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RESUMEN

ABSTRACT

Se estudio desde 1991 a 1999 la evolucion de la sensibilidad de las
poblaciones de Mycosphaerella fijiensis Morelet (Mf) a fungicidas
triazoles (test de crecimiento de tubos germinativos de ascésporas) y
benzimidazoles (test de germinacién de esporas). Los niveles base
de sensibilidad a triazoles de las poblaciones al momento de aparicion
de la sigatoka negra en Cuba estuvieron en el rango de Cl., 0,0001 y
0,001 mg/mL (clases 1 a 3 de una escala de 9). Se determiné una
disminucion cuantitativa de la sensibilidad a los triazoles en el tiempo
a partir de 1996 con valores de Cl,,0,03 a 0,1 ug/mL (clases de 4-6), y
en 1998 y 1999 de Cl,,0,1 a >1 ug/mL (clases de 7 a 9). Esta pérdida
de sensibilidad mostro una correlacion lineal con el nimero de trata-
mientos de IBE (triazoles + morfolinas) realizados y con la disminucion
del uso de otras clases de fungicidas. La poblaciones de Mf fueron
sensibles a 1 pug/mL de benomyl. Las lineas base de sensibilidad a
estrobilurinas (test de germinacion de esporas) de cinco poblaciones de
diferentes localidades mostré Cl entre 0,03 y 0,8ug/mL.

Palabras clave: Mycosphaerella fijiensis, Musa sp., fungicidas, sen-
sibilidad

The evolution of Mycosphaerella fijiensis (Mf) population between 1991
and 1999 to triazole fungicides (ascospore germinative tube growth
tests) and benomyl (ascospore germination test) was studied. The
base line of sensitivity to triazole in 1991 when Black Sigatoka was
reported, was in the range of ED,, between 0.0001 and 0.001 mg/mL
(range of classes between 1 and 3 of a maximum value of 9). It was
determined a quantitative reduction of sensibility to triazole on time
from 1996 (with values of ED,,from 0.03 to 0.1 ug/mL; class from 4 to
6) to 1998 and 1999 (ED,, of 0.1 and >1ug/mL; classes from 7 to 9).
The lost of sensibility showed a positive correlation with the number of
treatments with triazole + morpholine fungicides and negative with the
reduction of use of fungicides belonging to other classes. The (Mf)
population in 1998 and 1999 was sensible to 1 pug/mL of benomyl. The
strobilurine sensibility base line on the base of the ED,, (ascospore
germinative tube growth tests) of five populations of different localities
was between 0.03 and 0.8ug/mL.
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INTRODUCCION

La sigatoka negra causada por Mycosphaerella fijiensis
Morelet (Mf) es la enfermedad mas importante de los
bananos y platanos en Cuba. Desde su aparicion en el
pais en 1991 se desarroll6 un programa de manejo inte-
grado de la enfermedad con medidas culturales, uso de
clones resistentes y pronoéstico bioclimatico de los trata-
mientos con fungicidas benzimidazoles, triazoles,
morfolinas y ditiocarbamatos en mezclas o emulsiones con
aceite mineral, los que han venido siendo utilizados en los
altimos anos [Pérez, 1997].

Los triazoles son inhibidores de la sintesis de ergosterol de
tipo I, que inhiben la enzima 14 o demetilasa, por lo que
se han denominado inhibidores de demetilasa [DMI, Sisler
et al., 1984; Koller y Scheinpflug, 1987]. La resistencia a

DMI es de caricter poligénico, y ha sido vinculada a
diferentes mecanismos [ Buchenauer, 1995; Sisler, 1996,
1987]. Se han informado en cereales [Brent and
Hollomon, 1998] y en bananos [FRAC, 1993 y 1996;
Romero y Sutton, 1997] numerosos casos de pérdida de
sensibilidad a DMI’s en diferentes especies de patégenos.

