Distribucién de los aislamientos de P. fijiensis segin su sensibilidad a azoxystrobin y
pyraclostrobin y por ausencia o presencia de la mutacion G143A.........ccocoeeeecieeecciee e 47
Figura 15. Extraccion de ARN de P. fijiensis segun el protocolo propuesto por Islas et al. (2006) y
tratadas con el kit DNase |, RNase-free (Thermo Scientific). (1) Gene Ruler 100 pb Plus DNA Ladder-
ready to use (Fermentas), (2) ZTSC 3, (3) ZTSC 27, (4) ZTSC 30, (5) Rebusca 3, (6) Encantos 10, (7)
San Pablo 2, (8) Estrellales 3, (9) Encantos 5, (10) Sincelejo 2, (11) La Teresa 1y (12) Platanera 3. Gel

desnaturalizante de agarosa al 1,2 % con formaldehido al 37 % tefiido con GelRed™. .................. 48

viii



Figura 16. Curva de fusion de los genes cyt b (A) y actina (B). Se observa la amplificacién de especifica
de un solo producto de PCR y la ausencia de dimeros de primer y amplificaciones inespecificas. . 49
Figura 17. Evaluacion de la eficiencias de las reacciones en la amplificacion del gen cyt b. (A) y actina
(B e eeeeeeeee e e e e e e e e e ettt e et et e e e e et e e e ee e eeeeneeeee et et eeeee e e e e e er e eeeneeae 50
Figura 18. Expresion relativa del gen cyt b en diez aislamientos de P. fijiensis con diferente nivel de
resistencia a Qol’s. Expresion relativa fue normalizada con el gen de la actina de P. fijiensis. Los datos
representan el promedio de una repeticién biolégica con tres repeticiones técnicas..................... 51
Figura 19. Sintomas de Sigatoka negra observadas después de 75 dias de inoculaciéon de los
diferentes aislamientos de P. fifI@NSIS. ......cccueiiieiiiee ettt ettt e s e rae e e e 52
Figura 20. Curva de infeccion de 10 aislamientos de P. fijiensis, con diferente grado de resistencia a
las estrobilurinas, inoculados en condiciones de INVErNadero. ............uveveeieeeeieeieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 52
Figura 21. Valor promedio de area bajo la curva (ABC) del indice de infeccién de 10 aislamientos P.
fijiensis con diferente grado de resistencia a las estrobilurinas inoculados en condiciones de

invernadero. Valores con una misma letra no son diferentes estadisticamente (DMS, P= 0,05). ... 55



%% UNIVERSIDAD DE SEP Sistemade
COSTARICA Estudios de Posgrado

Autorizacién para digitalizacién y comunicacién piblica de Trabajos Finales de Graduacion del Sistema de
Estudios de Posgrado en el Repositorio Institucional de la Universidad de Costa Rica.

Yo, _fobic\a Alfao Avacado , con cédula de identidad \=34-0049 , en mi
condicion de autor del TFG titulado Estudio C\ef\é‘\f"ca de \a esistencia

Q \Qs (gs‘)*(cfb\\\)f\f\c& en C\\%\QW\\Q{\'\’CS de Pgeuc'\ccgmogmga (—’\;Uengz‘g

. plactateones e bvoanno en Costa Rica ‘

Autorizo a la Universidad de Costa Rica para digitalizar y hacer divulgacion ptblica de forma gratuita de dicho TFG
a través del Repositorio Institucional u otro medio electronico, para ser puesto a disposicion del publico segtin lo que
establezca el Sistema de Estudios de Posgrado. SI NO *I:I

*En caso de la negativa favor indicar el tiempo de restriccion: aiio (s).

Este Trabajo Final de Graduacion sera publicado en formato PDF, o en el formato que en el momento se establezca,

de tal forma que el acceso al mismo sea libre, con el fin de permitir la consulta e impresién, pero no su modificacion.

Manifiesto que mi Trabajo Final de Graduacion fue debidamente subido al sistema digital Kerwé y su contenido
corresponde al documento original que sirvid para la obtencion de mi titulo, y que su informacién no infringe ni
violenta ningun derecho a terceros. El TFG ademés cuenta con el visto bueno de mi Director (a) de Tesis o Tutor (a)

y cumplié con lo establecido en la revision del Formato por parte del Sistema de Estudios de Posgrado.

INFORMACION DEL ESTUDIANTE:

Nombre Completo: Rloicla  Avae Avaa do

Numero de Carné;_ BFC\ES Numero de cédula;__ 1 -\39M4 - %‘qol

Correo Electrénico: ‘Gb\\f&(ca\vo\(&(,\c e O\N\C‘\\ - NN
J

Fecha: __2%10913019 . Ntimero de teléfono:__ &323~ 05~ 34

Nombre del Director (a) de Tesis o Tutor (a):___ L. Aodi@s Gathco Adnas

Fohs

FIRMA ESTUDIANTE

Nota: El presente documento constituye una declaracion jurada, cuyos alcances aseguran a la Universidad, que su contenido sea tomado como cierto. Su
importancia radica en que permite abreviar procedimientos administrativos, y al mismo tiempo genera una responsabilidad legal para que quien declare
contrario a la verdad de lo que manifiesta, puede como consecuencia, enfrentar un proceso penal por delito de perjurio, tipificado en el articulo 318 de nuestro
Cédigo Penal. Lo anterior implica que el estudiante se vea forzado a realizar su mayor esfuerzo para que no sélo incluya informacion veraz en la Licencia de
Publicaci6n, sino que también realice diligentemente la gestién de subir el documento correcto en la plataforma digital Kerwa.




1 INTRODUCCION

La produccidn de banano se ha desarrollado a nivel mundial, principalmente en América Latina
y el Caribe, Asia y Africa. La regién de América Latina y el Caribe produce el 90 % del banano que
se comercializa en el mundo. Para ello se requiere el uso de alta tecnologia e insumos agricolas
como fertilizantes, insecticidas, nematicidas, herbicidas y fungicidas (Frison y Sharrock 1999,

Guzman et al. 2013).

En Costa Rica la produccién y exportacion del banano se inicid6 hace mas de 100 afos vy
actualmente, es uno de los principales paises productores gracias a una productividad promedio
en el afio 2018 de 2.894 cajas por hectarea, una de las mas altas a nivel mundial (CORBANA
2019). Esto unido a un area de siembra de 43.050 hectareas, le permitio alcanzar en el afio 2018
una produccion total de cerca de 125 millones de cajas y percibir US$1024,1 millones (CORBANA
2019), lo que le da al banano un posicionamiento privilegiado en el ambito agricola nacional y lo

identifica como un motor de desarrollo econémico y social.

Los cultivares utilizados actualmente son de muy alto potencial productivo, pero a la vez, muy
susceptibles al ataque de plagas y enfermedades. La Sigatoka negra, causada por el hongo
Pseudocercospora fijiensis Morelet, es considerada la enfermedad foliar mas limitante para la
produccién de bananos y platanos a nivel mundial y de mayor impacto econdmico para la
industria de banano de exportacion (Stover y Simmonds 1987, Mourichon et al. 1997, Marin et
al. 2003, Pérez et al. 2003, Romero y Guzman 2006). La Sigatoka negra no causa una muerte
subita de la planta, ni tampoco la destruye en su totalidad; la importancia de la misma reside en
su capacidad para alcanzar el 100 % de incidencia y su marcado impacto sobre la producciény la

calidad (Guzman 2006, Marin et al. 2003, Rodriguez y Cayén 2008).

Pseudocercospora fijiensis infecta las hojas en sus primeras etapas de desarrollo y evoluciona
rapidamente hasta la aparicién de manchas necréticas, lo que culmina en un rapido deterioro
del area foliar que afecta el crecimiento y productividad de la planta al disminuir la capacidad
fotosintética; también puede inducir la maduracién prematura de los racimos (Rodriguez y Cayon
2008, Stover y Simmonds 1987, Mourichon et al. 1997, Marin et al. 2003, Guzman 2006, Romero
y Guzman 2006, Chillet et al. 2008). En ausencia de un combate adecuado, es capaz de provocar

entre un 40 a 50 % de reduccidn en el peso del racimo e inclusive un 100 % de pérdidas en la



produccién por afectacion de la calidad de la fruta, debido principalmente a problemas de
maduracién prematura en el campo o durante el transporte a los mercados de destino (Stover

1980; Guzman 2006; Ortiz et al. 2010; Martinez et al. 2011; Guzman et al. 2013).

En Costa Rica y otros paises, el combate de esta enfermedad se ha basado en la implementacidn
de un manejo integrado del patdgeno, que incluye practicas culturales, medidas fitosanitarias y
principalmente la aplicacién periddica de fungicidas (Guzmdan 2002; Pérez 2006). Sin embargo,
P. fijiensis ha sido capaz de crear resistencia a varios grupos de fungicidas sistémicos, debido a la
fuerte presidn de seleccidn ejercida sobre las poblaciones del patégeno, con el uso frecuente de
los mismos (Dekker 1982; Romero y Sutton 1998; Guzman 2002 y 2006; Scot 2008; Ganry et al.
2012; Guzman et al. 2013). A lo anterior se suma la alta capacidad de recombinacién genética de
P. fijiensis, dada su eficiente reproduccién sexual y su cardcter heterotdlico, dando como
resultado una gran diversidad genética y variantes en la poblacién del hongo (Pérez et al. 2004;
Guzman 2006). Segun Dekker (1982) y Brent y Hollomon (2007), con la introduccién de los
fungicidas sistémicos, alrededor de la década de los 70's, se dio la aparicién de los primeros casos
de resistencia a los mismos y el tiempo en surgir fue relativamente corto, en algunos casos el
desarrollo de resistencia se dio en los primeros dos afios de uso comercial. Pseudocercospora
fijiensis desarroll6 resistencia primero a los benzimidazoles, luego a los triazoles y estrobilurinas
(Romero y Sutton 1997 y 1998; Guzman 2002; Marin et al. 2003; Brent y Hollomon 2007; Ganry
et al. 2012; Guzman et al. 2013) y recientemente se ha detectado una evidente pérdida de
sensibilidad a las aminas (Guzman 2002; Marin et al. 2003) y carboxamidas, lo cual ha reducido

su eficacia a nivel de campo y un uso mas restringido de los mismos (Guzman et al. 2013).

Actualmente, cuando la sostenibilidad econdmica, técnica y ambiental se convierte en el reto
principal de la agricultura moderna, es imprescindible profundizar en los progresos mundiales
para evitar el desarrollo de la resistencia a los fungicidas. Un monitoreo continuo y preciso
proporciona informacion sobre la susceptibilidad de las poblaciones y permite realizar un
seguimiento de la evolucién de genes de resistencia (Guzman et al. 2013, Silveira et al. 2014).
Con base en lo anterior, mediante este estudio se busca conocer con mas detalle las bases
genéticas de la resistencia asociada a las estrobilurinas y asi generar informacion basica de
aislamientos con diferente grado de resistencia a este grupo de fungicidas, distribuidos en el
territorio nacional, que pueda ser utilizada para monitorear las poblaciones del patdogeno en el

medio y en el disefio de programas de combate de la enfermedad.



1.1 OBIJETIVOS

Objetivo general

Analizar la genética de la resistencia a las estrobilurinas en aislamientos de Pseudocercospora

fijiensis de plantaciones de banano en Costa Rica.

Obijetivos especificos

1. Evaluar la sensibilidad in vitro de aislamientos de P. fijiensis provenientes de doce

plantaciones bananeras de Costa Rica a los fungicidas azoxystrobin y pyraclostrobin.

2. ldentificar mediante secuenciacién la presencia de las mutaciones G143A, F129Ly G137R
en el gen cyt b en aislamientos de P. fijiensis con diferente grado de sensibilidad in vitro

a los fungicidas azoxystrobin y pyraclostrobin.

3. Cuantificar en forma relativa la expresién del gen cyt b en aislamientos de P. fijiensis con

diferente grado de sensibilidad in vitro a los fungicidas azoxystrobin y pyraclostrobin.

4. Evaluar en invernadero la patogenicidad y virulencia de aislamientos de P. fijiensis con

diferente grado de sensibilidad in vitro a los fungicidas azoxystrobin y pyraclostrobin.

1.2 HIPOTESIS

La pérdida de sensibilidad de aislamientos de P. fijiensis a las estrobilurinas esta asociado a la

mutacion G143A en el gen cyt b y esto genera alteraciones en la eficacia biolégica del patégeno.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Musaceas

Los bananos y platanos son monocotiledoneas del género Musa (Familia: Musaceae, orden:
Zingiberales). Su centro de origen se ubica en el sur-este asiatico (India a Polinesia) y su centro
de distribucién, en Malasia o Indonesia, aunque estan ampliamente adaptadas a regiones
tropicales y subtropicales. Son plantas herbaceas gigantes, poliploides, perennes, con
pseudotallo aéreo no lignificado que puede alcanzar mas de 3 metros de altura (Champion 1986,
Stover y Simonds 1987, Soto 1992, Sandoval y Muller 1999, Manzo et al. 2005, Heslop-Harrison
y Schwaracher 2007).

Al dia de hoy se han reconocido mas de cien cultivares, derivados de cruces inter e
intraespecificos entre dos especies silvestres diploides Musa acuminata (AA) y Musa balbisiana
(BB); de estos cruces surgen diploides, triploides y tetraploides. Muchas de las musaceas
domesticadas que son triploides (22n=3x=33), con una constitucion de AAA (mayoria de banano
dulce), AAB o ABB (mayoria pero no exclusivo de los platanos y bananos de coccidn), (Champion

1986, Stover y Simonds 1987, Robinson 1996, Heslop-Harrison y Schwaracher 2007).

En paises en desarrollo el banano representa el cuarto cultivo de mayor importancia, con una
produccién aproximada a las 100 millones de toneladas métricas, se siembra en todo el tropico
himedo y en los subtrépicos de las Américas, Africa y Asia (Stover y Simonds 1987, Robinson
1996, Heslop- Harrison y Schwaracher 2007). El banano es la fruta fresca mas exportada del
mundo en cuanto a volumen y valor (Arias et al. 2004). Segin Manzo et al. (2005) el banano es
el segundo frutal tropical mds importante por su consumo mundial y por su contenido de
carbono, almiddn, vitaminas y minerales. Segun Arias et al. (2004) los paises de América Latina

son los principales exportadores de fruta fresca hacia Estados Unidos y Europa.

2.2 Sigatoka negra

La Sigatoka negra es la enfermedad mas destructiva que ataca el follaje del género Musa y es
considerada como el problema fitosanitario de las musaceas de mayor impacto econémico en la
produccién de banano nivel mundial (Stover 1987, Meredith y Lawrence 1969, Jones 2000, Marin
et al. 2003). Es originaria del Sureste Asiatico (Stover 1980; Guzman et al. 2013), descrita por
primera vez en 1963 en la isla de Fiji, y observada en el sureste de Viti Levu, cerca del valle de

Sigatoka (Guzman et al. 2013). La enfermedad es causada por el hongo ascomyceto



Pseudocercospora fijiensis Morelet (antes conocido como Mycosphaerella fijiensis Morelet)
(Marin et al. 2003; Agrios 2005; Churchill 2011; Guzman et al. 2013). Pertenece a la clase
Dothideomycetes, orden Capnodiales, familia Mycosphaerellaceae (Churchill 2011), la cual ha

afectado las plantaciones bananeras de Centroamérica por mas de 40 afios (Guzman et al. 2013).

La enfermedad provoca la pérdida prematura de gran parte de superficie foliar (incluso de toda
la hoja), lo que conlleva a una disminucién en la tasa fotosintética, que da como resultado
retardos en la madurez fisiolégica normal, racimos mas pequefos de lo normal, dedos pequefios
y angulares, y una maduracion prematura antes de la cosecha. Ademas, la Sigatoka negra retrasa
el crecimiento vegetativo de la planta y sus hijos y el promedio de emergencia de hojas nuevas
(Stover y Simmonds 1987, Mourichon et al. 1997, Marin et al. 2003, Guzman 2006, Romero y
Guzman 2006, Chillet et al. 2008). Pseudocercospora fijiensis se disemina por el aire y se propaga
principalmente en las regiones de las tierras bajas, donde se cultiva el platano y el banano
(Kitume 2002). La incidencia y severidad de la enfermedad se ven condicionados por la
interaccion entre el patdgeno, la susceptibilidad del cultivar y factores climaticos como
precipitaciéon, humedad relativa y temperatura (Stover 1980, Marin et al. 2003, Orozco et al.

2013).

2.2.1 Distribucidn de la Sigatoka negra

El centro de origen y distribucidn de la Sigatoka negra se encontrd en Asia y de ahi se propagé al
resto del mundo (Stover 1980). El primer lugar donde se encontré P. fijiensis fuera de su centro
de origen, fue Honduras en el afio 1972, aparecié luego en Zambia en 1973 y en Gambia en 1979.
Actualmente, la enfermedad se ha diseminado por casi todos los paises del continente
americano, ubicados entre el trépico de Cancer y el tropico de Capricornio. Hacia el norte la
enfermedad ha llegado hasta México (1980) y la peninsula de la Florida (1998) y hacia el sur hasta
Bolivia (1996) y Brasil (1998). En Guyana aparecioé en el 2009 y se ha dispersado en todo el pais,
incluido el borde fronterizo con Surinam donde aun no han informado oficialmente la presencia
de la enfermedad. Los paises y territorios de paises en el Caribe, a pesar de su condicion de islas,
no han podido escapar a la enfermedad. A partir de la década de los 90s, la Sigatoka negra se
dispersé por el Caribe; aparecié en Cuba en 1990, Jamaica en 1995, Republica Dominicana en
1996 y Puerto Rico en el 2004. En el sur del mar Caribe su primer registro fue en Trinidad y Tobago
en el 2005 y San Vicente en el aifio 2009. En el 2010 fue detectada en las islas de Santa Lucia y

Martinica, asi como en Dominica y Guadalupe en el 2012 (Guzman et al. 2013).



