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"DETEREMINACION DE LA SENSIBILIDAD DE POBLACIONES NATURALES
DE Myﬁosnhaerella Iddjiengis A PROPICOMNAZOL EN FPLANTACIONES
DE Musa spep. DEL DEPARTAMENTO DE ESCUINTLA,GUATEMALA"

SENQITIVITY OF WILD-TYPE POPULATION OF Mvcasphaerella flliﬁnﬁiﬁ
TO PROPICONAZOL IN Musa spp. AT ESCUINTLA, GUATEMALA™

RESUMEN
Se sometieron a evaluacion seis diferentes concentraciones del

fungicida propiconazol para egtablecer in vitro la sensibilidad
original que presenta Mycosvhaerella fidiensis. Para ello se ubicaron
diez sitios pertenecientes a cinco localidades del departamento de
Escuintla, siendo ellas: Escuintla, Masagua, Cuyvuta, Nueva Concepcidn y
El Semillero, Tiquisate, que presentaron material de pl&tano ¢ banano
infectados con la enfermedad Sigatoka negra; 1la caracteristica
primordial de ellos fue la no utilizacidén de productos fungicidas
dentro de la plantacién. La metodologia utilizada fue la propuesta por
el Comité de Accién para Resistencia a Fungicidas (siglas en inglés:
"FRAC") v 1la sensibilidad fue medida en términos del rorcentaje de

reduccidén del tubo germinativo de la ascospora del hongo.

Se realizaron un total de tres muestreos, a intervalos de dos
meses (Julic. septiembre vy noviembre), determindndose para cada CAaso
los valores de Concentracién Efectiva 50 (EC 50) por los metodos
grafico v matemstico (regresién) Vv Graficos de Porcentaje de Inhibicion

a 0.01 v 0.1 ppm de propiconazol.

La Linea Base de sensibilidad del hongo al fungicida quedd
establecida entre el rango de 0.005 v 0.07 prm de propiconazol. Ademss
se determind, mediante el métodn matemdtico de regresién de EC 50O gue
la sensibilidad de las poblaciones naturales del hongo permanecio
estable. ein variacién. durante 1a época de mavor presién de la
enfermedad. ‘en 1los tres muestreos realizados, aunque existieron ligeros
cambios no  sgignificativos an la miema. Tampoco existid variacién en

Csengibilidad entre lne sitios evaluados. Por otra parte. M. fidiensis
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no presentd variacionee en sensibilidad entre los hospederos sometidos
a evaluacidén: platanc v bhanano. _

Por ultimo se determiné, mediante graficos del Porcentaje de
Inhibicisén a V.01 pem de propiconazol, gue los cambios en sensibilidad
gque presentd M. fijiensis hacia el fungicida se relacionan directamente
con la cantidad de agua precipitada en la época. asi pues, en
septiembre (segundo muestrec) se encontrd reduccién en sensibilidad,

recuperandola en noviembre {(tercer muestreo).



1. INTRODUCCION.

A nivel mundial, las especies de Musa se ven afectadas por la
enfermedad fungosa denominada Sigatoka, producida por los hongos
ratogenes Myvcosphaerella musicola Leach (Sigatoka amarilia) vy M.
fijiensis Morelet. (Sigatoka negra) (14), de ellas, la segunda ha
resultado ser maAs severa y destructiva v de dificil control,

considerandose como la enfermedad foliar mas importante (2},

Muchos paises dependen grandemente de la exportacion de productos
agricolas como el caso de los centroamericancs v caribefios, v perciben
cuantiosas pérdidas por concepto de divisas debido al ataguse de
diversas enfermedades. El banano en nuestro pais representa el tercer
producte de mayvor importancia en este rubro, solamente detrds de los

cultivos del café v cafia de azuecar (13).

Actualmente. en las grandes fincas bananeras. la unica manera de
obtener una produccién de alta calidad en donde la fruta redna los
estandares requeridos por los= paises importadores (europeos vy
norteamericanos) es utilizando programas de aspersion con fungicidas
protectantes v sistémicos ligadas con practicas agrondmlcas adecuadas,

para impedir de esta manera dafios ror patogenos,

El propiconazol es un producto perteneciente a los fungicidas
Inhibidores de 1la Sintesis de Hrgosterol (ILE) especificamente del
grupo de los triazoles v es utilizado ampliamente en el prais en
programas de aspersiones de muchas fincas bananeras para control de

Sigatoka.

Aﬁn.cuando ge implemente un manejo adecuado de la enfermedad v del
fungicidé, existe el riesgo de gque se seleccionen cepas resistentes o
menos sehisibles del honego. pror lo que los estudios dentro de este
camﬁo soh necesarios rara preservar la vida Gtil de los productos v

el control de las enfermedades.
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Esta inﬁestigacién preasenta los valores de sensibilidad in vitro

de poblaciones naturales de M. fijiensis al propiconazol utilizando el
método de rutina propuesto por la "FRAC" (siglas en inglés del "Comité
de Accidn para la Reslstencia a Fungicidas”) calculando el pardmetro de
Concentracion Efectiva 50 (EC B0OY y grAaficos de Porcentaje de
Inhibicién con ‘sels diferentes concentraciones del fungicida gue
sumeéntan de manera exponencial en diez sitios de pldtano o banano del
departamento de Escuintlas que no posean historial de aplicaciones de
fungicidas; ademAs se establece 1la Linea Base de sensibilidad para
poder comparar con otras poblaciones del hongo sometidas a la presidn
del propiconazol y asi poder implementar eastrategias anti-resistencia

cuando correspondan.
Z. PLANTEAMTENTC DEI, PROBLEMA:

Es bien conocido que en 1la agricultura moderna se utilizan
diverscs métodos de control de enfermedades rara reducir dafios
econdmicos a los cultivos. El control a base de productos quimicos
COURA un renglon  muy  importante en  la  proteccidén vegetal por su

efectividad, v hoy por hoy es el método mas utilizado en las grandes
fincas y empresas bananeras del pais.

En  las plantaciones de- Musa &p. es comin encontrar infecciones
foliares de hongos ascomicetos del génerc Mycoaphaerella causantes de
la enfermedad de Sigatoka 1la gque merma congsiderablemente la calidad de
la fruta, sobre todo si las condiciones ambicntales son adecuadas para

su demarrolic.

Para el control de Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) es
coman la utilizacién de fungicidas de accién sistémica —-como lo es el
rropiconazol- los gue generalmente se aplican en época lluvioma ya que

es donde la enfermedad causa mavor dafic.
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El uso constante & inadecuado de fungicidas sistémicos permite que
log hongoe utilicen mecaniemos tanto fieioldgicos como genéticos que
conllevan a una pérdida gradual de sensibilidad al mismo, va que

actuan sobre un sitio especifico del metabolismo del patégeno.

El propiconazol fue introducido al pais en el afio de 1987, su
innovador mecanismo de accidén permitidé un buen grado de control contra
Sigatoka negra, difundiéndose en las bananeras del pais; en los ultimos

afioe ha disminuido ligeramente su efectividad.

Para detectar cambios de sensibilidad rutinariamente se monitorea
al hongo en las plantaciones comerciales v se comparan los valores EC
50 y/0 de rorcentaje de inhibicldén contra los obtenidos en A&reas

cercanas en las que no se aplican fungicidas.

Los wvalores EC 50 y de prorcentaje de inhibicién que agqui se
presentan constitﬁyen la Linea Base de sensibilidad de Sigatoka negra
(M. fijiensis) a propiconazol, ee pretende que de alguna manera estos
gustituyan a los valores de sensibilidad de poblaciones originales
(antes de que ze aplicara el producto por primera vez). La comparacion
de estos valores de sensibilidad “inicial” contra los de fincas
comerciales actualee, rermitira establecer Ia  inteneidad de lae
variaciones de sensibilidad de Gigatoka negra (M. rfijiensis) a

propiconazol ocurridos durante los Ultimos siste afios.
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J. MARCO TEORICO:
3.1 Marco Conceptusnl.
3.1.1 Descripcion Botdnica de la Especie:

Tanto el banano como el pléatano son considerados como plantas
herbAceas que poseen un pseudotallo aéreo oripinado de cormos Carnosos
en log cudles se desarrollan muchas vemas laterales o “hijos”. Por otra
parte. las hojas poseen wuna distribucién helicoidal (filotaxia espiral)
v lag bases foliares circulan el tallo o cormo v dan origen al
pseudotallo. En lo que respecta al sistema radicular, al momento de 1a
germinacion de una sgemilla de Musa la raiz primaria es rapidamente
reempliazada por el sistems de raices adventicias tipicas del cultivo.
El origen y desarrollo de las raices adventicias v laterales es de tipo
endsgeno, inicidndose cerca de los tejidos vasculares v atravezando los
demds tejidoe loealizados fuera del punto de origen. La inflorescencia
es terminal v crece.a traves Jdel centre del pseudotallo hasts aloanzar

la superficie (28,
3.1.2 Clagificacicn Tavonomica:

Los séneros de Muse poseen la siguiente clasificacidn {19):

Heino: Flantae
Subreino: Embryobionta
Division: Magnoliorhvta
Clase: Liliopsida
cubclase: Zyngiberidae
Orden: Zyngiberales
Familia: Mugaceae
LGenero: Musa

3.1.3 Beblogia del Cultivo:
Las plantas de Musa se desarrollan dptimamente en regiones

tropiceles que 2on himedas v calidas. Tanto 1a luz, temperaturs v
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reservas de agua son determinantes, ademds de un buén contenido de
nutrimientos. La localizacidén &ptima se ubica entre los 0 y 156 grados
de latitud norte y sur. La altitud comprendida entre los Q0 y 300 MSNM
s la adecuada, siempre y cuando la temperatura no sea limitante para
el desarrollo. Para la obtencién de cosechas econémicamente rentables,
se considera suministrar de 100 a 180 mm de agua por mes, para cumplir
con. los requerimientos necesarios de 1la planta; con respecto a la
temperatura, su minima absoluta es de 15.6 °C ¥ su maxima de 37.8 °C.
Exposiciones a temperaturas mayores o menores causan deterioro vy
lentitud en el desarrollo, ademds de dafios a 1la fruta. Las texturas
recomendadas para obtener buenas cosechas son las medias, desde franco
arencsog muy finos vy finos hasta franco arcillosos, texturas mas
livianas o més pesadas pueden provocar problemas de manejo. Por otra
parte los pueloe deben de presentarse bien balanceados fisicamente
hasta wuna profundidad no menor de 1.20 metros. Las condiciones de pH

adecuadas oscilan entre los 6 v 7.5 (28).