Las morfolinas son inhibidores de la sintesis de ergosterol
de tipo II, cuyos mecanismos de accién han sido rela-
cionados a la inhibicién de A7-A8 isomerasa y la C ,
reductasa [Kerkenaar, 1995]. A pesar de su amplio uso
por muchos afios en cereales, sélo han sido informados
casos aislados de pérdida de sensibilidad [Brown et al.,
1991] y no hay antecedentes de pérdida de sensibili-
dad en M. fijiensis.
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Los benzimidazoles y tiofanatos se transforman en
MBC, el cual se une especificamente con la B tubulina
fangica, inhibiendo la division nuclear en los hongos
[Davidse, 1973]. La resistencia a los benzimidazoles
en banano estd generalizada en Centroamérica [FRAC,
1994, 1996; Romero y Sutton, 1997].

Las estrobilurinas son nuevos ingredientes activos in-
corporados al manejo de sigatoka negra en Cuba [Pérez
et al., 2000], cuyo mecanismo de acciéon ha sido rela-
cionado a la inhibicién del transporte de electrones entre
citocromo b, y citocromo C [Geier et al., 1992].

El presente estudio estuvo encaminado a determinar los
cambios de sensibilidad en el tiempo de las poblaciones
de Mfa DMI’s y benzimidazoles, y a establecer las lineas
base de referencia a estrobilurinas.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en 1991 y desde 1995 a 1999 en las
empresas bananeras La Cuba, en la provincia de Ciego de
Avila, y Quemados de Giiines en Villa Clara. Para cono-
cer la situacién base de referencia de las poblaciones en
Cuba en 1991, los muestreos se extendieron a las empre-
sas Camagiiey y Esmeralda, en la provincia de Camagiey:.
En todos los casos las muestras fueron tomadas en fincas
situadas en diferentes lineas de vuelo, seleccionando 10
plantas adultas no florecidas, donde se tomaron fragmen-
tos entre la octava a la décima hoja abierta con manchas
en estado 5-6 portadoras de pseudotecios de Mf.

En general, los fragmentos fueron incubados por 48 ho-
ras en bolsas con papel de filtro humedecido. Se procedié
a fijar los fragmentos en papel de filtro y se sumergieron
en agua destilada por 5 min. Los fragmentos fueron colo-
cados en las tapas de placas de Petri que contenian en su

fondo agua-agar (16 g/L de agar de los laboratorios
Biocen, en Bejucal, Cuba) envenenado con los dife-
rentes fungicidas, y se dejaron descargar las ascésporas
sobre la superficie del agar por una hora.

Para el monitoreo de sensibilidad al propiconazol se utili-
zaron concentraciones de ingrediente activo de 0; 0,0001;
0,001; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1 y 10 pg/mL de i.a. Para el
benomyl y el azoxystrobin se utilizaron las concentracio-
nes de 0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 1; 5y 10 pg/mL.

Después de la descarga de las ascosporas las placas se in-
cubaron por 48 horas a 25-27°C. Pasado este tiempo se
procedié a colocar las placas en una incubadora a menos
de 10°C y a evaluar la longitud de los tubos germinativos
en el caso de los triazoles, y el porcentaje de ascésporas
con germinacion normal en el caso del benomyl y el
azoxystrobin. Se observaron cien ascésporas por concen-
tracion fungicida en todos los casos, y se determinaron los
porcentajes de inhibicién en relaciéon con el control sin
fungicidas. Los datos de inhibicién fueron transformados
a unidades probit, las concentraciones a logaritmos de con-
centracion, y se calcularon las DE, para cada muestra
mediante el software Probit desarrollado en el INISAV para
este fin. En el caso de los triazoles los valores de DE,
fueron clasificados en nueve clases (ver Figs. I y 2).

RESULTADOS Y DISCUSION

Evolucion de la sensibilidad a los triazoles

Los resultados del analisis de las poblaciones de cuatro
fincas en 1991 aparecen en la Tabla 1 y las Figs. 1 y 2.
Los datos obtenidos fueron tomados como la linea base
de referencia para los triazoles al momento de la apari-
cion de la enfermedad. En la empresa Quemados de
Giiines la enfermedad no estaba presente en 1991.