2.2.2 Etiologia

Este hongo causal de la Sigatoka negra se caracteriza por presentar dos formas reproductivas
claramente diferenciadas en su fase asexual y sexual. Esto le proporciona una amplia capacidad
de infeccidn y mayor plasticidad genética, gracias a la recombinacién (Barrios 2006). La fase
asexual (P. fijiensis) genera conidios que son liberados desde los conidiéforos a partir de las
primeras lesiones de la enfermedad (pizcas o estrias) (Figura 1). Los conidios se producen
principalmente durante periodos de alta humedad y en presencia de una pelicula de agua libre
sobre la hoja. Su diseminacién es, principalmente, por medio del salpique de la lluvia y el
escurrimiento del agua por la superficie de la hoja, por lo que este proceso se asocia con
infecciones a corta distancia, entre las hojas de la misma planta, de la planta madre a los hijos y

entre plantas cercanas (Guzman 2003, Orozco et al. 2013).

La fase sexual aparece en el centro de las lesiones, a medida que se van secando aparecen las
estructuras de reproduccién llamadas pseudotecios (cuerpos fructiferos del hongo), los cuales
contienen ascas con ascosporas. Las ascosporas son liberadas y trasladadas por el viento a mas
de 50 Km de distancia, por lo que son la principal forma de dispersidn a largas distancias (Stover
1980, Ortiz et al. 2001, Guzman 2003) (Figura 1). Los conidios y las ascosporas infectan la hoja
via estomas y estos son mas abundantes en la superficie abaxial de las mismas (Lorenzo et al.
1978, Flores et al. 1985, Guzman 2003, Orozco et al. 2013), por cada estoma ubicado en el haz
se encuentran tres a seis en el envés. Guzman (2003) menciona que, para germinar e infectar el
tejido, tanto conidios como ascosporas, requieren una alta humedad relativa (92-100 %) para

conidios y (98-100 %) para ascosporas, y de temperaturas que oscilen en un rango de 26,5-28 °C.
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Figura 1. Ciclo de infeccidn de Sigatoka negra. Fuente: Gémez (2013).



2.2.3 Desarrollo de sintomas de la enfermedad

En la actualidad, se han reconocido seis estados de los sintomas de la enfermedad después de la
germinacion de las ascosporas y la penetracion de las hifas por los estomas de las hojas: tres de
raya, una de transiciéon y dos de mancha (Meredith y Lawrence1969, Fouré 1985, Marin et al.
2003, Orozco et al. 2013). En el estado 1, aparecen pequefias puntuaciones de color amarillo
palido de 0,25 mm de didmetro que son visibles solo por el envés de la hoja; en el estado 2 los
puntos se alargan como rayas de 1 mm de ancho por 2 mm de largo, generalmente de color
castafio y son apenas visibles por el haz. El estado 3 se caracteriza por que las rayas se alargan
hasta alcanzar 20-25 mm de longitud y 2 mm de ancho, ademas, toman una coloracidén marrén
oscuro y son claramente visibles sobre el haz como rayas amarillas y café claras. En el estado 4,
sobre el envés, las rayas se ensanchan, se tornan de un color marrén oscuro y pueden o no ser
rodeadas por una zona amarilla palida, este puede considerarse el primer estado de mancha. En
el estado 5 los centros de color negro de las manchas empiezan a colapsarse, mientras rodean el
tejido con un halo amarillo y finalmente el estado 6 se caracteriza por que los centros de las
manchas secas se tornan color gris claro y son rodeadas por un anillo negro bien definido, el cual
también es a su vez rodeado por un halo amarillo (Fouré 1985, Marin et al. 2003, Orozco et al.

2013) (Figura 2).

El periodo que transcurre desde la aparicién de los primeros sintomas y el desarrollo de las rayas
y manchas necrdticas varia segun sea la severidad de la infeccidn, el cultivar y ademds esta

estrechamente ligado a la influencia de las condiciones climaticas imperantes (Marin et al. 2003).

"
E B
| Pl

|
I
; | PE4
|

Figura 2. Estados de desarrollo de los sintomas de Sigatoka negra de acuerdo a la escala de Fouré
(1985): (A) Aparicidon de pequefias pizcas, estadio 1. (B) Primer estadio de raya. (C) Segundo
estadio de raya. (D) Primer estadio de mancha. (E) Segundo estadio de mancha, se notan

levemente hundidas y rodeadas por un halo amarillo. (F) Ultimo estadio de sintomas, tercer



estadio de mancha, nétese como el centro de la mancha se vuelve grisaceo. Ademas, en la parte
inferior se muestran los periodos evaluados en este experimento segun el desarrollo de los

sintomas. Fuente: Murillo (2015).

2.2.4 Diversidad genética de P. fijiensis

La estructura de una poblacidon hace referencia a la cantidad y distribucion de la variacion
genética dentro y entre poblaciones, esta informacidn es fundamental para el entendimiento de
la biologia de los patégenos. De esta forma, conocer la magnitud y distribucién de la diversidad
genética de P. fijiensis es necesario para llevar a cabo practicas de mejoramiento y manejo de la

resistencia (Mourichon 2002, Rivas et al. 2003)

Dentro de los estudios de Carlier et al. (1996) citado por Chong y Rodriguez (2007) examinaron
y analizaron la estructura genética de P. fijiensis, identificando grandes diferencias genéticas en
las poblaciones estudiadas. La mayor diversidad genética fue encontrada en poblaciones
analizadas de Papua, Nueva Guinea y en las Filipinas. Por esta razén los mismos autores
propusieron que dicha poblacidn forma parte del centro de origen de este patdgeno y que las
poblaciones de América del Sur, Africa y de las Islas del Pacifico tenian alelos en comun con las
poblaciones de Papua vy Filipinas pero mostraban una menor diversidad genética. Igualmente
Carlier et al. (1996) citados por Rivas et al. (2003) mencionan que la recombinacién sexual
desempeiia el papel mas importante en la evolucion de este patdgeno. Seguin los mismos autores
el numero de alelos presentes en las diferentes poblaciones de P. fijiensis varia entre 1,7a 7,7y
el indice de diversidad de Nei (H) fluctua de 0,22 a 0,59. Con esta informacion los autores
detectaron un alto nivel de diferenciacion genética entre continentes y sugieren un restringido
movimiento de genes a escala global, por lo que proponen que la diseminacidn del patégeno se
ha realizado principalmente a través del movimiento de plantas o material infectado. Ademas,
Miller et al. (1997) citados por Mourichon (2002) mencionan que P. fijiensis puede mostrar gran
diversidad genética en pequefia escala, encontrando grandes diferencias genéticas en un mismo

campo.

Rivas et al. (2003) estudiaron la estructura genética de América Latina y Africa y determinaron
que las poblaciones del patégeno con mayor diversidad genética se encontraban en Costa Rica 'y
Honduras (0,31 y 0,36) respectivamente y que los efectos de fundacion (es decir que la

introduccion del patdégeno a una nueva area, puede haber involucrado el movimiento de un
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pequefio numero de individuos que representan una limitada fuente genotipica de la poblacién
de origen) que han conducido a la introduccion del patdgeno a nuevas areas han reducido la

diversidad genética.

Segun Rivas et al. (2003) el hecho de observar efectos de fundacion en la estructura genética de
P. fijiensis en América Latina y Africa, son firmes en que la diseminacién del patégeno se ha dado
tanto por efectos aleatorios como por el traslado de material infectado a campos limpios de la
enfermedad, tanto a escala continental como local, donde las principales causas de esta situacion
pueden ser atribuidas al movimiento de las esporas por accién del viento, el movimiento de
material de siembra contaminado y el uso de hojas de bananos y otras musaceas para la

elaboracion de alimentos.

Por su parte Chong y Rodriguez (2007) realizaron un estudio entre poblaciones de P. fijiensis de
fincas tratadas con fungicidas y fincas de manejo organico. Estos autores encontraron diferencias
genéticas entre las poblaciones, por lo que sugirieron que existe una presién de seleccion
ejercida segun sea el tipo de manejo que se lleva a cabo, ademas de un alto grado de dominancia
entre los alelos que posiblemente se relaciona a la presiéon de seleccién ejercida por los
fungicidas. Esto los llevd también a comprobar que las poblaciones de P. fijiensis con manejo
organico eran muy cercanas genéticamente a una poblacién silvestre y no asi una de manejo

convencional con la silvestre (Chong y Rodriguez 2007).

2.2.5 Combate de la Sigatoka negra

El combate quimico ha sido la principal herramienta en el manejo de la Sigatoka negra y se realiza
mediante la aplicaciéon alterna y en mezcla de fungicidas protectores y sistémicos (Marin et al.
2003, Guzman 2006, Rodriguez y Cayén 2008, Scot 2008, Guzman et al. 2013). Los fungicidas
protectores se caracterizan por ser productos de contacto que permanecen y ejercen su accion
Unicamente sobre la superficie donde se aplican; éstos son de accidon multisitio y por ende,
presentan un bajo o nulo riesgo de generar resistencia. Por otra parte, los fungicidas sistémicos
logran penetrar la hoja y movilizarse a través de la misma ejerciendo su accidén tdxica sobre el
hongo. Estos productos son de accién sitio-especifico y en consecuencia presentan riesgo de

generar resistencia en el patégeno (Pérez et al. 2003, Lapeyre et al. 2010, Orozco et al. 2013).

En la mayoria de ocasiones, los fungicidas son aplicados en emulsidon agua — aceite mineral

(Romero y Sutton 1998, Marin et al. 2003, Pérez 2006) o sélo en aceite (Marin et al. 2003, Pérez
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2006) debido a que el mismo tiene efectos fungistaticos, actuando en algin grado como
protectante (Mufioz y Vargas 2003, Ganry et al. 2012, Guzman et al. 2013). El aceite mineral
inhibe los procesos de desarrollo del patégeno y la evolucidon de la enfermedad, cuando los
tratamientos son realizados en las fases iniciales del desarrollo de los sintomas (Pérez 2006,
Etebu y Yong-Harry 2011), ademas, disminuye los volimenes de aplicacion, haciendo mds
eficiente la aspersién, dando como resultado una adecuada distribucidn del fungicida sobre la
hoja y disminuyendo los costos del control (Pérez 2006, Etebu y Yong-Harry 2011, Ganry et al.
2012, Guzman et al. 2013). Los aceites también ayudan a limitar el lavado de los fungicidas por
accion de la lluvia (Pérez 2006, Ganry et al. 2012) y son usados en el campo a dosis que varian
entre 5 y 15 L/ha segln sea la severidad de la enfermedad, las condicione ambientales y la
presencia o ausencia de poblaciones con algun grado de resistencia a fungicidas (Marin et al.

2003).

2.2.5.1 Fungicidas protectores

Este tipo de fungicidas se distribuyen uniformemente sobre la superficie foliar pero no penetran
en el tejido de la hoja, de manera tal que forma una pelicula sobre la cuticula de la hoja, que
provoca la inhibicidon de la germinacidn y crecimiento de los tubos germinativos de las esporas
antes de la penetracién por los estomas (Mufioz y Vargas 2003; Pérez 2006; Guzman et al. 2013),
ademas inhibe la formacidn de conidios, al contaminar los conidiéforos durante las aplicaciones
(Pérez 2006), sin embargo, su efecto es Unicamente preventivo (Ganry et al. 2012).
Pseudocercospora fijiensis no ha sido capaz de desarrollar resistencia a este tipo de fungicidas ya
gue un solo ingrediente activo tiene muchos sitios de accidon (multi-sitio), por lo que el riesgo de
desarrollo de resistencia a estos compuestos es bajo o nulo. Los fungicidas mas utilizados de este
tipo en el control de la Sigatoka negra son el mancozeb y el clorotalonil (Mufoz y Vargas 2003,
Marin et al. 2003, Ganry et al. 2012, Guzman et al. 2013), considerados generalmente como
plasmatoxificantes (Dekker 1982). El mancozeb puede ser aplicado en emulsidn agua — aceite o
solo en agua, sin embargo, el clorotalonil se debe aplicar solo en agua debido a que en presencia

de aceite provoca fitotoxicidad (Marin et al. 2003, Orozco et al. 2013).

2.2.5.2 Fungicidas sistémicos

El uso de fungicidas sistémicos son los mds importantes en el control de la Sigatoka negra

(Guzman et al. 2013). Ganry et al. (2012) indican que los fungicidas sistémicos poseen
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propiedades que varian de un grupo quimico a otro y es comun encontrar diferencias en
sistemicidad, ya que algunos penetran el tejido foliar y son traslocados via apoplasto hasta los
puntos de mayor transpiracion en toda la planta, mientras que otros solo pueden penetrar en la
hoja y actuar de manera translaminar (sistémicos locales), los ingredientes activos mas
sistémicos tienen la capacidad de permanecer durante muchos dias en el tejido y desarrollar gran
efecto curativo (Pérez 2006, Ganry et al. 2012). Su mecanismo de accién es muy especifico por
lo que el desarrollo de resistencia por parte del patégeno puede ser moderado a alto (Dekker
1982, Brent y Hollomon 2007, Ganry et al. 2012 Guzman et al. 2013). Segun Pérez (2006) el uso
de estos fungicidas ha mejorado en gran medida el control de la Sigatoka negra, especialmente
por una mejor distribucién del producto sobre las hojas y a la posibilidad de acceso a estructuras
del hongo que son desarrolladas en el interior de los tejidos, aunado a una mayor persistencia

del fungicida en el interior de la planta, por un efecto mas limitado de los factores ambientales.

Segun el mismo autor, la absorcién y translocacion de los fungicidas sistémicos depende de su
lipofilia (caracteristica que permite la penetracidn a nivel de las capas cerosas y la cuticula de la
hoja) y solubilidad en agua, factores que afectan sustancialmente la translocacién sistémica. De
este modo, la eficacia y estrategias de uso de los fungicidas sistémicos en los programas de
control, también estan influenciados por las caracteristicas fisico - quimicas del producto y la

actividad toxica intrinseca del ingrediente activo contra el patégeno (Pérez 2006).

Los grupos de fungicidas sistémicos mas utilizados para el control de P. fijiensis son:
benzimidazoles, triazoles, estrobirulinas (Marin et al. 2003, Pérez 2006 y 2012, Guzman et al.
2013), aminas, carboxamidas, anilinopyrimidinas y guanidinas (Pérez 2012; Guzman et al. 2013).
En el cuadro 1 se muestra la recomendacidon de uso de fungicidas sistémicos realizado por el
Comité de Accidon contra la Resistencia a Fungicidas (FRAC, por sus siglas en inglés) y en el cuadro

2 el riesgo de resistencia asociado a cada grupo de fungicidas.



Cuadro 1. Recomendaciones del uso de fungicidas sistémicos en el combate de la Sigatoka
negra del banano (FRAC 2018).
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Ambos, se aplicaciones 15 no mas del 50 %
Fungicidas aminas prefiere las consecutivas, se del total de Sin restriccion
mezclas prefiere la aplicaciones
alternancia
3 nomasdel33%
- Solo en . -
Inhibidores Qo (Qol) Solo en alternancia del total de
mezclas .
aplicaciones
Solo en 8 no mas del 50 %
Anilinopyrimidinas (AP) mezclas Solo en alternancia del total de Sin restriccion
aplicaciones
3 nomasdel33 %
. Solo en . Kok
Benzimidazoles (BCM) Solo en alternancia del total de
mezclas o
aplicaciones
3 nomasdel33 %
. Solo en . Kok
N-Fenilcarbamatos Solo en alternancia del total de
mezclas .
aplicaciones
3 nomasdel 33 %
- Solo en . -
Fungicidas SDHI Solo en alternancia del total de
mezclas L
aplicaciones
6 no mas del 33 %
- Solo en . o
Guanidinas Solo en alternancia del total de
mezclas L
aplicaciones
s Solo en . L . L
Multi-Sitio mezclas No hay restricciones No hay limite Sin restriccidn

*Iniciar las aplicaciones preferiblemente cuando se inicia la curva progresiva de la enfermedad.
** Preferiblemente con baja presion de la enfermedad; las aplicaciones deben ser separadas por al menos

3 meses entre ellas.

***preferiblemente con baja presion de la enfermedad; las aplicaciones deben estar separadas por al

menos 6 semanas entre ellas.
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Cuadro 2. Principales grupos de fungicidas utilizados en el combate de la Sigatoka negra y su

riesgo en el desarrollo de resistencia por parte del patégeno (FRAC 2018).