3.1.4 Importancia Econdémica del Cultivo:

Guatemalsa es un pais gque depende grandemente de la produccién
agricola, siendo sue principales cultivos: el café, la cafia de aztcar y

el banano, los cudles se destinan, en su mayoria, a la exportacidn.

Segin un reporte del Departamento de Estudios Econémicos del Banco
de Guatemala que comprende del 4 de enero al 27 de octubre de 1994, las
exportaciones de banano guatemalteco dejaron en ese entonces US$93
millones 945 mil 600, tenlendo una disminucicn del 4.4% con respecto al
afio de 1993 (16). Esta disminucién se debid a la depresién que
sufrieron loes precios a raiz de précticas especulativas de los paises
europecs que son los prin¢ipales consumidores de la fruta tropical

(26).

Por otra parte, el pldatano se comercializa en gran manera a nivel
naciondl en los mercadog, ¥y se consume Ccomo un articulo de sobremesa,

sin tener carécter esencial en la alimentacién{l13).
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El cultivo del banano genera empleoc de manera directa e indirecta,

vy  segin la UPEB {Unidén de Paises Exportadores de Banano) égte tiende n

aumentar (5).

3.1.5 E1 Patdgeno:

3.1.5.1 Origen y Dispersién-

En el afio de 18969 =e detectsd vor primera vez a M@bosphaereila
filjiensis en una fines experimental de la United Fruit Co. llsmada
Guaruma I ¥ gue se encontraha ubiocads en Honduras. Tres afice después,
en 1972, se detectd en la finca Zapote que ese encontraba situada frente
a Guaruma I. En 1973 fue detectada en la finca Naranjo Chino
distanciada 11 Ems. del foco inicial. E1 Huracén FIFI, que se presentd
en el afio de 1974 fue el principal causante de 1a dispersién de la
enfermedad en todo el territorio hondurefio, ya para el afic de 1877 ae
encontraba en Guatemala. En Belice aparecié en 1975, en Costa Rica en

1999, en Mexico, Panama v Colombia en en afic de 1981 (2,14).

El patégeno ha sido nbservado también en Fiji, Tonga, Samoa
Occidental, Islas Cook, Papua, Taiwan, Ielas Salomén y Nueva CGuinea.
Ezstas dos nvltimas regiones son consideradas como el centro de origen de

los patbgenos con epiteto Fijiensis (14).

El viente y el hombre han sido las principales causantes de 1la

diseminacion de 1la enfermedad a los paises vecinos (2).
3.1.5.2 Organiemo Crmusal ¥y Clelo de Vidas

La enfermedad de Sigatoka roesee doe clicloa de reproduccisdn, uno de
tivo sexual en donde s& da la  produccién de ascosporas (género
Mycosphaerella) v otro de tipe agexual en donde exigte rroduceidn  de

conidias y que corresponde al género Cercospora {2).

El hongo posee tres tipos de cuerpos fructiferog: los

espermogonios que producen eerermacios, lom peritecios que producen
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LAl kA GG lnsdl A Cadod eiscbod directos e indirectos  sobre las
Edpdis e we fusa. Bntre los efectoe direchtos ee  puede menclionar un
“quemado” © necrosamiento de las hojas 1o que representa una pérdida de
Area foliayr y ademds defoliacidn. Las hodas que presentan mayor
exposicidn a la infeccidén son la candela, particularmente el lado
lzquierdo de la miema, vy la primera hoja. Log efectoe indirectos =se
hacen notar en la fruta, ya gue debido a la disminucién del &area foliar
por el procegso de infecclidén, se alteran log procesoe fisioldgicos
del desarrollo de la misma, sge puede mencionar entonces un retardo en
la maduréz fisioldgica normal., racimos pequefios v deformados, dedos sin
grosoy adecuade, la fruta se vuelve blanda en el racimo antes de la
cogecha, la pulpa adgqulere coloracidén y =abor anormal, maduracicén

prematura (2,14).
3.1.5.5 Etiologia:

En el afio de 1964 se descubrid una nmueva enfermedad foliar del
banano, similar a la Sigatoka amarilla pero mads severa, la coloracidn
negra de los eintomas de las hojas origind que se denominara raya
negra. El examen de las estructuras reproductivas sexuales, reveldé que
no existia diferencias en el estado sexual Mycosphaerella sp, pero gi
era notable la diferencia en el estado 1mperfecte Cercospora, como para
considerarse una nueva especie. Se denominé como M. fijiensis Morelet,
Deighton, el estado perfecto y Cercospora fijiensizs &l estado
imperfecto (6,23},

Se habia referido a M. fijiensis como mutante de M. musicela las
cudles descendian de un ancestro comin, pero el comportamiento en el
campe v el estudio microscdpico de las eztructuras reproductivas revela

que @on dos especles diferentesm (Z28).

En Honduras s=e identificd otra nueva especie del género

Mycospliaerella gque presentaba los mismos eintomas en el campo que M.
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fijlensis pero la descripcién de las estructuras asexuales no -
correspondian a las observadas. Denominaron a esta especie M, fFfiljiensis
var difformis el estado sexual v Cercospora fijiensis var Jdifformis al

estado asexual (24).

Las diferenciss taxonémicas entre estas dos 1ltimas especies no
han sido 1o suficientemente claras. En 1980, Pons (25} establecid
mediante el estudio de las estructuras reproductivas de materiales de
diferentes procedencias una 1nica clasificacién para ambas que es
reconocida mundialmente M, fljilensis estado rerfecto vy Cercosapora

fijlensis estado imperfecto.
Tai citado por Tapia (30) ubics taxondmicamente a las egpeciss en:

Clase: Ascomyvcetes.

Subclase: Loculascomycetes.

Orden: Dothiales.
Familia: Dothiscese.
Género: Myecosphaerella.

3.1.5.6 Condiciones Climdticas:

Log elementos més importantes del clims gque favorecen el
desarrollo del hongo son: 1ls lluvia, el rocio y la temperatura. Estos
elementos intervienen en  la germinacion de eeporag, corecimiento del
tubo germinativo, penetrscion en el hospedero y en la rroduccidn y
liberacisn de £Eporas. La temperatura Sptima  oscila entre los 26 y 28

°C ¥ predomina a alturas inferiores ge los 600 MSNM (30).

3.1.6 Historia de Fungicidas ISE:

Al  final de 1los atios sesentas fueron ratentados los primeros
compuestos imidazoles, triazoles v ririmidinas con Propiedades
fdngicidas, los mismos demostraron caracteristicas interesantes rero

casi todog tuvieron un limitado espectro de actividad vy ninguno fue
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extremadamente actiég. Fue en la época de los afios setentas cuando un
nuevo grupo de fungicidas triazoles fue desarrolledo con distintas
ventajas en el control de un amplio espectro de enfermedades en frutas,
vegetales y otros cultivos. Hsos productos han mostrado un alto nivel
de eficacia en la mayoria de las enfermedadee de los cereales. E1
sucesivo uso de esos productos es la causa de gue, hasta 19868, el &rea
tratada de los cereales europeos continud cultivado. Investigaciones
bioguimicas han mostrado gue todos esos fungicidas han sido efectivos
en la inhibicidn de la biosintesis de compuestos esteroles. Con
excepcidn de las morfolinas., que también son considerados fungicidas
IS8, todog los compuestos tienen un sitio comin de accidén. Desde 1980,
han sido desarrollados nuevos fungicidas ISE, con un diferente espectro

de actividad v eficacia a bajas désis (7).
3.1.7 Biosintesis del ergosterol:

Nee c¢itado por Delw {8) indica que Ila mavoria de hongos
fitopatdgenos (Ascomicetos. Basidiomicetos v Deuteromicetos) sintetizan
gus propios egterole=s los  que son  requeridos en el crecimiento vy

reproduccicén de los hongos.

