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ALVARADQ MC INTIRE, L. G. 2002. Sensibilidad de las poblaciones de Mycosphaerslia
fifiensis Morelet, a fungicidas sistémicos en plantaciones de platano, en Panama
Turrialba, Costa Rica. Tesis Mag. Sc. CATIE. 83 p
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propiconazole, azoxistrobina, benzimidazol, sensibilidad a fungicidas, resistencia a
fungicidas, platano, Panama.

RESUMEN

La Sigatoka negra es una de ias principales enfermedades que ataca al cultivo de platano
en Panama, la cual reduce el rendimiento y productividad de las plantas, impidiendo la
cosecha de frutos de excelente calidad que cumplan con las normas establecidas para su
exportacion.

"Con el objetivo de estudiar el nivel de sensibilidad de Mycosphaerelia fijlensis a los
fungicidas sistémicos de control quimico comunmente utifizados (propiconazole,
azoxistrobina y benzimidazoles); se realizaron pruebas jn vitro de conteo de ascosporas y
crecimiento de colonias a partir de conidios, que consistieron en la aplicacion de cinco
diferentes concentraciones de propiconazole (Tilt%) y cuatro de azoxistrobina (Bankit®) y
Benzimidazol (Benlate 50 PS), a poblaciones del patogeno provenientes de zonas del
cultivo fratadas y no tratadas con estos agroguimicos. La finca San Bartolo, poblacion
silvestre no tratada, fue contrastada con dos fincas (Cedro y Corotl) tratadas que
corresponden a areas de exiensa e intensiva produccion de platano para la
camercializacion.

Los resultados reflejan niveles muy bajos de pérdida de sensibilidad del hongo al
propiconazole, los cuales no pudieron ser detectados estadisticamente para ninguna de
las dos fincas de la zona tratada”"Sin embargo, a las dosis discriminatorias de 1.0mg L'y
50 mg L™ de los fungicidas azoxistrobina y benzimidazol, se pudo observar una ieve
reduccion de los niveles de sensibilidad del hongo a estos productos, sugiriendo la
presencia en campo de pequefios grupos de ascosporas que ya han iniciado procesos de
cambios en su estructura genética, dirigidas a evadir la accidn de estas sustancias
quimicas.
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En las pruebas realizadas con el crecimiento de colonias, se pudo observar el mismo
comportamiento de Ias tres fincas al efecto de los fungicidas sistémicos evaluados. Para
el fungicida propiconazole, no se pudieron establecer diferencias estadisticas claras entre
las CEs de cada una de las poblaciones que lograran evidenciar la existencia de
individuos menos sensibles a este producto; no obstante, para los fungicidas
azoxistrobina y benzimidazol, los valores obtenidos para las CEy; de las fincas
estudiadas, si permitieron detectar una pérdida leve de la sensibilidad de las paoblaciones
del hongo provenientes de las zonas tratadas en relacion a la silvestre.

Los niveles de similitud encontrados para el propiconazole, posiblemente se deban a
condiciones de recombinacién genética de individuos provenientes de zonas comerciales
con los de las zonas silvestres; por otro lado, la pérdida de sensibilidad a los fungicidas
azoxistrobina y benzimidazol, de las poblaciones tratadas con refacion a ia silvestre, sea
una caracteristica asosiada al modo de accién de los fungicidas evaiuados.
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ALVARADO MC INTIRE, L. G. 2002. Sensibility of the population of Mycosphaerelia
fijensis Morelet, to systemic fungicides in plantain plantations in Panama. Turrialba, Costa
Rica. Thesis M Sc. CATIE 83 p.

Key Words: Mycosphaerella fijensis, black Sigatoka, systemic fungicides, propiconazole,
azoxistrobina, benzimidazol, sensibility to fungicides, resistance to fungicides, plantain,
Panama.

SUMMARY

The black Sigatoka is one of the main diseases that attack the plantain crop in Panama. 1t
reduces the plants yield and productivity, impeding the harvest of high quality fruits which
fulfill the normal export standards.

" In order to study the level of sensibility of Mycosphaerella fijensis to the common-used
systemic fungicides of chemical control (propiconazole, azoxistrobina, and benzimidazole)
in vitro ascospores and colonies growth counting tests from conidios were done. The tests
consisted of the application of five different concentrations of Propiconazole (Tilt®) and
four of azoxitrobina (Bankit®), and Benzimidazol (Benlate 50 ps) to pathogenic
populations coming from treated and non-treated areas with these agrochemicals. The
San Bartolo farm a non-treated wiid population was contrasted with two treated farms
(Cedro and Corotu) which belong to areas of extensive and intensive traded plantain
production.

The results show low levels of the fungus sensibility loss to Propiconazole, which could not

be detected statistically for the both treated area farms.-} /

However, in the discriminatory
doses of 1.0 mg L7 and 5.0 mg L™ of the asoxitrobina and benzimidazol fungicides a slight
fungus reduction of the sensibility level to these chemicals was observed, suggesting the
presence of small groups of ascospores that have started a process to change their

genetic structure directed to avoid the action of these chemical substances

The San Bartolo farm could not be taken as a reference farm from which to set the base
line for the propiconazole fungicide because it was conformed by individuals {(ascospores)
coming from the treated areas. Nonetheless, it was valid to test the changes in the fungus
sensibility towards the other two fungicides.



The tests showed a reduction of the pathogenic sensibility towards the azoxitrobina and
benzimidazol fungicides. Although this reduction is still slight it should be taken into
account to avoid the development of resistant populations to these systemic fungicides.

The study of the pathogenic population behavior to these fungicides generates information
that allows to recommend a rational use of these fungicides in these plantain plantations
which use characterized as subsistence and small-size farms.
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1. INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

C’bmparando fos registros a nivel mundial de superficie cultivada, produccion y mercadeo del
piatano se encuentra que, para el afio 2001, el area sembrada alcanzd un total de 4.7
millones de hectéreas con 29.2 millones de Tm producidas, lograndose un total de
importaciones de 354,488 Tm que representan la suma de 95,280,000 USS. Las regiones
mas productoras en el mundo estan en Africa (70.7%), Ameérica Latina y el Caribe (25.4%) y
un bajo porcentaje en los paises del Asia (3,9%) (FAQ, 2002).

El cultivo del platano es muy importanie para los paises tropicales y se caracteriza por ser de
subsistencia y producido por pequefios 0 medianos agricultores, el cual aporta ingresos
importantes para la economia familiar. Se calcula gque un 99% de la produccion mundial de
platano tiene como destino el mercado interno de los paises productores.

En Panama, se estima un drea cultivada de 9,800 hectareas alcanzando una produccion de
100,000 Tm. Esto hace un aporte de pariicipacion a la produccién de América Latina y el
Caribe en un 1.4%, con un comportamiento estable en los ultimos cinco afios (FAQ, 2002). El
platano en Panama se ha constituido en un renglon de gran importancia socioeconémica ya
gue contribuye a ia generacién de empieos y pariicipa dentro de la canasia basica familiar
registrandose un consumo per capita de 34 kg (Marcelinc y Gonzalez, 2001).

Entre los problemas fitosanitarios que afectan ia produccién del platano podemos encontrar
diversos tipos de enfermedades y plagas. La enfermedad conocida como Sigatoka negra,
causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet, es considerada la mas destructiva,
provocando enormes pérdidas. Este hongo produce necrosis del tejido foliar, generando una
reduccion en la produccion de un 50% o mas en fincas de pequefos productores.

Métodos de control como la deshoja fitosanitaria, ha sido muy utilizada entre los pequefios
agricultores y algunos otros, recientemente estudiados, emplean diferentes estrategias de
control biclagico e inductores de resistencia Estos {iltimos estan siendo evaluados y

requieren de mayor tiempo para ser implementados masivamente (Arciniegas et al, 2002;



Patifio, 2002). De la misma manera, métodos de control genético, siguiendo sistemas de
cruzamiento convencionales, han aportado nuevos hibridos con resistencia a Sigatoka negra
y otras enfermedades, sin embargo, estos materiales generados por ios diferentes grupos de
investigacion en mejoramiento genético en el mundo, estan siendo evaluados bajo
condiciones naturales en campo en diferentes zonas agroecoldgicas de los paises
cultivadores (Rosales y Pocasangre, 2002).

A pesar de su mayor efectividad, el control quimico como altemnativa, resulta muy costosa
para los praductores de platano que en su mayoria son pequefios agricultores, Considerando
la experiencia del uso desmedido de estos quimicos, en el cultivo del banano, donde se
reporta que esto trajo como consecuencia el desarrolio de resistencia por pare del patogeno
hacia los fungicidas, se ha registrado un aumento en el numero de aplicaciones que son
necesaras para lograr una reduccién en los dafos que esta enfermedad causa al cultivo y
por tanto, se han elevado atin mas los costos de produccién (Romero y Sutton, 1987).

No obstante, a |a fecha, el control quimico de la Sigatoka negra continua siendo ia estrategia
con mayor eficiencia, donde el uso alterno de fungicidas sistérnicos con diferentes modos de
accion o de fungicidas sistémicos y protectantes, se ha convertido en la practica mas
comunmente utilizada por los agricultores.

Entre los fungicidas sistémicos mas usados estan ef benomil y el propiconazole; este ultimo,
tiene un modo de accién diferente al del benomil inhibiendo ia desmetilacion del carbono 14,
en la biosintesis del ergosterol Otro de los fungicidas sistémicos utilizado es la azoxistrobina
y su modo de accion consiste en la inhibicion de la respiracidon mitocondrial del hongo
(Guzman y Romero, 1987).

En entrevistas realizadas con productores de platano en Panama, se reconocio a la Sigatoka
negra como una de las principales enfermedades que ataca a las plantaciones y en

consecuencia, como la principal limitante de la produccion (Marcelino y Quinterc, 1994),

De acuerdo con lo anterior, se puede afirmar que el desarrollo de resistencia de
Mycosphaerelia fijiensis a los fungicidas, no solo se traduce en un aumento de los costos de
produccion debido al mayor numero de aplicaciones que son necesarias, sino también, en
una reduccion de ia calidad del ambiente y de recursos como el suele y las fuentes de agua
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e incluso en la salud humana y animal. Trabajos realizados por técnicos del MIDA (Ministerio
de Desarrollo Agropecuario) y del IDIAP (instituto de investigacion Agropecuaria de
Panama), sefialan que una de las principales problematicas en esta actividad lo constituye el
uso indiscriminado de los productes quimicos como Unica alternativa actual para el control de
las plagas y enfermedades, poniendo en un riesgo potencial a la poblacién que desconoce el
nivel de contaminacion causado por estos productos (IDIAP, 1996).

El objetivo principal por el cual se desarrolié esta investigacion fue el de realizar pruebas de
sensibilidad a Mycosphaerella fijjiensis para tres diferentes fungicidas sistémicos (Tilt, Benlate
y Bankit) comGnmente utilizados por los agricultores, en poblaciones del hongo tratadas con
fungicidas provenientes de fincas comerciales y en poblaciones silvestres provenientes de
fincas no comerciales; pretendiéndose de esta manera, conocer el grado de resistencia que
este patdégeno ha logrado desarrollar en las plantaciones de platano y con ello contribuir a
reducir 0 proponer un programa de manejo del agroguimico méas compatible con el medio
ambiente.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Determinar |a sensibilidad a fungicidas sistémicos de poblaciones de Mycosphaerella fiiiensis
para contribuir a un mejor manejo de ia Sigatoka negra, mediante el uso racional de
agroquimicos en el cultivo de platano en Panamé.

1.2.2 Objetivos Especificos

G Establecer in vitro la linea base de sensibilidad a los principales fungicidas sistémicas
(Tilt, Benlate y Bankit) utilizados para el combate de la Sigatoka negra

o Determinar si entre las poblaciones analizadas existen diferencias en la sensibilidad a los
fungicidas sistémicos mediante el conteo de ascosporas y el desarrollo de colonias a
partir de conidios.

L



o Comprobar la existencia de pérdida de sensibiidad a fungicidas en plantaciones

sometidas a tratamiento.

1.3 Hipétesis

1. La pérdida de sensibilidad de Mycosphaerefla fijiensis a los fungicidas sistémicos en
plantaciones de platanc esta en funcién de los productos utilizados y los ciclos de
aplicacion.

2. Existen diferencias significativas en sensibilidad entre las poblaciones de M. fijiensis a los

principales fungicidas sistémicos utilizados




2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades del cultive

El platano y banano son originarios de la zona comprendida al sur del trépico de Cancer, en
el océano Pacifico, area que se extiende entre el archipiélage de las Filipinas y la peninsula
de Malaca, Mar de la China Meridional y Mar de Java, en la que se encuentran tas himedas
y calurosas tierras de Birmania, Tailandia, Laos y Camboya, en el continente, y las islas de
Sumatra, Java, Borneo, Nueva Guinea y centenares de islas de Indonesia al sur del ecuador
(Hernandez 1991). Este cultivo fue introducido al Mediterraneo en el afio 650 D.C., en manos
de los arabes cuando éstos realizaban sus expediciones al continente africano Luego, a
inicios del siglo X1V, los portugueses lo lievaron a las Islas Canarias desde Africa, desde
donde un sacerdote espafiol, veinticinco afios después del descubrimiento de América, Io
establecic en Santo Domingo como un cultivo y desde alli se extendié por todo el Caribe
{Cortés, 1994).

El platano en Panama es un cultivo que se produce durante todo el afio. Existe la tecnologia
para su produccion, generada por el instituto de Investigacién Agropecuaria de Panama
(IDIAP) y complementada por empresas multinacionales gue han suministrado conocimiento
y tecnologia a los productores, especialmente en ias areas de Chiriqui y Bocas del Toro.

Actualmente, en Panama se cultivan alrededor de 10,326 hectarsas de platano, distribuidas
entre aproximadamente 4,082 productores. La produccidn anual oscila en las 95,000
toneladas métricas, la cual proviene principaimente de las provincias de Chiriqui, Darién,
Bocas del Toro, Panama, Coclé y Veraguas, siendo estas las regiones mas productoras de
platano del pais. La mayor produccion acurre entre los meses de agosto a febrero v

disminuye de marzo a julio.

La provincia de mayor produccion es la de Chiriqui, especificamente los distritos de Baru y
Renacimientos. Actualmente, esta region cuenta con unas 5,544 hectareas cultivadas por
2,121 productores, quienes cultivan principalmente las variedades Cuerno Rosado y Cuerno
Blanco, siendo esta dltima la mas utilizada. A diferencia del distrito de Bart, en
Renacimientos el cultivo de platano se realiza en sistemas mixtos junto con el cultivo del
café.

(¥,



Figura 1: Principales provincias productoras de platano en Panama: Chiriqui, Bocas
del Toro, Coclé, Darién, Veraguas y Panama (indicadas con el tridangulo rojo).

El distrito de Bar es la region de mayor produccion dentro de la provincia de Chirigui. Aqui,
el 45% de las plantaciones tienen una extension de 0.5 a 2.5 hectareas, con una densidad
de siembra menor a las 2000 plantas por hectarea, no se fertiliza y tampoco existe un
manejo adecuado de las plagas. Un 51% de las plantaciones alcanzan desde 3 a 30
hectareas, a las cuales se les brinda un manejo aceptable por parte de los productores. La
densidad de siembra es de 2,000 plantas por hectarea, no aplican fungicidas y no cuentan
con riego. Solo 88 hectareas cuentan con sistemas de riego y programas de aplicacion de
fungicidas.