" ., Nombre del Grupo Ingredientes  Riesgo de .
Sitio de accion P . . . Comentarios
grupo Quimico activos Resistencia
Benomil Resistencia en
varias especies
Carbendazina de hongos. RC
. MCB (Metil &
Al: B-tubulina L . . con los i.a del
. Benzimidazol Benzimidazoles Alto riesgo .
en la mitosis. Carbamatos) mismo grupoy
A: Mitosis y Fuberidazole RCN con N-
Division phenyl
celular carbamatos.
Resistencia
conocida
A2: R-tubulina N-phenyl N-phenyl !
L pheny pheny Dietofencarb Alto riesgo presenta RCN
en la mitosis. carbamatos carbamatos con
benzimidazoles
Azoxysronin Resistencia en
muchos
B1: Complej Pyraclostrobin been r
I Crocromg Q0! (fngiccas utaciones on
) - inhibidores de Estrobilurinas Trifloxistrobin Alto riesgo
bcl en el sitio uinona) el gen del cyt b.
B. Qo (gen cyt b) q RC entre
Respiracién Entre otros fungicidas del
Celular mismo grupo
Resistencia en
B2: Complejo SDHI (Inhibidores - varios
. . Pyrimidina- . . .
11: Succinato- de Succinato ) Boscalid Medio Riesgo patdégenos por
Carboxamida .
dehydrogenasa dehydrogenasa mutaciones en
el gen sdh
, . - Resistencia en
C: Sintesis Cyprodinil Botrytis
de proteinas Biosintesis de Anilino- Anilino- . v -
metionina Pyrimidinas Pyrimidinas P Medio Riesgo Venturia y
Y v Y Mepanipyrim espadicamente
aminoacidos oculi |
Pyrimetanil en Oculimacula
Propiconazole Resistencia en
muchas
Difenoconazole especies de
Epoxiconazole hon'gos,
D1: C14- asociada a
» DMI (Inhibidores Fenbuconazole mutaciones en
demetilasa en . S
. . dela Triazoles . Medio Riesgo el gen CYP51,
la biosintesis I Bitertanol
desmetilacion) transportadores
D: de esteroles
Biosintesi Tebuconazole ABCYy otros.
losintesis Generalmente
de esteroles Triadimenol muestran RC
enla Entre ot entre fungicidas
membrana ntre otros DMI
celular .
Aldimorph Decrecimiento
D2: A14- enla
reductasa 'y . Dodemorph sensibilidad de
AB-AT Ami Morfolinas ] Mildid ol
. -A7- mm.as Fenpropimorph Bajo riesgo ildit polvoso.
isomerasa en (morfolinas) RC dentro del
la biosintesis Tridemorph mismo grupo
de esteroles Spiroketal- . . pero no con
aminas Spiroxamina otros SBI.
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2.2.5.2.1 Inhibidores Qo (Qol)

Las estrobilurinas son fungicidas muy eficaces, de amplio uso agricola, de origen natural y
derivados del acido B- metoxiacrilico, como la estrobilurina A, producida por los hongos
basidiomicetos Strobilurus tenacellus, Mycena galopoda y M. viridimarginata (Gisi et al. 2002).
Este grupo representa el mayor desarrollo de fungicidas realizado a partir de un producto natural
de origen fungico. Basandose en el compuesto originario, en la actualidad se distinguen 8 clases
de estrobilurinas, todas con el mismo mecanismo de accién, que incluyen 13 compuestos
diferentes (Fernandez et al. 2008). Las estrobilurinas fueron aisladas por primera en
Checoslovaquia en los afios 60, aunque fue en los afios 80 cuando IClI Agrochemicals
(actualmente Syngenta) empezd a sintetizarlas y experimentar hasta lanzar al mercado el
azoxystrobin en 1992. Desde entonces se han incluido dentro de los fungicidas agricolas mas
vendidos en todo el mundo (Bellén 2014). Las estrobilurinas, muestran su mayor eficacia en el
control del patégeno cuando se aplica antes de que ocurra la infeccién. Actdan inhibiendo la
germinacién de las esporas y el crecimiento de las hifas, ademas de presentar efectos sobre
la formacidn de fructificaciones en las manchas que son tratadas (Pérez 2006, Ramirez et al.

2009).

El mecanismo de accién de las estrobilurinas se basa en la inhibicién de la respiracién
mitocondrial, actuando en el sitio de oxidacién del ubiquinol (Qo), de ahi que se conozcan con el
nombre de inhibidores Qo (Qol’s). Este Qo se encuentra en el citocromo bc; (CYTBC;), también
conocido como complejo Il o ubiquinona—citocromo c oxidorreductasa (Brasseur et al. 1996, Gisi
et al. 2002). El CYTBC; esta formado por el citocromo b (cyt b), citocromo c¢; (cyt ¢;) y dominios
de la sulfo-proteina de Rieske (/SP). La inhibicion de la respiracion mitocondrial se logra mediante
el bloqueo del transporte de electrones entre el citocromo b (cyt b) y citocromo c; (cyt c¢1), que
en consecuencia conduce a una interrupcion del ciclo de energia suspendiendo la produccién de
ATP, que constituye el principal vector de intercambio energético para los procesos vitales de la
célula (Figura 3) (Anke 1995, Brasseur et al. 1996, Gisi et al. 2002). Esto conlleva a la interrupcion
de funciones basicas celulares como la sintesis de proteinas, ARN y ADN debido a la deficiencia

en ATP. Ademas, el bloqueo de la respiracidon genera electrones en estado de alta energia que
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provocan una rapida paricion de especies reactivas de oxigeno, que hacen que las estrobilurinas

tengan mayor eficacia (Hollomon y Wheeler 2002, Grasso 2005, Fernandez et al. 2008).

Espacio intermembrana

NADH NAD* 0, HO 0, HOaDp+pi ATP

Matriz mitocondrial

Figura 3. Cadena de transporte electrénico mitocondrial. Fuente: Fernandez et al. (2008).

2.3 Resistencia a fungicidas

La resistencia se define como “la habilidad desarrollada por un hongo para sobrevivir y seguir
reproduciéndose en presencia de una cantidad de fungicida que previamente fue nociva o fatal”,
siendo esto un factor critico que limita la eficiencia de los programas de manejo integrado del
hongo, al incrementar dosis o frecuencias de aplicaciones (Dekker 1982, Koller 2000, Damicone
2004, Canto 2012, Castillo et al. 2012). En una poblacién silvestre, originalmente sensible a un
fungicida, pueden presentarse individuos con menor sensibilidad a ese fungicida, esta
disminucién en la sensibilidad puede deberse a un cambio genético o no genético (aplicacion de
fungicidas) en la célula del hongo patdgeno. Si el decrecimiento en la sensibilidad es provocado
por un factor no genético, el cambio no se mantiene estable y puede desaparecer rdpidamente

cuando se retiran las aplicaciones del fungicida (Dekker 1982).

Georgopoulos (1982) menciona que la resistencia a los fungicidas puede detectarse y medirse de
diferentes maneras y depende principalmente de la combinacidn hongo-fungicida, sin embargo,
el principio es el mismo para los diferentes hongos y fungicidas. El reconocimiento de las cepas
resistentes del patdgeno debe realizarse mediante la comparacién de resultados obtenidos de
cepas o poblaciones silvestres. Ademas, es esencial establecer la linea base de sensibilidad para

una determinada combinacion de hongo y fungicida. Para determinar la presencia de cepas
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resistentes y establecer lineas bases de sensibilidad a fungicida, los estudios deben llevarse a
cabo en las mismas condiciones, debido a que la toxicidad del fungicida puede variar
significativamente dependiendo de la concentracién utilizada, la composicién del medio,
temperatura, pH, entre otros. Ademas segun el mismo autor cuando ya la resistencia en una
cepa o poblacién ha sido detectada, se deben medir dos pardmetros. El primero es la extension
de la resistencia, que se refiere a la proporcién de la poblacién del patégeno que no muestra la
sensibilidad normal de la poblacidn silvestre y el segundo, el grado de resistencia, que hace
referencia a la magnitud de la diferencia en la sensibilidad, al compararse con la poblacion

silvestre.

Segln Guzman (2003), Brent y Hollomon (2007) y Beckerman (2013) la resistencia a
fungicidas se conoce comuUnmente como resistencia adquirida o resistencia practica
(resistencia de campo), la cual se pone en manifiesto por la capacidad de los organismos
para sobrevivir y reproducirse luego de la aplicacién de fungicidas, por lo que cepas
resistentes prevalecen y su control ya no es el adecuado. Generalmente este
comportamiento se manifiesta por la combinacién de varios factores, que incluyen: la
biologia del patdgeno, el mecanismo de accidon del fungicida y el uso repetitivo de un
fungicida u otros diferentes con el mismo mecanismo de accidn. Por su parte, Scot (2008)
menciona que esta resistencia es principalmente el producto de la seleccién de esporas con
un menor grado de sensibilidad, posiblemente dado por una mutacién o una recombinacién
sexual, lo que segln Pérez (2006) y Beckerman (2013) genera un gran espectro de genotipos

sensibles a resistentes.

En la ultima década, debido al uso intensivo de fungicidas, se han reportado casos de pérdida de
sensibilidad de P. fijiensis a la mayoria de ingredientes activos liberados al mercado en
condiciones de campo en Costa Rica, Panama, Guatemala, Colombia, Ecuador, Honduras y Belice
(FRAC 2018). La pérdida de sensibilidad del hongo ha conllevado progresivamente a un aumento
en el niumero de aplicaciones anuales de fungicidas en las zonas bananeras. Segun datos de la
Corporacién Bananera Nacional (CORBANA) en Costa Rica, bajo un manejo integrado, el uso de
fungicidas para el combate de la Sigatoka negra ha aumentado de 70 kg i.a./ha/afio para el afio
2011 a 87 kg i.a./ha/afio en el 2017, lo que a su vez ha elevado el costo de combate de la

enfermedad (hasta $2.500 ha/afio) con el consiguiente mayor impacto negativo en el ambiente
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y enlasalud, no solo en el area aplicada sino en los ecosistemas cercanos (Romero y Sutton 1998,
Sierotzki et al. 2000a, Sanchez et al. 2002, Pérez et al. 2003, Guzman 2006, Romero 2006,
Guzman et al. 2013, CORBANA 2019).

2.3.1 Tipos de resistencia

Los patdgenos pueden desarrollar resistencia a los fungicidas de varias maneras: (Brent y

Hollomon 2007, Scot 2008).

2.3.1.1 Resistencia de un solo paso o disruptiva

La resistencia de un solo paso o disruptiva ocurre en genes principales, este tipo de mutacién es
responsable de una pérdida repentina y muy marcada en la eficacia de los fungicidas y la
aparicion de poblaciones menos sensibles y resistentes que tienden a ser muy estables. Si el
fungicida al que se desarrollé resistencia se retira de los programas de control, la resistencia
puede ser prolongada. En algunos casos, se puede observar una recuperacidon gradual de
sensibilidad pero puede volver a revertirse rapidamente si se reanuda el uso del fungicida (Brent

y Hollomon 2007, Scot 2008).

2.3.1.2 Resistencia paso a paso o progresiva

En este tipo de resistencia se ven involucrados de manera gradual varios genes. Se puede
observar una progresiva disminucion en el control del patégeno y se crea una gama de
sensibilidad dentro de la poblacién del patégeno. Esta resistencia puede revertirse, si el fungicida

se utiliza con menor intensidad y se rota con otros fungicidas (Brent y Hollomon 2007, Scot 2008).

2.3.1.3 Resistencia cruzada

Segun Georgopoulos (1982), la resistencia cruzada puede ser de dos tipos: positiva o negativa.
La resistencia cruzada positiva sucede cuando un aislamiento de un patdgeno disminuye su
sensibilidad a dos 0 mas compuestos relacionados en comparacion con aislamientos silvestres.
Este tipo de resistencia afecta principalmente a fungicidas con mecanismos de accion similares
(Dekker 1982; Brent y Hollomon 2007). Por ejemplo, se ha encontrado que cepas de patdgenos
resistentes a benomil, son casi siempre resistentes o muestran una baja sensibilidad a otros

benzimidazoles como la carbendazina y el metil tiofanato (Brent y Hollomon 2007).
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Ademas, Georgopoulos (1982) menciona que cuando un aislamiento disminuye su sensibilidad a
un fungicida, pero se hace mads sensible a otro, se trata de un caso de resistencia cruzada
negativa. Por ejemplo Alvarez (1991) encontré que aislamientos de Botrytis cinerea resistentes

a benzimidazoles presentaron gran sensibilidad a N-fenil carbamatos y viceversa.

2.3.1.4 Resistencia multiple

Este tipo de resistencia se ha encontrado en algunas cepas de patdgenos que han desarrollado
mecanismos de resistencia a dos o mads fungicidas sin relacién alguna. Esto pude ocurrir por
mutaciones independientes debidas a la exposicién del patdgeno a cada uno de los fungicidas
utilizados en su combate. El origen y mecanismo de la resistencia multiple es muy distinto al de

la resistencia cruzada (Brent y Hollomon 2007).

2.3.2 Mecanismos de resistencia

En la actualidad, se conocen varios tipos de mecanismos de resistencia creados por los
patégenos. Entre ellos se incluye la alteracién del sitio bioquimico donde actua el fungicida,
inactivaciéon de enzimas, variaciones en la expresion génica, aumento en la produccién de la
proteina o enzima donde es atacado, pueden también desarrollar una ruta metabdlica
alternativa evadiendo el sitio de ataque del fungicida y son capaces ademas, de expulsar el
fungicida por medio de las proteinas transportadoras de ATP-asa (detoxificacién) (Georgopoulos

1982, Selim 2009, Scnabel y Jones 2000, Reiman y Deising 2005, y Brent y Hollomon 2007).

De Waard (1997) hace énfasis al mecanismo de accién de las proteinas transportadoras ABC
(ATP-binding cassette) responsables de sacar los téxicos a partir de las células del organismo
atacado, como medida de proteccién. EI mismo autor determind que en mutantes de
laboratorio, habia un exceso de producciéon de proteinas ABC, lo que podria causar multiple
resistencia a fungicidas azoles y otros no relacionados y propone que estas proteinas pueden
estar relacionadas en patégenos de plantas como transportadores de compuestos de defensa de

las plantas o factores de patogenicidad en los hongos.

De la misma manera, Reiman y Deising (2005), lograron comprobar una sobreexpresion génica
en aislamientos de Pyrenophora tritici-repentis resistentes a DMI’s comparado con aislamientos
silvestres del patégeno. Asimismo, en aislamientos de P. fijiensis, Chong (2016) comprobé la

presencia de mutaciones puntuales asociadas a la pérdida de sensibilidad del patégeno a los
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fungicidas DMI’s. Ademas, demostrd la existencia de una correlacion entre el grado de
resistencia del hongo y la expresién del gen CYP51, lo que podria contribuir al disefio de

programas mas eficiente para el combate de la enfermedad.

De todos estos mecanismos el mds comun es la alteracién del sitio bioquimico donde actua el
fungicida, lo que podria explicar por qué a los fungicidas que afectan enzimas principales y que
afectan muchos sitios, no pueden desarrollar resistencia, debido a que cambiar muchos sitios
simultdaneamente es una labor muy dificil para los patégenos. Sin embargo, los fungicidas
modernos tienen un mecanismo de accién especifico, en un sitio especifico, por lo que con una
sola mutacién en los genes del patdgeno puede crear resistencia al fungicida (Brent y Hollomon

2007).

2.3.3 Resistencia de P. fijiensis a Qol’s

Las estrobilurinas al ser de accidn sitio especifico, han sido catalogados por el FRAC como de alto
riesgo de generar resistencia, asimismo, se caracterizan por presentar resistencia cruzada, por lo
gue el desarrollo de resistencia a cualquiera de ellos afectaria a todos los miembros del grupo
(Pérez 2006). En Costa Rica, el primer fungicida del grupo de las estrobilurinas que se utilizé
comercialmente en banano para el combate de la Sigatoka negra fue el azoxystrobin (Bankit® 25
SC) a mediados del afio 1997. Posteriormente, en el afio 2000, ingresé el trifloxistrobin (Tega®
7.5 CE). Finalmente, en el afio 2002, se liberd al mercado el pyraclostrobin (Regnum® 25 EC). Al
ser moléculas nuevas, la recomendacién inicial emitida por el FRAC fue de ocho ciclos al afio. Sin
embargo, debido al modo de accidon especifico de estos fungicidas, para el mes de abril del 2000
se dieron los primeros informes de cambios de sensibilidad a este grupo quimico, poco tiempo
después, en agosto de 2000, se reconocid la existencia de aislamientos de P. fijiensis resistentes
a estrobilurinas en Costa Rica (FRAC 2018). Entre 2001 y 2003 la resistencia a estrobilurinas se
distribuyd en todas las zonas de produccion del pais, disminuyendo la recomendacién a tres
ciclos de aplicacién al afio. La enfermedad se ha adaptado a las diversas condiciones ambientales
y con el tiempo el patdgeno se ha vuelto mas agresivo, lo cual dificulta su manejo. A pesar de
gue la resistencia del patogeno estd ampliamente distribuida por el pais y debido al déficit de
nuevas moléculas efectivas para el combate de la enfermedad, las estrobilurinas siguen siendo
un grupo ampliamente utilizado a nivel mundial para el combate la Sigatoka negra (Chin et al.