"La primera estructura gque =e forma en la biosintesis del
ergosterol, el lanosterocl. es formade por la ciclizacién del 2,3-
epoxiescualeno-el que proviene de la via del isoprencide. El lanosterol
sufre considerables modificaciones antes de llegar al final de 1la
biosintesis. La primera modificacién es una metilizacién en la posicién
del carbono veinticuatro (C-24), seguido de una remocién oxidativa del
grupo metil en las posiciocnes de los carbones catorce (C-14) v cuatro
(C-4). Los pasos finales incluyen un rearreglamiento de dobles enlaces
forméndose.  en la mayvoria de fitopatdgenos el compuesto final

denominado ergostercol’ (7).
3.1, coademo de Acclidén dei propiconazol:

"El producto  interfie:= w¢on el traslado del grupoe metil a 1a
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posicidn del carbono catorece (C-14). La secuencia de la demetilizacién
del C-14 inicia con la hidroxilacién del grupo metil C-14 mediante la
union del ingrediente active al citocromo P-450 monocoxigenasa, lc que
conduce a una acumulacién de metabolitos intermedios del ergosterocl.

agotdndose el contenido del mismo en el micelin” (7.,32).
3.1.8 Definicidén de KResistencia a Fungicidas:

"El desarrollo de resistencia a un determinado fungicida e85 un
ajuste estable y hereditario de un hongo hacia un fungicida, que da
como resultado una menor sensibilidad a ege fungicida. El término es
usado generalmente para cepas de especies sensibles gque han cambiado,

usualmente por mutacién, para ser menos sensibles a un téxico” (87Y.
3.1.10 Antecedentes de Resistencia a Fungicidas:

Conforme se han utilizado los fungicidans durante sfios para el
control de diversas enfermedades. se han formado cepas fitopatogenas
resistentes a algunos fungicidas. La resistencia a fungicidas con
anillo bencénicc aparecié alrededor de los afios sesentas, ejemplos de
esoa productos son: difenilo, hexaclorobenceno. PCNB. Posteriormente
aparecio una cepa de Venturia inaegualis resistente al dodine. Lo mismo
ha sucedido con antibisdticos gque sge utilizan ampliamente para el
control de bacterias patdgenas. Sin embargo fue la vutilizacién de los
fungicidas sistémicos, como el benomyl., 1o que propicid la aparicidn de
numerosas cepas de hongos resistentes a uno ¢ méde fungicidas. Esto se
debe a que los mismos actGan sobre un sitlo especifico del metabolismo
del hongo y es mas facil que los hongos, por medic de mutacidn o

seleccidn. se hagan resistentes (1).
3.1.11 Estrategias Anti-—-Resistencia:

En los casos tempranos de resistencia a fungicidas es necesario
tomar acciones inmediatas. Para la implementacién de este tipo de

estrateglias =s dehen de tomar en cuenta los giguientes elementos:
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evaluasion de riesgos v o« v e egtrategias.
3.1.11.1 Bvaluacion de Riesgos:

o8 principalea factores que influencian el riesgo de resistencia
1 o ‘=1 dividirse en dos grupos., el primero corresponde a factores
i oo ases tales como la bicologia del hongo o la quimica del fungicida
e incluven el modo de accion del producto, la dindmica de poblacidn del
hongo, reproduccidén v movilidad de esporas asi como la duracidn del
preriode de mavor pregidon de la enfermedad (clima). ELl segundo grupo
corresponde &l uso v manejc de los fungicidas en donde se considera la
duracidon de la exposicidén del hongo (en gensraciones}), presencia de
otros factores de control (efectividad de mezclas. resistencia del

huésped) ., provorcidédn del Area tratada del cultivo (7).
3.1.11.2 Disefio de Estrategias:

En esta etapa g necesario considerar dos tivos de elementos,
los elementos tecnicos gue incluyven la evaluacion temprana del riesgo
inherente durante el desarrollo del producto, establecimiento de linea
base de sensibilidad para cada patosistema vy, desarrollo de métodos de
monitoreo, deteccidn Vv  programas de monitoreo bajo condiciones
practicas del uso del producto. También existen los elementos de
manejo, entre los cudles estdn el uso de recomendaciones (désis. numero
de aplicaciones por temporada, duracidn de la exposicién al patdégeno,
proporcidén de area tratada), integrar otros métodos de gupresidn de
enfermedades: la implementacién de estos elementos deben de realizarse
tempranamente antes de gque la resistencia ese vuelva un  verdadero

problema (7).
3.1.12 Meaitoreo de Resistenciac:

e cwino "monitoreo” significa ver, observar, chegquesr, etc v el
término monitoreo de resistencis es utilizado para reconccer v predecir

resistencia de un patégenc a un fungicida. E1 "FRAC" (=iglas en inglés

%g



%‘. TRgee

14

del Comité de Accidn para Resistencia a Fungicidas) comenzd a trabajar
con i grupo de los fungicidas ISE en el afio de 1982J e inicid con
validar reportes de resistencia en cereales vy cuctirbitas con
roblaciones de mildius felpudos. Otras compafiias e instituciones gue
trabajaban c¢on el grupo de los ISE desarrollaron independientemente
métedes para evaluar 1la sensibllidad de los patégencs. Esos métodos:
fueron designados para simular condiciones préacticas. En un principio
Se CcompAararon campos. con historial de aplicaciones con-otrbs campos en:
donde no se han utilizado los productos. Mas tarde, sistemdticamente,
fueron usédndose Areas de mayor tamafio. En adicién a 1las prushas en§
donde se utilizaron los mildius, existen en 1a actualidad un nimero:
alto de métodos para determinar sensibilidad de patégenoe a fungicidas:
ISE}ésos métodes han sido desarrollados y publicados por compafiias gue
trabajan con escs grupos. 3¢ ha trabajado loe eligulentes patdgenocs:
Sphasrotheca fulginea en cucurbitiaceas (in vive), Uneclnula necator en
uva (in vivo), Venturia inaequalis en manzana (in vitro, in vivo),
Cercospora sp. en mani (in vitro), Pseudocercospeorella sp. en oereales_
{in vitro), Mycosphaereila musicola y fijiensis (in vitro, y estudios

iniciales in wviveo) (7).
3.1.13 Linea Base de Sensibllidad a propiconazol:

En log afics de 1882,/3 Ciba Geigy inicid programss de monitoreo en
paiges clave, con el objeto de establecer la linea base de sensibilidad
de Mycosphaerella ap. s propiconazol para que fuera posible dejarlo_
como un patrén para el futureo. Esos programas fueron establecidos para
la deteccién temprana de un eventual brote de "resistencia” y poder
adaptar estrategias =i ge llegarsn a requerir. Para poder detectar nnas
disminucion de sensibilidad., es importante oconocer la sensibilidad def
poblaciones naturales {1lbrea de aplicacién de fungicidas) del
patdgeno. HEsos datos se obtieneﬁ con experimentoe utilizando un rango
de ooﬁcentraoiones* y es expresado como HEC B0 (concentracidén del.

fungicida gue reduzca el /0% de la longitud de les tubos germinativos o
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el desarrollo .de Mmicelio del hongo). ese conjunto de datos de
poblaciones naturales es denominado come Linea Base. Los valores de EC
50 pueden variar dependiendo de la versidn del método, las condiciones
exrerimentales v la localidad. es por ello que es necesario incluir en
todos los monitoreos de resistencia el método utilizado ademéds de
conocer la variacidn de la prueba v los parémetros utllizados para una
correcta interpretacion de los valores obtenidos para cada monitoreo

(7)
3.2 Marco Referencial:

3.2.1 Métodos utilizados para detectar seneibilidad a funglecidas ISE:

Uno  de los métodos para determinar sensibillidad, es el llamado
Método de CUrecimiento de Colonias., qgque se basa en descargar ascosporas
del hongo es un medio agar-VB gue contiene una determinada
concentracion de fungicida incluido un testigo libre del producto. Se
mide el crecimiento del micelico en cuatro repeticiones de 1la
concentracidén. con estos resultados se realiza una gréafica de
désis-respuesta en papel semilogaritmico, ror 1dltimo se busca la
concentracidn del fungicida que redujo en 50% (BEC 50) el crecimiento

del micelio (3).

En la actualidad. la metodologia utilizada es la propuesta por el
"FRAC” (siglas en inglés del Comité de Accién para resistencia a
Fungicidasg)(11l), la gue egs similar a la recomendada por Dupont (10}
para monitoreo de resistencia a benzimidazoles. Esta metodologia
consiete en la medicidn de la longitud del tubo germinative de las
ascogporas del hongo después de 48 horas, las gue germinaron en agar-
agua—fungicida, comparandose  luego con un testigo libre de fungicida,

en términos de reduccicn de la longitud del tubo germinativo {(10.12).

3.2.2 Estudions de sensgibilidad de #. rfijiensls a propiconazol:




3.2.2.1 Realizados en otroz paiges:

siba Geigy inicid programag de monitorec de sensibilidad en Centro
America en el afic de 1882. Programas adicionales dé monitoreo fuercn
iniciados en Africa, especificamente en Camerin y en las Filipinas en
los afios de 1983 y 1985 respectivamente. Los datos  generados en 1982-B3
correspondieron a poblaciones naturales (Linea Base). El1 método
utilizado en ese entonces fue el de crecimiento de micelio. Los valores
de BC BO fluctuaron entre 0.02 y 0.7 ppm de propiconazcl. Los
resultados de los aislamientos colectados en 13984-85 en pruebas de
campo  © plantaciones comerciales donde el propiconazol fue utilizado
para el control de Sigatoka. se determind gque no existidé cambio en
comparacién a los niveles de sensibilidad de la linea base (3). El1
siguiente cuadro resume los valores de sensibilidad determinados.

Cuadro 1. Bensibilidad de M. Ijji&HSiS s proplcoconazol an dlferantea peaiaas
en &l pariods de 1582~-86.