Tabla 1. Sensibilidad de cinco poblaciones de M. fijiensis a propiconazol

ECV Afo Campo Provincia DE;, R? Clase

(1-9)
Esmeralda 1991 Jiqui Camagliey 0,0028 0,95 2
Ciego de Avila | 1991 Ciudad Ciego de Avila 0,00476 0,93 3
La Cuba 1991 La Carrera | Ciego de Avila 0.00275 0,96 3
La Cuba 1991 Pista Ciego de Avila 0,0004 0,98 2

La variacién de la sensibilidad de las poblaciones en las
dos empresas en el tiempo aparece en la Fig. 1. La evolu-
ci6én de la sensibilidad sigue un patrén tipicamente cuan-
titativo paso a paso. En 1991 las DE, de las poblacio-
nes de las fincas muestreadas se encontraba en los rangos
correspondientes a las clases 2 y 3. En los muestreos
iniciados a partir de 1995 y 1996 en la empresa Quema-
dos de Giiines se observaron valores de DE,, que se
encontraron en el rango de las clases medias, y ya en
1999 algunas de las fincas mostraban valores extremos
de pérdida de sensibilidad. En 1997 se observa una dis-
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minucién de los valores de sensibilidad, quizas deter-
minados por un afo muy seco, y se dependié mas de
tratamientos con fungicidas de contacto.

En La Cuba la situacion fue similar. En 1996 se observo
un aumento de los valores de DE,, en algunas fincas que
se agruparon en las clases medias de sensibilidad. Otras
se agruparon en valores bajos. Este afio se dependi6 de
los tratamientos con triazoles, y se hizo poca rotacion
con otros ingredientes activos. En 1999, en cambio, se
observaron altas frecuencias de fincas con los valores mas
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altos de insensibilidad. Fue 1999 anormalmente lluvio-
so, y se dependi6 mas de tratamientos con triazoles y
morfolinas y menos uso de fungicidas de contacto.

La relacién entre los valores de HJN durante los meses
mas favorables a la enfermedad, las clases mas frecuentes
de sensibilidad y el nimero de tratamientos con morfolinas

y triazoles para el conjunto de las fincas, aparece en la
Fig. 2. Como puede apreciarse, se observa un deterioro
del control en campo relacionado con la pérdida de sen-
sibilidad. Al mismo tiempo, esa pérdida mostré en las
dos empresas una relacion definida con el nimero total
de triazoles + morfolinas anual (Fig. 3).
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Figura 1. Sensibilidad de las poblaciones de M. fijiensis a triazoles propiconazol en Cuba. Lineas base
(1991) vy situacién para las diferentes empresas desde 1995-1999.
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Figura 2. Hoja mas joven con necrosis de octubre a diciembre y su relacién con la sensibilidad
de las poblaciones, y el namero de tratamientos con triazoles y morfolinas anualmente.
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Figura 3. Relacion entre el nimero de tratamientos con EBI’s/afio y la reduccién de sensibilidad de las poblaciones
de M. fijiensis a fungicidas triazoles en plantaciones de banano de La Cuba y Quemado de Giiines.

Hay que decir que estos resultados introducen la pregun-
ta acerca del papel de las morfolinas en el manejo de la
resistencia a los triazoles, a pesar de que el nimero de
triazoles utilizados es muy inferior al recomendado en
las estrategias de FRAC [FRAC, 1993 y 1996]. Lamenta-
blemente no se realiz6 monitoreo de las poblaciones a
morfolinas, y aunque hay informes de que no existe resis-
tencia cruzada entre triazoles y tridemorph [FRAC, 1994
y 1996], los datos obtenidos sugieren que el uso alterna-
do de morfolinas y triazoles en la estrategia de manejo de
sigatoka negra no disminuye la presién de seleccion de
poblaciones de Mf resistentes a triazoles, en contraposi-
cién con lo informado por Lorenz et al. (1995).