2001, Sierotzki et al. 2000a, Guzman et al. 2013).
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La rapida aparicion de resistencia a las estrobilurinas en diferentes hongos patégenos apunta a
que el principal mecanismo por el que los hongos desarrollan resistencia es la existencia de
mutaciones puntuales que ocurren en forma natural o inducida como resultado de una alta
presion de seleccidn ejercida por la molécula quimica en los genes que codifican para la proteina
diana del fungicida, que en este caso es el cyt b, sin embargo hasta el momento no han sido
evaluados con profundidad otros posibles mecanismos como la activacién de rutas metabdlicas
alternas, transportadores de tipo ABC, inactivacidon de enzimas, variaciones en la expresién
génica, entre otros (Selim 2009, Scnabel y Jones 2000, Fisher et al. 2004 Reiman y Deising 2005).
En literatura se han descrito principalmente tres sustituciones como las responsables de generar
resistencia a las estrobilurinas, conferidas por un polimorfismo de nucleétido simple (SNP: single
nucleotide polymorphism). En la mayoria de los casos, la resistencia se ha descrito debido a la
mutaciéon G143A, en la cual la glicina es reemplazada por una alanina, en la posicion del
aminoacido 143 y confiere una resistencia total (Sierotzki et al. 20003, Sierotzki et al. 2000b). No
obstante, también se han reportado la sustitucidn de fenilalanina por leucina en la posicion 129
(F129L) vy la sustituciéon de una glicina por una arginina en la posicion 137 (G137R) que se ha
asociado con pérdidas de sensibilidad mas leves en diferentes hongos fitopatdgenos, sin
embargo estas dos Ultimas mutaciones no han sido confirmadas en P. fijiensis (Pérez 2006,
Fernandez et al. 2008). La resistencia a las estrobilurinas también puede estar mediada por la
induccion de una respiracion alternativa, en la que estd implicada la enzima oxidasa alternativa
(AOX) que provoca una desviacion en la cadena de transporte de electrones a nivel del complejo

succinato-deshidrogenasa (complejo Il) (Fernandez et al. 2008).

2.4 PCRTiempo Real (RT PCR)

En la actualidad, la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT PCR, polymerase
chain reaction por sus siglas en inglés) es la técnica mas sensible para la deteccion de acidos
nucleicos (Tamay de Dios et al. 2013). La PCR en tiempo real se basa en el principio del método
de la PCR desarrollado por Kary Mullis en la década de los 80, que permite detectar ADN a partir
de pequefias cantidades, amplificandolas hasta mas de un billon de veces (Mullis 1990).
Especificamente, fue desarrollada por Higuchiy colaboradores en 1992 y consiste en capturar en
tiempo real la incorporacién de bromuro de etidio al ADN de doble cadena durante cada ciclo de
la PCR realizada bajo luz ultravioleta (UV) (Higuchi et al. 1992). Desde entonces, el objetivo de la

técnica ha sido detectar y cuantificar secuencias especificas de acidos nucleicos por medio de
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reporteros fluorescentes en la reaccién (Heid et al. 1996, Livak et al. 2001, Muller et al. 2002,

Tamay de Dios et al. 2013).

Esta técnica combina la amplificacion y la deteccién en un mismo paso, al correlacionar el
producto de la PCR de cada uno de los ciclos con una seiial de intensidad de fluorescencia. Posee
caracteristicas importantes como alta especificidad, amplio rango de deteccién (de 1 a 107
equivalentes gendmicos de la secuencia blanco) y rapidez en la visualizacion del producto ya que

no es necesario realizar una electroforesis posterior (Wang et al. 1989, Brechtbuehl et al. 2001).

Mediante la RT PCR el producto amplificado puede detectarse a tiempo real dado que la seiial
de fluorescencia es proporcional a la cantidad de ADNc producida en cada ciclo. Para ello son
componentes imprescindibles los elementos de excitaciéon (ldser, diodos o ldmparas haldgenas),
elementos épticos de deteccidn integrados al termociclador y marcadores fluorescentes, que
pueden ser de dos tipos: 1) Marcadores especificos que utilizan sondas de acidos nucleicos
marcadas con moléculas fluorescentes que se unen a productos amplificados especificos y
emiten sefiales luminosas que se miden en el termociclador a medida que se obtiene el producto
de la PCR. Estos métodos son muy precisos, aunque requieren de un disefio de secuencias
especificas para su uso como sondas y por consiguiente es mas laborioso y costoso; y 2)
Marcadores genéricos que son moléculas fluorescentes que se unen inespecificamente al ADN
de doble cadena emitiendo una sefial fluorescente que se procesa a tiempo real, de modo que
un aumento en el producto de PCR supone un aumento de fluorescencia detectada en cada ciclo
de la PCR. Estos marcadores son muy utilizados por su bajo costo y porque no requieren de un

disefio experimental previo (Ririe et al., 1997, Muller et al. 2002, Tamay de Dios et al. 2013).

Los valores acumulados en la generacién de fragmentos quedan registrados formando una curva
de fluorescencia que sigue una ecuacion logistica similar a la que describe el crecimiento
bacteriano (Wang et al. 1989). En ésta curva el investigador fija un punto por encima de la linea
base que se denomina umbral del ciclo. Los valores umbral del ciclo (Ct value) se determinan
identificando el ciclo en el cual la emision de la intensidad del marcador fluorescente atraviesa
el punto umbral, por encima del ruido de fondo en la fase exponencial de la reaccién (Livak et

al. 2001, Pfaffl 2001, Muller et al. 2002, Pfaffl et al. 2004).

En la PCR en tiempo real existen dos tipos de cuantificacion, la absoluta y la relativa. En ambos

tipos se utiliza el valor de Ct para determinar la cantidad del ADN o ARN. La cuantificacion
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absoluta se utiliza, principalmente, para determinar cargas virales, la presencia de agentes
patégenos y transgénicos. Este tipo de ensayo permite determinar el nimero exacto de
moléculas del ADN o ARN en una muestra. Para llevarla a cabo, se requiere una muestra con una
cantidad exacta en ng/uL, umol/uL, nimero de copias o equivalentes gendmicos, como estandar
absoluto externo. Este estandar puede ser un fragmento del ADN de doble cadena o de cadena
sencilla, un ADNc, un producto amplificado por la PCR de la secuencia del ADN de interés clonado
en un pldsmido, un producto de la PCR convencional o la sintesis directa de la secuencia del ADN
blanco. Este estandar externo se usa para hacer diluciones seriadas y generar una curva, a partir
de los valores de Ct obtenidos para cada concentracidn y el logaritmo de la concentracién
correspondiente. Esta curva de calibracidon permite interpolar directamente los valores de Ct de
las muestras problema y obtener su concentracién (Heid et al. 1996, Muller et al. 2002, Peirson

et al. 2003).

Por otra parte, la cuantificacion relativa se utiliza, principalmente, en ensayos de expresién
génica. En este caso se parte de los niveles del transcrito o ARNm de las muestras, por lo que es
necesario realizar la transcripcién reversa (RT) y los ensayos se conocen como RT-PCR en tiempo
real. Este tipo de cuantificacién mide los cambios en el estado basal de un gen de interés versus
un gen de expresién constante que actia como control. La diferencia con la cuantificacion
absoluta radica en que no se parte de una cantidad conocida del ADN, sino de un control
enddgeno o gen constitutivo. Debido a que no se conoce la cantidad absoluta del estandar
interno, sélo se pueden determinar los cambios relativos del gen de interés con referencia al gen
endogeno. Es necesario normalizar los datos entre el valor que se obtiene para el gen blanco y
el del gen enddgeno, de tal manera que los valores resultantes sean reflejo de los cambios de
expresion del gen y no de las diferencias en la cantidad de muestra afiadida (Livak et al. 2001,

Liu et al. 2002, Huggett et al. 2005).

Para normalizar la expresidon génica, a partir de ensayos de cuantificacidon relativa, existen
algunos métodos y modelos que consideran la eficiencia de la amplificacién para determinar la
cantidad del ADN, por ejemplo el método comparativo de Ct (2"22%) (Livak y Schmittgen 2001), el
Q gene (Muller et al. 2002) y el de la curva de amplificacién (Peirson et al. 2003); asi como, los
modelos de Pfaffl (Pfaffl 2001) y el modelo de Liu y Saint (Liu y Saint 2002). Entre estos el método
comparativo de Ct es el mas utilizado. Este método es un modelo matematico que calcula los

cambios de expresidon génica como un cambio relativo en ésta (nUmero de veces) entre una
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muestra experimental o gen de interés y un calibrador o gen enddégeno. Se lleva a cabo un ensayo
de validacién usando diluciones seriadas tanto para el gen problema como para el gen enddégeno.
Se obtienen los valores de ACt (Ctgen - Ctenddgeno). Estos se grafican en el eje y versus el
logaritmo de la concentracién en cada una de las diluciones en el eje x. La pendiente de la recta
debe ser menor o igual a 0.1 para que el método sea valido. Este método requiere que la
eficiencia de amplificacidn (E) sea la misma para el gen blanco y el gen enddgeno, y productos

de la PCR pequefios (150 pb aproximadamente) (Huggett et al. 2005).

La capacidad de la PCR tiempo real para detectar y cuantificar pequefias cantidades de material
genético en un amplio rango de muestras de diferentes origenes la convierte en una herramienta
excelente en técnicas de diagndstico y de investigacidn, siendo en ésta ultima muy util para
amplificar y cuantificar moléculas de ADNc especificas obteniendo datos precisos y fiables sobre
la expresion genética de las células en estudio para el diagndstico molecular, las ciencias de la

vida, agricultura y medicina (Heid et al. 1996, Bustin 2000, Tamay de Dios et al. 2013).
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3 METODOLOGIA

3.1 Ubicacion del experimento

La investigacidn se realizd en el Laboratorio de Fitopatologia y Biologia Molecular de la Direccidn
de Investigaciones de la Corporacidn Bananera Nacional (CORBANA), ubicados en La Rita, cantén

de Pococi, provincia de Limén.
3.2 Etapa l. Obtencidn de los aislamientos de P. fijiensis

En esta etapa se obtuvieron los aislamientos de P. fijiensis que fueron evaluados durante la

investigacion.
3.2.1 Colecta de muestras

La colecta de las muestras se realizé en doce plantaciones de banano (Musa AAA cv. Grande Naine)
del Caribe y Zona Norte de Costa Rica: 11 fincas comerciales (ubicadas a lo largo del area de
produccién bananera de la provincia de Limdn), con distinto historial de aplicacién de
estrobilurinas, con el objetivo de obtener aislamientos con diferente sensibilidad a esta familia de
fungicidas; y una plantacion testigo (ubicada en San Carlos, provincia de Alajuela, fuera del 4rea de
produccién bananera), que nunca ha sido aplicada con fungicidas, con el objetivo de incluir

aislamientos de finca testigo (aislamiento de referencia o linea base) (Figura 4, Anexo 1).

En cada plantacidon se muestrearon diferentes puntos siguiendo la metodologia propuesta por
CORBANA para el servicio de analisis de resistencia con muestreo (minimo 5 plantas/40-50 ha). De
cada punto de muestreo, se toma tejido foliar con lesiones en estado 6 de la enfermedad segun la
escala de Fouré (1985) (Figura 2). Una vez colectado el material, las muestras fueron transportadas
al Laboratorio de Fitopatologia (CORBANA) en bolsas de papel y se dejaron secar a temperatura

ambiente por 24 horas.
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Figura 4. Area en produccién bananera de Costa Rica y ubicacién de las fincas muestreadas. Fuente:

CORBANA (2018).
3.2.2 Descarga de ascosporas

Se siguié la metodologia utilizada por CORBANA para obtener descargas abundantes de
ascosporas de P. fijiensis de lesiones maduras de Sigatoka negra. La misma consistié en
seleccionar y cortar, con un sacabocados, discos de hoja de 20 mm de didmetro, con lesiones de
la enfermedad que posean una alta densidad de pseudotecios del hongo. Se graparon cuatro
discos a hojas de papel bond, se sumergieron durante ocho minutos en agua desionizada para la
hidratacion de los pseudotecios, luego se les elimind el exceso de agua con una toalla absorbente
y finalmente, se colocaron en las tapas de placas de Petri para que las ascosporas descargadas
se depositaran sobre el fondo de la placa que contenia medio agar-agua al 3 %. El tiempo de
descarga de ascosporas fue de 40 minutos y una vez cumplido este periodo los platos fueron
incubados a 27 °C en oscuridad, por 24 horas. Transcurrido el periodo de incubacion las placas
fueron examinadas al microscopio (Olympus CH2 - 10X) para garantizar la presencia de
ascosporas germinadas del patégeno mediante la emision de dos tubos germinativos

provenientes de cada célula (Figura 5).
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Figura 5. Ascosporas de P. fijiensis. A) Sin germinar (Aumento 10 X) y B) Germinadas (Aumento

4X). Notese la emisidn de los tubos germinativos de cada célula de la ascospora.

3.2.3 Obtencion de cultivos monoascospdricos

Para la obtencién de cultivos monoascospdricos se siguio la metodologia empleada por CORBANA.
Para esto, una vez realizada la descarga de ascosporas y trascurrido el periodo de incubacién, se
procedié a subcultivar, en condiciones asépticas, una ascospora germinada de P. fijiensis en placas
con Agar Papa Dextrosa (PDA) (Cuadro 3) con ayuda de un estereoscopio y una aguja de diseccion.
Las placas fueron selladas y colocadas dentro de una incubadora por 10 dias, en oscuridad, a 27 °C.
En total se trabajo con 5 aislamientos monoascosporicos de cada finca comercial y 10 aislamientos
monoascospdricos de la plantacidn testigo, para un total de 65 aislamientos del patdégeno (Figura

6).

Cuadro 3. Composicidon del medio Agar Papa Dextrosa (PDA).

Reactivo Cantidad (g/L)
Infusién de papa 4,0
Dextrosa 20,0
Agar 15,0

*pH =5,6.
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Figura 6. Vista superior e inferior del crecimiento tipico de dos cultivos monoascospéricos de P.

fijiensis con 10 dias de crecimiento en medio PDA a 27 °Cy en oscuridad.

3.2.4 Conservacion de los aislamientos

La conservacién de los asilamientos de P. fijiensis se realizé siguiendo la metodologia propuesta por
CORBANA (Fito-PRT-011). Para esto, en viales de vidrio de 25 ml se dispensaron 10 ml de PDA y se
dejé reposar con una inclinacion aproximada de 30° hasta la solidificacion del medio.
Posteriormente, se sembrd en la superficie partes de micelio obtenido de los cultivos
monoascospoéricos y se incubaron por 10 dias a 27 °C en oscuridad hasta que los aislamientos
alcanzaron un buen desarrollo. Seguidamente, a cada uno de los viales se les adiciond aceite
mineral estéril hasta cubrir por completo los cultivos y se sellaron asépticamente. De cada uno de

los aislamientos se prepararon dos viales y se mantienen a 10 °C en oscuridad.

3.3 Etapa ll. Determinacidn de la sensibilidad in vitro de P. fijiensis a las estrobilurinas

Con el fin de clasificar cada aislamiento de acuerdo a su nivel de sensibilidad in vitro a las
estrobilurinas se utilizé el azoxystrobin (Bankit® 25 EC) y pyraclostrobin (Regnum® 25 EC) como

ingredientes activos representantes de este grupo de fungicidas, esto por ser los mds empleados
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en la actualidad a nivel nacional para el combate de la Sigatoka negra. Para esto, cada aislamiento

fue expuesto a diferentes concentraciones de cada fungicida.

3.3.1 Evaluacion de la sensibilidad in vitro a los fungicidas azoxystrobin y pyraclostrobin

(Crecimiento micelial en medio sélido)

Los cultivos se realizaron a partir de una suspensidn de conidios en platos de Petri con medio
PDA suplementado con 0, 0,001, 0,01, 0,1, 1,0, 10,0 y 100,0 mg/L de azoxystrobin y
pyraclostrobin. Para esto, cada uno de los aislamientos de P. fijiensis se reactivaron en PDA
durante 8 dias en oscuridad a 26 °C. Seguidamente, para estimular la produccién de conidios, se
prepard una suspension de partes de micelio, la cual se inoculé en medio de jugo de vegetales
V8@ (Cuadro 4) y se incubd a 27 °C con luz continua por 10 dias. Posteriormente, se prepararon
los medios de cultivo con las diferentes concentraciones de azoxystrobin y pyraclostrobin, se
vertieron en placas de Petri de 60 x 15 mm (aproximadamente 10 ml de medio por placa) y se
dejaron enfriar a temperatura ambiente hasta que solidificaron. Finalmente, los medios se
inocularon con 50 pl de una suspensién de 20.000 conidios y partes de micelio/ml de cada
aislamiento, preparado en agua desionizada estéril mas Tween® 20 al 0,05 %. Las placas de Petri
se incubaron en oscuridad durante 5 dias a 26 °C + 2 °C. Cada concentracion de fungicida contd

con 3 repeticiones.

Cuadro 4. Composicidn del medio de jugo de vegetales V8°®.

Cantidad
Reactivo
(g oml/L)
Carbonato de Calcio (CaCOs) 0,2
Jugo de vegetales V8® (tomate, zanahoria, apio, limén y culantro) 100,0
Agar 20,0

*pH: 6,0.

3.3.2 Disefio experimental y analisis de datos

Transcurrido el periodo de incubacién, se realizd la medicion del diametro de 50 colonias con
ayuda de un micrometro ocular para microscopio (Olympus BX51). Una vez realizadas las
mediciones se procedid a calcular el porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial para las

diferentes concentraciones (% INH) para cada tratamiento (T), el cual se calculé considerando el
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crecimiento del hongo del control absoluto (C. abs) como 100 % y utilizando la férmula: % INH=
[(promedio C.abs — promedio T) / promedio C.abs]*100. Asimismo, mediante un anélisis de
regresion lineal del logaritmo natural entre las concentraciones utilizadas y los porcentajes de
inhibicion del crecimiento micelial se determind la Concentracion Efectiva Media (CEso) de cada
una de los aislamientos del patdgeno. Segun el valor de ECsg, los aislamientos se clasificaron en
cinco niveles de resistencia: silvestres (< 0,001 mg/L), sensibles (> 0,001-1 mg/L),

moderadamente sensible (> 1-10 mg/L), resistente (> 10-100 mg/L) y muy resistente (> 100
mg/L).