Afto Pois ' Nimero de Range de valoraes
sjenplo ET BO an ppm de L.

1B8Z : Copta Rica 1 [
Guadalupea 1 o256
Martinlioa 2 0.07-C.10

is83 Beliza b R 0.02-0.70
Comearin <] L.04—0.38
HMartinlca 1 .15

1884 Balice 8 o.02-0_310

] Cameriin 15 C.02~0_17

1986 Camarin 1 ¢.04 it
Honduras 2 O.08-0.16
Filirinaa 1 007

19868 Camarin 1 C.0op
Cuadaslupa 1 0.13
Honduraa 1 [ =
Filipinas i ¢olg

En Costa Rica, Williams (32) evaludé la gensibilidad de M.
fijiensis a les fungicidas propiconazol y flusilazol utilizando para el
caso dog localidades, una de ellas con historial de aplicaciones de los
fungicidas ‘(Guépiles} v otra sin histerial (La Lola) de aplicaciones,
ademas se utilizaron plantas de banano y platano. En ese entonces no sé
encdntrapbn diferencias entre las poblaciones del hongo rrovenientes
de las dos iocalidades, como tampoco existie diferencias entre loé

fungicidas. ni entre las poblaciones del honge de ambog hospederos. Se
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utilizdé la metodologia propuesta ror el "FREAC" (longitud de tubo
gsrminativo) asi como la  ecuacién  de saturacioén prara calcular los
valores de EC 50, para determinar las diferencias entre poblaciones se
utilizaron limites de confianza superiores e inferiores. El resumen de

los resultados se muestra a continuacidén.

thadro 2. Valores da senaibililidad de M. Filiiensis A proriloonazol v flugilazmol rara

ambae localidadss v hoapedarog.

proploonazol fivaillszol
Banesnc Fldtano Banano Plataono
LAm eun. C.0121 0.0132 2.0820 O.0288
Le Lola EC BO C.00BE 0.Cc033 0.03E3 0.0Z214
Lim Inf. 0.0048 2.0034 0.00eB C.0130C
Lim aup. 0.1604 | a—ee 0.0229 | —me—
Gu&ipilea EC BO - D.0024 | ——mm 0.0173 | ~e——m
Lim 4inf. D.0111 | e 0.0117 | —meee
Lim aup. : Limites da confiansa fuperiorea al valor de FC 6O,
Lim in¥.: Limiteg de cenflanza infarlores ol valorxr de EC BO.

3.2.2.2 Realizados en Guatemala:

be 1992 a 1985. Ciba t3eigy ha realizado rutinariamente monitoreos
de sensibilidad de Sigatoka a propiconazol. El programa actual incluye
también evaluacién de la sensibilidad de otros triazoles. (tras
compafiiae productoras de bananc también lo hacen. El método usado es el

de longitud de tubos germinativos. (18),

Mancilla Ruano (21) evalué el efecto de los periocdos libres de
aplicacion de propiconazol en plantaciones de banano, en sels
localidades del departamento de lzabal, cinco de ellas con historial de
aplicaciones v una eain historial. Para determinar los wvalores de
sensibilidad, utilizd el métode de la longitud de tubos germinativos
recomendade  rvror “FRAC" (siglas en inglés del Comite de Accidn parg
Resistencia a Fungicldas) determinando los valores de EC 50 por medio
de regrééién v utilizando el método grafiro. En ese trabajio sé
determiné que el hongo recuprera la sensibilidad al fungicida ror medio
de la utilizacién. de vperiodos libres. coencluyendose que a mayor

duracion del mismo existe mavor recuperacion  de sensibilidad.  Losa
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valores de concentracidn efectiva 50 de las moblaciones con historial
de arlicaciones fluctuaron entre 0.088 a 1.36 ppm de i.a. v los valores
de las poblaciones sin aplicacién de fungicida variaron entpre 0.0007 a

0.048 ppm de i.a.

Cuadre 2. Valores de sgengibilided de M. Fijiensis s rroriconamol an

gaie dlifarentss localidsades dal dspartamanto e Izabal v an

asls muestvress para evaluacidn da peariodos libras.

MUEETREOD
1 2 a 4 B P -?
NLoOCALIDAD
1 8D i. EBD O.27 0.28 0.4 1 o.oms
2 BD ' 0.44 | o0.31 ‘O.B7 1.98 | o.141
3 0.E8 5D I oo.2B 1.08 0.22 0.123__“
4 0.43 sD 0.23 0.81 o.33 0.187
B 0.87 O.1g c.41 | o.z0 0._n4 0.211
A 0.038 0.0007 0.003 0.04m 0.021 0.008 I
A = Localided ain hiotorial da arlicaclonea.

Todog lLos vealorass an Prm de 1 a.
3.2.3 Caracteristicas del propiconazol:

El propiconazol es el ingrediente activo del producto comercial
Tilt 250 EC (250 gramos de i.as/litro) y pertenece especificamente al
grupo de losg triszoles por poseer tres dtomos de nitrégeno. Bl Tilt es
un  fungicida sistémico de amplio cambo de accién,desarrollado por Ciba
Gelgy Ltda. especialmente para el control del complejo de enfermedades
en cereales: posee un gran valor para controlar eficientemente la
Sigatoka. En banano, Tilt controla ademds a Mycosphaerella musae,
Cordana musae. Cladosporium musarum. Es ligeramente téxico a mamiferos
v reces v se clasifica como WHO clase III. El producto posee poca
movilidad en el suelo siendo moderadamente persistente en ol mismo. La
mejor forma de utilizar Tilt es en blogues con un minimo de trés
arlicaciones consecutivas v debe de usarse solamente en el periodo de
lluviaS.ZPosee registro de residualidad extendido por la Agencila para
la Protedoidn Amhiental de los Estados Unidos ("EPA”, siglas en inglés

"Environmental Protection Agency "y (3.



Es altamente sistémico.

.2.3.1 Otras caracteristicas:

Penetra rapidamente en la lamina foliar.

Se presenta como un concentrado emulsificable.

Posee una fuerte accidn curativa.

Es bilen tolerado por bananos y platanos.

#s compatible con aceite= agricolas.

Toxicolégicamente se

encuentra

garantiza segurldad al usuario.

bien

documentado

lo

18
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4. OBJETIVOS
4.1 GENERAL
4.1.1 Conocer la sensibilidad original (in vitro) de poblaciones

naturales de Myvecosphaerella fijlensis a propiconazol {(PPZ} en
la época de mayor presidn de 1a enfermada&.

4.2 ESPECIFICOS

4.2.1 DPeterminar los valores de Concentraoién Efectiva 50 (EC 50) v
Graficoq de Porcentaje de Inhiblﬁion dp poblaolones de

M. fijlenalw a PPZ.

4.2.2 Establecer la Linea Base de sensibilidad de M. fijiensis a

PPz en Guatemsla.

5. HIPOTESIS

5.1 Las generaciones de Mycosphaerella fijiensis de cada roblacién no
presentan variacién entre si en sus valores de sensibilidad (EC 50) al

fungicida propiconazol.

5.2 No existe variacién en la e&ensibilidad (EC 50} 'de ¥, fijiensis =al
PPZ entre loa sitics de miestreo,

5.3 La gengibillidad que presenta Mycosphaerella fijiensis al
rropiconazol en rlantas de bpanano v platano ae considera

estadisticamente similar.



. METODOLOGIA.

6.1 Procedencia del material de rplatano v banano:

Las muestras de heoijas infectadas con Sigatoka que se utilizaron en
el experimento. procedian de diez sitios de banano y pléatano de la
regitn sur del pais en el departamento de Escuintla y no poseian

historial de aplicacién de fungicidas.

Cuadro 4. Ubleoaclsdsn gecgré&flca v sltitud an matroe aockre a2l nilvel del mar

de loa gsltica an aatudio.

Nombre Sitic Localidad Latitud Longitud Elavacisén
Puenta Pale Eecuintla 14 18°B3" 8047 16" 347
En Angel Ezcuintla 14 o7"0o8" PO"B3 705" 225
Chemlita ! Cuyuta 14 o8- 17" |06l 48" 43
El Placar Nve Concepcién |14 14-32" §1°13"31" 50 {
5n Francileco Nva Concepcidn (14 1234 8113 a2" BO
Posa Verda Nva Concepcion |14 10-23" B1"14"02" BO
La Iluaidn Nva Concepcilon (14 17-41" 81°17 41" BO
Ticanla 1L Bamillero,Tig. 14 03 "B2" 81=°31 02" [0]=)
Ticenla 2 Bamillerce.Tiq. 14 O03°62" 8131 02" OB
Tleanla 3 Semillero,.Tiq. 14 O3°B2" 81°31 D2 ob

segun LGN basado en Thornwaite (185) los sitios o fincas de la
localidad de Escuintla poseen un clima seco, sin estacidén fria bien
definida, muy hamedo, ein estacién seca bien definida. Los sitios de
Cuyuta, Nueva Concepcidén v El Semillero,Tiguisate roseen un clima

calido, sin estacidn fria bien definida, htmedo con invierno seco.