Aproximadamente ef 90% de la produccién nacional es comprada por los intermediarios y su
destino final es la ciudad de Panama, Colon y las Provincias Centrales Los precios para el
consumo nacional, fluctlan de acuerdo a la época. En los meses de mayor produccion, éstos
pueden bajar hasta $1.50 las cien unidades, pero en promedio se mantienen entre $3.00 y
$4.50 En los meses de escasez, los precios suben hasta $6.50, con un rango que se
mantiene entre los $4.50 y $5.00, por cada cien unidades,

En el area de Bari existe una planta empacadora de platano para la exportacion; sin
embargo, las exportaciones son esporadicas, ya que no existe suficiente produccién con la
calidad exigida por los mercados internacionales. En 1998 se exportaron alrededor de
250,000 libras de este producto, mientras que en el afio de 1999 no se exportd platano en la
provincia de Chiriqui.
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Figura 2: Produccién de platano en el aiio 2001 segun cifras de la FAO en el mundo,
América Latina y en Panama

Entre los principales problemas que afectan la produccion de platano en Panama podemos
decir que: (a) inexistencia de un sistema de riego para contrarrestar los efectos de la sequia;
(b) ausencia de mecanismos para que el pequefio productor tenga acceso al credito por
parte de la banca; (c) no existen aln, variedades resistentes al ataque de la Sigatoka negra y
no aplican el manejo integrado para su control, (d} densidades de siembra inapropiadas; (e}
los niveles éptimos de fertilizantes para las siembras en densidades medias y altas no estan
bien definidos; (f) irregularidad en los niveles de produccidn, lo que no permite sostener una
exportacion en forma consistente; (g) riesgo potencial de la poblacion, debido al
desconaocimiento del nivel de contaminacion por el empleo de plaguicidas como unica
alternativa actual, para controlar plagas y enfermedades y (h) falta de informacion sobre
produccién y manejo adecuado para la obtencion de semilla de calidad.

Entre las plagas y enfermedades mas conocidas que atacan a esle culivo podemos
mencionar, a las causadas por: bacterias como Ralstonia solanacearum que produce el
Moko (Thwaites 2000); las causadas por hongos como el Mal de Panama, la Sigatoka negra
y amarilla; las ocasionadas por los virus como BSV y CMV (Lokhart and Jones 2000},
algunas plagas como el picudo (Cosmopolites sordidus) y los ataques de nematodos del
género Meloidogyne, Radopholus y Pratylenchus (Stover y Simmondds, 1987).



2.2 Sigatoka negra

La Sigatoka negra es la enfermedad foliar mas devastadora gue ataca al género Musa, es
conocida como raya negra, causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet (forma
- asexual Paracercospora fijiensis). La enfermedad se manifiesta con la aparicién de manchas
foliares, las cuales con el tiempo producen un acelerado deterioro de! area fotosintética. En
algunos casos, cuando no se aplica ningun tipo de control y existen condiciones climaticas
favorables, la enfermedad logra destruir casi en su totalidad las hojas de la planta, o cual
afecta negativamente la produccion. Esta condicion impide un desarrollo normal de los
racimos de fruto, causando su maduracion anticipada y reduciendo la longitud del dedo a un
nivel en el cual pocos reunen los requisitos minimos para la exportacion. En lugares donde
no existe o hay poca presion por la enfermedad, la planta mantiene de 10 a 12 hojas
maduras sanas a |a floracién y entre 5 6 6 al momento de la cosecha (Stover, 1987)

2.2.1 Origen y Distribucion de Ia Sigatoka negra

L.a Sigatoka negra se identificd por vez primera en 1963 en la costa sudeste de Viti Levu
(Islas Fiji) (Rhodes 1964). Seguidamente, se registré su presencia en el Pacifico (estrecho de
Torres y peninsula del Cabo York en Australia, Papua Nueva Guinea, Islas Salomon,
Vanuatu, Nueva Caledonia, Isla Norfolk, Estados Federales de Micronesia, Tonga, Samoa
Occidental, Isla Niue, Isla Cook, Tahiti y Hawai). También, se ha chservado en Asia en la
localidad de Butéan, Taiwan, sur de China incluida la isla de Hainan, Vietnam, Filipinas,
Malasia Occidental y Sumatra en Indonesia (Stover 1987).

En América Latina, la Sigatoka negra se describio por primera vez en Honduras en el afio de
1972 (Stover y Dickson, 1976), desde donde se diseminé hacia Guatemala vy Belice, llegando
al sur de México en 1981(Orozco ef al. 2001). Posteriormente, se establecio en El Salvador,
Nicaragua, Costa Rica en 1979 (Marin y Romero,1992) v en Panama en 1981 (Marcelino y
Quintero, 1992). Siguié por Colombia, Ecuador y Per( (Merchan, 1990). Se ha registrado en
Venezuela y en Cuba en 1991 (Martinez ef al. 1998; Pérez, 1998), en Jamaica y la Republica
Dominicana en 1996 (Lescot ef al 2000), en Bolivia en 1997 (Tejerina et al, 1997) y por
tltimo en Brasil en 1998 (Cordeiro ef al 1998).
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Figura 3: Distribucidn de la Sigatoka negra en Ameérica Latina y el Caribe

En Africa, esta enfermedad se document6 por vez primera en Zambia en 1973 (Raemaekers
1975) y en Gaboén en 1978 (Frossard 1980). Luego se extendid a lo targo de la costa
occidental hacia Camerin, Nigeria, Benin, Togo, Ghana y Costa de Marfil. Presente,
igualmente, hacia 1987 en la Republica democrética del Congo (ex Zaire), alcanzando
Burundi, Ruanda, el oeste de Tanzania, Uganda Kenia y la Republica Centroafricana.

2.2.2 Biologia y Morfologia de Mycosphaerelia fijiensis

Mycosphaerella fiiensis, responsable de la Sigatoka negra, ha sido clasificada
taxondmicamente dentro de la clase Ascomycetes vy en el orden de los Dothideales (Fig.
2.B). Este hongo se caracteriza por presentar dos formas reproductivas claramente
diferenciadas en su fase sexual y asexual, lo cual le permite a este patdgeno poseer una
amplia capacidad y alto rango de infeccion por sus estructuras reproductivas que genera
(Fig. 2A y 2C).

Los conididforos se desarrollan inicialmente en las rayas café o cerca de éstas, sobre el
envés de la hoja y contintan siendo producidos Unicamente hasta el segundo estado de la



enfermedad. Pueden ser rectos o curvados, y tienen de cero a cinco segmentos con medidas
que alcanzan entre las 16.5-62.5 ym x4 -7 um.

A B c

Reino: Fungi SN
Division: Mycota R
Subdivision:  Eumycotina

Clase: Ascomycetes
Orden: Dothideales
Familia: Dothideaceae

Genero.  Mycosphaerella

Especie: fifiensis

Figura 4: Aspectos taxonémicos y morfolagicos de M. fijiensis, agente causal de ia
Sigatoka negra (A) fase sexual; (B) taxonomia y (C) fase asexual

Los conidios son formados a partir de los conidioforos, ya sea uno por cada conidioforo o en
pequefios grupos compuestos por cuatro a ocho conidios Es cilindrico v puede estar
formado por uno o diez segmentos, siendo comunmente entre cinco y siete Aparecen
extendidos o curvados con una forma obtusa en el apice y truncados o redondeados en la
base y su longitud puede estar entre las 30 a 132 um (Fig. 2.A).

Aunque M. fliensis y M. musicola, en un inicio, fueron ubicados en el género Cercospora;
ahora se han separado como Paracercospora fijiensis y Pseudocercospora musae,
respectivamente (Deighton, 1976, 1979; Pons, 1990). Los dos patégenos pueden ser
diferenciados microscépicamente por las caracteristicas de sus conidios y coniditforos. Los
conidios de M. fiflensis son mas largos que los de M musicola y ademas su hilium basal es
mas denso. También, los coniditéforos de M. fijiensis poseen cicatrices, las cuales estan

ausentes en los conididforos de M musicola.

Los estados sexuales de M fliensis y M. musicola son morfolégicamente similares (Meredith
and Lawrence, 1969, 1970; Mulder and Stover, 1976). El espermogonic se desarrolla en
estado tres a cuatro, cuando las rayas se convierten en mancha y son mas abundantes en el
enves de la hoja. Tienen una forma ovalada y mide unas 55 a 88 um x 35 a 50 ym El ostiolo
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es mas prominenie y sobresaien a través del poro estomatal. La espermatia madura es
transparente, en forma de barra y alcanza a medir 2.5 - 5.0 ymx 1.0 - 2.5 ym.

L.os peritecios varian en cuanto a sus caracteristicas, pero en su mayoria son globulares con
un diametro entre ias 47 a 85 ym. Estos estan inmersos en el tejido de la hoja y se pueden
observar en ambas superficies, aunque son mas abundantes en el haz. Las numerosas
ascas son bitunicadas, oclavadas y sin parafesis. Las ascosporas tienen dimensiones que
alcanzan las 12.5 - 16.5 pum x 2.5 — 3.8 um y son biceldadas con la célula mas predominante
unida al asca (Mulder and Holliday, 1974).

2.2.3 Ciclo de vida

Mycosphaerella fijiensis Morelet, presenta una reproduccion sexual por medio de ascosporas
y una asexual por conidios, siendo la primera la mas importante en la proliferacién de la
enfermedad (Marin y Romero, 1992).

Cenidio o ascospora a
sobre la hoja

Humedad l L.
Temperatura erminacion -
influgncia de microflora 1
Crecimiento
?u$edaac: / & epifito del tubo
emperatura

. erminativo
Penetracion del estoma - g

Humedad \> tnvasion inicial

Temperatura i, : PERIODO DE
intensidad de la infeccion del tejido foliar INCUBACION
Vigor de la planta — v

Primeros sintomas — =

Fuerte invasién MOMENTC

Pregerminacion

Humedad Dispersién de | qe| tejico fofiar DE LA
Temperatura conidios y reproduccién EVOLUCION
Intensidad de la Juz afectada por asexual DE LOSB
Resisiencia del hospedero el viente v por SINTOMAS O
Intensidad de la infeccidn kA 4 el agua TRANSICION
Manchas necrosadas — —  DEPERIODO
Liberacion de ascosporas Repreduccion
afectada por la humedad o sexual

sequedad de la hoja

Mancha madura con el
centro gris

Figura 5: Estados en el desarrollo de los sintomas de la Sigatoka negra y factores que
influencian su duracion (Tomado de Fouré y Moreau 1992).
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El ciclo de vida se inicia con la germinacion de las esporas seguidas de la penetracion
Ambos procesos requieren de la presencia de una pelicula de agua sobre la superficie de ia
hoja La germinacion de las esporas se da en aproximadamente dos horas. Aparecen los
tubos germinativos los cuales se alargan y ramifican en blsqueda de los estomas, pues a
través de ellos penetran el tejido vegetal. Dicha penetracién ocurre entre la 48 y 72 horas si
las condiciones de humedad son favorables y la temperatura es proxima a los 26°C. El
desarrollo de las primeras lesiones da inicio a la fase asexual, apareciendo por los estomas

algunos conidicforos, principalmente por el envés de la hoja (Stover y Simmonds, 1987).

El periodo de incubacion, el cual es el tiempo comprendido entre la infeccion y la aparicion
del primer sintoma sobre |a hoja, dura aproximadamente 17 dias bajo condiciones favorahies
para el desarrolio de la enfermedad. A los 28 dias de la infeccion aparecen los primeros
conidios y a los 49 dias finaliza el ciclo cuando se da la liberacion de las primeras
ascosporas (Merchan, 1998). Hay quienes afirman que el hongo puede completar su periodo
de incubacion en 10 a 14 dias (Jones, 2000). Sin embargo, muchas veces este periodo se
ve influenciado por las estaciones climéticas y por la variedad del culiivo que esta siendo
atacada.

2.2.4 Produccion de esporas

Los hongos Mycosphaerella musicola y Mycosphaerella fijiensis producen tres cuerpos de
fructificacion: el peritecio, el espermogonio y el conididforo, los cuales producen los conidios.
Estas estructuras se producen en una camara bajo el estoma. En la superficie inferior de la
hoja existe aproximadamente cuatro veces la cantidad de estomas que en la superior, es
decir, se producen mas estructuras de reproduccién en la superficie inferior gue en la
superior (Stover 1972).

En hojas sin aspersién se hicieron conteos de conididforos y conidias en manchas jévenes
de Sigatoka negra que no excedian de 20 mm® Cada mm? tiene un promedio de siete (7)
estomas, con un promedio de 2.5 conididforos por estoma, produciendo como promedic 8.5
conidios o cerca de 60 conidios por mm?, o sea, 1,200 conidios por lesién en el envés de la
hoja. En contraste Mycosphaerella musicola produce de 75 a 125 esporodoquios por lesion
en el haz de la hoja y cada esporodoquio puede producir un promedio de 5.3 cosechas de 50
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conidias cada una. Una lesién madura de Mycosphaerella musicola puede producir mas de
30,000 conidios si se agrega un 50% mas producidos en el envés de la hoja (Stover, 1980).

En Hawaii de 8,000 a 33,000 ascosporas por m° de aire en 24 horas fueron recolectadas con
una trampa de esporas. En cuanto 1as hojas se mojan, ascosporas maduras son liberadas
dentro de unos pocos minutos Bajo condiciones dptimas de temperatura y precipitacion, las
ascosporas maduras pueden estar presentes tres a cuatro semanas después de la aparicidon
de las primeras estrias (Stover, 1987)

Estudios sobre despiazamiento y produccion de esporas realizados a pariir del afio de 1984
hasta 1986, permitieron establecer una clara relacién entre las lluvias y el nimero de esporas
liberadas. En el mismo momento y después de la lluvia, el nimero de esporas que eran
detectadas en el aire aumentaba significativamente en comparacion con aquelios dias en
gue no se registraban liuvias. La liberacion de esporas disminuia a medida que pasaban las
horas hasta que finalmente se paralizaba. Cabe mencionar gue lluvias débiles de menos de
1.6 mm por hora no eran, al parecer, suficientes como para provocar una alta liberacion de
esporas. Sin embargo, incluso cuando se presentaban fuertes lluvias de larga duracion, la
cantidad de esporas liberadas igualmente disminuian Los resultados del estudio indicaron
que ese comportamiento se debe a que el hongo necesita, por o menos, un periodo de 24
horas para madurar y liberar nuevas esporas (Gauhl, 1992).

2.2.5 Sintomas de la enfermedad

El desarrolio completo de los sintomas puede ser desde 50 a 115 dias; el periodo mas largo
se presenta en la época mas seca del afio; mientras que, en la temporada liuviosa el
desarrollo es acelerado. En cualquier época del afio, es posible encontrar todos los estadios
de la enfermedad, principalmente en las hojas mas jovenes. Cuando existe una alta cantidad
de lesiones, se unen y destruyen grandes areas de la hoja. En condiciones climaticas
favorables para la infeccion y sin ningln tratamiento con fungicida, las hojas pueden morir
dos o tres semanas después de los primeros sintomas (Ramirez y Rodriguez, 1988).



Estadio 2 Estadio 3 Estadio4y 5 Estadio 6

Figura 6: Sintomas de la Sigatoka negra (Fotos tomadas de Fouré, 1985).

Segun Fouré (1985), el desarrollo de la enfermedad de la Sigatoka negra presenta los
siguientes seis estadios: (1) pequefa decoloracion que solo se observa en el envés de la
hoja. Incluye una pequefia pizca de color café rojizo dentro del area decolorada. No es
visible a través de la luz; (2) pequena estria de color café rojizo visible en el haz y en el
envés; (3) la estria aumenta de grosor y longitud; se mantiene de color café rojizo; (4) hay
cambio de color a café oscuro y negro. Este sintoma se considera como mancha; (5) la
mancha negra esta rodeada por un halo amarillo y (6) la mancha nuevamente sufre cambios
de color empieza a deprimirse entre las zonas mas claras (gris blanco) y se observan los

peritecios.