3.4 Etapa lll. Andlisis molecular de la sensibilidad de P. fijiensis a las estrobilurinas

Una vez clasificados los 65 aislamientos segun su sensibilidad in vitro a los fungicidas, se procedié
a confirmar la presencia y/o ausencia de las mutaciones G143A, F129L y G137R asociadas con la
resistencia a las estrobilurinas. Asimismo, se seleccionaron 10 aislamientos de P. fijiensis: 8
resistentes (Rebusca 3, Encantos 10, San Pablo 2, Estrellales 3, Encantos 5, Sincelejo 2, La Teresa
1y Platanera 3) y 2 silvestres (ZTSC 27 y ZTSC 30) para cuantificar la expresion relativa del gen
cyt b.

3.4.1 Confirmacidon molecular de las mutaciones G143A, F129Ly G137R

3.4.1.1 Extraccion de ADN

Para todos los aislamientos, se realizé la extracciéon de ADN con fenol cloroformo siguiendo la
metodologia descrita por Brandfass y Karlovsky (2008) modificada por CORBANA. Una vez
realizada la extraccién, la concentracion y pureza del ADN se estimdé mediante el
espectrofotometro NanoDrop® 2000c (Thermo Scientific). De igual manera, la integridad del ADN
se comprobd por electroforesis en gel de agarosa al 1 %, tefiido con GelRed™ en TBE 1X, durante
60 minutos a 90 voltios. Finalmente, los productos de la extraccidn se visualizaron y fotografiaron

en un transiluminador de luz ultravioleta UVIDOC HD5 (UVITEC, Cambridge).
3.4.1.2 Amplificacién por PCR del gen cyt b

El ADN extraido se utilizd como molde para amplificar una regidn del gen cyt b de P. fijiensis. Para
esto se emplearon los iniciadores MFcyFor (5-CTCAATACTGCCTCAGC-3°) y MFcyRev (5'-
CCGTAATGTGGTTCATC-3’) utilizados por Garcia (2009), los cuales amplifican un fragmento de
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285 pb que incluye las mutaciones G143A, F129L y G137R. Cada reaccion se realizdé en un
volumen final de 20 ul compuesta por 50 ng de ADN, 2 mM de MgCl,, 600 uM de dNTP’s, 5 uM
de cada primer y 0,4 U de Tag-DNA. Las condiciones de amplificacion fueron un ciclo inicial de
94 °C durante 2 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturalizaciéon a 94 °C por 1 minuto,
hibridacidn a 55 °C por 30 segundos y extension a 72 °C durante 1 minuto, concluyendo con un
paso de extension final a 72 °C durante 10 minutos. Las reacciones de amplificacion se llevaron
a cabo en un termociclador Veriti (Aplied Biosystem). Posteriormente, los productos
amplificados se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, tefiido con GelRed™ en
TBE 1X, durante 45 minutos a 83 voltios. Como marcador molecular se empled el Gene Ruler 100
pb Plus DNA Ladder-ready to use (Fermentas). Finalmente, los productos fueron visualizados y

fotografiados en un transiluminador de luz ultravioleta UVIDOC HD5 (UVITEC, Cambridge).

3.4.1.3 Secuenciacion parcial del gen cyt b

Una vez amplificado el gen cyt b y con colaboracién de la Corporacién para Investigaciones
Bioldgicas (Medellin - Colombia), se procedid a enviar las muestras a secuenciar con la empresa
MAGROGEN (Corea del Sur). La informacion generada fue proporcionada en forma de
electroferogramas que se visualizaron y editaron con el programa informatico Bioedit 7,1.
Posteriormente, las secuencias fueron procesadas y ensambladas en el programa Geneious v.7,1
y se alinearon mediante mapeo a referencia con la secuencia reportada en el Genbank
(AF343070.1) (Sierotzki et al. 2000a). El cambio de una guanina (GGA) por una citosina (GCA)
en el nucledtido 381 reveld la presencia o ausencia de la mutacion G143A. Asimismo, la
sustitucion de una timina (TTT) por una citosina (CTT) en el nucleétido 337 permitié determinar
la presencia o ausencia de la mutacién F129L. Por otra parte, el reemplazo de una guanina (GGT)

por una citosina (CGT) en el nucledtido detectd la presencia o ausencia de la mutacién G137R.

3.4.2 Cuantificacidn relativa de la expresion del gen cyt b

Para la cuantificacion de la expresidn génica se utilizé el crecimiento micelial de diez aislamientos
de P. fijiensis: dos silvestres (ZTSC 27 y ZTSC 30) y ocho resistentes (Rebusca 3, Encantos 10, San
Pablo 2, Estrellales 3, Encantos 5, Sincelejo 2, La Teresal y Platanera 3) seleccionados segun los

resultados in vitro y la secuenciacion parcial del gen cyt b.
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3.4.2.1 Extraccion de ARN

Para la extraccion del ARN se siguid el protocolo propuesto por Islas et al. (2006), en el cual se
parte de crecimiento micelial del patédgeno en medio liquido para garantizar la obtencién de ARN
de P. fijiensis libre de melanina y de alta calidad. La metodologia consistié en tomar 250 mg del
crecimiento fungico previamente macerado con nitrégeno liquido en un mortero, los cuales
fueron homogeneizados con 1 ml de Trizol (Invitrogen), y se incubaron por 5 minutos a 25 °C.
Posteriormente, se agregaron 0,2 ml de cloroformo, se agité manualmente por 15 segundos y
se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, la muestra se centrifugd por
15 minutos a 13.000 rpm. El ARN, presente en la fase acuosa (sobrenadante), se recolectd y se
colocd en un tubo nuevo al cual se le incorporaron 0,5 volimenes de etanol absoluto. Los ARN's
precipitados se transfirieron a una columna de centrifugacién RNeasy spin (rosa) (Qiagen) y se
centrifugaron a 10.000 rpm por 15 segundos. Consecuentemente, la columna se lavé primero
con 700 pl del buffer RW1 y segundo con 500 pl del buffer RPE mediante centrifugacién a 10.000
rpm por 2 minutos, respectivamente, y se realizd una tercera centrifugacion a 8.000 rpm por 15
segundos para eliminar posible buffer remanente. Finalmente, la columna se transfirid,
cuidadosamente, a otro tubo de recoleccién y se le realizd un tercer lavado, por duplicado, con

30 ul agua libre de RNasa a 8.000 rpm por 1 minuto, con el objetivo de eluir el ARN.

Una vez extraido el ARN, se procedié a tratar las muestras con DNasa utilizando el kit DNase |,
RNase-free (Thermo Scientific), para lo cual se siguieron las instrucciones del fabricante. Cada
reaccion se realizé a partir de 1 ug de ARN, 1 pl de Buffer 10 X, DNase, 1 U RNase free y agua
DEPC hasta completar 10 ul. Posteriormente, las muestras fueron incubadas a 37 °C por 30

minutos. Seguidamente, se adiciond 1 pl de EDTA (50 mM) y se incubd a 65 °C por 10 minutos.

Finalmente, la concentraciéon y pureza del ARN obtenido fue determinado mediante el
espectrofotometro NanoDrop® 2000c (Thermo Scientific). De la misma manera, el producto se
visualizé por electroforesis en un gel desnaturalizante de agarosa al 1,2 % con formaldehido al
37 % tefiido con GelRed™, durante 45 minutos a 83 voltios. Finalmente, los productos fueron
visualizados y fotografiados en un transiluminador de luz ultravioleta UVIDOC HD5 (UVITEC,

Cambridge).
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3.4.2.2 Sintesis de ADNc y PCR tiempo real cuantitativo (q-RT-PCR)

Una vez obtenido el ARN se procedié a sintetizar el ADN complementario y a realizar la
cuantificacion relativa del gen cyt b de los aislamientos de P. fijiensis utilizando el kit Power
SYBR™ Green RNA-to-CT™ 1-Step Kit (Applied Biosystems), para lo cual se siguieron las
instrucciones del fabricante. Cada reaccién se realizé a partir de 5 ul de Power SYBR® Green RT-
PCR Mix (2X), 1 ul de cada iniciador a 1 uM, 0,08 pl de RT Enzyme Mix (125 X) y 2 ul de ARN a 50
ng/ul, para un volumen total de 10 pl. EI PCR cuantitativo se realizo utilizando el gen de la actina
como control enddégeno en un equipo 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems). Se
incluyé un control negativo (sin ARN) asi como un control sin la enzima retrotrasncriptasa para
descartar contaminacion con ADN en las muestras. Las condiciones para la retrotranscripcion
fueron 30 minutos a 48 °C seguido por 10 minutos a 95 °C. Posteriormente, las condiciones de
amplificacién fueron un ciclo inicial de 94 °C durante 15 minutos, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacién a 94 °C por 30 segundos, hibridacién a 55 °C por 30 segundos y extension a
72°C durante 1 minuto, concluyendo con un paso de extensidn final a 72 °C durante 10 minutos.
Finalmente, las condiciones para la curva de melt fueron 15 segundos a 94 °C, 15 segundos a 60
°Cy 15 segundos a 94 °C. En el cuadro 5 se detallan los iniciadores utilizados en las reacciones de

g-RT-PCR y el tamafio del producto que amplifican.

Cuadro 5. Secuencias nucleotidicas de los iniciadores utilizados en la g-RT-PCR y el tamafio de los
fragmentos amplificados.

Blanco Iniciadores Secuencia Amplicén Referencia
MFO01_for 5'- GGGTATGTTTTACCTTATGGTC-3’ Ngando et al.
cytb . , . 77 pb
MF02_rev_bio  5- AGGGTATAGCGCTCATT-3 (2013)

QRTACT-forward 5°-TCCGTCCTTGGTCTCGAATCTGGT-3’
Actina 146 pb Chong (2016)
QRTACT-reverse  5-TGCATACGGTCGGAGATACCTGGA-3’

3.4.2.3 Andlisis de la expresion relativa del gen cyt b

Para el andlisis de la expresidon del gen cyt b se utilizé el método de AACt con los valores de Ct se
aplicé la férmula de célculo de expresidn génica para la cual se calcula la media del Ct y a ésta se
le resté la media del Ct del gen enddgeno. De esta forma se obtuvo el dato del ACt. A su vez, a

este valor, se le restd el ACt de la muestra que se toma como referencia de expresién normal,
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aquella que no presentd las mutaciones y no ha sido expuesta al fungicida. El apunte final se

conoce como AACt y a su valor negativo en potencia de base 2, RQ (Livak y Schmittgen 2001).

Con base en lo anterior, los datos obtenidos de ciclo umbral o cycle threshold (Ct) fueron
normalizados por el método 2 2%, Una vez calculados los valores de expresién génica relativa,
se realizd una correccidn logaritmica para minimizar la varianza de los valores, por la naturaleza
exponencial de la curva de PCR en tiempo real. En total se realizaron 10 repeticiones bioldgicas

con tres repeticiones técnicas cada uno.

3.5 Etapa IV. Evaluacidén en invernadero de la patogenicidad y virulencia de aislamientos de

P. fijiensis con diferente grado de resistencia a las estrobilurinas

Con base a los resultados obtenidos en las etapas Il y lll se procedié a evaluar en invernadero la
patogenicidad y virulencia de diez aislamientos de P. fijiensis con diferente grado de resistencia
a las estrobilurinas utilizando plantas jévenes de banano (con aproximadamente 20 semanas de

edad) y una inoculacién controlada del patégeno.

3.5.1 Material experimental

Plantas del cultivar Grande Naine (Musa AAA) obtenidas por cultivo in vitro de apices, fueron
trasplantadas a bandejas plasticas para completar su desarrollo en vivero por un periodo de siete
semanas. Posteriormente, las plantas fueron sembradas en potes de 2 L y se trasladaron al
invernadero para su aclimatacién por 9 semanas a una temperatura de 24 °C, humedad al 60 %
y un fotoperiodo natural (12 horas luz — 12 horas oscuridad). Durante la aclimatacion, las plantas
recibieron un programa de fertilizacion recomendado por la seccidn de Relacién Suelo-Planta de
CORBANA (Anexo 4). Ademas, se elimind por medio de deshoja cualquier lesiéon de Sigatoka

negra que arrastraron éstas del vivero.

3.5.2 Tratamientos

De la etapa Il y Il se procedid a seleccionar diez aislamientos con diferente grado de resistencia
a las estrobilurinas, 5 silvestres (G143) y 5 resistentes (G143A). Estos se multiplicaron in vitro en
medio de jugo de vegetales V8® para estimular la produccién de conidios y partes de micelio

siguiendo la metodologia detallada en la seccidon 3.3.1. Una vez concluido el periodo de
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incubacién, de cada aislamiento se prepard una suspension en agua mas Tween® 20 (0,05 %)

(Cuadro 6).

Cuadro 6. Detalle de los asilamientos de P. fijiensis, con diferente grado de resistencia a las
estrobilurinas, evaluados en invernadero.

Tratamiento Aislamiento - ECso - Genotipo
Azoxystrobin Pyraclostrobin
1 ZTSC11 0,010 <0,001 G143
2 ZTSC5 0,022 < 0,001 G143
3 ZTSC6 < 0,001 < 0,001 G143
4 ZTSC 12 < 0,001 < 0,001 G143
5 Zent 2.3 < 0,001 < 0,001 G143
6 Encantos 10 > 100,000 0,040 G143A
7 San Pablo 2 > 100,000 1,320 G143A
8 Estrellales 3 > 100,000 12,180 G143A
9 Rebusca 2 > 100,000 40,440 G143A
10 Platanera 3 > 100,000 > 100,000 G143A

3.5.3 Inoculacion de los tratamientos

Una vez que las plantas emitieron 5 hojas en el invernadero (aproximadamente 30 cm de altura)
se marco en el envés de la hoja 1 un rectangulo de 10 cm de ancho, por encima de la mitad de la
hoja hacia el 4pice de la misma, sobre el cual se inocularon los aislamientos de P. fijiensis (Figura
7). En total se inocularon, por el envés, 6 ml de cada suspensidn por unidad experimental, para
esto se utilizd una bomba de aspersion manual buscando una cobertura total del area
demarcada. Las plantas se mantuvieron dentro del invernadero con condiciones de lluvia
simulada (>90 % humedad) y temperatura controlada (27 °C + 2 °C) éptimas para la infeccién del

hongo.

Figura 7. Metodologia de inoculacidn de los aislamientos de P. fijiensis.
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3.5.4 Manejo de las plantas después de la inoculacién

Para promover la infeccidon del hongo, durante los primeros dias después de la inoculacién del
patégeno el riego en el invernadero se realizd por espacio de un minuto cada hora (6:00 a.m a
6:00 p.m) hasta la aparicidn de los primeros sintomas. Cuando esto ocurrid, el riego se cambid a
un minuto cada tres horas de 6:00 a.m a 6:00 p.m. El riego fue programado y controlado con un

equipo automatico Rain bird controller, modelo MIC-4, HO.

3.5.5 Disefio experimental y analisis de los datos

Los tratamientos se distribuyeron en un disefo de bloques completos al azar con 6 repeticiones
de cada uno, cada hoja representd una unidad experimental. Las plantas fueron inspeccionadas
semanalmente para determinar el momento de la aparicidn de los primeros sintomas. Para cada
aislamiento se evaluaron las variables: periodo de incubacidn (Pl), definido como el tiempo (dias)
desde el momento de la inoculacidn hasta la aparicidon de los primeros sintomas; periodo de
evolucién de los sintomas (PES), registrado como el tiempo (dias) desde la aparicion de los
primeros sintomas hasta el estado de mancha con centro necrosado; periodo infeccioso (PIF) el
cual corresponde al tiempo (dias) desde la inoculaciéon hasta la aparicidén de la mancha con centro
seco y la severidad de la enfermedad que corresponde al porcentaje de area foliar afectada por
el patdgeno. Para cada una de las variables se realizé un analisis de varianza con comparacién de
todos los aislamientos entre si y un contraste entre los promedios de los aislamientos sensibles
(G143) y los aislamientos resistentes (G143A). Todos los datos fueron procesados mediante el
programa estadistico R, para lo cual se utilizd los paquetes “Base” y “Car” para hacer el andlisis

de varianza y “emmeans” para comparaciones multiples y contrastes.
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4 RESULTADOS

4.1 Etapal. Obtencidn de los aislamientos de P. fijiensis

En total se lograron obtener 65 aislamientos monoascospéricos de P. fijiensis provenientes de
11 fincas comerciales ubicadas a lo largo del area de produccién bananera de la provincia de
Limén (Balatana, Cartagena, Encantos, Estrellales, La Teresa, Palacios, Platanera, Rebusca, San
Pablo, Sincelejo y Zent) y una plantacién testigo (ZTSC). De cada finca comercial se aislaron 5
aislamientos y de la plantacion testigo 10 aislamientos, esto con el objetivo de incluir
aislamientos con diferente grado de resistencia al fungicida. La totalidad de los aislamientos se
encuentran conservados a 10 °C por duplicado (Figura 8). En el cuadro 7 se detalla la lista de

aislamientos obtenidos.

Cuadro 7. Lista de aislamientos monoascospéricos de P. fijiensis obtenidos de 10 fincas

comerciales y una plantacion testigo de Costa Rica.