Los sitios ubicados en la localidad de L1 Semillero posSeen  una
zona de vida de bosgque seco subtropical:; las localidades de Eacuintla,

Cuvuta vy Nueva Concepcion poseen una zona de vida de bosque muy humedo

subtropical (ecalide) (4).

e
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euleddn L pr e il taslon Focdinsalie totol Snniall Blotemuersturss mediag snuales v geriss
s Buaeior (45 de las Llocalldades en aestudio.
}
f Loecalidad Frecipitecisn{mm) Biotemparatural®*C) Bualoa
Becuinte 3,284 21 - 25 Torolita
Cuvuta 3,284 21 ~ 2B _ Paximorng
il Nve Conecapcis 3,284 21 - 285 Tiguiaata
Samillsexro,Tig), BEB ip - 24 Avans plava
da mar

6.2 Epocas de Muestreo:

Se reallzaron trees muestreos durante ls época de mayor presién de
la  enfermedad ocorrespondiente al periodo de lluviag; oon esto se
agegurd la. presencia de ascosporas del hongo. Entre muestreos hubo un
intervalo de dos meses, estimandose al menos dos generaciones del hongo
en ese periodo. El primerc se realizé en el mes de Julio, el segundo en
el mes de septiembre y el Ultimo en el mes de noviembre de 1884.

6.3 Ubicacidon del experimento.

El ensayo ee realizdé en el laboratorio de Investigacidon vy
Diagnéstico Microbiolagico v en el laboratorio de Microbiologia, ambos
de la Facultad de Agroncmis de la Univeresidad de San Carlogs.

6.4 Variable de respuesta:

La longitud del tubo germinativeo de las ascosporas del hongo fue
considerada como variable de respuesta, para el caso Be midieron los
tubocs més largos y rectos, tomados al azer dentro de las cajas de

retri.
6.5 Equipo y cristaleria-

La cristaleria v equipo utilizade en el ensayo fue: cajag petri,
balones, erlenmeyers, pipetas, discos de papel filtro. incubadora,
campana, termdmetrog, mechero, refrigeradora, microscopios y

estereéscopiDs entre otros.
6.6 Muestreo:

Dentro de cada finca o sitio de muesgtrec se colectaron las hojas
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mas  Jjovenes con  teiido necrotico o “"quemado” afectados con Sigatoka

negra, se utilizaron de veinte a veinticinco plantas dentro del sitio.
En cada s=itio se muestrearon plantas de banano o pléatano, las que se

indican en el cuadro sigulente.

Cuedro 8, Tipo de planta musstrasnds an cada sitio.

No [Nombre Sitis Tipo Planta

1 [Puenta Palo Bananot, Platenoc
2 lBan Angal Banano*

3 | Davuats Platans

4 |La Iluaidn Plaetano

£ {Poza Vards Pldtano

8 |Ban Franciasco Pldatano

7 {E1l Placar Bananowx

8 [Ticanld 1 ) Platano o
B ({Ticanlia Z Platano T
10 Ticanln 3 Platano

* Banano del tiro no comarcisal .

6.7 Procedimiento de laboratorio:
6.7.1 Preparacion de las soluciones:

Se  preparé una solucicdn de agar—-agua al 2% con una respectiva

concentracion de fungicida que varié de la sigulente manera:

¢.0001 ppm

. 0.001 pem

. Q.01 pPem

4. 0.1 PEm

5. 1.0 pRm
6. 0.0 (testigo)

#
g
£

La esolucidn agar-fungicida se depogitd en las cajas retrl v se

dejd solidificar. Se utilizaron dos repeticiones de cada concentracién

del fungicida.
6.7.2 Produccion v descarega de ascosporas-

- - De los pedazos de hoja infectada de Sigatola que provenian de cada

sitio de muestrec ae cortaron trocitos de 1 com 2 vy ags colocaron en

cédmara humeda (dentro de una bolsa plastica con alta humedad relativa)
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durante 48 horas. Transcurrido este lapso., se engraparon siete trocitos
provenientes de siete diferentes hojas en un disco de papel con el
envés hacia abado. Log discos de papel se sumergieron en agua destilada
POr cinceo minutos vy se colocaron en la parte interna superior de la
taradera de las cadas petri gque contenian agar-fungicida. Se dejaron
descargar las ‘ascosporas durante una hora retirdndose luego el disco
de papel de la parte superior de la caja petri y marcandose con lapiz
de cera la parte inferior externa de 1la caja en el drea qﬁe
correspondid a los trocitos de hoja. Se identificé cada caja petri con

la concentracién de fungicida v el nimero corralativeo de finca {(17).

B8.7.3 Incubacion:

Las cajas de petri ee introdujeron a la incubadora a una
temperatura de 26°C durante 48 horas con 1o cual se indudo 1la

formacidén v desarrollo de los tubos germinativos.

56.7.4 Medicién del crecimiento fungoso

Se localizaron a sgimple vista o con el microscopio estereocscopio
las éreas de la superficie del agar con poblaciones del hongo y se
marcaron. Generalmente se usaron de cinco a seis campos de descarga por
caja petri. Con el objetivo 10X se ubicaron losa campos v las lecturas
ge realizaron con €1 obietivo 40X midiendo wveinticinco tubos
germinativos en cada caja. Las mediciones de longitud se realizaron
directamente sobre la caja petri utilizando un micrémetro ocular. Estos
valores fueron transformados a micras, luego de calibrar el microscopio

con un micrometro objetivo.
6.8 Andlisis de las lectursas:

be calculd al rromedio de 1a longitud de los 50
tubos/concentracién (25 en cada repeticién o caja petri) ¥y su
deéviacién estandard. Se wcalculd también el porcentaje de longitud
reépectg al testigo (0O ppm) para cada valor promedic de cada

concentfacién vor medio de la siguiente férmula:
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Valory promedilo da la concentracidn®l00

% Longltud respecte al tastigo =-
Valor promadic dal tastigo

Con este valor =se calculo el porcentaje de reduccistn de cada
concentracién con respecto al testigo (O ppm) con la siguiente foérmula

(18):

% Reduccisn raspecto al tagtligo: 100 ~ % Longitud de ls concentreaclidn.

También se realizaron grificos de porcentaje de inhibicion de las

agcosporas para la concentracidon de 0.01 ppm de i.a.
6.9 Calculo del Valor EC 50:
6.9.1 Andlisis de Regre=idn:

Se ued el modelo que mids se ajusté de acuerdo al valor de
coeficiente de repgresién mds alto (Valor R ? ). Se usaron los valores de
las medias del porecentaje de reduccién con respecto al testigo para
cada concentracién. Se utilizé el modele semilogaritmico: 10 ¥ = a(x®),
en donde "x", la variable independiente fue la concentracién de
propiconazol v "Y' fue la variable dependiente o sea el porcentaje de
reduccidn, "a’ ¥ "b" son valores constantes en la ecuaciodn de
regresion. Al definirvse la ecuacidén. la variable "Y' tomd el valor de
50 v s=e despeisd la variable "X a cuyo resultado se le calculd su
antilogaritmo para expresarls como valor de concentracidén de i.a (EC
50) (18),

6.9.2 Andlisis Grafico:

Se plotearon los valores de porcentaje de longitud de tubo de cada
concentracidn ocon  respecto al testigo en papel semilogaritmico,
trazandosge la  curva regpectiva. El1 eje X" corregpondid a la
coneentrécién de propiconazol (en escala logaritmica) y en el eje "Y"
se colocaron los ﬁalores de porcentaje de longitud de los tubos (escala
norMal).;Ai valor de 50% de longitud del tubo e le trazé una linea
horizontel hasta tocar la curva calculada y de este punto se trazd uné

linea wvertical hasta  aleanzar el ele "X que corespondié a la

e B
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concentracion de fungicida, siendo este wvaler la Concentracidn efectiva

50 (18).
6.10 Porcentaje de Inhibiciodn:

Para tener una mejor idea de 1a sensibilidad se vrealizaron
graficos de Dbarras para determinar el porcentade de inhibicién para
cada fineca o'sitio de muestreo, caleuléndose rrimero el porcentaje de
longitud con reapecto al testigo v luego el porcentaje de reduccisn de
cada longitud de tubo de 1a ascospora en las concentraciénes de 0.01 vy
0.1 ppm de PPZ con lag formulas descritas anteriormente. Estos valores
S€ agruparon en las clases de inhibicién siguientes: 0-10%, 10.1-30%,
30.1-50%, 50.1“70%.¥_ mayor de 70% de reduccidén, Las frecuencias se
transformaron en porcentajes 4 ge Erazaron las graficas

correspendientes para cada myestreo,
6.11 Comparacién de los valores EC 50-

Para ello se usaron limites de confianza superiores e inferiores
para la variable dependiente en la scuacidén de regresidén ("Y" o % de
reduccidén). Estos datos fueron utilizados para calcular sus respectivos
valores de EC 50 (variable independiente) mediante la férmula Va
establecida. Este andlisis se hizo A cada sitio v en los tres muestreos

realizados v se compararon. También se compararon los valores de EC 5D

entre los sitios evaluados. 51 existid traslape entre ellos entonces
no hubo variacidn entre los mismos. El  intervalo de confianza rara la

variable dependiente ("Y") ge construvdé con la siguiente férmula (31)-

v, -t 0!,2*8'-’ {11 + M _-m/8xxl}r « ¥ < Vo v B *S-"JL {i,n + Mz —-x) Bxx]}
En donde:
v, = Valor de % de reduccidn (50%)
t = Valor de la distribucién t con n-2 grados de libertad al 95%.
S = Desviacidn estandard.

<

= Valor de EC 50.
Media de los valores de x (concentracionsd.