Gauhl (1992}, pudo observar en pruebas de campo, que todos los periodos de evolucion de
la enfermedad surgieron primero en la parte izquierda del apice de la hoja y luego, en la
mayoria de los casos, en el apice derecho. Posteriormente, los sintomas fueron apareciendo

progresivamente en la parte central y por uitimo en la base de la hoja.

2.2.6 Epidemiologia

Mycosphaerella fijiensis tiene una reproduccion sexual y otra asexual, lo que dificulta su
manejo, dandole al patégeno una mayor capacidad de producir epidemias. En la fase sexual,
la produccién de conidios es mayor cuando la enfermedad atraviesa los estadios tres y
cuatro, sobre todo durante los periodos de mayor pluviosidad. La Sigatoka negra, en
comparacion con la Sigatoka amarilia, produce una menor cantidad de conidios por lesion,
l.a Sigatoka negra produce aproximadamente 1,200 conidios en una lesion de 20 mm?,
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igual tamafo de superficie. La diferencia existe en que las densidades de lesiones de
Sigatoka negra por unidad de superficie es mucho mayor (Merchan, 1998)

El transporte de conidios por el viento es 100 veces menos que la cantidad de ascosporas,
Las esporas son la fuente de indculo mas importante ya que se transportan a largas
distancias por el viento. Los conididforos se presentan de manera continua hasta el segundo
estadio de la mancha. En el centro de la mancha estan los primeros conididforos que dejan
de producir conidios. Estos conidioforos salen uno a uno o en grupos de dos a ocho por los
estomas def envés de la hoja (Stover y Simmonds, 1987).

Al igual que Mycosphaerella musicola, la lluvia, el rocio y la temperatura juegan un papel
importante en el desarrollo y diseminacion del indculo de la Sigatoka negra El tiempo seco,
con temperaturas nocturnas inferiores a 20°C, disminuye el desarrollo de la enfermedad,
aunque parece ser que este patégeno es menos sensitivo a las bajas temperaturas que M.
musicola, cuando las liuvias son abundantes En general, una rapida propagacion y alta
infeccién son favorecidas por el tiempo caluroso, lluvioso y con alta humedad en el ambiente
(Gonzélez 1987).

Las ascosporas, seguido de una lluvia, son cominmente encontradas en el aire por encima
del dosel de la plantacion. Las corrientes de aire las transportan a través de largas distancias
a otras plantas dentro de la plantacion y a otras plantaciones. Estas mueren después de seis
horas de estar expuestas a la radiacion ultravioleta, lo cual indica que la distancia de
diseminacion de esporas viables es determinada, no solo por la velocidad del viento, sino
también por la distancia recorrida y la hora del dia en que ocurre. (Gauhl, 1992).

2,2.7 Diversidad genética

La estructura genetica de poblaciones de Mycosphaerella fijiensis fue estudiada por Carlier
et al, (citado por Jones 2000). Como las ascosporas producidas durante la reproduccion
sexual juegan un papel importante en la epidemiologia de la Sigatoka negra, el analisis de
Mycosphaerella fjiensis requirié de estimaciones cuantitativas de parametros genéticos
poblacionales basados sobre las frecuencias alélicas en varios locus. Poblaciones de M.
fiiensis tomadas de Filipinas, Papua Nueva Guinea, Africa, América Latina y las isias del
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Pacifico fueron analizadas. Los resultados mosiraron que las poblaciones de este hongo
pueden mantener un alto nivel de diversidad genética comparado con las poblaciones de
otras patdgenos.

L.as regiones de Australia y el sudeste de Asia pueden ser el centro de Ia diversidad de
Mycosphaerella fijiensis. El nivel de diversidad genética encontrado en las poblaciones de
Papua Nueva Guinea y Filipinas fue mucho mas alto que el de las otras regiones. La mayoria
de los alelos detectados en las poblaciones de América Latina, islas del Pacifico y Africa
también fueron encontrados en las dos primeras regiones arriba mencionadas. Estos
resultados apoyan la hipotesis que M. fifiensis se origind en Australia, sudeste de Asia y que
fue recientemente introducida a otras regiones productoras de banana.

De estudios sobre patrones de deteccion y distribucion de M fiiensis y M. musicola en el
sudeste de Asia y en el area de las islas del Pacifico, se sugiere que M. fijiensis,
originalmente proviene del area de las islas Salmon en Nueva Guinea, ademas, porque en
estas areas se logran encontrar hospederos de la planta que han coevolucionado con la
enfermedad, siendo localidades donde existen recursos de resistencia, especiaimente
diploides fértiles, Ios cuales pueden ser utilizados en los programas de mejoramiento.

Muller ef al. (1997), usando oligonucledtidos mediante marcadores RFLP, demostré que la
variabilidad genética de M. fiiensis en Nigeria existe sobre una micro y macro escala. La
variabilidad ocurre dentro de una lesién entre lesiones, sobre una planta; y entre plantas y
cultivares, de la misma forma que ocurre entre regiones geogréficas.

2.3 Métodos de control de la Sigatoka negra

La Sigatoka negra se combate, principaimente, a través del control quimico También se
utilizan las practicas culturales tendientes a la reduccion del indculo (Ramirez y Rodriguez,
1988). Asimismo, otfro sistema empleado es el controf genético, el cual esta siendo evaluado
en campo. En la dltima década, se han investigado métodos de control biologico mediante el
empleo de substratos, antagonistas y enmiendas orgénicas (Arango 2000) Se han
incorporado ofros métodos alternativos de control a la enfermedad, ciertas moléculas
inductoras de resistencia de la familia del Aci-benzolar (Actigard) que responden bien a la
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induccién del Acido Acetil-salicilico (Patifio 2001). Estos métodos de control (biolégico &
induccion de resistencia) ain se encuentran en fase experimental v requieren de mas
investigacion, antes de ser incorporados en programas de Mangjo Integrado del cultivo.

Practicas culturales

Estas practicas estan dirigidas principalmente a reducir ia fuente de inéculo del patdgeno vy
siempre estan integradas o forman parte de un programa de manejo integrado de la
enfermedad.

La experiencia en banano ha demostrado que el control de la enfermedad es mas factible
cuando existe un dosel cerrado (techo foliar compacto) del cultivo, lo cual resulta en menor
humedad en las hojas por rocio en la parte baja e interior de dicho dosel. Para obtener un
dosel cerrado, el marco de plantacion debe ser ajustado a ia fertilidad del suelo vy
condiciones que afecten el crecimienio, especialmente drenaje fertilizacion y control de
malezas (Stover, 1987). En esta misma direccién, los trabajos de Beldlcazar (2002) en el eje
cafetero de colombiano sobre el manejo de plantaciones de platano en altas densidades,
indican que las condiciones de micro y mezo clima que se generan al interior del cultivo,
crean un ambiente desfavorable para el patdgeno.

El establecimiento de un buen sistema de drenaje es muy recomendado, ya que permite
reducir los niveles de humedad en el suelo y micraclima dentro de ia plantacion, reduciendo
en cierto grado, las condiciones favorables para el establecimiento de la enfermedad.

Otra de las practicas culturales corrientes es la deshoja fitosanitaria, Ia cual reduce la fuente
de indculo interna y debe hacerse en forma cuidadosa y bien planeada para evitar pérdidas
enormes de tejido foliar y no causar asi un dafio mayor a la plantacién. Cuando la infeccion
se encuentra iocalizada se recomienda cortar solo la parte afectada (“despunte”); pero,
cuando la infeccion se encuentra distribuida, es conveniente eliminar toda la hoja. En
ocasiones, los hijos pueden mostrar infecciones fuertes, por io que se recurre a cortar esas
hojas. Esta iabor se completa con la eliminacion de las hojas agobiadas (Corrales y Marin,
1992).
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NieJoramiento genético

La Sigatoka negra se favorece por la alta susceptibilidad de los principales clones de banano
y platano utilizados en expiotaciones comerciales, lo que dificulta sustanciaimente el manejo
del problema. Por ello, la resistencia genética es una de las mejores alternativas para su
control. Sin embargo, la obtencion de materiales resistentes a la Sigatoka negra con
caracteristicas de rendimiento y calidad aceptables, es un trabajo dificil y lento.

Se han requerido no menos de 35 afios de esfuerzos intensivos v caros de mejoramiento
genético a cargo del Fondo Hondurefio de investigacion Agricola (FHIA), antes de que el
primer hibrido comercial resistente a la Sigatoka negra fuera desarroliado y sembrado por los
agricultores (Rowe y Rosales, 1994; Rowe 1998).

L.os diploides agronémicamente mejorados que se usan en la actualidad en forma extensiva
en el programa de la FHIA son: SH-3142 como fuenie de resistencia al nematodo
barrenador; SH-3362, con resistencia a la Raza 4 del Mal de Panama y SH-3437 como
fuente de resistencia a la Sigatoka negra y a Pratylenchus. Estos tres diploides son a su vez
resistentes a la raza mas comun (raza1) del Mal de Panama. Actuaimente, en Cuba, se
encuentran plantadas alrededor de 4,000 hectareas de FHIA-03; 1,900 de FHIA-23 y 900 de
FHIA-18, donde se reporta que estas plantaciones no reciben ningun tratamiento quimico
para el control de la Sigatoka negra y muestran un buen desempefio (Pérez, 2002;
comurticacion personal).

Control biologico

Sobre este método ya se han realizado algunas investigaciones que demuestran su futuro
potencial como una alternativa al control de la Sigatoka negra. Sin embargo, atn se
necesitan comprender algunos aspectos de la biologia de estos microorganismos
antagonistas empleados en el manejo de esta enfermedad.

En estudios realizados por Miranda (1996), a nive! de invernadero y con inocutacion natural

de la enfermedad, se observé que Serratia marcescens logra controlar, en las hojas de la
planta, el desarrolio de ia enfermedad de manera satisfactoria. Gutiérrez (1996), pudo
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observar que los microorganismos formulados para la induccion de resistencia en banano
contra |la Sigatoka negra, permitieron obtener ios menores niveles de infeccién sobre la
pianta, en comparacién con el testigo agua y el sustrato. Por otra parte, los resultados
obtenidos con pruebas a base de organismos promotores del crecimiento, demostraron que
a_mayor crecimiento de la planta, existe un menor nivel de infeccion.

Asi mismo, Talavera (1996), identificd, bajo condiciones in vitro, cuatro cepas bacterianas de
microorganismos productores de glucanasa con un cardcter antagonista hacia
Mycosphaerelfa fiiensis afectando en forma negativa, la germinacién y longitud del tubo
germinativo, No obstante, Gonzalez (1995) concluyé que el control bioldgico de la Sigatoka
negra es un método con pocas probabilidades de éxito pues, la alta virulencia y corto periodo
de incubacion de Mycosphaerella fijiensis, ponen en desventaja a las poblaciones del hongo
antagonista.

Control quimice

Segun Cordero y Gonzalez (1988), en los paises donde se ha presentado la Sigatoka negra,
el control quimico se ha realizado utilizando fungicidas protectantes, sistémicos, sistémicos
locales y aplicando mezclas de fungicidas sistémicos y protectantes.

La siguiente es una descripcion breve de los principales tipos de fungicidas utilizados en las
plantaciones de banano, sefialando algunos de los grupos guimicos presentes en estas
sustancias

» Fungicida protectante

La funcion basica de estos fungicidas es la de prevencion, donde la planta es cubierta por el
producto, formando una capa superficial sobre las hojas, sin penetrar en ellas. El hongo al
ponerse en contacto con el ingrediente activo del fungicida no se desarrolla, por lo tanto, no

penetra en las células del tejido foliar (Cordero y Gonzélez 1988).

Estos fungicidas, se utilizan cuando ef porcentaje de infeccién es bajo, lo que sucede en

epocas secas o cuando las condiciones son favorables Tienen la desventaja de ser lavados
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por las lluvias y la distribucion en el envés de la hoja es incompleta. Bl modo de accién de
estos fungicidas no es especifico, actiian en muchos sitios dentro de las células dei hongo,
por lo que la probabilidad de obiener resistencia a estos fungicidas es bastante baja. Dentro
de este tipo de fungicidas estdn los pertenecientes a los grupos quimicos de los
ditiocarbamatos como el mancozeb y el clorotalonil. (Marin y Romero 1992).

» Fungicidas sistémicos

Estos fungicidas tienen la capacidad de penetrar los tejidos y de ser movilizados a otras
partes de la planta, contando con un modo de accién muy especifico que interfiere con la
sintesis de los esteroles. Es recomendado no utilizarlos en forma continua y prolongada para
evitar la tolerancia del hongo y deben usarse solo cuando la presion de infeccion sea alta.
Tienen la ventaja de no ser lavados por las lluvias, lo que permite reducir el numero de
tratamientos anuales y de ser compatibles con soluciones aceitosas y acuosas empleadas
como adyuvantes (Cordero y Gonzélez 1988).

Se cuenta con dos tipos de familias pertenecientes a este grupo: los Bensimidazoles vy los
Triazoles Los Bensimidazoles actuan sobre la divisién ceiular, a nivel de mitosis. El fungicida
mas utilizade de este grupo es el Benomil {Benlate®). El mado de accién de los Triazoles es
en la biosiniesis del ergosterol, pero actiian a un nivel diferente de las morfolinas, inhibiendo
el proceso de metilacion por lo que son llamados DMI's (sterol-demethylation-inhibiting) por
sus siglas en inglés. El propiconazole mas comun es el Tit® (Marin y Romero 1882).

Los fungicidas inhibidores de fa biosintesis del ergosterol, son la base de los programas de
combate de la Sigatoka negra en la mayoria de los paises donde la enfermedad esta
presente Los fungicidas de este tipo mas comlUnmente utilizados son, el ya mencionado
propiconazole y mas recientemente el bitertanol (Guzman y Romero, 1996)

La resistencia a los fungicidas de modo de accion especifica como el benomil y el
propiconazole, es uno de los factores que mas influyen en las dificultades de controlar
efectivamente la Sigatoka negra en el cultivo de Musaceas. Estudios en Costa Rica, han
demostrado la existencia de una alta frecuencia de aislamientos de Mycosphaerella fijiensis
resistentes a los fungicidas benomil y propiconazole en las plantaciones de bananos (Calvo y
Romero, 1996).
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» Fungicidas sistémicos iocales

Este es un grupo intermedio de fungicidas, los cuales penetran en las hojas pero no se
traslocan al resto de la planta. El Tridemorph (Calixin®) es el Unico fungida utilizado en
banano, que se incluye en este grupo. Pertenece a la familia quimica de las morfolinas, cuyo
modo de accion se encuenira entre los inhibidores de la biosintesis del ergostero! (EBI's).
Actua en dos etapas diferentes en la biosintesis de los ergosteroles, por lo que {2 generacion
de cepas resistentes a este fungicida es menos probable. Posee la ventaja de que no se ha
encontrado resistencia cruzada a los triazoles, lo que permite que pueda ser empleado en Ia
rotacion de fungicidas de modo de accion distintos (Marin y Romero 1892)

2.4 Resistencia & Fungicidas

Los fungicidas han sido usados por alrededor de 210 afios para proteger las plantas contra
enfermedades causadas por hongos. El comienzo de la larga escala de aplicacion de
fungicidas para el combate de enfermedades fungosas esta marcado por la mezcia de
preparacion artesanal de caldos bordéles eiaborada por Millard en 1883. Esta preparacion
contenia, una mezcla de sulfato de cobre y cal, que permanecié como el fungicida mas
usado por mas de 50 afios (Dekker, 1982).