N° Aislamiento N° Aislamiento
1 Balatana 1 34 Platanera 4
2 Balatana 2 35 Platanera 5
3 Balatana 5 36 Rebusca 1
4 Balatana 3 37 Rebusca 2
5 Balatana 10 38 Rebusca 3
6 Cartagena l 39 Rebusca 4
7 Cartagena 2 40 Rebusca 10
8 Cartagena 5 41 San Pablo 1
9 Cartagena 8 42 San Pablo 2
10 Cartagena 9 43 San Pablo 3
11 Encantos 2 44 San Pablo 4
12 Encantos 3 45 San Pablo 5
13 Encantos 4 46 Sincelejo 1
14 Encantos 5 47 Sincelejo 2
15 Encantos 10 48 Sincelejo 3
16 Estrellales 1 49 Sincelejo 4
17 Estrellales 2 50 Sincelejo 5
18 Estrellales 3 51 Zent 1.11
19 Estrellales 4 52 Zent 2.3
20 Estrellales 5 53 Zent 2.8
21 La Teresa 1 54 Zent 2.12
22 La Teresa 2 55 Zent 5.1
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24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

La Teresa 3
La Teresa 4
La Teresa 5
Palacios 1
Palacios 3
Palacios 5
Palacios 6
Palacios 13
Platanera 1
Platanera 2
Platanera 3

ZTSC3
ZTSC5
ZTSC6
Z1SC7
ZTSC11
ZTSC 12
ZTSC 13
ZTSC 18
ZT15C 27
ZTSC 30
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Figura 8. Metodologia de conservacidn de aislamientos de P. fijiensis. (A) Vial e inclinacién del

medio utilizado para la siembra del hongo (PDA), (B) Crecimiento del hongo al sellar el vial con

membrana millipore y (C) Cultivo listo para conservar.

4.2 Etapa ll. Determinacidn de la sensibilidad in vitro de P. fijiensis a las estrobilurinas

Los aislamientos de la poblacién silvestre fueron altamente sensibles a los dos fungicidas

evaluados, con porcentajes de inhibicidn superiores al 40 % a partir de la concentracién de 0,001

mg/L y cercanos o iguales al 100 % a partir de 0,1 mg/L. Por el contrario, los aislamientos de las

fincas comerciales evidenciaron una clara pérdida de sensibilidad a los dos fungicidas, aunque

en menor grado al pyraclostrobin con respecto al azoxystrobin (Figura 9).
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Figura 9. Sensibilidad in vitro de aislamientos monoascospaéricos de P. fijiensis a pyraclostrobin
y azoxystrobin de una poblacidn silvestre (A) y de 11 fincas comerciales de banano (B) en Costa

Rica.

Los valores promedio de CEsgreflejan la diferencia entre los aislamientos silvestres y los de fincas

comerciales. Mientras que en el primer caso los valores maximos de CEso fueron < 0,022, en las
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fincas comerciales hubo aislamientos con CEso > 100. Los factores de resistencia fueron >
12.000,000 evidencia clara de la pérdida de sensibilidad a estos fungicidas en las plantaciones
comerciales. Pyraclostrobin presenté el valor mas bajo de CEsopromedioy una menor frecuencia

de aislamientos con CEsp> 100 (Cuadro 8, Anexo 2).

Cuadro 8. Valores de CEso (mg/L) promedio, minimos, maximos y factor de resistencia de los

aislamientos monoascospdricos de P. fijiensis para azoxystrobin y pyraclostrobin.

Aislamientos de fincas comerciales (CEso) Aislamientos silvestres (CEso)

Azoxystrobin Pyraclostrobin Azoxystrobin Pyraclostrobin
Promedio 93,057 23,222 0,007 < 0,001
Min. 1,300 0,040 <0,001 < 0,001
Max. > 100,000 > 100,000 0,022 < 0,001
Factor de Resistencia  12.747,472 23.222,417 - -

El analisis de correlacién evidencié que existe resistencia cruzada entre los dos fungicidas
(pyraclostrobin vs azoxystrobin R?= 0,4471, figura 10). El grado de ajuste de la ecuacién se vio
limitado por el rango de concentraciones, ya que una considerable cantidad de aislamientos

tuvieron valores de CEso mayores que la dosis maxima evaluada (100 mg/L).

pyraclostrobin vs azoxystrobin

200.000 | DO, PR, . D.O05: - &- - &- D&
10.000
1.000

0.001 0.010 0.100 1.9q00 10.000 100.000
0.100

0.010 y = 7.485In(x) + 72.241
R2=0.4471

0.001

Figura 10. Anadlisis de correlacion entre los valores de CEso de los fungicidas azoxystrobin y

pyraclostrobin en aislamientos monoascospdricos de P. fijiensis.
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La totalidad de los aislamientos fueron clasificados en cinco fenotipos diferentes en funcién de
la sensibilidad in vitro (CEso): silvestres (<0,001 mg/L), sensibles (>0,001-1 mg/L),
moderadamente sensibles (>1-10 mg/L), resistentes (>10-100 mg/L) y muy resistentes (>100
mg/L). La mayoria de los aislamientos de la plantacion silvestre se ubicé en el fenotipo silvestre,
como era esperable; mientras que los aislamientos de plantaciones comerciales se ubicaron en
fenotipos de menor sensibilidad en el rango de sensible a muy resistente. La distribucién de los
aislamientos fue muy diferente entre azoxystrobin y pyraclostrobin (Cuadro 9, Anexo 3). En este
ultimo fungicida se detectaron aislamientos en un rango mas amplio de fenotipos, desde
silvestres (3,6 %) hasta muy resistentes (16,4 %), pero con una menor frecuencia en la categoria
de mayor resistencia comparado con azoxystrobin y una considerable proporcidon de
aislamientos en la categoria moderadamente sensible (45,5 %). Con la evaluacion de
aislamientos monoascospdricos se corrobord la presencia de individuos resistentes a los dos
fungicidas, sin embargo, la pérdida de sensibilidad fue mayor a azoxystrobin que a

pyraclostrobin. Asimismo, se comprobd la existencia de resistencia cruzada entre estos.

Cuadro 9. Distribucidon de los aislamientos de P. fijiensis segun su valor de CEso para azoxystrobin

y pyraclostrobin.

Clasificacién por  Aislamientos de fincas comerciales Aislamientos silvestres
CEso Azoxystrobin Pyraclostrobin  Azoxystrobin  Pyraclostrobin
Silvestre
4 2 1
(<0,001 mg/L) ® 0
Sensible
(>0,001-1 mg/L) 0 8 4 i
Moderadamente
sensible 1 25 - -
(>1-10 mg/L)
Resistente 3 11 ) )

>10-100 mg/L)
Muy Resistente

(>100 mg/L) 47 9 i i

4.3  Etapa lll. Analisis molecular de la sensibilidad de P. fijiensis a las estrobilurinas

4.3.1 Confirmacion molecular de las mutaciones G143A, F129Ly G137R

Una vez caracterizados los aislamientos de P. fijiensis por su sensibilidad a los fungicidas

azoxystrobin y pyraclostrobin se procedié a la extraccion de ADN de cada uno de estos y a la
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amplificacidon de un fragmento del gen cyt b. Mediante la metodologia utilizada se logré extraer

el material genético de una adecuada cantidad y calidad (Cuadro 10y figura 11).

Cuadro 10. Resultados de la cuantificacién de ADN de los aislamientos de P. fijiensis.

Cuantificacion de ADN

Procedencia Cdédigo del Aislamiento
Concentracién de ADN 260/280 260/230
(ng/ul)
Balatana 1 99,30 1,54 1,84
Balatana 2 123,60 1,58 1,9
Balatana 3 105,30 1,55 1,87
Balatana 5 170,50 1,6 1,83
Balatana 10 104,80 1,47 1,8
Cartagena 1 25,70 1,51 1,81
Cartagena 2 71,00 1,46 1,77
Cartagena 5 29,60 1,52 1,81
Cartagena 8 60,00 1,46 1,82
Cartagena 9 37,00 1,31 1,39
Encantos 2 23,90 1,49 1,71
Encantos 3 45,50 1,46 1,74
Encantos 4 39,80 1,43 1,76
Encantos 5 33,40 1,42 1,70
Encantos 10 161,50 1,51 1,85
Aislamientos Estrellares 1 47,20 1,39 1,66
de fincas Estrellares 2 150,80 1,51 1,88
comerciales Estrellares 3 106,80 1,46 1,68
Estrellares 4 156,30 1,52 1,83
Estrellares 5 119,00 1,47 1,81
La Teresa 1 67,80 1,43 1,78
La Teresa 2 38,00 1,42 1,64
La Teresa 3 33,80 1,43 1,71
La Teresa 4 145,30 1,5 1,83
La Teresa 5 53,90 1,42 1,74
Palacios 1 159,40 1,61 1,95
Palacios 5 147,20 1,59 1,81
Palacios 6 122,40 1,59 1,74
Palacios 10 110,90 1,47 1,80
Palacios 13 189,40 1,64 1,95
Platanera 1 53,10 1,45 1,62
Platanera 2 82,90 1,46 1,77

Platanera 3 126,50 1,48 1,82
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Platanera 4 39,70 1,45 1,7
Platanera 5 20,60 1,48 1,7
Rebusca 1 33,90 1,44 1,77
Rebusca 2 48,60 1,43 1,73
Rebusca 3 39,70 1,42 1,72
Rebusca 4 50,00 1,43 1,74
Rebusca 10 65,20 1,48 1,73
San Pablo 1 187,80 1,63 2,01
San Pablo 2 66,20 1,41 1,67
San Pablo 3 119,50 1,59 1,94
San Pablo 4 203,30 1,64 2,00
San Pablo 5 170,00 1,61 1,95
Sincelejo 1 121,50 1,58 1,94
Sincelejo 2 173,10 1,6 1,96
Sincelejo 3 135,20 1,58 1,94
Sincelejo 4 191,30 1,61 1,93
Sincelejo 5 230,60 1,64 1,97
Zent 1,11 131,90 1,58 1,87
Zent 2,3 59,00 1,53 1,81
Zent 2,8 67,60 1,54 1,82
Zent 2,12 111,80 1,46 1,79
Zent 5,1 91,70 1,57 1,85
ZTSC3 992,40 1,63 1,97
ZTSC5 192,00 1,61 1,94
ZTSC6 175,40 1,58 1,94
ZTSC7 250,90 1,67 1,95
Aislamientos ZTSC 11 312,00 1,7 1,94
silvestres ZTSC 12 92,20 1,54 1,8
ZTSC 13 269,90 1,66 1,97
ZTSC 18 175,90 1,57 1,94
ZTSC 27 217,90 1,61 1,95
ZTSC 30 132,20 1,58 1,84
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Figura 11. ADN de 65 aislamientos de P. fijiensis. Gel de agarosa al 1 %.

En la figura 12 se observa la fotografia del gel de agarosa con los productos de amplificacion
obtenidos con el set de primers MFcyFor y MFcyRev, los cuales amplificaron un fragmento de
285 pb del gen cyt b, que incluye las mutaciones G143A, F129Ly G137R asociadas a la resistencia

de hongos fitopatdgenos a las estrobilurinas.
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Figura 12. Amplificacién de un fragmento del gen cyt b de aproximadamente 285 pb de 65

aislamientos de P. fijiensis. Gel de agarosa al 1 % 83 V por 45 minutos.

Se realizé la secuenciacion completa del fragmento amplificado del gen cyt b, obteniéndose una
secuencia de 250 nucledtidos para los 65 aislamientos de P. fijiensis. Las mutaciones
correspondientes a los codones 137 y 129 (G137R, F129L) no se encontraron en ninguno de los
aislamientos, sugiriendo la no existencia de dichas mutaciones para P. fijiensis y ain menos su
posible relacidn con la resistencia a estrobilurinas en este patégeno (Figura 13). Por su parte, la
mutacidon G143A estuvo ausente en el 100 % de los aislamientos silvestres (de la plantacion sin
fungicidas), y presente en el 100 % de los aislamientos de fincas comerciales que mostraron
resistencia in vitro a los fungicidas. Estos resultados demuestran una clara relacién entre la

presencia de la mutacidn G143A y la resistencia a estrobilurinas en P. fijiensis (Figura 14).
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Aislamientos

! Zent 2.3 MATABLGYVLPYBOMSLWEATVITNL

de fincas Zent 5.1 MATABLGYVLPYGOMSLWEATVITNL

comerciales — zpsc 3 MATAELGYVLPYGOMSLWEATVITNL

ZTSC_5 MATAELGYVLPYGOMSLWEATVITNL

ZTSC_6 MATAFLGYVLPYGOMSLWEATVITNL

ZTSC_7 MATAFLGYVLPYGOMSLWEATVITNL

Aislamientos _] 2zTsC_11 MATAFLGYVLPYGOMSLWGATVITNL

silvestres ZTSC_12 MATAFELGYVLPYGOMSLWEATVITNL

ZTSC_13 MATAFELGYVLPYGOMSLWEATVITNL

ZTSC_18 MATAFLGYVLPYGOMSLWEATVITNL

ZTSC_27 MATAFLGYVLPYGOMSLWEATVITNL

) L zTsSC 30 MATAFLGYVLPYGOMSLWEATVITNL

Secuencia de ¢ Ar343070.1 MATAELGYVLPYGOMSLWEATVITNL
referencia

Figura 13. Alineamiento de secuencias traducidas del gen codificante del citocromo b en P.
fijiensis para el segmento comprendido entre los aminodcidos 125 y 150. Nd6tese la presencia de

la mutacion G143A vy la ausencia de las mutaciones F129Ly G137R.
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Azoxystrobin Pyraclostrobin Azoxystrobin Pyraclostrobin

Sin mutacion (G143) Con mutacion (G143A)

W Silvestre (<0,001) HE Sensible (>0,001-1)
O Moderadamente sensible (>1-10) B Resistente (>10-100)
B Muy resistente (>100)

Figura 14. Distribucién de los aislamientos de P. fijiensis segun su sensibilidad a azoxystrobin y

pyraclostrobin y por ausencia o presencia de la mutacién G143A.
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4.3.2 Cuantificacion de la expresion del gen cyt b

4.3.2.1 Extraccion de ARN

Empleando la metodologia propuesta por Islas et al. (2006) y el kit DNase |, RNase-free (Thermo
Scientific) se logré obtener ARN de alta calidad y cantidad de los diferentes aislamientos de P.
fijiensis (Cuadro 11). Asimismo, se verificd la integridad del material genético mediante
electroforesis (Figura 15), factor crucial para la posterior retrotranscripcion de 100 ng de ARN a

ADNCc.

Cuadro 11. Cantidad y calidad del ARN extraido de aislamientos de P. fijiensis.

. . ARN
Aislamiento -
Cantidad (ng/pl) 260/280 260/230
ZTSC3 114,10 2,16 1,70
Sin mutacién (G143)  ZTSC 27 165,60 2,11 1,50
ZTSC 30 119,20 2,09 2,00
Rebusca 3 194,20 2,15 1,70
Encantos 10 85,50 2,03 2,00
San Pablo 2 101,40 2,11 2,30
., Estrellales 3 191,20 2,12 1,40
Con mutacion (G143A) - ¢ htos 5 74,20 2,07 1,70
Sincelejo 2 74,20 2,15 2,10
La Teresa 1 173,40 2,16 2,00
Platanera 3 98,80 2,17 1,10

Figura 15. Extraccién de ARN de P. fijiensis segun el protocolo propuesto por Islas et al. (2006) y
tratadas con el kit DNase |, RNase-free (Thermo Scientific). (1) Gene Ruler 100 pb Plus DNA
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Ladder-ready to use (Fermentas), (2) ZTSC 3, (3) ZTSC 27, (4) ZTSC 30, (5) Rebusca 3, (6) Encantos
10, (7) San Pablo 2, (8) Estrellales 3, (9) Encantos 5, (10) Sincelejo 2, (11) La Teresa 1y (12)

Platanera 3. Gel desnaturalizante de agarosa al 1,2 % con formaldehido al 37 % teiido con
GelRed™.

4.3.2.2 Optimizacion de la gPCR

Todas las reacciones de gqPCR llevadas a cabo usando como molde el ADNc dieron lugar a curvas
de fusidn que fueron analizadas para detectar la posible presencia de artefactos en la reaccion.
Se utilizé una mezcla de reaccién optimizada y cebadores previamente reportados en la
literatura que mostraron elevada especificidad, de modo que no se amplificaron productos
inespecificos en ninguna de ellas (Figura 16). La eficiencia de las reacciones para el gen enddgeno

(actina) y el de interés (cyt b) se obtuvieron valores de 97,51 % y 93,80 %, respectivamente. Con

un valor de R? de 0,987 y 0,998 respectivamente (Figura 17).

Derivative Reporter (-Rn)
Derivative Reporter (-Rn)

600 05.0 700 75.0 800 850

90.0 950 950
Temperature (°C) Temperature (°C)

Figura 16. Curva de fusidn de los genes cyt b (A) y actina (B). Se observa la amplificacion de

especifica de un solo producto de PCR y la ausencia de dimeros de primer y amplificaciones

inespecificas.
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Figura 17. Evaluacién de la eficiencias de las reacciones en la amplificacién del gen cyt b. (A) y

actina (B).
4.3.2.3 Analisis de la expresion relativa del gen cyt b

A continuacién se presentan los niveles de expresion relativa del gen cyt b en diez aislamientos
de P. fijiensis (dos silvestres y ocho resistentes) calculados por el método AACt desarrollado por
Applied Biosystems en base a la formula 222", Los valores obtenidos representan el nimero de
veces que se expresa mas el gen de interés que el calibrador, que es el mismo gen diana en las

condiciones del tratamiento control.