[
e

b
i
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oxx= Desviacion estdndard de x.

n
Sxx = Ex "~ X x,)*®/m

1=1 i=1

Previo a calcularse los limites de confianza con la férmula
descrita anteriormente se realizé un andlisis de varianza a cada
andlisis de regresidon para evaluar la calidad de la recta ¥V un analisis
de residuoe a 1los resultados de cada sitio o finea en cada muestreo

rarsa poder cuantificar la normalidad de los resultados (9,20.22).
6.12 Estudio de factores climaticos:

Se consultaron las estacicnes meteorclsdgicas del Ingenioc Sants
Ana, vy Tiquisate para poder relacionar la sensibilidad con los
factores precipitacidén v temperatura ocurrida en el reriodo de lluvias

va que son las mas cercanas a lasg localidades en estudio,

£.13 Linea Rase:

Todos los resultados obtenidos expresados como Porcentaje de
Inhibicién o wvalores EC 50 ge congideraron como la Linea Base de
sensibilidad de poblaciones naturales de Myvoosphaerella fjjiensis'al

PPZ.

il
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7. RESULTADOS Y DISCUSION:

7.1 Varisbilidad déﬂ la sensibilidad de Mycosphaerella fijiensis =
propiconazol de acuerdo a valores de Concentracién Efectiva 50O (EC hO):

7.1.1 Comparacién de valores de Concentracidn Efectiva 50 (EC 50) por
los métodos grafico v matemdtico en los sitics bajo estudio:

El cuadro 7 mueestra los resultados de Concentracion Efectiva 5O,
en partes por millén {ppm) de propiconazol por el método matematico vy
método grafico, en los tres muestreos realizados en 1994: se puede
obg8ervar que en algunos asitioe exigten ligerss diferencias entre los
valores de EREC 50 de ambos  métodos evaluados. existiendo un rango de
variabilidad entre ellos de © 8 2.83Y; loz mismos se basan
principalmente en que el método matemdtico (regresidén) debe ajustar los
resultados a una recta, v existen valores de 1la variabls dependiente
que tienden a alejarse de la misma por lo gque los resuitados cambian en
comparacion con el método grafico el cudl nos proporciona el resultado
en funcién de la dispersién de los pPuantos en el eje X.Y aque
corresponden a la  concentracién  del fungicida v al porcentaje de
longitud respectivamente (ver figuras del apéndice). El método grafico
resulta ser de sencilla aplicacién. pero con el mismo se hace impogible
establecer intervalos de confianza. lo que si es factible con ol método
de matemdtico de regresidn v que fue de mucha utilidad en 1la pregente
investigacidn como se verd adelante.

De los diez sitios evaluados solamente fue posible obtener datos
en nueve de ellos ¥y en algunos sitijos solamente se obtuvieron datos
bara un solo muestreo tal v como lo demuestra e1 cuadro 7. A cada sitio
se le ha asignado un niumero correlativo y el tipo de planta muestreada
v ée pbesenta en el mismo cuadro. Se puede obeservar que la BC B0 de
loe sitice muestreados tiende a concentrarse entre el rango de 0.008 ‘y
0.047 ppm de propiconazol, aungue existe el valor de 0.07 pem (EC 50
mAas altoaproﬁeniente del método matematico) ccrrespondiente al caserico
Ticanlt 1 gue se aleja del rango anteriormente expuesto: el mismo sitio

posee el valor méae alto de O 5o por el método gréafico.
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Cuadroe 7. Valeras de Concentryeaclidn Efectiva BO. an prm da proploonazol por al
método matemAtico v m&tode grdfico en diaz sitleos ds mueatrac dal
dapartamante 32 Eacuintlsa, Chiatemals.

ler Musstreo| Z4Ao Muaaotreac|Ser Maaotrao

No. jNombre Biltilo Ioocalildad MR it ) MR nMa MR MG
1. j(Puentae Palo (B)|Eacuintla C.02C{ 0. 007 0.014]|0.01L8 2.018|0.010
i1.. Puente Palo (P)]Escuintla SD BD 0.012{0.012 8D BD
2. Ban Angal (B) | Masagua O.026|0.012 D.029[10.018 0.013j0.008
3. |Chemita {(F) | Cuyuta 0.012;0.006 0.008{0.019 C.008|0.0085
4. [El Placar (B)|Hva_Concep. BD gD 0.008j0.011 8D | 8D
5. Poza Verde {P) | Nva._.Concap. 0.023j0._020 0.011]|]0.n13 0.013 0_021E
8. Bri.Franciagco(P) | Nva_.Concap. 0.01010.008 0.040j0.022 0.01B|o.022
7. La Ilusldn (P){Nva.Conceap. 2.04710.041 0.027|0.018 =) 5D
!B- Ticanit 1 (P)|EL Bomlllarof0.070l0.045B SD =15 O.0064 D.DDB'
B. Tleanlt 3 (PY|EI SBemillaralj0Q.027]10.014 5D 8N O_005B3 0.009!
MR = Matodo regreasidn (matem&tico) ler Musatres = Julic
MG = Matods ardfico 2o Muastren = gaptlieambra
B = Banaro Jay Muasatreo = noviambra
P = Flatano Todoa s 1864,
BB = Sin datog '

7.1.2 Analisis sobre la variabilidad de la sensibilidad del hongo al
prropiconazol entre muestreos parsa cada gitio:

Para poder determinar =i existidé variacion estadistica entre los
tres nmuestreos para cada sitio. se recurrid a la obtencién de
intervalos de confianza para la variable derendiente ("Y") en cada
ecuacién de regresién para luego poder determinar un rango de
confiabilidad de wvalores de EC 50 (variable "X"). Si un wvalor de EC 50
correspondiente a un muestreo estuviera dentro del rango establecido,
se concluye que no existe variacién entre ellos; por el contrario, si
no correspondiera  al mismo, esto indicaria que hay bastante
variabilidad de la poblacidon de M. rijiensiz al proplconaznl en  los

diferentes muestreos.

El range de confiabilidad de cada valor de EC 50 proveniente del
método de regresion se encuentra  entre paréntesis vy se muestra en el
cuadro &. Se puede observar aque los valores de EC 50 de cada muestreo
rara los sitiosg bajo evaluacidén ingresan a suvs respectivos rangos de

conflabilidad., <on 2llo =se determina que las generaciones de
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Mycosphaerella fijiensis de cada  poblacidn (s2itios) presentaron
sensibilidad estadisticamente similar durante las épocas de muestreo
del afio de 1994 y que las condiciones ambientales predominantes en cada

una de ellas no alteraron significativamente la sensibilidad.

Cuadro B. Andlieies de wvariabilidad ds sensibilidad de 1. Fijiensis a
PPZ antre mueatrecs para loa ailtics en astudios dal
departamento da RBacuintlsa.

'Sitio'nuaatrao. Rango KC B0 EC BO |EC S0jSanniblliidasd
1 1 iM™M 1| Mz P M3 .

1 1 (0.002,0.17> - 0.014 (0.018iBin Variacidnj
1 2 (Q.C0Z,0.082)}10.02 - 0. 018]|84n Variscidn
1 3 (0.00B.,0_086)|0.02 0.014 - Bin Variacidn
=2 1 (0.004,0.30) - 0.03 C.013 | Bin Varlacisdin
=2 =2 (C.007,0.0B) o025 - 0.013|8in Vorioolsdin
= 3 (O.00Z2,0.08) 0.0256 0.03 — I1Bin Variacildn
3 1 (0.001.0.1) - C.008 10.008|8in Variacidn
3 2 {C.001.0.2) .02 - O.008|81in Varlecidn
3 3 |{C-0008,0.04) (0.012 | C.008B ~ {Bin Variscisn
5 1 {0.004.0.1) ] - 1 0.01 1D.013!81in Vardacidn -
B 2 {(0.001,0.07) Q.023 - 0.013|81in Veriasacidn
] a3 (C.002,0.08) 0.023 .01 - Bin Variscisn |
=1 1 (0.000L.0.1) - 0.04 .02 |Sin Varisoscidn
<] =2 {(o.e07y,0.17) jOo.D1 - o.0% Bin Verileaolsin 1l
=] 3 {D.003,0.12) |[0.01 C.04 - Bin Variacisdn
ki 1 (0.004,0.68) - 0.027 8D Biln Variscildn
7 =2 {(QC.004,0.5) 2.047 - BED Bin Varlacidn
B8 1 (G_o004,0.8) - BED 0.C0BlEBin Variscisn
B8 ) (Q.002.0.1) 0.07 [2in) - Bin Variscisn
=4 kS (0.003.,0.2) - ] 8D G.0058[81in Veriacidn
g 3 (0.002,0.16) 10.027 8D - Bin Vardacidn i

BD: BEin Datos.
M1l: Mueatreo 1
M2: Musatreo Z
M3: Muastreo 3
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7.1.3 Comparacién de 1la gsensibilidad de Mycosphaerella fijiensis a
propiconazol entre sitios Para cada muestreo:

Para facilitéi égte anAalisis. me procedidé A  realizar lae
comparaciones de cada sitio con cada muestreo. También se utilizaron
los rango yva establecidos.

En el cuadro 9 podemos observar que no exletié wvariacién en
sensibilidad entre los sitios para el primer muestreo. El sitio de El
Placer se obvid por el hecho de no tener datos.

En el segundo muestreo tampoco se encontré variabilidad significativa
en sensibilidad entre los sitios, tal y como s=e observs en el cuadro
10.

El cuadro 11 corresponde al tercer muestrec, v en el mismo tambien
no 8e encontrd variacién entre los sitios.