2.4.1 Aspectos generales sobre resistencia

La aparicién repentina de la resistencia en una poblacién de patégeno puede, cuando no se
reconoce en una etapa temprana, tener como resultado el fracaso del control de la
enfermedad y, consecuentemente, graves pérdidas de la cosecha. Dekker (1982), define la
resistencia a fungicidas como el cambio hereditario de una célula fungosa o una poblacion
de un hongo a un fungicida, lo que resuita en una sensibilidad menor a lo normal hacia éste.

El uso comercial de un fungicida durante algunos afios, puede generar poblaciones de
patdgenos blancos que no son lo suficientemente sensibles para ser controlados
adecuadamente  Ellos aparecen generalmente, como una respuesta al uso repetitivo del
fungicida o al uso de otros fungicidas quimicamente relacionados y/o con un mecanismo



bioquimico de accién fungico similar. Las poblaciones del patdgeno que desarrolian |a
resistencia a un fungicida pueden llegar a ser simulidneamente y automaticamente
resistentes a otros fungicidas que son afectados por ia misma mutacion del gen, siguiendo
el mismo mecanismo de la resistencia (Brent, 1995).

El mismo autor, sefala que con la introduccién de los fungicidas sistémicos, ia incidencia de
la resistencia crecio y el tiempo de aparicién de esta es a menudo relativamente corto. Una
vez que surge, se ha encontrado que la resistencia es heredable

Dekker (1995) - Georgopoulos y Brent (1995) presentan las siguientes clases de
resistencia:

Resistencia discreta: se caracteriza por una repentina y marcada pérdida de efectividad y
por ia presencia de poblaciones sensibles y resistentes del patogeno las cuales difieren
ampliamente en su respuesta hacia el fungicida.

Resistencia cuantitativa: se caracteriza por una pérdida lenta del control de la enfermedad
y en la sensibilidad de la poblacion del patdgeno. A través de la disminucion en el uso del
fungicida y en ia alternancia con fungicidas de diferente modo de accion, esta resistencia
puede ser revertida a poblaciones nuevamente sensibles,

Resistencia cruzada' se presenta cuando las pobiaciones de un patégeno en particular
desarrolla resistencia a un fungicida y automatica y simultaneamente se hace resistente a
otros fungicidas que son afectados por la misma mutacion y por el mismo mecanismo de
resisiencia.

Resistencia maltiple: algunos patégenos pueden poseer mecanismos de resistencia
separados a dos o mas fungicidas no relacionados Estos han surgido a partir de mutaciones
independientes que fueron seleccionadas por exposicion a cada uno de los fungicidas.



2.4.2 Mecanismos de Resistencia

Para entender el mecanismo de resistencia a ios fungicidas es necesario conocer la accién
de éstos. Muchos compuestos afectan principalmente la respiracién o, mas generalmente, iz
produccion de energia; otros afectan muchos procesos de biosintesis y unos pocos
compuestos destruyen las células, por afectacion directa de la membrana. Con la excepcion
de "dexon", carboxin y compuestos relacionados a este, la afectacion de la respiracion de
los fungicidas no es sistémica. Por el contrario, los procesos de biosintesis que afectan
parecen generalmente tener ias propiedades sistémicas {Sijpesteijn, 1982).

Entre los mecanismo de resistencia mas conocidos tenemos: |a medificacién bioquimica del
sitic de accion para que sea menos sensible; el cambio en la ruta metabdlica alternativa para
evitar el sitio de accion y la alteracién del mecanismo metabdlico para excluir al fungicida.

El mecanismo mas comun parece ser una modificacion bioquimica al sitio de accion del
fungicida. Esto podria explicar, el por qué en muchos de los productos mas vigjos, no se han
encontrado problemas de resistencia. Una vez que elios han penetrado la célula micotica,
los fungicidas mas viejos actiian como inhibidores generales de enzima, afectando muchos
sitios de accion (de aqui en adelante ellos son llamados a veces “multi -sitio" inhibidores).
Estos actlan selectivamente en hongos, antes que en plantas y animales, porque penetran y
se acumulan mucho mas agilmente en hongos. Muchos sitios en el honge tendrian que
cambiar para detener simultaneamente el trabajo del fungicida. Los casos esporadicos de la
resistencia multi -sitios de los fungicidas han resultado presumiblemente de otros tipos de
mecanisme, no implicando los sitios de la accion (Brent, 1995).

Por contraste, la mayor parte de los fungicidas modernos parecen actuar principalmente en
un solo sitio de accién, y a menudo se refieren a como fungicidas “de un solo sitio " o “"sitio
especifico”. Asi apenas una sola mutacion de gene puede causar alteracién del sitio de
accion, para llegar a ser menos vulnerable al fungicida.

El desarrollo de resistencia a un fungicida se debe a cambios en la celula de hongo que
impide al fungicida llegar al sitio de accién Ejemplos de estos cambios fueron descritos en
forma separada en 1995 par: Dekker, Brent y Siesler:
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» Reduccién en la permeabilidad de la membrana del protopiasto al fungicida. Esta
alteracion impide que el fungicida alcance e! sitio de reaccian disminuyendo el control
de la enfermedad.

¢ Disminucion de la afinidad del fungicida con el sitio de reaccién del hongo. Esta se

- da por una simple mutacion del gen relacionado con el sitio bioguimico de accion
alterandolo, haciéndolo asi menos vuinerable al fungicida.

s Poca o muy baja acumulacion del fungicida en Ia célula

e Conversidn a un compussto inactivo (detoxificacidn)

* Ausencia de conversidn a un compuesto fungitéxico.

« Compensacion, se presenta cuando un organismo sensible cambia tan
drasticamente su metabalismo, que llega a requerir una menor cantidad del
compuesto fungitoxico. También se puede presentar una sobreproduccién de la
enzima responsable de la reaccion en el sitio activo.

2.4.3 Factores que influyen en el desarrollo de Ia resistencia

Son muchos los factores que afectan el desarrollo de |a resistencia, io cual hace muy dificil
predecir el riesgo de resistencia para un nuevo fungicida. Entre los factores que pueden
inducir resistencia se inciuyen: propiedades del fungicida, biologia del patogeno y sistema de
produccién donde se usa el fungicida.

» Propiedades del fungicida: el tipo de fungicida y modo de accién son factores que
deben considerarse. Segin Brent, los fungicidas de accion multiple que intervienen
en muchos procesos metabdlicos del hongo y que son usualmente de actividad
protectante, son considerados de bajo riesgo para el desarrollo de resistencia. Por el
contrario, los fungicidas de modo de accién especifica son considerados de alto
riesgo, debido a que, con una simple mutacién que se dé en el genoma del patégeno,
se podrfa provocar una alieracion en el sitio de accion.

= Biologia del patégeno: los hongos con altas tazas de reproduccién son mas
propensos al desarrollo de la resistencia a los fungicidas. En el caso de M. fiiensis,
este todavia es mas complejo, ya que posee reproduccion sexual y asexual. El aporte
dado por los dos componentes de la sexualidad le permite, por recombinacién




genetica, ganar variabilidad rapidamente. Esto ha sefialado un aporte importante a su
heterotalismo propio.

e Sistema de produccion donde se usa el fungicida: las practicas de produccién que
favorecen el incremento de la presiéon de la enfermedad también promueve el
desarrollo de la resistencia, por el incremento en el namero de individuos expuestos a
la presion de seleccion (Dekker, 1982). La inadecuada fertilizacion con nitrégeno
puede incrementar ia incidencia de una enfermedad en ciertos cultivares. También,
las practicas de sanidad mal realizadas pueden convertirse en ofra causa del
desarrollo de Ia enfermedad.

2.4.3 Algunos fungicidas sistémicos de uso frecuente

Los fungicidas han sido utilizados para proteger a las plantas contra el ataque de
enfermedades causadas por hongos. Desde sus inicios, principaimente para la proteccion de
serilias de cereales y cultivos de uvas para vino, la gama de quimicos disponibles, el area y
frecuencia de su uso vy la efectividad de los tratamientos, se han incrementado enormemente,
especialmenie desde la segunda guerra mundial (Brent 1995).

Desde entonces, el uso de quimicos se ha convertido en una importante herramienta para el
manejo y control de las enfermedades. Pero en afios recientes, estas tecnoicgias han sido
blanco de fuertes criticas por parte del ptiblico y la comunidad cientifica, quienes se oponen
al desarrollo de estos compuestos. Algunos gobiernos ya han realizado campafas en contra
de la formulacion y registro de los fungicidas. Ademas, la falta de educacion apropiada en los
agricultores; y la mas importante de todas, el desarrollo de resistencia de muchos patégenos
hacia los fungicidas, son situaciones que dificultan la creacion y desarrollo de estos
compuestos (Gangawane 1997).

En la década de 1970, fueron muy esporadicos los casos de resistencia a fungicidas, los
cuales ocurrieron muchos afios después de que éstos fueran empleados comerciaimente
Con la introduccién de los fungicidas sistemnicos, la incidencia de resistencia incremento
grandemente y el tiempo requerido para que el patogeno desarroliara fa resistencia se hizo
relativamente mas corto (Brent 1995},
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La tabla 1, resume la historia de la aparicion de resistencia en algunos de ios mayores
grupos de fungicidas empleados en el mundo. Como el benomil fue introducido desde 1971,
es sobre este producto donde se ha reportado el mayor numero de casos de resistencia de
patogenos. Luego del benomil, fueron apareciendo nuevos casos, la mayoria de elios
encontrados sobre fungicidas sistémicos (Gangawane 1997).

Tabla 1: Cronologia de la resistencia a los principales grupos de fungicidas utilizados

en el mundo (Tomado de Brent 1995).

Aparicion en el | Fungicida o clase de Anos de uso Principales
mercado fungicida comercial antes de patogenos
observarse afectados
resistencia
1960 Hidracarbonos 20 Peniciflium spp
aromaticos
1964 Organo-mercurados 40 Pyrenophora spp
1969 Dodine 10 Venturia inaegualis
1970 Benzimidazoles 2 Muchas enfermedades
y patégenos
1971 2-Amine pirimidinas 2 Sphaerotheca fuliginea
v Erysiphe graminis
1971 Kasugamycin Magnaporthe grisea
1976 Phosphorothiolates Magnaporthe grisea
1977 Triphenyltins 13 Cercospora betag
1980 Fenilamidas 2 Phytophthora infestans
y Plasmopara vificola
1982 Dicarboximidas Botrytis cinerea
1982 inhibidares de la 7 Sphaerotheca fuliginea
dimetilacion del estero| y Erysiphe graminis
(DMis)
1985 Carboxanilidas 15 Ustifago nuda

Cabe destacar, que debido al riesgoc de desarrcllo de resistencia que presentan algunos

fungicidas, principalmente los sistémicos, es necesario que se tomen medidas antiresistencia




para proteger a estos quimicos (Chin et. al. 2001). Para ello es necesario la aplicacion de
sistemas de monitoreo de sensibilidad, los cuales consisten en: (1) levantar datos para pader
establecer una linea base de sensibilidad del patdgeno al nuevo fungicida; (2) la deteccién
prematura de cualquier cambio hacia la resistencia por parte del patogeno; (3) contrastar
evidencia del efecto que fienen los programas de aplicacién del fungicida sobre la
sensibilidad del patogeno y (4) evaluar la eficacia de los diferentes programas de aplicacion
de fungicidas como una medida antiresistencia (Bayles et. al. 2001),

2.4.3.1 Resistencia a Benzimidazoles

Los benzimidazoles pertenecen al grupo de los fungicidas sistémicos y abarca varios
compuestos, de fos cuales el benomil ha sido uno de los mayormente usados en Ameérica
Central Este grupo de fungicidas actua en la prevencion de la formacion del microtubulo
(fibra del uso), el cual es necesario para la division celular en fa mitosis y la meiosis. Eilos
enlazan la B-tubulina, que es una proteina importante en la composicién del microtubulo
(Jones 2000).

Desafortunadamente, este grupo fue formulado unos diez afios después de haberse
desarrollado resistencia a esta ciase de fungicidas. Para ese tiempo, muchos de los grandes
grupos de patégenos ya habian evolucionado hacia poblaciones con marcada resistencia,
las cuales eran de 100 a 500 veces menos sensitivas que las originales. Este hecho fue
atribuido a serios problemas en el control de las enfermedades que ya estaban presentes en
muchos cultivos en muchas ciudades. El grado de resistencia desarrollade dependio
grandemente de la presion de la enfermedad v la intensidad del uso de los benzimidazoles
(Brent 1995).

La resistencia de Mycosphaerella fijiensis al benomil fue reportada en Honduras en 1977,
despues de dos a tres afios de uso continuo del producto (Romero y Sutton 1998). La
adquisicion de resistencia de este patégeno hacia el benomil ha sido atribuida al uso
intensivo de los benzimidazoles para el control de ta enfermedad Un solo cambio en el gene
de la B-tubulina, en Venturia ineaqualis y otros hongos patdgenos, resultd en la resistencia a
los benzimidazoles. Esta fue, probablemente, la misma mutacion gue ocurrid en

Mycosphaereliz fijiensis (Jones 2000)



Brent (1995), considera que, en el caso de la enfermedad de Sigatoka negra, le resistencia a
ios benzimidazoles dentro de los campos de cultivo, declina después de abandonar su uso
durante un periodo de tiempo razonable. Sin embargo, Romere y Sution (1998} realizaron
estudios en plantaciones de banano en Costa Rica, encontrando resistencia del patégeno en
fincas donde se habia utilizado benomil durante diez afios 0 mas e incluse en aquellas donde
se habia abandonado su uso desde hace mas de cinco afios.

2.4.3.2 Resistencia a Propiconazole

Otro de los grupos de fungicidas sistémicos mas usados es el de los propiconazoles. A este
grupo pertenecen los triazoles, dentro de los cuales hay un gran nimero de productos
disponibies para el manejo de enfermedades, sobre todo para el cultivo del banano. El modo
de accion de este grupo consiste en inhibir la enzima citocromo P-450 mono-oxigenaza, la
que cataliza |a reaccion de demetilacién del C-14, en la biosintesis del ergosterol De alli que
estos fungicidas sean conocidos como inhibidores de la demetilacion, DMis por sus siglas en
ingiés {(Jones 2000).

Los DMis fueron usados por primera vez en los afios de la década de 1970, existiendo muy
pocos productos dentro de este grupo. Desde entonces, mas de treinta DMIs han sido
utilizados en la agricultura Para los afios de 1980, fueron muy pocos los reportes gue
documentaron casos de resistencia hacia estos fungicidas (Brent 1995)

En los ultimos afios, se han realizado muchos estudios que tuvieron como finalidad,
identificar especies de hongos patogénicos con algun nivel de resistencia desarroliada hacia
este grupo de fungicidas Por ejemplo, Karaoglanidis et al. (2002), a partir de ensayos
realizados con muestras provenientes de fincas con una historia de uso de los DMls, al norte
de Grecia, encontraron que la sensibilidad de Cercospora beficola se habia reducido
significativamente. Este comportamiento se atribuye al hecho de que las aplicaciones de
DMis fueron aumentando en frecuencia durante un periodo comprendido entre los afios de
1996 a2 1999

lgualimente, en los vifiedos austriacos se realizaron pruebas para medir el nivel de

sensibilidad de Uncinula necator a jos DMIs. Durante los afios de 1895 a 1986, estos

fungicidas lograron un excelente control de las poblaciones del hongo, pero a partir de los
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afios siguientes, 1996 a 1998, el patdgeno mosird una reduccién de sensibilidad a todos los
DMis probados. Todas las muestras presentaron resistencia cruzada a los DMis probados,
llegando en algunos a casos a niveles de resistencia muy altos (Steinkellner y Redi 2001).