Los ocho aislamientos resistentes evaluados (G143A) presentaron una sobreexpresion del gen
cyt b, donde todos mostraron una expresion relativa mayor que los aislamientos silvestres y el
control (G143), llegando a mostrar niveles de expresién hasta 2,43 veces mas (Figura 18). La
cuantificacion normalizada proporciona informacidn sobre la cantidad de expresion de un gen
en valores relativos. Se puede saber cuanto se expresa un gen con respecto a su calibrador. Estos
resultados demuestran una posible relacién entre la resistencia a estrobilurinas (G143A) y la
expresion relativa del gen cyt b. Mediante la transformacién 2-ACt se elimind las variaciones
debidas al efecto “tubo” (diferencias producidas por la degradacién parcial el ARN en alguna
muestra, distinta eficiencia en la transcripcidon inversa, errores de pipeteo, etc) al incluir un
control endégeno y obtener un valor directamente proporcional a la cantidad total de transcrito
de cada gen, se pudo comparar asi cantidades de expresion de un gen respecto a otro dentro de

una misma cepa, o entre cepas distintas. Ademas, al eliminar de ecuacidn los genes calibradores
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se pudo ver su expresidon en verdadera magnitud, en lugar de normalizada a un valor constante

eigualal.
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Figura 18. Expresion relativa del gen cyt b en diez aislamientos de P. fijiensis con diferente nivel
de resistencia a Qol’s. Expresidn relativa fue normalizada con el gen de la actina de P. fijiensis.

Los datos representan el promedio de una repeticidn bioldgica con tres repeticiones técnicas.

4.4 Etapa IV. Evaluacion en invernadero de la patogenicidad y virulencia de aislamientos de

P. fijiensis con diferente grado de resistencia a las estrobilurinas

Al obtener una clara relacién entre la presencia de la mutacién G143A y la resistencia a
estrobilurinas en P. fijiensis se procedid a evaluar la patogenicidad y virulencia entre
aislamientos: cinco silvestres (ZTSC 11, ZTSC5, ZTSC 6, ZTSC 12 y ZTSC 2.3) sin la mutacion G143A,
y cinco aislamientos resistentes (Encantos 10, San Pablo 2, Estrellales 3, Rebusca 2 y Platanera 3)
con la mutacidon G143A. El experimento se llevd a cabo durante 75 dias post inoculacion (dpi) de
los aislamientos de P. fijiensis, hasta que el primero de estos causara el 100 % de necrosis del

area inoculada en todas las repeticiones. En total los diez aislamientos evaluados fueron
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patogénicos ya que causaron los sintomas caracteristicos de la enfermedad, sin embargo,

presentaron diferencias en su virulencia (Figura 19 y 20).

ZTSC 12 Zent 2.3

Encantos 10  San Pablo 2 Estrellales 3 Rebusca 2 Platanera 3

Figura 19. Sintomas de Sigatoka negra observadas después de 75 dias de inoculacién de los

diferentes aislamientos de P. fijiensis.
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Figura 20. Curva de infeccidn de 10 aislamientos de P. fijiensis, con diferente grado de resistencia

a las estrobilurinas, inoculados en condiciones de invernadero.
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Con respecto a la variable de periodo de incubacidn (Pl), en promedio, los aislamientos silvestres
(G143) requirieron un menor niumero de dias desde el momento de la inoculacién del patégeno
hasta presentar los primeros sintomas de la enfermedad en comparacion a los aislamientos
resistentes (G143A) (P= 0,0144, Cuadro 12). Los sintomas caracteristicos observados fueron
pequefias puntuaciones de color amarillo visibles por el envés de la hoja. De manera
independiente, los aislamientos ZTSC 11 y Zent 2.3 fueron los primeros en presentar los sintomas

alos 11 dpi, en comparacidn con Encantos 10 el cual presentd un Pl de 22 dias.

Por otra parte, segln el analisis de contrastes, no se presentaron diferencias significativas en el
periodo de evolucidon de los sintomas (PES) entre los aislamientos silvestres (G143) y los
aislamientos resistentes (G143A) (P= 0,17740, Cuadro 12). El PES es considerado como un
periodo de transicidn en el cual las estrias se ensanchan, se tornan de un color marrén oscuro
y son visibles por el haz y envés de la hoja. En promedio, el periodo de evolucién de los
sintomas de los aislamientos silvestres fue de 38 dias y el de los aislamientos resistentes fue
de 36 dias, siendo el aislamiento ZTSC 5 el que presentd el menor TES (24 dias) y el

aislamiento Zent 2.3 el mayor TES (53 dias).

De igual manera, el andlisis de contrastes reveld que no se presentaron diferencias significativas
en el periodo infeccioso (PIF) entre los aislamientos silvestres (G143) y los aislamientos
resistentes (G143A) (P=0,42225, Cuadro 12). Este periodo se caracteriza por ser el periodo en el
cual los centros de las manchas se tornan de color gris claro y son rodeadas por un anillo negro
bien definido, el cual también es a su vez rodeado por un halo amarillo. El aislamiento que
alcanzé primero este estadio de la enfermedad fue ZTSC 5 (34 dias) en comparacién a Rebusca 2
el cual requirié 54 dias. Sin embargo, en promedio, los aislamientos silvestres alcanzaron el PIF

a los 45 dias y los resistentes a los 43 dias.
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Cuadro 12. Variables: periodo de incubacién, periodo de evolucién de los sintomas y periodo

infeccioso de aislamientos de P. fijiensis con diferente grado de resistencia a las estrobilurinas.

Variables
Aislamiento Periodo de Periodo de evolucion Periodo infeccioso
incubacion (dias) de los sintomas (dias) (dias)
ZTSC 11 11,00 a 41,00 od 51,83 de
ZTSC5 17,83 bc 28,83 a 35,50 a
ZTSC6 16,17 abc 36,67 bc 45,50 cd
ZTSC 12 16,33 abc 32,17 ab 38,17 abc
Zent 2.3 11,00 a 53,21 e 53,44 de
Encantos 10 22,17 ¢ 32,83 ab 37,50 ab
San Pablo 2 21,00 bc 35,17 abc 41,50 abc
Estrellales 3 16,33 abc 37,67 bcd 43,67 abc
Rebusca 2 14,67 ab 43,33 d 54,33 e
Platanera 3 16,33 abc 32,83 ab 39,67 abc
Contrastes (Probabilidad) P>F
Resistentes (G143A)
0,0144 0,1740 0,4225

vs Sensibles (G143)

*Letras distintas en una misma fila indican diferencias significativas (P< 0,05) segun la prueba

DMS.

Finalmente, en promedio, los aislamientos resistentes (G143A) presentaron una mayor

severidad con respecto a los aislamientos silvestres (P= 0,0001), esto representado con la

sumatoria del area bajo la curva (ABC). De manera independiente, el aislamiento mas virulento

fue ZTSC 5, con un ABC de 2467,5, mientras que Zent 2.3 fue el de menor virulencia, con un ABC

de 227,8 (Figura 21y 22). Sin embargo, en promedio, los aislamientos silvestres presentaron un

ABC menor con respecto a los aislamientos resistentes, 993,4 y 1558,7 respectivamente (Figura

20).
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Figura 21. Valor promedio de area bajo la curva (ABC) del indice de infeccion de 10 aislamientos
P. fijiensis con diferente grado de resistencia a las estrobilurinas inoculados en condiciones de

invernadero. Valores con una misma letra no son diferentes estadisticamente (DMS, P= 0,05).
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5 DISCUSION

El combate quimico ha sido, hasta la fecha, la principal herramienta en el manejo de la Sigatoka
negra. Se realiza mediante la aplicacion alterna y en mezcla de fungicidas protectores y
sistémicos, entre los cuales se encuentran las estrobilurinas (Marin et al. 2003; Pérez 2006, De
Lapeyre de Belaire et al. 2010). De las estrobilurinas presentes en el mercado en la industria del
banano en Costa Rica las moléculas mas utilizadas son azoxystrobin, pyraclostrobin y, en menor
grado, trifloxystrobin (FRAC 2018). Estos fungicidas muestran su mayor eficacia en el control del
patégeno cuando se aplica antes de que ocurra la infeccidn y actdan inhibiendo la germinacién
de las esporas y el crecimiento de las hifas, ademas de presentar efectos sobre |la formacion de

fructificaciones en las manchas que son tratadas (Pérez 2006).

Las estrobilurinas fueron introducidas en la industria del banano para el control de Sigatoka
negra en el aino 1997 y ya en en el afio 2000 se empezaron a reportar cambios en la sensibilidad
del patogeno (Sierotzki et al. 2000a, Chin et al. 2001). Estos datos concuerdan con lo obtenido
mediante la determinacién in vitro de la sensibilidad de los diferentes aislamientos de P. fijiensis
a las estrobilurinas, donde se logré identificar una pérdida de sensibilidad del patdégeno a
pyraclostrobin y azoxystrobin en aislamientos de Costa Rica, asi como una resistencia cruzada

entre estos fungicidas (R?= 0,4471).

Sierotzki et al. (2000a) evidenciaron una pérdida de sensibilidad de P. fijiensis en aislamientos de
Costa Rica recolectados de plantaciones comerciales en el ailo 2000 con factores de resistencia
> 1320 para azoxystrobin, mientras que en esta investigacion para esta molécula se obtuvo un
factor de resistencia de 12.747,472. Estos valores de factores de resistencia concuerdan con lo
reportado por Degli et al. (1993), quienes indican que aislamientos resistentes a las estrobilurinas
usualmente expresan altos factores de resistencia, especialmente cuando ocurren cambios

genéticos entre los aminodacidos 127-147 del cyt b.

De la misma manera, Chin et al. (2001), lograron identificar aislamientos de P. fijiensis resistentes
a las estrobilurinas en Costa Rica entre los afios 1997 a 1999, ademas, lograron demostrar la
existencia de una resistencia cruzada en este patdgeno entre trifloxystrobin y azoxystrobin. Sin
embargo, los autores reportan valores maximos de CEsq> 3 para trifloxystrobin mientras que en

la presente investigacién se lograron detectar valores de hasta CEso >100 para azoxystrobin y
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pyraclostrobin. Lo que revela la pérdida de sensibilidad del patégeno a este grupo de fungicidas

en Costa Rica a través del tiempo.

La resistencia a fungicidas es un factor critico que limita la eficiencia de los programas de manejo
integrado del hongo ya que genera un aumento en las dosis y en las frecuencias de aspersiones
(Pérez 2006, FRAC 2018). Segun FRAC, las estrobilurinas al tener un modo de accién de sitio
especifico presentan alto riesgo de generar poblaciones del hongo resistentes y muestran
resistencia cruzada positiva entre moléculas de este grupo (Bartlett et al. 2002, Gisi et al. 2002,
Grasso et al. 2006, Fernandez et al. 2008, FRAC 2018). Actualmente, la pérdida de sensibilidad
de P. fijiensis a estrobilurinas estda ampliamente distribuida a nivel mundial y se ha reportado en
paises como Costa Rica, Panamd, Guatemala, Colombia, Ecuador, Honduras y Belice lo cual ha

reducido su eficacia en campo y ha limitado su uso (Chin et al. 2001, FRAC 2018).

Fernandez et al. (2008) establece que existen cuatro posibles mecanismos moleculares asociados
a la pérdida de sensibilidad de hongos fitopatégenos a las estrobilurinas: mutaciones en el gen
cyt b, induccién de una respiracién alternativa mediante una oxidasa alternativa (AOX),
transportadores transmembrana dependientes de ATP (ABC) e intrones tipo | que afectan el
proceso de splicing alternativo. De estos, las mutaciones en el gen cyt b representa el mecanismo
de mayor importancia en la resistencia generada por muchos de los hongos fitopatégenos a las
estrobilurinas, entre estos P. fijiensis (Sierotzki et al. 2000a, Gisi et al. 2002, Grasso et al. 2006,

Fernandez et al. 2008).

En diferentes organismos (bacterias, algas, levaduras, protozoarios y animales) la resistencia a
las estrobilurinas ha sido asociada principalmente a mas de once mutaciones en el gen cyt b
ubicadas entre los aminoacidos 127-147 y 275-296 (Degli et al. 1993, Brasseur et al. 1996, Gisi et
al. 2002, Standish et al. 2018). De estas sustituciones, la mutacion G143A ha sido asociada como
la principal causa de pérdida de sensibilidad de hongos fitopatdégenos y en menor grado las
mutaciones F129L y la G137R, asociadas con pérdidas de sensibilidad mas leves (resistencia
parcial) (Sierotzki et al. 2000a, Bartlett et al. 2002, Gisi et al. 2002, Grasso et al. 2006, Fernandez
et al. 2008).

Especificamente la mutacidon G143A ha sido reportada en mas de veinte especies de hongos
como por ejemplo: Botrytis cinerea, Blumeria graminis f. sp. tritici, Blumeria graminis f. sp.

hordeni, Sphaerotheca fuliginea, Pseudoperonospora cubensis, Pseudoperonospora graminicola,
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Plasmopara viticola, Psedocercospora fijiensis, Venturia inaqualis, Erysiphe graminis f. sp. hordei,
Didymella btyoniae, Phytophthora infestans, Podosphaera xanthiiy Alternaria alternata, Mycena
galopoda (Kraiczy et al. 1996, Fraaije et al. 2000, Gisi et al. 2000, Heaney et al. 2000, Sierotzki
et al. 200043, Sierotzki et al. 2000b, Zheng et al. 2000, Chin et al. 2001, Farber et al. 2001, Ishii
et al. 2001, Gisi et al. 2002, Steinfeld et al. 2002, Ma y Michailides 2003, Grasso et al. 2006, Amil
et al. 2007, Fernandez et al. 2008, Escudero et al. 2009, Fernandez et al. 2012). Asimismo, la
mutaciéon F129L ha sido reportada en Pyricularia grisdcea, Phithium aphanidermatum,
Phakopsora pachyrhizi, Alternaria solani, Pyrenophora teres, Phytophthora infestans (Farman
2001, Gisi et al. 2002, Escudero et al. 2009, Klosowski et al. 2015). De igual manera, la mutacién
G137R ha sido reportada en baja frecuencia en aislamientos de P. tritici-repentis (Sierotzki et al.

2000b).

Especificamente en P. fijiensis, la mutacion G143A fue reportada por Sierotzki et al. (2000a) en
aislamientos monoascospéricos colectados en el afio 1997 de plantaciones comerciales de Costa
Rica. Aligual que los resultados obtenidos en esta investigacion, se demostrd que existe una clara
relacién entre la presencia de la mutacidon G143A vy la resistencia a estrobilurinas en P. fijiensis.
De igual manera, Sierotzki et al. (2000a) no encontraron las mutaciones correspondientes a los
codones 137 y 129 (G137R, F129L) sugiriendo la no existencia de dichas sustituciones para P.
fijiensis y su posible relacién con la resistencia a estrobilurinas en este patégeno. Ademas, los
autores no lograron identificar una mezcla de ADN mutado y sin mutar en las mitocondrias de
los aislamientos de P. fijiensis, lo que indica que al ser un hongo heterotalico con gran capacidad
de recombinacién genética y una alta presion de seleccidn, posiblemente, se dio una seleccidn
de mitocondrias resistentes generando asi poblaciones del patégeno poco sensibles a las

estrobilurinas (Sierotzki et al. 2000a, Fernandez et al. 2008).

Resultados similares fueron reportados por Amil et al. (2007), quienes reportaron la mutacion
G143A en aislamientos de P. fijiensis resistentes a las estrobilurinas obtenidos de plantaciones
de Costa Rica. Los autores comprobaron, que no existe una relacién entre el numero de
aplicaciones de estrobilurinas y la frecuencia de la mutacién en las fincas comerciales evaluadas.
Atribuyendo esto, principalmente, a la importancia del viento en la dispersidn del patégeno ya
que lograron detectar un desplazamiento de ascosporas resistentes de hasta 6 km de distancia

(Amil et al. 2007).
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Sin embargo, al evaluar la expresidn relativa del gen cyt b en la presente investigacion, se logré
identificar una sobreexpresion génica en todos los aislamientos de P. fijiensis que mostraron una
pérdida de sensibilidad in vitro a azoxystrobin y pyraclostrobin lo que revela que, posiblemente,
la resistencia de este patdgeno a las estrobilurinas puede estar asociado también a este
mecanismo molecular no antes reportado para esta familia de fungicidas. La sobreexpresiéon
génica ha sido reportada como uno de los mecanismos de resistencia que causan la pérdida de
sensibilidad de hongos fitopatdégenos a los fungicidas pertenecientes a la familia de los
inhibidores de la desmetilacidon (DMI’s). Especificamente para este grupo, existen cuatro posibles
mecanismos moleculares asociados a la pérdida de sensibilidad por parte de diferentes hongos
fitopatdgenos: sobreexpresion génica, reduccion de la concentracion intracelular de la molécula
fungicida, mutaciones que disminuyen la afinidad del fungicida por su sitio de accién e
inactivacion de enzimas (De Waard y Van Nistelrooy 1980, Kelly et al. 1996, Schnabel y Jones
2000, Chong 2016).