Por otro lado, en Cuba la temporada lluviosa se desarro-
lla entre mayo y mediados de noviembre. De enero a

abril se realizan entre dos y cuatro tratamientos de
fungicidas de contacto, constituyendo periodos libres
de inhibidores de ergosterol. No parece haber influen-
cia de estos periodos en la sensibilidad de las pobla-
ciones, siendo mucho mas importante el manejo de
los inhibidores de sintesis de ergosterol durante la
temporada lluviosa, que es cuando mayor cantidad
de in6culo estd sometida a seleccion.

Evoluciéon de la sensibilidad a benzimidazoles

En la Fig. 4 aparecen las curvas de sensibilidad de
monitoreos realizados en la empresa La Cuba. Existe una
sensibilidad alta de las poblaciones de Mf al benomyl que
no ha variado en el tiempo, y existe un ciento por cien-
to de inhibicién a concentraciones de 1 pg/mL.
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Figura 4. Situacién de la sensibilidad de las poblaciones de M. fijiensis al benomyl en la empresa La Cuba

desde 1993 hasta 1999.
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En Cuba se realiza un nimero reducido de tratamien-
tos con benzimidazoles en mezcla con ditiocarbamatos
y aceite a partir de los brotes de resistencia de M. musicola
al benomyl producidos [Pérez et al., 1985]. Estas po-
blaciones persistieron estables por mas de diez afos sin
usar este grupo de fungicidas. Han sido introducidos a
partir de 1993 en La Cuba cuando se hizo evidente que
las poblaciones de Mf mostraban una adecuada sensi-
bilidad. En la empresa Quemado de Giines igualmente
se retir6 por problemas de resistencia el benomyl a me-
diados de la década del ochenta y se reintrodujo su uso
en 1998. Esto brinda la posibilidad de mantener el uso
de este ingrediente activo en las estrategias
antirresistencia.

Sensibilidad de cinco poblaciones de M. fijiensis
al azoxystrobin

En la Tabla 2 aparece la sensibilidad de cinco pobla-
ciones de Mf al azoxystrobin. Se observé una diferen-
cia marcada en la sensibilidad de las poblaciones pro-
cedentes de fincas que nunca habian recibido
tratamientos con estrobilurinas. Las poblaciones de
mayor sensibilidad al azoxystrobin procedian de cam-
pos con una alta resistencia a triazoles (La Cuba 17).
No obstante, puede considerarse que a nivel de 1 ug/mL
hay ciento por ciento de inhibicién, por lo que el
monitoreo puede establecerse considerando resisten-
tes las poblaciones con DE, > de 5 ug/mL.

Tabla 2. Sensibilidad de cinco poblaciones de M. fijiensis a azoxystrobin

Poblaciones Provincia DLs, ug/mL | DL g5ug/mL R%5 o)

Giiira 98,1 La Habana 0,8 1,2 0,94

Buena Esperanza La Habana 0,08 1,2 0,92

Giiines La Habana 0,06 1,0 0,96

La Cuba 15 Ciego de Avila 0,2 1,8 0,92

La Cuba 17 Ciego de Avila 0,005 0,12 0,96
CONCLUSIONES

* Hay una importante pérdida de sensibilidad a triazoles
en las poblaciones de Mf de Cuba que ha determinado
el deterioro de los niveles de control. La pérdida de sen-
sibilidad es independiente del establecimiento de pe-
riodos libres de IBE en periodos desfavorables a la en-
fermedad, y ha estado directamente correlacionada con
el namero de tratamientos de IBE (triazoles +
morfolinas), por lo que es cuestionable el papel del
tridemorph en la disminucién de la presion de selec-
cién a DMI’s.

* La sensibilidad de las poblaciones de Mf al benomyl es
alta y estable en el tiempo. Esto ha estado vinculado a
un uso limitado y en cocteles con ditiocarbamatos.

e Las DE,, de cinco poblaciones de M. fijiensis al
azoxystrobin han mostrado una gran variabilidad. Sin
embargo, puede considerarse que a nivel de 1ug/mL hay
ciento por ciento de inhibicién, por lo que el monitoreo
puede establecerse considerando resistentes las pobla-
ciones con DE, > de 5ug/mL.
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