De la misma forma, estudios realizados con poblaciones de Rhynchosporium secalis
(Robbertse et al. 2001) y Blumeria graminis (Kilem 2000), demostraron altos niveles de
resistencia de estos hongos hacia fungicidas del grupo de los propiconazol.

Publicaciones de Romero y Sutton (1998), indican que para inicios de la década de los afios
90, la resistencia de Mycosphaerella fiiensis a benomil ya habia sido detectada en las
plantaciones de banano de Costa Rica. Este hecho condujo a un aumento en &l uso de los
propiconazoles, hasta que finalmente para los afios de 1894 y 1995 la resistencia de
Mycosphaerella fiiensis a estos productos estaba claramente establecida (Guzman vy
Romero 1997),

2.4.3.3 Resistencia a Azoxistrobina

Las azoxistrobinas, pertenecientes al grupo de las estrobirulinas, son un nuevo grupe de
fungicidas sistémicos con un modo de accién especifico Este consiste en la inhibicion del
transporte de electrones en la respiracion mitocondrial al sitio Q, del citocromo del complejo
bey (I complejo, Q-citocromo C reductasa) (Chin ef af 2001).

Las estrobilurinas son compuestos que ocurren en la naturaleza y son producidos por el
hongo Strobilorum tenacellus, de alli su nombre. Los primeros compuestos pertenecientes a
este grupo fueron encontrados en los hongos necrofagos que viven en el material en
descomposicion de los bosques (Clough 1992; Lange 1993, citados por Guzman y Romero
1997).

El modo de accién especifico de estos fungicidas impane un alto riesgo al desarrollo de
resistencia. En varios mutantes de Saccharomyces cerevisiae, la substitucion de
aminoacidos dentro del citocromo b, sitio de atague de las estrobirulinas, fue suficiente para
que se redujera la sensibilidad del patégeno hacia el fungicida. Un mecanismo de accién
similar fue reportado para organismos naturalmente tolerantes a las estrobilurinas (Olaya y
Koller 1999)




A la fecha, ya se han reportado algunos casos de resistencia en hongos fitopatdgenos como
Podosphaera fusca y Pseudoperonospora cubensis (Ishil et al. 2001); en Blumeria graminis
f.sp. tritici, donde la mutacién resulté en el reemplazo de una glicina por un residuo de
alanina en el codon 134 (G134A) en el gen b del citocromo mitocondrial (Fraaije et al. 2002)
y en Venturia inaequalis, donde la pérdida de sensibilidad de este hongo solo fue
comprobada in vifro, mas no asi in vivo (Olaya y Koller 1999).

En 1996, el fungicida Bankit®, perteneciente a la azoxistrobina, fue la primera estrobilurina
registrada para su uso comercial en &l cultivo de banano en América Central a una dosis
recomendada de 100 gramos de ingrediente activo por hectarea (Jones 2000).

A pesar de su reciente aparicion en el mercado, ya se han reportado casos de poblaciones
de Mycosphaerella fijiensis resistentes a este producto, donde el hongo ha demostrado una
resistencia cruzada a varios fungicidas pertenecientes al grupo de las estrobilurinas (Chin et
al 2001, Sierotzki et al. 2000; comunicacion personal Florez, 2002}

2.5 Estrategias para el manejo racional del cultivo

2.5.1 Contro! quimico

Todo parece indicar, que el desarrollo de resistencia se debe principalments al uso de
fungicidas con un mecanismo especifico de accién Por eso, se hace necesaric implementar
estrategias de manejo que permitan un uso adecuado de estos agroquimicos, asegurando
de esta manera, la efectividad del producto y su permanencia prolongada en el mercado.

Brent (1995) propone la siguiente estrategia de manejo, como una alternativa efectiva que
puede ayudar a impedir el desarrollo de resistencia de los patégenos hacia los fungicidas.
Esta considera seis puntos y aunque ellos son discutidos individualmente, su uso integrado
es factible y beneficioso,

1. No usar el producto en aislamiento. Se debe aplicar con uno o mas fungicidas de tipo
diferente, o uno o mas componentes en rotacion o alternancia de diferentes tratamientos.
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El uso combinado de los fungicidas con diferente mecanismo de accion diluira la presion
de seleccion ejercida por el fungicida en riesgo e inhibe el crecimiento de cualquier
biotipo resistente que se presente

_Restringir el nimero de tratamientos aplicados por temporada y aplicar solo cuando sea

estrictamente necesario. Use otfros fungicidas subsecuentemente. Estrategias como la
rotacion, reducen el numero total de aplicaciones del fungicida en riesgo y, por lo tanto,
debiera desacelerar la presion de seleccion en algun grado Sin embargo, los
tratamientos, los cuales estan siendo consecutivamente aplicados, generaimente
coinciden con los estados mas activos de la epidemia cuando la presion de seleccién
esta en su nivel mas alto. Asi, cualguier retraso en la resistencia puede no ser
proporcional & la reduccion en el nimero de aplicaciones. Por otro iado, ta interrupcion de
la aplicacion a tiempo del fungicida, cuando el patdgeno se estd multiplicando, puede
permitir un resurgimiento positivo de mas formas sensibles

Aplicar solo las dosis recomendadas. Por muchos afios, los agricultores han usado dosis
reducidas del fungicida en condiciones donde la presion de la enfermedad es baja. Es
una vision firme de la FRAC (The Fungicide Resistance Action Commitie), que las dosis
recomendadas debieran ser mantenidas, no solo porque ellas mantienen la incorporacion
del factor seguridad y garantizan los niveles de rendimiento demandados bajo un arnplio
margen de condiciones, pero mas particularmente porque la reduccion de las dosis
pueden conducir al desarrollo de la resistencia.

Evite el uso de erradicantes. Una de las ventajas de los fungicidas sistémicos es que
elios pueden erradicar infecciones existentes. E£s por esta propiedad que debieran ser
usados Unicamente sobre umbrales basicos, donde las aplicaciones son hechas solo
cuando son seguras, economicamente aceptables, existen niveles criticos de la
enfermedad o por prevenir futuras aspersiones.

Diversidad quimica. La disponibilidad de diferentes tipos de fungicidas para el control de
cada una de las principales enfermedades de los cultivos es altamente beneficioso, pues
contribuye a mantener ia calidad del ambiente y a resolver los problemas de resistencia.
El uso continuo de uno o muy pocos tipos de componentes por muchos afnos, representa
un gran riesgo y favorece la aparicion de la resistencia en los organismos patogénicos.
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2.5.2 Manejo integrado de la enfermedad.

El uso integrado de todo tipo de medidas contra el desarrolio de enfermedades en los
cJItivos, no es solo deseable sobre argumentos econdmicos y ambientales, también es la
mejor estrategia que se conoce para evitar la resistencia a los fungicidas. El uso de
variedades resistentes a las enfermedades, agentes de control bicldgico y practicas
culturales apropiadas tales como la rotacion de cultivos y la remecién de ias partes enfermas
de la planta en cultivos perennes, reducen la incidencia de la enfermedad y permite un
menor uso de los fungicidas. Todo esto impide la seleccién de formas del patégeno

resistentes a los fungicidas

(3]
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién del experimento

El estudio se llevd a cabo en el distrito de Baru, provincia de Chiriqui, Replblica de Panama
Esta zona posee costas en el Pacifico y esta ubicada en Ia parte sur occidental de la
republica, siendo un area limitrofe con Costa Rica.

El distrito de Baru tiene una superficie de 60,910 hectareas y politicamente esta dividido en
tres corregimientos: Limones, Progreso y Puerto Armuelles; siendo este Gitimo la cabecera
del distrito. El cultivo del platano es la actividad agricola de mayor importancia en la zona y
se practica a lo largo de todo el distrito, pero en los corregimientos de Progreso vy Puerto
Armuelles, es donde se registra el mayor area cultivada, existiendo un total de 18
comunidades dedicadas a su produccion.

Las fincas seleccionadas a partir de las cuales se tomaron las muestras de material vegetal,
estan ubicadas en el corregimiento de Progreso, especificamente en las comunidades de
San Bartolo, Cedro y Corot(i {(Ver anexo 4},

3.2 Definicién de la poblacién y muestra

Para el estudio se escogieron fincas con un historial de aplicacién de fungicidas de cinco
afos o mas y fincas donde nunca se habia practicado ningln tipo de tratamientio quimico
para el combate de la Sigatoka negra. Esto permitio obtener poblaciones de M fijiensis que
han estado en forma constante, bajo la aplicacion de los programas de tratamiento quimico
para el control de la enfermedad (llamadas de ahora en adelante poblacién tratada) y
poblaciones de M. fliensis que nunca han estado bajo la presion de los fungicidas (llamadas
de ahora en adelante pobiacion silvestre).

Con base en io anterior, las comunidades de Cedro y Corott fueron seleccionadas como las
areas de donde se obtuvo la poblacién tratads y la comunidad de San Bartolo para la
poblacion silvestre. Dentro de cada una de ellas, fue escogida solamente una finca de donde
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se exirajo la muestra de material vegetal a la cual se le identificd con el mismo nombre de la
comunidad.

Cada una de fas fincas abarcaban una superficie no mayor a una hectéarea y se procuré que
estas estuvieran lo mas distantes posible entre si, asegurando de esta manera, que las
poblaciones del hongo fueran genéticamente diferentes y que ninguna de ellas estuviera
influenciada por ias deméas. En el caso de la poblacidn silvestre, fue un requisito la no
existencia de fincas vecinas en donde se aplicaran fungicidas sistémicos.

3.3 Disefio experimental

El modelo estadistico que se aplicé fue un disefio jerarquico, donde el factor primario
corresponde a las dos poblaciones de Mycosphaerella fijiensis {tratadas y no tratadas con
fungicidas). El factor secundario serian los productos quimicos (fungicidas) y el tercer factor
lo son las diferentes dosis aplicadas por cada fungicida.

Los tratamientos consistieron en la aplicacion de diferentes dosis de los fungicidas Tilt,
Benlate y Bankyt. De Tilt se aplicaron cinco dosis, mientras que de Beniate y Bankyt solo se
aplicaron cuatro. Esto nos suma un total de 13 tratamientos por muestra mas el control (14

en total)
Pl P2

FV al

/ \ f P !

F 286
Fl F2 3 E 56

Total 83

r

Figura 7: Esquema del disefio experimental a utilizar. P: pobiacion, F: finca, 1
repeticion {izquierda) y cuadro de grados de libertad (derecha).
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3.4 Modelo matematico

El modelo matematico es el aditivo lineal, el cual describe el comportamiento de tas variables
de respuesta. Cada una de las fuentes de variacion dentro del disefio jerarquico fueron
identificadas asi: P: producto; D: Dosis de fungicida.

Yii = H+ Pt By + Dyt DIPy + By + Egg

Donde:

Yy variable de respuesta (porcentaje de inhibicion de ascosporas, diametro de las colonias).

u: media general

Py efecto de los fungicidas comerciales (j): 1, Tilt; 2, Beniate y 3 Bankyt.

Ey: error de fungicida.

Dy efecto de las concentraciones de cada uno de ios fungicidas.

DIPy: efecto de la interaccion dosis por fungicida.

Ejx: error de concentracion e interaccion dosis por fungicida.

Eiw error del experimento

; 3.5 Recoleccién de material vegetal

* El tamafio reducido de las fincas permitié tomar muestras, de casi la totalidad de las plantas
dentro de cada plantacion; y ésta consistio en partes de tejido foliar lesionado por la
enfermedad, que se encontraban en estados avanzados de la misma (estados 5 y 8). Justo
en esos estados, es cuando estan presentes las estructuras reproductivas (peritecios) del

hongo
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La recoleccion del material vegetal se realizé preferiblemente, después de 2 a 3 dias sin
lluvias, para asegurar la presencia del indculo en & tejido foliar. Las muestras se colectaron
en bolsas de papel, dentro de las cuales fueron trasladadas al laboratorio Una vez alii, se
dejaron secar a temperatura ambiente durante 24 horas, con el objetivo de reducir ia
proliferacién de hongos contaminantes.

Transcurrido este tiempo, se cortaron varios segmentos del material infectado (con lesiones
en fase esporulante) de aproximadamente 2 cm de didmetro, provenientes de cada una de
las fincas, Estos fueron adheridos con grapas metalicas a laminas de papel bond de 15 x 15
cm {4 segmentos por lamina), con la superficie adaxial expuesta. Posteriormente, fueron
incubados a temperaturas entre 26-28°C, por un periodo de 24 a 48 horas y a una humedad
retativa de 98-100%. Bajo estas condiciones se pretendic promover la maduracion de
estructuras reproductivas y aumentar la descarga de ascosporas.

3.6 Descargas de ascosporas

Ya incubados, ios segmentos de muestra vegetal adheridos al papel bond, fueron
sumergidos en agua destilada durante cinco minutos para hidratar los peritecios y facilitar la
liberacion de las acosporas sobre jos piatos de Petri. Estos platos contenian medic agar-
agua al 2% (Bacto Agar Difco) con las diferentes concentraciones de los fungicidas
(tratamientos) que serian aplicadas a las poblaciones del hongo. Cada concentracién fue
vertida en 3 platos Pstri diferentes.

Los segmentos fueron colocados sobre los platos Petri de tal manera, que la superficie
expuesta de la muestra quedd sobre el medio con fungicida, permitiéndose una caida directa
de |la ascospora sobre el medio. Estos permanecieron alli durante 60 minutos para luego ser
retirados de encima del plato, los cuales fueron inmediatamente sellados con cinta parafiim e
introducidos en la incubadora. Los platos con descargas se incubaron durante 48 horas a
25°C en la oscuridad, para posteriormente evaluar la reaccion ante el fungicida en cuestién.

Pasado este tiempo, se procedié a medir con un microscopio de luz, a 10 X, marca Olympus,
modeio CH-2, CH-B 145-2; la longitud del tubo germinativo de 150 ascosporas que se
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Pasado este tiempo, se procedié a medir con un microscopio de luz, a 10 X, marca Olympus,
modelo CH-2, CH-B 145-2; la longitud del tubo germinativo de 150 ascosporas que se
desarroflaron en cada una de las concentraciones de los fungicidas propiconazole, benomil y
azoxistrobina, tratando de realizar 50 lecturas por cada plato Petri.

Las concentraciones para Agar propiconzole (Tilt 25 CE) fueron: 0,0; 0,0001; 0,001: 0,01; 0,1
y 1,0 mg L. Para los fungicidas benomil (Benlate 50 Polvo soluble) y azoxistrobina (Bankyt
25 SC) se utilizaron las siguientes: 0.1, 1.0, 50 10.0 mg L™". Los anexos 1, 2 y 3, indican la
forma en que se calibraron estas soluciones, segun condiciones estandar de preparacion
establecidas en el laboratorio de fitopatologia de CORBANA S A en Costa Rica.

Debido a que el Benomil tiene un efecto directo en el desarrolio del tubo germinativo de la
ascospora y para una mejor evaluacion de su efecto sobre este; las ascosporas de M
fijiensis que crecieron bajo las distintas concentraciones de este fungicida, fueron separadas
en cuatro categorias: 1 Esporas sin tubo gemminativo (NG); 2. Esporas con tubos
germinativos cortos, inferiores a 50 micras (TC), 3. Esporas con tubos germinativos
distorsionados (TD) y 4. Esporas con germinacién normal, tubos superiores a 50 micras
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NG TC TD GN

Figura 8: Formas a considerar de las ascosporas de M. fijiensis tratadas con el
fungicida benomil. NG = no germinadas; TC= con tubos germinativos cortos
(menos de 50 micras); TD= con tubos germinativos distorsionados y GiN=
germinacion normal (tubos germinativos mayores a 50 micras).