Schnabel y Jones (2000) identificaron una inserciéon de 553 pb en el promotor del gen cyp51A1
gue causaba una sobreexpresion génica en aislamientos de Venturia inaequalis resistentes a los
DMI’s. Los autores reportan que la sobreexpresion del gen en aislamientos resistentes es el
resultado de la amplificacién del mismo, de una regulacién de la transcripcién o un mayor grado
de estabilidad del ARNm. Schnabel y Jones (2000) indican que una mayor concentracion de
ARNm del gen cyp51A1 en los aislamientos resistentes probablemente genera una mayor
concentraciéon de la enzima l4a-desmetilasa en las células del hongo y que esta sea,
posiblemente, la razén de la existencia de un efecto de dosis en la cantidad de fungicida

requerida para controlar el patégeno en campo.

Por otra parte, resultados similares fueron obtenidos por Chong (2016) quien estudid la pérdida
de sensibilidad de P. fijiensis a los DMI’s y establecié que existen dos principales mecanismos
moleculares asociados a este fendmeno: mutaciones puntuales en el gen Pfcyp51 y una
sobreexpresion génica. El autor logré detectar hasta 28 mutaciones en diferentes aislamientos
del patégeno resistentes a este grupo de fungicidas. Ademas, comprobd una sobreexpresion del
gen Pfcyp51 en aislamientos de P. fijiensis con diferente nivel de resistencia a los DMI’s debido
a inserciones repetidas de 19 pb en el promotor del gen. El autor indica que estas inserciones

son un mecanismo de adaptacion de los aislamientos resistentes en respuesta a la alta presion
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de seleccion expuesta al patdgeno debido a las constantes aplicaciones de este grupo de

fungicidas en las plantaciones bananeras evaluadas (Chong 2016).

Segun Koller et al. (2001), Fernandez et al. (2008), Fisher y Meunier (2008) y Karaoglanidis et al.
(2011) las mutaciones en el gen cyt b pueden llegar a afectar la efectividad bioldgica de los
organismos patégenos a plantas de manera diferente. Especificamente, los autores establecen
que estas modificaciones genéticas podrian generar dafios funcionales en la mitocondria
provocando una alteracion en el flujo de electrones en el complejo cytbcl y esto, posiblemente,

generaria alteraciones en la eficacia bioldgica de los organismos que las presentan.

Al evaluar la patogenicidad y virulencia de aislamientos de P. fijiensis sensibles y resistentes a las
estrobilurinas se logré comprobar que todos fueron capaces de infectar las plantas de bananoy
causar la enfermedad a pesar de emplear partes de micelio como inéculo. Esto concuerda con lo
reportado por Balint- Kurti et al. (2001) quienes indican que en el caso particular de P. fijiensis
no se han encontrado aislamientos no patogénicos. Asimismo, estos autores lograron comprobar
la patogenicidad de emplear partes de micelio de P. fijiensis como fuente de indculo en hojas del
cultivar susceptible Grande Naine (Balint- Kurti et al. 2001). Esto también ha sido validado por
Alvarado et al. (2003) quienes afirman que la inoculacién artificial de siete variedades de plantas
de banano (Musa spp.), con diferente nivel de resistencia a Sigatoka negra, utilizando una
suspension de micelio resulté ser un método facil, rapido y factible para conocer la expresién de
la resistencia estas plantas contra P. fijiensis. Resultados similares fueron obtenidos por

Mourichon et al. (1987) y Jones (1995).

Conocer la virulencia de un aislamiento resistente a fungicidas es fundamental dentro de un
programa de manejo de la enfermedad (Fernandez et al. 2008). A través del tiempo, la virulencia
de un aislamiento ha sido definido como el efecto cuantitativo negativo de un patdgeno en su
respectivo hospedante (Van Der Plank 1968), el grado del dafio causado a un hospedante por la
infeccidn de un parasito, lo cual se asume que esté negativamente correlacionado con la salud
del hospedante en cuestion (D’arcy et al. 2001) o bien el grado o medida de la patogenicidad

(Lenne 2002).

En P. fijiensis la virulencia de aislamientos resistentes a las estrobilurinas ha sido poco estudiada.
Sin embargo, los resultados obtenidos en esta investigacion revelan que, en forma grupal, los

aislamientos de este patdgeno resistentes a las estrobilurinas (G143A) presentaron una
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severidad igual o mayor a los aislamientos sensibles (G143). Brasseur et al. (1996) y Gisi et al.
(2002) indican que la mutacién G143A confiere altos niveles de resistencia a las estrobilurinas,
sin embargo, no afecta la actividad enzimatica en el citocromo bci. Al mantenerse la
funcionalidad del citocromo bc;, los autores afirman que la mutacidon no representaria una
penalizacidon en su aptitud fisica (fitness penalti o fitness cost) y por lo tanto, los individuos
resistentes presentarian un fitness igual que un aislamiento silvestre (Brasseur et al. 1996, Gisi

et al. 2002).

Estos resultados concuerdan con lo obtenido por Karaoglanidis et al. (2011) quienes evaluaron
la agresividad de aislamientos sensibles (G143) y resistentes (G143A) de Alternaria alternata a
las estrobilurinas y lograron comprobar que, como grupo, los aislamientos resistentes mostraron

una mayor agresividad que los aislamientos sensibles.

Chen et al. (2016) evaluaron aislamientos de Botrytis cinerea resistentes a diferentes grupos de
fungicidas y concluyeron que éstos fueron igual de agresivos que los aislamientos silvestres. De
igual manera Forcelini et al. (2017), tras evaluar la virulencia de aislamientos de Colletotrichum
acutatum sensibles y resistentes a las estrobilurinas, no encontraron diferencias significativas
entre estos. Los autores reportan que en ausencia de presion de seleccidn, los aislamientos

resistentes y sensibles fueron igualmente competitivos (Forcelini et al. 2017).

De las enfermedades que afectan el banano a nivel mundial, Sigatoka negra es la mas importante
y con mayor relevancia econdmica. El tiempo de generacién, cantidad de esporulacion,
dispersidon de esporas, adaptabilidad genética e historia de resistencia permite categorizar a P.
fijiensis como un hongo de alto riesgo para desarrollar resistencia a fungicidas. Los resultados
obtenidos en la presente investigacion permiten conocer con mas detalle la biologia del
patégeno y su resistencia a las estrobilurinas, informacién fundamental para el disefio de
programas de manejo de la enfermedad donde se promueva un uso mas racional de los
fungicidas y asi mantener, hasta donde sea posible, la efectividad de este grupo de fungicidas en

el combate de la Sigatoka negra.
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6 CONCLUSIONES

Con la evaluacion de aislamientos monoascospéricos se corrobord la pérdida de
sensibilidad a azoxystrobin y pyraclostrobin en aislamientos de P. fijiensis de
plantaciones bananeras de la zona atlantica de Costa Rica. Asimismo, se logré identificar
la resistencia cruzada entre estos. Sin embargo, la frecuencia de aislamientos resistentes
y altamente resistentes fue mucho mayor en azoxystrobin en comparacién a

pyraclostrobin.

La mutacion G143A se logré detectar en el 100 % de los aislamientos de fincas
comerciales que mostraron resistencia in vitro a las estrobilurinas, lo que revela una clara
relacion entre ésta y la resistencia a este grupo de fungicidas en P. fijiensis. Por otra
parte, las mutaciones G137R y F129L no se encontraron en ninguno de los aislamientos,
sugiriendo la no existencia de éstas para P. fijiensis y ain menos su posible relacién con

la resistencia a estrobilurinas en este patogeno.

Se logrdé cuantificar una sobreexpresidon relativa del gen cyt b en aislamientos de P.
fijiensis con pérdida de sensibilidad in vitro a azoxystrobin y pyraclostrobin, lo que revela
gue posiblemente éste mecanismo molecular esté asociado a la resistencia de este

patégeno a las estrobilurinas.

En condiciones de invernadero todos los aislamientos de P. fijiensis sensibles (G143) y
resistentes (G143A) a las estrobilurinas fueron patogénicos. Sin embargo, como grupo,
los aislamientos resistentes mostraron una mayor virulencia con respecto a los

aislamientos sensibles.

La informacidn generada en la presente investigacion aporta informacion valiosa en el
conocimiento de la pérdida de sensibilidad de P. fijiensis a las estrobilurinas que puede
ser utilizada para monitorear las poblaciones del patégeno en el campo y en el disefio

de programas de combate de la enfermedad.
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7 RECOMENDACIONES

En experimentos de este tipo, incluir dosis superiores a 100 mg/L en la evaluacién de
aislamientos de fincas comerciales e inferiores a 0,001 mg/L en la evaluacion de

aislamientos silvestres, para poder estimar con mayor exactitud su CEso.

Identificar la presencia de alguna otra mutacion (distinta a la G143A, F129Ly G137R) que
no esté reportada en P. fijiensis y que posiblemente pueda estar asociada con la

resistencia del patdgeno a las estrobilurinas.

Evaluar la expresion relativa del gen cyt b en un mayor nimero de aislamientos de P.
fijiensis con pérdida de sensibilidad in vitro a azoxystrobin y pyraclostrobin y secuenciar

su promotor para evaluar posibles inserciones que estén generando este fenémeno.

Realizar ensayos donde se evalien pardmetros como crecimiento micelial y produccion
in vitro de conidios que, complementado con los resultados de la presente investigacion,
permitan establecer la existencia de un posible fitness cost asociado a la pérdida de

sensibilidad de P. fijiensis a las estrobilurinas.
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9 ANEXOS

Anexo 1. Andlisis de sensibilidad a azoxystrobin y pyraclostrobin de poblaciones de P. fijiensis en
diferentes fincas comerciales y la plantacién silvestre antes de iniciar la investigacion (Fuente:
Corbana 2019).

Porcentaje de inhibicién (mg/L) Lo
Finca Fungicida & EC50
0,001 0,01 0,1 1 10 100 Natural
Azoxystrobin 37,292 62,001 71,400 75,341 76,150 79,838 -6,440 0,002
San Pablo
Pyraclostrobin 39,212 52,602 76,705 82,617 93,633 99,899 -5,645 0,004
Azoxystrobin 17,745 24,693 45,965 45,965 57,830 81,133 -0,291 0,748
La Teresa
Pyraclostrobin 25,869 38,215 51,096 66,061 79,957 99,466 -2,755 0,064
Azoxystrobin 24,515 45,040 52,109 57,754 67,161 78,449 -2,135 0,118
Cartagena
Pyraclostrobin 14,139 27,423 49,943 76,853 91,448 98,518 -2,374 0,093
Balatana Azoxystrobin 40,010 50,634 59,405 61,404 64,474 83,526 -4,210 0,015
Pyraclostrobin 30,848 43,811 49,903 71,296 90,741 99,951 -3,441 0,032
Palacios Azoxystrobin 39,658 51,477 64,282 69,984 74,080 76,931 -5,101 0,006
Pyraclostrobin 42,613 48,004 51,581 67,911 86,884 94,246 -4,284 0,014
. ) Azoxystrobin -10,106 -9,045 16,192 38,917 52,708 54,048 2,844 17,180
Sincelejo
Pyraclostrobin 21,887 28,420 32,217 43,942 59,296 84,701 -0,203 0,820
Rebusca Azoxystrobin 4,076 7,929 25,349 27,415 39,308 51,424 4,678 >100,000
Pyraclostrobin 6,868 11,893 19,040 25,572 53,713 91,513 1,060 2,880
Azoxystrobin 4,941 10,780 28,355 45,368 46,715 47,614 3,465 31,970
Encantos
Pyraclostrobin 1,235 3,144 23,526 27,737 35,149 80,741 2,315 10,130
Azoxystrobin 14,943 29,447 32,950 48,002 51,341 63,492 1,320 3,740
Platanera
Pyraclostrobin 26,710 27,148 37,219 49,754 78,435 97,373 -1,581 0,210

7TSC Azoxystrobin 68,287 97,688 97,807 97,985 98,577 100,000 -22,816 <0,001

Pyraclostrobin 77,771 98,992 99,763 100,000 100,000 100,000  -33,617 <0,001
*Dosis discriminante para azoxystrobin y pyraclostrobin en Costa Rica: 10 mg/L.

Anexo 2. Valores de CEso (mg/L) de los aislamientos monoascospdricos de P. fijiensis para
azoxystrobin y pyraclostrobin.

N° Cadigo del Aislamiento CEso
Azoxystrobin Pyraclostrobin

1 Balatana 1 >100,000 4,480
2 Balatana 2 0,001 44,700
3 Balatana 3 >100,000 3,320
4 Balatana 5 >100,000 4,050
5 Balatana 10 >100,000 0,060
6 Cartagena l >100,000 60,300
7 Cartagena 2 36,600 2,710
8 Cartagena 5 >100,000 3,810
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9 Cartagena 8 >100,000 0,090
10 Cartagena 9 >100,000 9,970
11 Encantos 2 >100,000 1,490
12 Encantos 3 >100,000 14,870
13 Encantos 4 >100,000 1,390
14 Encantos 5 >100,000 54,500
15 Encantos 10 >100,000 0,040
16 Estrellares 1 >100,000 7,380
17 Estrellares 2 >100,000 40,440
18 Estrellares 3 >100,000 12,180
19 Estrellares 4 >100,000 1,800
20 Estrellares 5 >100,000 24,530
21 La Teresa 1l >100,000 100,00
22 La Teresa 2 >100,000 0,200
23 La Teresa 3 >100,000 83,090
24 La Teresa 4 >100,000 3,320
25 La Teresa 5 >100,000 0,300
26 Palacios 1 >100,000 >100,000
27 Palacios 5 >100,000 6,700
28 Palacios 6 >100,000 66,600
29 Palacios 10 >100,000 0,120
30 Palacios 13 13,46 >100,000
31 Platanera 1 >100,000 >100,000
32 Platanera 2 >100,000 >100,000
33 Platanera 3 >100,000 >100,000
34 Platanera 4 >100,000 >100,000
35 Platanera 5 >100,000 1,460
36 Rebusca 1 >100,000 2,450
37 Rebusca 2 >100,000 40,440
38 Rebusca 3 >100,000 0,400
39 Rebusca 4 >100,000 9,480
40 Rebusca 10 >100,000 2,450
41 San Pablo 1 >100,000 >100,000
42 San Pablo 2 >100,000 1,320
43 San Pablo 3 1,300 26,570
44 San Pablo 4 0,001 0,980
45 San Pablo 5 >100,000 1,340
46 Sincelejo 1 >100,000 1,200
47 Sincelejo 2 >100,000 >100,000
48 Sincelejo 3 13,060 1,910
49 Sincelejo 4 >100,000 2,450
50 Sincelejo 5 >100,000 1,220
51 Zent 1.11 >100,000 3,000
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52 Zent2.3 0,001 0,001
53 Zent 2.8 >100,000 3,320
54 Zent 2.12 >100,000 2,710
55 Zent5.1 0,001 0,001
56 ZTSC3 0,013 0,001
57 ZTSC5 0,022 0,001
58 ZTSC6 0,001 0,001
59 ZT1SC7 0,001 0,001
60 ZTSC11 0,010 0,001
61 ZTSC 12 0,001 0,001
62 ZTSC 13 0,049 0,001
63 ZTSC 18 0,001 0,001
64 ZT1SC 27 0,001 0,001
65 ZTSC 30 0,001 0,001

Anexo 3. Distribucién por finca de los aislamientos de P. fijiensis segun su valor de CEs para

azoxystrobin y pyraclostrobin.

Clasificacion por CEso

Fincas comerciales

Aislamientos silvestres

Azoxystrobin

Pyraclostrobin

Azoxystrobin Pyraclostrobin

Silvestre
(0,001)

1-Balatana
1-Palacios
1-San Pablo
1-Zent

2 -Zent

6 -ZTSC

10 - ZTSC

Sensible
(>0,001- 1)

1-Balatana
1-Cartagena
1-Encantos
2-La Teresa
1-Palacios
1-Rebusca
1-San Pablo

4 -7TSC

Moderadamente sensible
(>1-10)

1-San Pablo

3-Balatana
3-Cartagena
2-Encantos
2-Estrellales
1-La Teresa
1-Palacios
1-Platanera
3-Rebusca
2-San Pablo
4-Sincelejo
3-Zent
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1-Balatana
1-Cartagena
2-Encantos
Resistente 1:2'225;”3 3-Estrellales i
(>10-100) . . 1-La Teresa
1 -Sincelejo .
1-Palacios
1-Rebusca
1-San Pablo
4-Balatana
4-Cartagena
5-Encantos
5-Estrellales  1-La Teresa
. 5-La Teresa 2-Palacios
Muy Resistente .

(>100) 4-Palacios 4-Platanera -
5-Platanera 1-San Pablo
5-Rebusca 1-Sincelejo
3-San Pablo
4-Sincelejo
3-Zent

Anexo 4. Programa de fertilizacién. Recomendacion del Eje Suelo — Planta de Corbana.

Semana Producto Dosis (g/planta) Componentes
0 DAP o MAP 60 - 65 Nitrégeno y fésforo
1 Nitrato de calcio 50 Calcio y nitrégeno
2 Nitrato de amonio 50 Nitrégeno
3 Kmag 50 Potasio, azufre y
magnesio
4 Nitrato de amonio 50 Nitrégeno, calcio,
calcareo magnesio
5 Sulfato de Zn + 10+40 Nitrégeno, potasio,
nitrato de K azufre, zinc
6 Ulexita + nitrato de K 5+40 Nitrégeno, potasio,
boro
7 Nitrato de amonio 50 Nitrégeno
8 Nitrato de amonio 50 Nitrégeno, calcio,
calcareo magnesio
9 Formula de finca 100 -