La uniformidad relativa de los valores de la sensibilidad de
Slgatoka negra Mveosphaerella rijiensis al fungicida entre gitioe
indica gque en las &ress muestreadas del departamento de Escuintla
podriamos tener la misma cepa O raza del hongo o que entre las razas
bresentes no hay variabilidad en cuanto a su respuesta a propiconazol.
También podria indicarnos que los cambios en las condiciones del clima
Prevalescientes entre lag Areas muestreadas no afectaron
sustancialmente la manifestacicén de szeneibilidad de M. rijiensis =&

rropiconazol.

- 7.1.4 Comparacién de la sensibilided de Mycosphaerella fijiensis a
. propiconazol entre los hospederos evaluados:

Los hospedercs evaluados fueron plantas de banano v rléatano.
También se manejaron los resultados para su interpretacion con base a
los muestreos realizados vy a los rangos de confiabilidad va
eatablecides. Debido a due se evaluaron mAs plantas de plitano gue de
“banano, las comparaciones ge realizaron con relacién a las prlantas de
:plétanm, v donde sus valores de EC 50 se encuentran dentro de los
:rangos de confianza de lag plantas de banano, egtoe valores
‘corresponden a los resultados de regresioén dus se  muestiran en el cuadro

7. No se encontro variabilidad significativa entre los dos tipos de
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plantas tal v como 1o demuestr

Con ello se puede inferir en que

de vpldatanc, no se

afectd

a el cuadro 1.
tanto en plantas de banano

gignificativamente
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como

la sensibilidad aue

presentaron las ascosporas hacta e] Propiconazol .

Cuadro 12,

Comparacisn da la seneibilided de M, i
hospradaros evaluadog ¢

Jiensis & PPZ antra log
banano v rlétanc) en loe trea muaatraca.

Masatrao 1 CIualiny
Rango {(m) (G.002.,.0.17)
Rango (b} (C.004,0.33)

Muagtran 2 (saptilembre)
Rengo (&) (0.D0265,0.082)
Rango (b (0.007.0.09)
Rango (o) (2.002,0.10)

r‘ Musatraes 3 (Noviembra)
Rango (=) (0.008,0.08)
Rango (b) (0.002,.0.0B)

Veloras de EC &0 de
plantas de pl&tenc

Valores da BC BO da
rlantaa da plitanc

Valores de EC BO da
Planteas de plitanc

No. Sitio EC BO No. Bitilo EC B0 Ho. SBitio EC BO
3 o.012 1 O.012 a 0.008
B 0.023 3 0.008 B c.013
=] 0.010 B 0.0xn1 (=1 0.018
s 0.047 - =3 G.04 2 O.00B4
8 .07 7 D.0z27 =] 0.00E3
=] 0.027

fa)= Bitle Puente Palo (Bananod

(b= Bitio San Angal
()= Bitioc Bl Placepr

7.2 Variabilidad de 1g5 sensihilidad

Porecentaje de Inhibic

En las figuras del apéndice ge

las esporas de las

los tres mestreos para cadsa

Con
sensibilidad en e}

evidente e]

rokxlaciones

dicho andlisies e
transcurso

movimiento de

(Banans)
( Banaynao)

del hongo
eitio.
rudo
del

de M. fiiiensis de
ion a 0.01 v 0.1 prm de propiconagol.

detectar algunas
reriodo

lag barras en

acuerdo con el

puede observar =] compertamiento de

Myoosphaerella fljiensis en

varijaciones en lg
de lluvias, va dgue es

lag diferentes clases de

inhibicién establecidas. Pop ejemplo, si  1a mavor coneentracién de
esporas se dAd en las clages con  hajo porcentaje de reduccidn ello
indicara que 1la gensikbilidad se reduce, #i »por el contrario, la mayor
concentracion de esporas ge da en las clares altas, nos indicars
aumento ide aensibilidad: awngue como se  anelizo anteriormente., las
- variaciones de sfensibilidad  de las  poblaciones evaluadas no son

estadisticamsnte fignificativas.

Eztea

presentan  la

analisis ce facilita

variabilidad de

oon las

s

figuras 2. 3

la sensibilidad de

Vv 4: las miemas

poblaciones de

las
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todos los sitios para  cada muestreo. asi pues, se tiene que para el
primer muestreo realizado en el mes de julio la mayor concentracidon de
esporas  correspondié e la clase de inhibicion de B0.1-70% (alta
sensibilidad). Para el segundo muestreo realizado en septiembre, la
clase predominante fue la  30.1-50% (menor sensibilidad con respecto al
muestreo anterior) ¥ para el musstreo de noviembre la clase
predominante fue nuevamente 50.1-70% (alta sensibilidad). Aqui se ve un
ligero movimiento de las barras en el segundo muestreo (se reduce la
sensibilidad) peroc las miemas vuelven a su punto de partida en el
tercer mueshreo.

Este fendémeno se relaciona directamente con los cambics de
precipitacién de la época. Al aumentar 1la misma se observa mayor
variabilidad <on tendencia hacia menor gengibilidad. ee decir
desplazamiento de las barras hacia las clases de menor reduccidn del
tubo germinativo {en  septiembre las mismas aumentan con respecto al
mes de junio v disminuyen en noviembre}. Para tal caso se consultaron
las estaciones meteorolégicas del Ingenio 3Santa  Ana de Escuintla
Tiquisate por ser las mas cercanas a los sitios en estudio (ver figura
8).

Al existir abundante humedad, v especialmente agua libre gobre las
hojas se favorece.el desarrcllo de M. fijiensis, como congecusnclia  lIa
Cexpresion de la sensibilidad del hongo al fungicida es mayor, es decir
se muestra el todo espectro de sensibilidad del hongo. ©Ge puede
observar en la misma figura gue la temperatura estuvo entre los rangos
Sptimos que requiere M. Ffijiensis (Z8-23 o) desoritoe en la  seccidn
3.1.6.6.

Por ultimo. el analisis a 0.1 ppm  de proplconazol detectd ma-
establlidad de lae poblaciones del hongo con respecto a las érocas de:
muestreo (figuras 5-7). La clase de inhibicidn dominante en lag trecs
épocas fue la > 70% seguido de la clase H0.1-70%, ello indica que la
seneibilidad aumenta al aumsnbar la concentracion del fungicida, giendc
légico va que o1 wvaler de la concentracidén del  fungicida que reduce a1
50% de 14 longitud del tubo de lasz ascosporas es mas bajo que 0.1 rpm

fatracd ! ol pym) Ral v come 2o ohespvd en las apartados



Clase de Inhibicion

Esculntla,Guatemala
1 Puente P,
San Angel
M Chemita
NPoza Verde
[JLa usion
[]]S.Francisco
50.1-70 ' . e Rd Ticantu 1
e ——— L Ticaniu 3

10.1-30 P

30.1-50

0 10 20 30 40 50 60 70

Porcentaje de Inhibicion

Figura 2. Porcentaje de Inhibicion de tubo germinativo
de ascosporas de M. fijiensis a 0.01 ppm de PPZ para los
sitios en estudio en e! primer muestreo (julio 1 994),
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Clase de Inhibicion

10.1-30

30.1-50 [

50.1-70

> 70K

80

Porcentaje de Inhibicion

Esculintia,Guatemala

#“ Puente P
[san Angel
il Chemita

{ N Poza Verde
[1La tiusion
_ [I)s.Francisco

Figura 3. Porcentaje de Inhibicion de tubo germinativo
de ascosporas de M. filiensis a 0.01 ppm de PFPZ para los

sitios en estudio en el sequndn muestreo (septiembre 1994)
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Clase de Inhibicion

10.1-30
30.1-50|
50.1-70 NSO

> 701

0 40 50 60 70

Porcentaje de Inhibicion

o

Escuintia, Guatemata

=/ Puente P
[1san Angel
& Chemita

N Poza Verde
[Js.Francisco
P4 Ticaniu 1

[ Ticanlu 3

Figura 4. Porcentaje-de inhibicion de tubo germinativo

de ascosporas de M. fijiensis
sitios en estudio en el tercer

a 0.0t ppm de PPZ para los
muestreo (noviembre 1994)
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anteriores. HRste andlisis ge incluyéd debido a aque generalmente se
utiliza ésta concentracidon (0.1 ppm de i.a) en loe estudics de
sensibilidad en base al Porcentaje de Inhibicidn yva que poblaciones del
hongo sometidas al fungicida poseen menor sensibilidad (las clases de
inhibicién dominantes son las menoreg) vy al compararlas con poblaciones
naturales se logra disceriminar de mejor manera 1a variabilidad de la

sensibilidad.

7.3 Comparacién entre los valores de aeneibilidad obtenidos con los
métodos de 1a Concentracién Efectiva 50 v el Porcentale de Inhibicidn:

Como e pudo observar a lo largo de la presente discusién, ambos
métodos detectan camblos en sensibilidad. El método de la Concentracibn
Efectiva 50 e mas general v determina un valor exacto de la
concentracién del fungicida aque reduce el 50% de la longitud del tubo
de 1la espora del hongo, tanto de manera matemdtica como de manera
grafica.

E1 porcentaje de Inhibicidn refleja la situacién en forma mas
puntual porgue consldera unicamente una concentraciodn, aungue muestra
el comportamiento de una parte de 1a poblacidn de esporas.

De todas formas, ambos métodos resultan utiles en cualquiler
estudio de ésta indole, permitiendo conocer de una mejor forma la
sensibilidad que presente un determinade hongo hacia algin fungicida

perteneciente a los inhibidores de la sintesis del ergosterol.