La lectura del largo del tubo germinativo de las ascosporas se realizo en transectos
imaginarios dentro del plato, evitando aquellas zonas infectadas con esporas de otros
hongos contaminantes o aquellas zonas muy densas donde se dificultaba la lectura
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3.7 Aislamientos monoascospéricos

De las ascosporas que fueron descargadas sobre los medios que no cantenian fungicida, se
escogieron aleatoriamente, 20 de ellas por sitic de muestreo o finca, Estos aislamientos
monoascosporicos fueron transferidos, en grupos de diez, a platos Petri (100 x 15 mm)
previamente preparados con medio papa dextrosa agar (PDA Bacto, Difco Laboratories).
Luego de 7 dias de incubacién a 26°C y en la oscuridad, se formaron pequefias colonias del
hongo, las cuales fueron transferidas, en grupos de cuatro, a platos Petri (100 x 15 mm)j que
contenian el medio PDA,

Colocadas en los platos, las colonias fueron posteriormente incubadas por 15 a 20 dias en la
oscuridad a 26°C, lograndose estimular ef crecimiento micelial. Transcurrido este tiempo y en
una camara de flujo laminar, cada colonia fue colocada en un tubo de ensayo con 3 ml de
agua desionizada estéril, mas 0,05% de Twen 20 y se agitd vigorosamente en un agitador de
vortice para desprender partes del micelio. Luego se tomo una alicuota de 0,25 ml con pipeta
de Pasteur (aproximadamente 10 gotas) de esta suspension de partes de micelio y, con un
asa de vidrio, se distribuyo sobre la superficie del medio contenido en los platos Petri (100 x
15 mm), inoculando 3 platos por cada colonia. Los platos se incubaron por 7 dias a 24°C,
con luz continua para estimutar la esporulacion conidial

Pasados los siete dias, se tomaron de 10-15 colonias y se colocaron en tubos de ensayo con
3 mi de agua desionizada estéril, mas Tween 0,05% y se agitaron con el agitador de vértice
para suspender los conidios en el agua. De esta suspension se tomaron 0.05 ml
(aproximadamente dos gotas) con una pipeta Pasteur y se depositaron sobre platos de Petr
que contenian PDA con las diferentes concentraciones de ios fungicidas Estos platos se
incubaran a 26°C en la oscuridad por 5 dias. Transcurrido este tiempo, se medid el diametro
de 10 colonias por cada concentracion en un microscopio de luz a 4X.

Con el propésito de reducir la variabilidad en el tamafio de los segmentos de micelio que
fueron depositados sobre ef medio PDA con las diferentes dosis de los fungicidas; se
prepararon tamices a base de gasas que hicieron posible filtrar iz suspension conoidal y
obtener un tamafo casi uniforme de los conidios, a partir de los cuales se formaron las
colonias.
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Para medir el diametro de las colonias, fue necesario seleccionar a aquellas colonias que
presentaban un tamafio promedio (el mas frecuente) dentro del plato y descartar a aquelias
con medidas o didmetros muy por encima o por debajo de ese tamaifio medio. Al momento
de realizar la lectura al microscopio, solo fueron consideradas diez de las colonias
previamente seleccionadas.

3.8 Analisis de laboratorio

3.8.1. Sensibilidad de las ascosporas

La sensibilidad de las ascosporas a los fungicidas propiconazole y azoxistrobina, se
determind comparando la longitud del tubo germinativo (TG), de las ascosporas que se
descargaron en los medios con fungicida, contra el de las que se descargaron sobre el
medio sin producto (testigo).

El promedio de la longitud del TG de las ascosporas descargadas en los medios sin
fungicida, se utilizé para calcular el porcentaje de inhibicién en el desarrolic del tubo
germinativo de cada una de las ascosporas en los medios con fungicida. Con esta
informacion se estimo el porcentaje promedio de inhibicidn de! desarrolio del TG, para cada
concentracion y en cada uno de los fungicidas analizados. Con estos valores se obtuvo el
valor de la Concentracion Efectiva Media (CEso} por medio de regresion lineal del logaritmo
natural de {a concentracion del fungicida contra el porcentaje de inhibicion del TG.

Para el fungicida azoxistrobina, existia la posibilidad de que las esporas que se descargaron
sobre [as concentraciones mas altas de este producto, no presentaron germinacion. En este
caso, la inhibicion en el desarrollo del tubo germinativo se considerd como de un 100%. Por
tal razon, se hizo una separacion adicional del porcentaje de ascosporas en cada una de las
siguientes categorias: 1) Ascosporas sin germinar; 2) con TG < 50 micras; 3) TG > 50 y
hasta 100 micras; 4) con TG > 100 micras y hasta 150 micras y 5) con TG > 150 micras.
Mientras que para el benomil, se establecié el porcentaje de ascosporas en cada una de las
categorias indicadas anteriormente en ia figura 8
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3.8.2. Sensibilidad de aislamientos monoascospéricos

Con el diametro de las colonias que crecieron en el medio sin fungicida, se caiculd el
porcentaje de inhibicion en el crecimiento de las colonias que se desarrollaron sobre cada
concentracion. Con estos valores se calculd la Cksy de cada fungicida, por medio de
regresion lineal del logaritmo natural de la concentracion de fungicida, contra el porceniaje

de inhibicion en el crecimiento de las colonias.

3.9 Analisis estadistico

Utilizando el programa estadistico SAS, versién 8, las pruebas de normalidad fueron
aplicadas para comprobar |la existencia de diferencias entre los promedios de crecimiento de
fubo geminativo de las ascosporas de cada finca, por fungicidas y para cada una de las
dosis ufilizadas. Esta prueba solo fue necesaria para los fungicidas propiconazole y

azoxistrobina

Para el caso del benomi; y debido a2 que las respuestas en el crecimiento del tubo
germinativo a este fungicida fueron clasificadas en las categorias ya mencionadas; la prueba
de Chi Cuadrado (X?) permitidé hacer comparaciones entre fincas, por categorias de
crecimiento de tubo germinativo y por cada una de las dosis utilizadas del fungicida La
misma prueba fue aplicada para ias categorias de respuesta del fungicida azoxistrobina.

En el caso del crecimiento del tubo germinativo de las ascosporas, también fue necesario
hacer pruebas de comparacion de pendientes, para poder determinar diferencias en las CEsg
de cada una de las fincas. En el caso de crecimiento de colonias, las diferencias en las CExg
se obtuvieron a través de un analisis de varianza y de pruebas de contrastes entre fincas
tratadas y no tratadas. Para el fungicida benomil, las pruebas de diferencias de CEs, solo se
aplicaron para el crecimiento de colonias.

El porcentaje de pérdida de sensibilidad para cada uno de los fungicidas, fue calculado en

base a la relacion que existid en cada concentracion, entre el porcentaje de inhibicion del
testigo y las fincas tratadas. Dicho calculd se realizé utilizando la siguiente férmula;
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%P .S. = Check - tratamiento * 100
Check

%P.S.: Porcentaje de pérdida de sensibilidad.
Check: porcentaje de inhibicion del testigo
Tratamiento: porcentaje de inhibicidn de las fincas tratadas.

Fuente: Ing M Guzman

El factor de resistencia fue estimado utilizando los valores de las CEs (para el caso de
propiconazole) y de las Ceys (para azoxistrobina y benomif). Se tomé a nuestra finca silvestre
como ia poblacion de referencia a partir de la cual se calcularia dicho factor, el cual se
interpreta como &l cociente del valor de CEg, o el de la CEy; de las fincas tratadas y el de la
finca no tratada.

FR = CEsy o 75 finca tratada
CEso 575 finca no iratada

La interpretacion de ios resultados obtenidos de esta operacion se realizo de la siguiente
forma:

FR>1: existe pérdida gradual de sensibilidad al fungicida por parte del patégeno.

FR<1: El patégeno de la finca tratada tiene el mismo nivel de sensibilidad que el de la finca
no tratada.

Fuente: Ing M Guzman.

También se utilizé un programa en Excell elaborado por el Ing Mauricio Guzman,
coordinador del laboratorio de Fitopatologia de CORBANA. S.A, Costa Rica, el cual nos
permitio, a través de tres pracedimientos, caloular el porcentaje de inhibicion, fa CEsy vy el
Factor de Resistencia.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Propiconazole

Se pudo observar, que al aumentar la concentracion de la dosis del fungicida
propiconazole (Tilt), la longitud en el crecimiento del fubo germinativo de las ascosporas
de las fres fincas analizadas se fue reduciendo de manera gradual. Este hecho puede ser
explicado al considera el modo de accion del propiconazole, el cual actia en la inhibicion
de la biosintesis del ergosterol, componente importante de ia pared celular Es posible
que a medida gue la conceniraciones de la dosis del fungicida van aumentando, el
praceso sea mas inhibido; a tal nivel, que la ascospora no logra la formacion de una pared
celular que asegure la supervivencia de cada una de las células que forman el tubo
germinativo, no logrando éste, un mayor desarrollo

Las pruebas de analisis de varianza indican que estadisticamente, hay diferencias entre
las respuestas a las dosis del fungicida propiconazole; sin embargo, para la dosis 0.0001
mg L™, éstas diferencias solo pudieron ser detectadas cuando se compararon a las
poblaciones de Cedro (fratada) con San Bartolo (no tratada - P< 0.0108). El mismo
comportamiento se observé cuando las poblaciones estuvieron bajo el efecto de la dosis
0001 mg L' (P<0.0007). A la dosis 0.01 mg L™ existieron diferencias entre las
poblaciones tratadas contra ia no tratada (P< 0.0001); no obstante, para la dosis 0.1 mg L
! las diferencias fueron marcadas y estadisticamente significativas entre las tres fincas
(P<0.0001) y ademas, los valores promedios de la zona tratada manifiestan esta
diferencia frente a la zona no fratada. Para la dosis 1.0 mg L™, la respuesta a los
tratarmientos fue similar que a la dosis de 0.01 mg L™ (P< 0.0007).

Los resultados obtenidos en porcentaje de inhibicidén, tampoco demuestran diferencias
entre ias poblaciones de las tres fincas, exceplo para la dosis 0 1, donde las diferencias
estadisticas fueron significativas, en cuanto a la sensibilidad (tabla 2). En el grafico que
ilustra éstos resultados (figura 9) se puede observar como en la poblacion de San Bartolo,
un gran numero de ascosporas (109 de 150 ascosporas) presentaron niveles de inhibicion
en el desarrollo del tubo germinativo superiores al 50%; e incluso, un grupo menor de
ellas (36 de 150 ascosporas) tuvieron una inhibicidn superior al 70%
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Tabla 2: Porcentaje promedio de inhibicion del desarrolio del tubo germinativo de
ascosporas, bajo el efecto de las diferentes dosis del fungicida
propiconazole.

Zona / finca Concentracion de propiconazole (mg L)

Tratada 0.0001 0.001 0.01 0.1 1.0
Cedro - 2595 29.26 39.27 4978 79.96
Corotu 14.23 26.85 31.31 5543 81.13

Promedio + D.E. | 20.08+17.31 2806+ 1913 3529+13.97 5261+1467 8055+517

No fratada

San Bartolo 14.45 27.98 39.78 66.37 78.00

Para las otras dos pobiaciones, principalmente Cedro, se pudo observar que poco menos
de la mitad del total de ascosporas evaluadas, respondieron al fungicida con una
inhibicion en el desarrollo de su tubo germinativo inferior al 50%, existiendo algunas que
fueron inhibidas en menos del 10%.
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Figura 9: Numero de ascosporas por categoria de inhibicion en el desarrolio del
tubo germinativo para las poblaciones de Cedro, Corotd y San Bariolo,
cuando se aplicé una dosis de 0.1 mg L™ del fungicida propiconazoie.

Esto refleja la existencia de ascosporas con caracteristicas de pérdida de sensibilidad al
fungicida propiconazoie, los cuales pueden en un periodo de tiempo indefinido, liegar a
convertirse en una fuente de indculo y a partir de ella, formarse poblaciones del hongo
mas resistentes a este producto.

En cuanto a la Concentracion Efectiva Media calculada en base al desarrolio del tubo
germinativo de las ascosporas (CEsy); no se pudieron detectar diferencias

43




estadisticamente significativas entre ninguna de las tres poblaciones. La prueba de
pendientes indica que las poblaciones evaluadas no difieren en su respuesta al fungicida
propiconazole y que las tres poblaciones parecen tener el mismo grado de sensibilidad a
dicho producto (Figura 10).
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Figura 10: Comparacion de pendientes lineales de regresion de las fincas de
Cedro, Corotii y San Bartolo. Los valores de R®? para cada una de las
lineas de regresion son de 0.875 para Cedro, 0.9329 para Corotii vy de
0.9797 para San Bartolo.

A pesar de que no hubieron diferencias estadisticas significativas, al analizar los valores
de CEg obtenidos para cada una de las fincas (0.02517 mg L™, 0.03203 mg L™ y 0.01918
mg L™ para Cedro, Corott y San Bartolo, respectivamente), podemos evidenciar, que la
poblacién silvestre (San Bartolo) no tratada escogida, revela una CEs, inferior en érdenes
de magnitud a las fincas de la zona tratada. No obstante, se sugiere que dada la no
significancia, esta poblacion silvestre seleccionada no sea un buen ejemplo para el
establecimiento de una linea base en este fungicida estudiado.

Como se pudo observar en la figura 9, un mayor porcentaje de ascosporas y a una dosis
de 0.1 mg L", obtuvieron porcentajes de inhibicién inferiores al 70%, resultados que
difieren claramente de los obtenidos por Guzman y Romero (1297) quienes observaron
que las ascosporas provenientes de poblaciones consideradas como muy silvestres, eran
inhibidas en su gran mayoria en mas de un 70%; cifra que es tomada como base para
determinar la aita sensibilidad de una ascospora al fungicida probado. Se discute I2
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posibilidad de que a esta poblacion este llegando, via diseminacion por viento, fuente de
indculo externo proveniente de fincas tratadas que producen cambios o que interactuan
con la poblacidn sensible existente, creando nuevas conformaciones genéticas que
resisten al producto quimico de control.

Lo anterior se puede considerar como valido ya que los resultados de estudios realizados
por Gauhl (1992), indican que es muy posible que las ascosporas viajen largas distancias
dentro de una plantacion o de una piantacion a otra, pues estas son favorecidas por el
viento, sobre todo, pocas horas después de una luvia cuando el niimero de ascosporas
liberadas es mucho mayor. El mismo autor sefiala que la distancia de vuelo de una
ascospora, es una caracteristica determinada principalmente por ia velocidad del viento y
por el tiempo en que esta se expone a la luz ultravioleta de los rayos del sol; sin embargo,
esta puede transportarse a largas distancias si el vuelo ocurre en horas de la noche.

En lo referente al crecimiento de colonias (reproduccion asexual) del hongo, las pruebas
estadisticas de comparacién de pendientes, tampoco detectaron diferencias altamente
significativas entre las fincas. Las comparaciones realizadas entre las CEg de las
poblaciones tratadas contra la no tratada, demostraron ser diferentes solo a una
probabilidad del 5%. Las pocas diferencias encontradas entre las poblaciones tratadas
con la silvestre, posiblemente se deba a la alta variabilidad de los datos obtenidos en las
fincas de Cedro y Corotu, situacion que no permite establecer en forma mas clara, las
diferencias existentes entre las dos zonas analizadas. Las CEg, promedio, obtenidas para
las tres fincas estudiadas son de 24638 mg L7, 0.5317 mg L™ y 0.0962 mg L™; para
Cedro, Corotu y San Bartolo, respectivamente.

Los valores de pérdida de sensibilidad calculados para las fincas de la zona tratada {tabla
3), revelan que las concentraciones mas bajas de propiconazole que fueron aplicadas a
estas poblaciones, no tienen un efecto diferente al que causan en la poblacion silvestre.
Solo a las concentraciones intermedias utilizadas, donde los niveies en pérdida de
sensibilidad de las fincas tratadas son de considerable importancia, se demuestra una
reduccion de la sensibilidad de las ascosporas provenientes de estas dos pobtaciones.
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Tabla 3: Valores del porcentaje de pérdida de sensibilidad, con respecto z Iz finca
San Bartolo; ai fungicida propiconazoie por dosis, en las dos poblaciones
tratadas evaluadas.

Finca Concentracién de propiconazole {mg L")
0.0001 0.001 0.01 0.1 1.0
“Cedro 0.0 0.0 1.28 24 .99 0.0
Corotu 1.47 4.04 21.30 16.49 0.0

El propicenazole es un producto que estéd muy bien distribuido entre los productores de
platano de Panama, que utilizan fungicidas sistémicos como una herramienta de control
de la Sigatoka negra. Como se merncionaba anteriormente, es muy probable gue Iia
poblacion de Mycosphaerella fijiensis obtenida de la finca de San Bartolo, escogida como
ia poblacion silvestre o de referencia, esté influenciada en su composicion genética, por
individuos de poblaciones cercanas que si han estado bajo tratamiento quimico basados
en el propiconazole y que sea debido a eso, que este producto tiene el mismo efecto en
las tres poblaciones, sin permitimos detectar diferencias estadisticas entre ellas. No
cbstante, las diferencias en sensibilidad observadas a ias dosis de 0.01 mgL”" y 0.1 mg L’
! deben ser tomadas en cuenta.

4.2 Azoxistrobina

A medida que la concentracion se fue aumentando, la longitud del tubo germinativo de las
ascosporas que se desarrollaron bajo el efecto de las diferentes dosis del fungicida
azoxistrobina (Bankit®), se redujo marcadamente dentro de cada finca (Tabla 4).

Tabla 4: Longitud promedio del tubo germinativo en micras, de ascosporas que se
desarrollaron bajo el efecto de las diferentes dosis del fungicida
azoxistrobina.

Zona / finca Concentracion de azoxistrobina {mg LY
Tratada 0.1 1.0 5.0 10.0
Cedro 123.81 65.02 46.69 38.59
Corotli 89.51 65.57 49,863 30.88
Promedio + D.E. | 106.66 + 14.26 65.30 +11.09 48.16 + 9.87 3474 + 12.37
No tratada
San Bartolo 77.57 5517 38.11 24.04
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Las pruebas andlisis de varianza aplicadas para determinar diferencias entre fincas por
dosis, lograron reconocer diferencias estadisticamente significativas entre las
comparaciones realizadas. Tal es el caso de la dosis 0.1 mg L™, donde la longitud
promedio del tubo germinativo de las ascosporas fue significativamente diferente (P<
0.0001). Por el contrario, los resultados obtenidos de los ensayos realizados con una
concentracion de 1.0 mg L™, no reflejan diferencias significativas (P< 0.0001) entre las
fincas de Cedro y Corotl, pero si entre estas dos y la de San Bartolo. Las diferencias
también pudieron ser detectadas (P< 0.0001) a una concentracion de 5 mg L™, entre las
tres poblaciones analizadas. De la misma forma, y 2 una concentracion de 10 mg L™, ias
poblaciones fueron estadisticamente diferentes (P< 0.0001). En todos los casos se
encontraron diferencias entre las poblaciones tratadas contra la no tratada.

Las comparaciones por concentracién de dosis, realizadas entre las categorias de
crecimiento de tubo germinativo, para cada una de las poblaciones, se lograron demostrar
las diferencias en las respuestas obtenidas. La figura 11 ilustra las dosis 1.0 mg L™ y 5.0
mg L”; siendo éstas, las concentraciones bajo las cuales dicho comportamiento fue mas
evidente
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Figura 11: Namero de ascosporas por categoria de crecimiento del tubo
germinativo, cuando estuvieron bajo el efecto de las dosis 1.6 mg L
(izquierda}) y 5.0 mg L" (derecha) del fungicida azoxistrobina. NG =
ascosporas no germinadas.

Una cantidad considerable de ascosporas de las poblaciones tratadas, en ambas
concentraciones, lograron desarollar tubos germinativos mayores a las 50 micras;
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principalmente las de Corotu (43%); mientras que, en la poblacién no tratada, cuando se
aumento la concentracion de la dosis, solo un nimero muy reducido de ellas alcanzé tales
dimensiones (3%). Esto sugiere que la poblacion silvestre {San Bartolo) presenta una
mayor sensibilidad a |a azoxistrobina

Los porcentajes promedios de inhibicion (tabla 5), también fueron aumentando
simultaneamente con las concentraciones de las dosis, tanto para las poblaciones
tratadas como para la no tratada, haciendo la aclaracion que, en las fincas tratadas, este
porcentaje siempre fue menor al de la no tratada.

Tabla 5: Porcentajes de inhibicion del tubo germinativo de ascosporas por finca,
cuando se aplicaron las diferentes dosis del fungicida azoxistrobina.

Zona / finca Concentracién de azoxistrobina (mg L)
Tratada 0.1 1.0 5.0 10.0
Cedro 36.56 66.68 78.07 80.22
Corotu 5167 63.42 72.31 83.32
Promedio + D.E. 4412+7.45 6505+5839 7419+525 B8177+647
No tratada
San Bartolo 57.09 68.47 78.21 86.70

Al considerar las categorias de porcentaje de inhibicion en el desarrollo del tubo
germinativo, igualmente la prueba de Chi cuadrado pudo detectar estas diferencias. La
figura 12, muestra como a las dosis de 1.0 mg L™ y 5.0 mg L' v en cada una de las
poblaciones, existieron niveles de inhibicidn superiores al 50%.

Al comparar las fincas tratadas con la no tratada, podemos decir que a la dosis de 1.0 mg
L, hubo una situacion contraria a lo esperado, ya que un mayor numero de ascosporas
{40%) de la finca Cedro fue inhibido en mas de un 70%; mientras que en la poblacion
silvestre, solo un 33% de las ascosporas presentaron el mismo efecto No obstante, {2 de
Cedro fue la Unica poblacion en la cual se encontraron ascosporas (1.4%) con menos de
un 50% de inhibicion.

A la dosis de 5.0 mg L ya es posible observar de manera mas clara, las diferencias en

cuanto al numero de ascosporas por poblacién gue fueron inhibidas en ias diferentes
categorias presentadas La poblacién de San Bartolo alcanzé un nimero de ascosporas
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con mas de un 70% de inhibicién, superior al de las fincas tratadas; refigjando una mayor

sensibilidad que las demas.
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Figura 12: Namero de ascosporas por porceniaje de categoria de inhibicion del
desarrollo de! tubo germinativo, cuando estuvieron bajo el efecto de las
dosis 1.0 mg L' (izquierda) v 5.0 mg L" (derecha) del fungicida
azoxistrobina.

Estudios de Chin et al (2001), realizados con poblaciones del mismo patogeno
provenientes de plantaciones comerciales de banano cultivadas en Centroamerica y
Colombia, comprobaron que M. fijiensis demostrd ser altamente sensible a fungicidas del
grupo de las estrobirulinas entre los afios de 1997 a 1999, periodo en que este tipo de
fungicidas estaban empezando a usarse para el control de la Sigatoka negra. Sin
embargo, ya en poblaciones del hongo colectadas desde plantaciones de Colombia y
sobre todo Costa Rica, se pudieron detectar individuos con algin nivel de perdida de

sensibilidad a este grupo fungicidas sistémicos.

El mismo autor pudo observar, como las ascosporas de poblaciones del patogenc
provenientes de las zonas comerciaies no germinaban a una dosis de 1.0 ppm en las
pruebas realizadas en 1997, pero ya para el afic de 1999, las ascosporas lograban
desarrollar tubos germinativos a concentraciones de 3 ppm, indicando la existencia de

posibies individuos resistentes.
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Los valores de la CEx para el fungicida azoxistrobina, no se calcularon debido a que las
concentraciones de las dosis del producto utilizadas fueron muy elevadas como para
poder obtener dicha informacién; por lo tanto, los valores de CEg; presentados en este
documento, son solo valores estimados. Los resultados en cuanto a porcentaje de
inhibicion observados, sirvieron para calcular las CE;s de cada una de las fincas

analizadas.

La grafica de pendientes (figura 13) de las fincas tratadas y de ia no tratada, permite
observar la diferencia en las tendencias resultantes por parte de las poblaciones, coma
una respuesta clara al efecto del fungicida. Notese como, solo con la pendiente de ia finca
de Cedro se logra calcular una CEg en base a los valores observados mientras que la de
Corotu, apenas permite hacerlo,

Las pruebas estadisticas de comparacién de pendientes aplicadas en esta etapa del
estudio, demostraron la existencia de diferencias significativas entre las fincas tratadas y
ta no tratada (P< 0.0001). Las mismas diferencias fueron encontradas cuando se compard
a la finca Cedro contra la de San Bartolo (P< 0.0001) o a esta uliima contra la de Corott]
(P< 0.0001).
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Figura 13: Comparacién de pendientes lineales de regresion de las fincas de
Cedro, Corott y San Bartolo. Los valores de R? para cada una de las
lineas de regresion son de 0.9607 para Cedro, 0.9514 para Corott y de
£.9731 para San Bartolo.
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Los valores de la CEg y de la CEys de las poblaciones tratadas analizadas se muestran
en ia tabla 6. En elia se puede apreciar con mayor claridad los niveles de dosis requeridos
para lograr un 50% y 75% de inhibicion en el desarrollo del tubo germinative de las
ascosporas, para cada una de |as poblaciones.

Tabla 6: Valores de la CEy y la CE;; para las dos poblaciones de Cedro, Corotu y
San Bartolo

Concentracion {Cedro Coroti  San Bartolo
efectiva (mg L")
CE; 0.309 0.094 0.037
CE,; 4,360 4,687 2.200

En el caso de las CEy; calculadas en base a los resultados obtenidos en la prueba de
crecimiento de colonias, también se pudieron encontrar diferencias estadisticamente
significativas. Tales significancias fueran iguales cuando se compararon a las fincas
tratadas contra la no tratada, o cuando se comparé individualmente a una de las tratadas
contra la silvestre (P< 0.0001). Las CE; promedio, obtenidas para cada una de las
pobiaciones fueron de 0.7038 mg L™, 0.6584 mg L™ y 0.3990 mg L™"; para Cedro, Corotd y
San Bartolo, respeciivamente

Al utilizar los valores de la CEzs para calcutar ef factor de resistencia (Cedro: 1.98, Corotu:
2.1) de las fincas tratadas contra la no tratada, se evidencia una pérdida gradual de
sensibilidad de estas poblaciones a la azoxistrobina. Sin embargo, estos factores de
resistencia son alin de baja magnitud Ambas pruebas realizadas para medir el nive!l de
sensibilidad de las poblaciones de Mycosphaerella fijiensis al fungicida azoxistrobina:
tanto la de ascosporas como la de colonias, advierten un nivel bajoc de pérdida de
sensibilidad al producto por parte del patdgeno.

Los resultados de este estudio coinciden con los obtenidos por Chin y colaboradores
(2001), quienes observaron la presencia de individuos con cierto grado de pérdida de
sensibifidad a la azoxistrobina, evidenciada con la prueba de Factor de Resistencia,
donde las poblaciones de la zona tratada tienen un factor que esta por encima de 1.0 pero
inferior a 3.0, lo que indica una disminucion muy leve de la sensibilidad.



Por otra parte, pruebas de sensibilidad a las estrobirulinas realizadas en poblaciones de
otro tipo de patégeno, han revelado de igual forma la pérdida de sensibilidad a este grupo
de fungicidas Olaya y Koller (1999) detectaron la resistencia in vifro de Ventuna
inaequalis a las azoxistrobinas, igual que Fraaije ef al (2002) con Blumeria graminis en los

cultivos de manzanas v trigo respectivamente.

Es probable que las poblaciones de las fincas tratadas; a pesar de sus altos niveles de
inhibicién en el desarrollo del tubo germinativo, estan perdiendo o reduciendo la
sensibilidad al fungicida azoxistrobina Los datos mostrados en la tabla 7, indican el
nimero de veces en que cada una de las poblaciones de Mycosphaerelfia fijiensis que
fueron colectadas en las fincas tratadas, han disminuido su sensibilidad en relacion con la
poblacion testigo o finca no tratada. Se destaca el hecho que a la dosis de 0.1 mg L™, la
poblacion de Cedro resulté ser 35.96 veces menos sensible que la de San Bartolo
(poblacion testigo); mientras que, la de Corotl, a pesar de no haber alcanzado esos
niveles de pérdida de sensibilidad, siempre se mantuvo en un rango entre tres y nueve
veces menos sensible al producto estudiado, que la poblacion silvestre.

Tabla 7: Valores del porcentaje de pérdida de sensibilidad en relacion a la pobiacion
San Bartolo, al fungicida azoxistrobina por dosis, en las dos poblaciones
tratadas evaluadas.

Finca Concentracion de azoxistrobina (mg L")
0.1 1.0 5.0 10.0

Cedro 35.96 2.61 2.74 7 47
Corotu 9.49 7.37 7.55 3.89

Tal vez, los altos niveles de inhibicion en el desarrolio del tubo germinative (> 50%) de las
ascosporas provenientes de cada una de las poblaciones analizadas, se deba al hecho de
que el fungicida azoxistrobina es un producto de use poco frecuente entre los productores
de platano de Panama; no obstante, y de acuerdo a lo observado por Chin, es correcto
pensar que este fungicida aun pueda tener un efecto que se considere como satisfactorio
en el control de la enfermedad y que gradualmente ira perdiendo su efectividad si no se
llegaran a aplicar técnicas de antirresistencia.

Ltama ia atencion el hecho de que no se pudo detectar una pérdida de sensibilidad clara
en las poblaciones provenientes de ia zona tratada al propiconazole pero si a la
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azoxistrobina, a pesar de que el primer fungicida ha sido utilizado por tos produciores de
platanc desde mucho antes que las estrobirulinas.

La respuesta a esto, tal vez, esté relacionada al hecho de que ias estrobirulinas, al igual
que los propiconazoles, son consideradas como fungicidas de alto riesgo al desarrollo de
resistencia por parte de los patdgenos, pero debido al modo de accién especifico de cada
uno de los productos mencionados, las azoxistrobinas son méas propensas a la resistencia
que los propiconazoies.

Fraaije et a/ (2002) y Chin ef af (2001) coinciden al decir que la resistencia observada en
Blumeria graminis se debid al reemplazo de una glicina por una alanina en el gen b del
citocromo. Se entiende con esto que para que un patégeno desarrolle resistencia a la
azoxistrobina, hace falta un solo cambio en la estructura de un gen, mientras que para
que se desatrrolle resistencia a los propiconazoles, el hongo debe alterar la estructura de
muchas de las enzimas que son afectadas por este fungicida.

Es muy probabie que este cambio halla ocurrido en aquellos individuos de las zonas
tratadas que lograron tener un mayor crecimiento de los tubos germinativos, ya que por el
modo de accion, es posible que en poco tiempo estos organismos logren desarrollar

resistencia a las estrobirulinas.