Clase de Inhibicion

0-10 %
Bacuintla, Guatemala
B rucnse Palo
10.1-30 %
Sn. Angel
(] Chemita
30.1-50 % N £ Plocer
L Ticaniu 1
MLa Husion
30.1-70 %} K Poza Verde
1Sn Francisco
|

0 20 40 60 80 100120

% de Inhibicién

Figura 5.Porcentaje de Inhibicion de tubo germinativo de
ascosporas de M. fijiensis a 0.1 ppm de PPZ, para los
sitios en estudio en el primer muestreo (julio 1994)




Clase de Inhibicion

0-10 % 3f
10.1-30 %)
30.1-50 %|
56.1-70 % |

> 70%'_]

Figura 6. Porcentaje

R

Bscuintly, Guatemala

B Puenie Palo
Sn. Angel
A Chemita

| N EI Placer
) La Husion
d Poza Verde

w4 Sn Francisco

0 20 40 60 80100120

%, de Tohibicion

de Inhibicion de tubo germinativo de

ascosporas de M. fijiensis a 0.1 ppm de PPZ para los
sitios en estudio en el segundo muestreo {septiembre 1994)
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Clase de Inhibicion

0-10 %
Eacnintla, Guatemala
10.1-30 %|. B Puenie Palo
[-1Sn. Angel
) Chemita
30.1-50 % N Ticantu 3

L) Ticaniu 1

. : [P /
50.1-70 % . Kl Poza Verde

i Sn Francisco

> 707 |:

0 20 40 60 S0 100120

% de Inhibicién

Figura 7. Porcentaje de Inhibicion de tubo germinativo de
ascosporas de M. {ijiensis a 0.1 ppm de PPZ, para los.
sitios en estudio en el tercer muestreo (noviembre 1994)
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8. CONCLUSIONES:

1. El1 rango de concentraciones de propiconazol que reducen el 50% de la
longitud de los tubos germinativos de Mycosphaerella fijiensis v que se
consideraron como "el pardmetro basico para medir 1la sensibilidad
original del hongo, oscild entre 0.005 y 0.07 ppm de proplconazol; los

mismos son considerados como 1a Linea Base.

2. En general, la sensibilidsd de lae poblaciones naturalee de M.
fijienais al fungicida proploonazol, ge mantuvo eptable,
estadisticamente sin variacién, en los diferentes sitios evaluados del
departamento de Escuintla, tal y como lo demostraron los valores de

Concentracién Efectiva 50 (EC 50) de los tres muestreos realizados en

1854.

3. Las poblaciones naturales de M. fijiensis sometidas a evaluaciodn,
presentan una sensibllidad estadisticamente similar tanto en plantas de

banano como de platano.

4. El método del Porcentaije de Inhibicidén a 0.01 rpm de propilconazol
detectd wvariabilidad de la gensibilidad de M. fijiensis en los
diferentes sitios durante las épocas de muegtreo. Esta variscion fue

mayor en los meseg de mayor precipitacidén.
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9. RECOMENDACIONES

1. Utilizar la Linea Base eatablecida en la presence investigacidn para
comparar la sensibilidad de poblaciones de Mycosgphaerclla fijiensis
eometidas a la constante presiodn del propiconazol en las plantaciones

comerciales de banano.

2. Implementar el usc de los intervalos de conflanza en los estudio de
Bensibilidad, VA gue 1os miemoas fecilitan l1a interpretacién de
resultados. Para tal cago. 8 necesario utilizar el mnétodo de EC 50 por

regresién, siempre ¥ onando los mismos cumplan con el principio de

normalidad.
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Clase de Inhibicion
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% de Frecuencia

Figura 9A. Porcentaje de Inbibicidn de tubo germinativo
de ascosporas de M. fijiensis a 0.01 ppm de PPZ para las
épocas de muestreo realizada en Puente Palo,Escuintla,Guatemalsa
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Figura 10A. Porcentaje de Inhibicidn de tubo germinativo

de ascosporas de M. fijiensis a 0.01 ppm de PPZ para las
épocas de muestreo realizadas en San Angel,Escuinila, Guatemala
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Figura 11A. Porcentaje de Inhibicién de tubo germinativo
de ascosporas de M. fijiensis a 0.01 ppm de PPZ para las
épocas de muestreo realizadas en Chemita,Cuyuta,Guatemala.
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I'igura 12A. Porcentaje de Inhibicién de tubo germinativo

de ascosporas de M. fijiensis a 0.01 ppm de PPZ para las

epocas de muestreo realizadas en Poza Verde,Nueva Concepeion.
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Figura 13A. Porcentaje de Inhibicién de tubo germinativo
de ascosporas de M. fijiensis a 0.01 ppm de PPZ para las
épocas de muestreo realizadas en San Francisco,Nueva Concepeion.




et

N
(w3}
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Figura 14A. Porcentaje de Inhibicién de tubo germinativo
de ascosporas de M. fijicnsis a 0.01 ppm de PPZ para dos _
épocas de muestreo realizadas en La Uusién,Nueva Concepcidn.
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Figura 15A. Porcentaje de Inhibicion de tubo germinativo
de ascosporas de M. fiiiensis a 0.01 ppm de PPZ, para dos
épocas de muestreo realizadas en Ticanld 1,El Semillero.
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Figura L6A. Porcentaje de Inhibicién de tubo germinativo

de ascasporas de M. fijiensis a 0.01 ppm de PPZ para dos
épocas de muestreo realizadas en Ticantd 3,El Semillero.
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Contituacidn Cuhawse 13.

Sn.Francisco Muestreo 1 Muestrec 2 Muestreo 3
Conc. Longitud % Reduccidn |Longitud % Reduccién |Longitud % Reduceién
3l (micras) (micras) {micras)
] 221.02 0 266.89 G 248.81 Q
0.0001 189.72 14,16 228.91 14.23 185.5 25.44
g.001 SD 5D 204.35 23.43 189.92 23.66
0.01 96.824 56.19 165.54 26.47 147.82 40.59
0.1 sD 5D 56.83 78.70 75.56 69,22 !
1 44.55 79.842 48.98 g1.64 68.40 12.50
La Ilusidn Muastreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3 .
Conc. Longitud % Reduccién [Longitud % Reduccién |Longitud $ Reduccida
Ppm {micras) {micras) (micras)
0 230.99 q 0 226.84 0 Sb SD
0.0001 188.26 18.5 5D sD sD 5D
0.001 sD sD 202.06 10.52 SD 5D |
0.01 157.83 31.67 130.97 42.246 Sh sD !
0.1 58.96 74,47 56.83 74.94 SD SD _
1 57.51 75.10 50.33 77.80 SD sD .
Ticanlu 1 Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3 i
Conc. Longitud % Reduccién |Longitud % Reduccién (Longitud $ Reduccis. 1
ppm (micras) {(micras) (micras) ,
0 172.11 0 5D 8D 323.75 O |
0.0001 sD SD SD aD 250.72 22.55 !
0.001 169.11 1.73 D sD 215.42 33.45 ﬂ
0.01 143.85 16.41 8D sD 151.23 53.29
a. 1 49,735 71.06 sD SD 65 .68 79.71
] 45,573 73.51 _ 5D 8D 55.48 B2.86
Ticanlu 3 Muestreoc 1 Muestreo 2 Muestreo 3
Conec. Longitud % Reduccidén |Longitud % Reduccidén |Longitud % Reduceidn
ppm (micras) (micras) {micras)
0 247.59 0 sD 5D 273.22 0
0.0001 215.56 12.83 sSD 5D 178.76 34.20
0.001 sD 5D 5D SD 198.42 27.37
0.01 130.24 47.389 Sp 5D 137.97 49.50
0.1 62.899 74.59 sD 5D 66.84 75.53
| 51.979 76.00 Sp 5D Sh SD




Cuadro 14.

v au reapect

para lag trea &pocas.

Velorea e F celculads provanlentas dal Andligia da Vearlanzas
1ve olgnificancia para cads eitie da muegtrad v

1eor Muisastrao| Zdo Mueatreoc]3sr Muastreo
o . | Hombre Bitlo Localidad ¥ callSignif|F calce|Signif|F ealciBlegn
I:i Puante Pale (B)]Escuintla 18.13lo. 027 jge.88 |0.012 pZ.87 |0.00B
FI? Puante Palo (P)}Escuintla BD sp 18.5210.018 8D 8D
2. |Ban Angel (B)|Maaagusa 13.40l0.086 |Bo.80 (0.0D8 |19.B0 |0.021
3. Chemita ({P) | Cayuta 14_45|0.0318}11.68 |0.070 20.31 O-QEE“
[4. El Placer (B)Y}Nva.Concep. BD BD iB7.55}0.0013 BD e
6. |Poza Verda (P)|Nva.Concep. ep.2ai0.013 |20.21 [0.018 [27.77 0.017
’8. Bn.Franclaco(P) | Nva Concap. ap.48|0.10B8 |86.83 |0.004 o4.28 |0.018
7. Le Ilusisn (P)jNve_ Concep. go.82|0.045 |21 _BBB|0.042 BD 8D
8. Ticanld 1 (P}|E1 Semillaroc 16.77{0.0B7 BD B ge._61 |0.003
‘9. Ticanlit 3 ()| E1 Bemillerc|B57.0Z2 0.017 ED 5D T.08 (0O.117
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