4.3 Benzimidazol

Los resultados observados en las tres poblaciones, cuando se les aplicaron las distintas
dosis del fungicida benzimidazol (Benlate 50 PS), reflejan las diferencias encontradas
entre las poblaciones, considerando las cuatro categorias de desarrolio en las gue fueron
clasificadas las ascosporas de cada poblacion (tabla 8). Las mayores diferencias se
presentaron bajo ias concentraciones de 1.0mgL" y5.0mglL™.

En et grafico (figura 14) se representan estos valores solo para las dosis de 1.0mg L™ vy
5.0 mg L™ En el se logra evidenciar con mayor claridad, como la poblacién de Cedro fue
la que demostré una menor sensibilidad al fungicida en ambas concentraciones, ya que




en ambos casos, las ascosporas de esta poblacion lograron un desarrolio que se pudo
clasificar como normal.

Tabla 8: Desarrollo de ascosporas por categoria, cuando estuvieron hajo el efecto
de las diferentes dosis del fungicida benzimidazol.

Finca Categoria Dosis
0.1 1.0 5.0 10.0
NG 0 41 16 19
Cedro D 0 51 o8 131
TC 23 37 35 0
GN 127 21 1 0
NG 0 0 20 108
Coroti D 0 0 78 30
TC 150 150 52 12
GN D 0 0 0
NG 0 58 87 101
San D 0 78 83 48
Bartolo TC 22 14 10 2
GN 128 0 0 0

La prueba de Chi cuadrado que se empled para demostrar diferencias significativas entre
las fincas, reafirma lo sefalado anteriormente, ya que en todos los casos, si hubo
significancia entre las respuestas de las poblaciones para cada una de las dosis (P<
0.0001); excepto para la dosis de 0.1 mg L™, donde no se pudieron detectar tales

diferencias.
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Figura 14: Numero de ascosporas por categoria de desarrolic, cuando estuvieron
bajo el efecto de las dosis 1.0 mg L™ (izquierda) y 5.0 mg L™ (derecha) del
fungicida benzimidazol.




A la dosis de 5.0 mg L™, se puede observar que en la pobiacion silvestre solo un pequefio
numero de las 150 ascosporas fue capaz de desarroliar tubos germinativos cortos. La
mayoria de las ascosporas de esta poblacion tuvieron una germinacién distorsionada o
simplemente no germinaron. Sin embargo, en las fincas de Cedro y Corot (tratadas), solo
un numero reducido de ellas no germind, habiendo una cantidad considerable de
ascosporas que si lograron desarrollar tubos cortos.

El modo de accion de este fungicida impide el desarrollo del proceso de mitosis afectando
directamente la formacién del tubo germinativo. Sin embargo, algunas ascosporas de las
poblaciones provenientes de la zona tratada lograron desarrollar tubos cortos bajo las
dosis altas de benzimidazol. Esto refleja un nivel, aunque bajo, de la pérdida de
sensibilidad del patogeno hacia el producto, pues se espera que los individuos que estén
bajo el efecto de este quimico no germminen o desarrollen tubos germinativos
distorsionados.

La existencia de ascosporas capaces de desarroliar tubos germinativos, alin en las
concentraciones elevadas del fungicida, permite que éstas sean consideradas como
individuos resistentes o con altos niveles de pérdida de sensibilidad al benzimidazol.

En las pruehas realizadas con fa formacion de colonias, también se obtuvieron diferencias
significativas al hacer las comparaciones entre las CE»; de las poblaciones tratadas contra
la no tratada. Al hacer comparaciones entre Cedro y San Bartoio (P< 0.0001), los
resultados estadisticos demostraron una significancia importante, al igual que en ias
comparaciones hechas entre Corott y nuestra finca testigo (P< 0.0001). Las CEgx
promedio, obtenidas para cada una de las poblaciones fueron de 0.9109 mg L™, 0.9176
mg L7y 0.5020 mg L™; para Cedro, Corotti y San Bartolo, respectivamente.

lgual que en el caso del fungicida anterior, aqui se demuestra una pérdida de sensibifidad
al benzimidazol por parte de las poblaciones de Mycosphaerelia fiiiensis que han estado
bajo tratamiento guimico formuiado con base en este producto.

Romero y Sutton (1998), encontraron en plantaciones de bananc del Caribe
costarricense, poblaciones del hongo altamente resisientes a los benzimidazoles, aun en
fincas donde el producto habia dejado de usarse durante mas de dos afios. Por el sistema
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de produccion existente en la produccion comercial de banano en Costa Rica, el patdgeno
esta bajo una presién de seleccién mucho mas intensa que en las plantaciones de platano
del Pacifico panamefio; sin embargo, es evidente que las poblaciones de M. fiiensis
provenientes de zonas tratadas analizadas en este estudio, han logrado desarrollar un
nivel de tolerancia al fungicida, lo cual coincide con las pruebas realizadas por los autores
arriba mencionados.

Es posible que la pérdida de sensibilidad de las poblaciones de M. fiiensis a los
diferentes fungicidas sistémicos utilizado se deba al uso indebido de éstos productos por
la falta de conocimiento de quienes los aplican. Es muy probabie que los agricultores
apliquen fungicidas de diferente nombre comercial, con la intencion de aplicar un sistema

de rotacién, sin saber que esos fungicidas pertenecen al mismo grupo quimico.

De igual forma Yourman et al (2000), pero analizando ia sensibilidad de Botrytis cinerea,
realizaron pruebas de sensibilidad con 35 aislamientos de este patogeno, de los cuales 17
resultaron ser resistentes, lo cual comprueba la capacidad que tienen estos organismos
de desarrollar resistencia a este grupo de sustancias quimicas empleadas para el contro

de las enfermedades.

Por otro lado, los bajos niveles de pérdida de sensibilidad encontrados en este estudio,
puede que sean un reflejo de las condiciones de la zona de muestreo, ya que esta se
caracteriza por la abundancia de fincas donde no se aplican ningn tipo de programas de
control quimico para el mangjo de la enfermedad. Debido a esto, la recombinacién de
material genético silvestre con el de poblaciones tolerantes puede estar siempre presente
dentro de las plantaciones , impidiendo que las poblaciones del patogeno desarrollen
niveles de resistencia altos a los fungicidas sistémicos empleados.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

1.

La finca silvestre (San Bartolo) permiti® establecer una poblacién de linea base, a partir
de la cual, se realizaron las comparaciones contra las poblaciones provenientes de las
zonas tratadas, pudiéndose determinar los niveles de sensibilidad a los fungicidas
sistémicos probados; excepto solo para el propiconazole.

Al analizar las respuestas de las tres poblaciones al fungicida propiconazole (Tilt), no se
logré demostrar que las fincas de la zona tratada fueran menos sensibles a este producto
que la silvestre. Existe la probabilidad de que la finca de San Bartolo esté influenciada
geneticamente por ascosporas provenientes de poblaciones que hayan estado
permanentemente bajo el efecto de fungicidas pertenecientes a este grupo quimico.

Para los casos de los fungicidas azoxistrobina y benzimidazol, las poblaciones
pertenecientes a las fincas tratadas demostraron ser diferentes a ia finca no iratada en
cuanto a la sensibilidad de las ascosporas y colonias, siendo las primeras menos
sensibles.

Los niveles de porcentaje de pérdida de sensibilidad de cada finca analizada, indican que
los fungicidas evaluados aun logran mantener niveles de eficacia aceptables para el
control de la Sigatoka negra, debide a que en las tres poblaciones siempre existieron
niveles de inhibicién en el desarrolio de! tubo germinativo, superiores al 50%

Aunque, en las pruebas in vitro realizadas se demostré un alto porcentaje de inhibicion
en el desarrollo del tubo germinativo de las ascosporas por efecto del propiconazole,
cabe resaltar el hecho de que existen ascosporas provenientes de las fincas tratadas que
lograron desarrollar, aun en las concentraciones mas elevadas del producto, tubos
germinativos con niveles de inhibicion inferiores al 10%. Esto crea la posibilidad de que
ya hay presentes en campo, individuos dentro de las poblaciones del hongo que estan
empezando a desarrollar mecanismos de resistencia hacia ios triazoles mas
comunmente utilizados por los productores de platano en Panama



5.2 Recomendaciones

1. Los altos porcentajes de inhibicion en el desarrolio del tubo germinativo encontrados
en las ascosporas de las poblaciones analizadas, permiten recomendar seguir con
ias aplicaciones de estos fungicidas pero haciendo un uso racional de los mismos.

2. Atendiendo ia presencia de ascosporas que lograron tener una germinacion normal o
que fueron inhibidas en menos de un 10% a las concentraciones elevadas de las
dosis de propiconazole, se recomienda la adopcion de técnicas de antiresistencia
gue consistan en la alternancia de este producto con grupos de fungicidas de un
modo de accion diferente, para evitar de esta manera, el desarrollo precoz de
poblaciones del hongo resistentes a este fungicida sistémico.

3. Es importante que metodologias como esta, se incorporen a los programas de
manejo integrado de ia Sigatoka negra, como un complemento de las pruebas de
preaviso biologico o0 meteoroldgico, con las cuales se podria detemminar el momento
preciso en que el fungicida desempefa una mayor eficacia en el combate de la
enfermedad.

4. Debido a la evidencia presentada en este estudio y a la experiencia vivida en otros
paises con el desarrolio de resistencia de M fjiensis a los fungicidas, seré necesario
en el futuro, establecer programas de monitoreo de sensibilidad de ias poblaciones
de Mycosphaerella fifiensis a los fungicidas sistémicos, cominmente utilizados por
los productores de platano en Panama.

5 Se deben realizar estudios que permitan estabiecer la curva de progreso de la

enfermedad, para determinar los periodos de mayor riesgo de infeccion y de
desarrollo de ia resistencia.
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8. ANEXOS




ANEXO 3. Preparacion de Medios para el Fungicida Azoxistrobina (Bankit® 25 SC) 250
gial’

Para preparar Con (mg L™) Agregar de Balon 100 mi
SM 1 100 Bankit® 25 SC 06.04 mi
SM 2 10 SM 1 10 m
SM 3 10 Svz2 10 m!
SM 4 01 SM 3 10mi
SMS 0.01 SM 4 10 mi

Preparacion de las soluciones PDA o Agar + Funguicida

Para preparar Agregar de Baion
Con (mg L.} 100 mi 200 ml 250 mi
0.001 SM 5 T mi 2mi 2.5 mi
0.01 SM4 1mi 2mi 2.5 ml
0.1 SM 3 1mi 2mi 25ml
1.0 SM 2 1mi 2mi 25mi
50 SM 1 0.5mi Tml 1.25 mi
10.0 SM 1 iml 2 mi 2.5mi




ANEXQ 2. Preparacion de Medios para el Fungicida Benomil (Benlate® 50 PS)

Para preparar Con {mg L") Agregar de Balén 100 m!
SM 1 1000 Benlate® 50 PS 0.2¢
SM2 100 SM 1 10 mi
SM3 10 SM 2 10 mi
SM 4 1.0 SM3 10 mi
SM 5 0.1 SM 4 10 mi
Preparacion de las soluciones PDA o Agar + Funguicida
Para preparar Agregar de Balon
Con {mg L") 100 mi 200 ml 250 ml
0.001 SM 5 1 mi 2mi 2.5mi
0.01 Sh4 mi 2mi 25ml
0.1 SM 3 1mi 2ml 25mi
1.0 SM2 1ml 2mi 2.5 mi
5.0 SM 1 0.5 mi 1mi 1.25ml
10.0 SM 1 Tmi 2m 25ml




ANEXQO 1. Preparacion de Medios para el Fungicida Propiconazole (Tilt® 25EC) 250 g.ia
L—1

Preparacion de las soluciones patron (en agua).

Para preparar Con (mg L") Agregar de Balon 100 mi
SM 1 100 tit® 25 EC 0.04 m|
SM2 10 SM 1 10 ml
SM3 1.0 SM 2 10 mi
SM 4 01 SM3 10ml
SM 5 0.01 S 4 10 ml

Prearacion de las soluciones PDA o Agar + Funguicida

Para preparar Agregar de Baion
Con{mglL™) 100 mi 200 ml 250 ml
0.0001 SM 5 1 ml 2 mi 2.5mi
.0001 S 4 1 mi 2ml 2.5ml
0.01 SM 3 1mi 2ml 2.5mi
0.1 SM 2 1mi 2mi 2.5mil
1.0 SM 1 1 mi ) 2mi 2.5ml




A

nbLiIYD op BIUINCIY |
1SOLLSIq 9p uoIsINg

nieg ep opnsiq [ |

A R S O O e e e P ey e L O O S T I AR

T T R e A ST L T T e A T

T R

T S e

0cL 00l ag c 0s

elleued ap eoaiqgnday ej us
nieg sp ojulsiq [sp uoidedign




	PORTADA
	DEDICATORIA
	AGRADECIMIENTOS
	TABLA DE CONTENIDO
	RESUMEN
	SUMMARY
	INDICE DE TABLAS
	INDICE DE FIGURAS
	1. INTRODUCCION
	1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
	1.2 OBJETIVOS
	1.2.1. OBJETIVO GENERAL
	1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

	1.3 HIPOTESIS

	2. REVISION DE LITERATURA
	2.1 GENERALIDADES DEL CULTIVO
	2.2 SIGATOKA NEGRA
	2.2.1 ORIGEN Y DISTRIBUCION DE LA SIGATOKA NEGRA
	2.2.2 BIOLOGIA Y MORFOLOGIA DE MYCOSPHAERELLA FIJENSIS
	2.2.3 CICLO DE VIDA
	2.2.4 PRODUCCION DE ESPORAS
	2.2.5 SINTOMAS DE LA ENFERMEDAD
	2.2.6 EPIDEMIOLOGIA
	2.2.7 DIVERSIDAD GENETICA

	2.3 METODOS DE CONTROL DE LA SIGATOKA NEGRA
	2.4 RESISTENCIA A FUNGICIDAS
	2.4.1 ASPECTOS GENERALES SOBRE RESISTENCIA
	2.4.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA
	2.4.3 FACTORES QUE INFLUYEN EN EL DESARROLLO DE LA RESISTENCIA
	2.4.3 ALGUNOS FUNGICIDAS SISTEMATICOS DE USO FRECUENTE
	2.4.3.1 RESISTENCIA A BENZIMIDAZOLES
	2.4.3.2 RESISTENCIA A PROPICONAZOLE
	2.4.3.3 RESISTENCIA A AZOXISTROBINA


	2.5 ESTRATEGIAS PARA EL MANEJO RACIONAL DEL CULTIVO
	2.5.1 CONTROL QUIMICO
	2.5.2. MANEJO INTEGRADO DE LA ENFERMEDAD


	3. MATERIALES Y METODOS
	3.1 UBICACION DEL EXPERIMENTO
	3.2  DEFINICION DE LA POBLACION Y MUESTRA
	3.3 DISEÑO EXPERIMENTAL
	3.4 MODELO MATEMATICO
	3.5 RECOLECCION DE MATERIAL VEGETAL
	3.6 DESCARGAS DE ASCOSPORAS
	3.7 AISLAMIENTOS MONOASCOSPORICOS
	3.8 ANALISIS DE LABORATORIO
	3.8.1 SENSIBILIDAD DE LAS ASCOSPORAS
	3.8.2 SENSIBILIDAD DE AISLAMIENTOS MONOASCOSPORICOS

	3.9 ANALISIS ESTADISTICO

	4. RESULTADOS Y DISCUSION
	4.1 PROPICONAZOLE
	4.2 AZOXISTROBINA
	4.3 BENZIMIDAZOL

	5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
	5.1 CONCLUSIONES
	5.2 RECOMENDACIONES

	7. BIBLIOGRAFIA
	8. ANEXOS

