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Mecanismos de resistencia a fungicidas en
Sigatoka negra y perspectivas futuras para su
manejo y control

Pablo Chong Aguirre. PhD.
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» Perspectivas futuras de monitoreo y
control
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Problema fitosanitario ‘_(( e

» Pseudocercospora fijiensis
e Alta recombinacion sexual

* Control (30% costo de produccion)
 Monitoreo de la enfermedad

* Prediccion (forecasting, efectivo si existe
estacion seca)

* Aplicacion de fungicidas
e Calendario
 Practicas culturales (cirugia y deshoje)
* Hojas en el suelo pueden descargar esporas
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Conceptos basicos

'l

»Problema poblacional

(herencia) —
»Monogénico (cualitativa) seloccion
> Poligénico (cuantitativa) o N\ o
»Recombinacion y dispersion ‘ rsooore oo e R0 o L o oo
de alelos resistentes )
» Robustez individual o
“Fithess”” e : ]

Inhibition ratio

Monitoreo propiconazole 2002 a 2015. Hacienda San Pablo, Limon, Costa Rica. Cortesia de Corvana, 2016.
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Mecanismos de resistencia S Zp =

Target alteration or Pump overexpression Erg3 loss of function
overexpression Azoles Fluconazole

i Alternative sterol

Azoles

O O-l-. O o OErgosterol O GJ_. O o OErgosterol O_,OJ:% OMO_@OWO Ergosterol

e e — e g
Tergn Erg3 Ergl  Erg3
Mutation
» Mutaciones » Detoxificacion
»Sobre expresion »Rutas metabdlicas alternas
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RESISTENCIA A FUNGICIDAS S R

TRIAZOLES

Cameroon Colombia Costa Rica Ecuador
_ 120 120 120 120
> Rangos: 0,001 a 10,1 mg/L o 1004 100 4 100 4 100 -
> 80 - 80 80 - 80 -
4 O
» Camerun, 4473 mm 2 60 60 - 60 - 60 -
N =
» Colombia, 840 mm 2 40- 40 - 40 - 40 -
=
. (= 20
» Costa Rica, 3624 — 6664 mm = ;
T 1 1 11
» Ecuador, 900 — 2500 mm 8642024 8642024 8642024 8642024
I Guadalupe Martinique Philippines Dominican R.
» Filipinas 1666 mm o 120 120 120 120
> Guadalupe, 594 mm w 100 b 160 100
8’ 80 - 80 - 80 - 80 -
.. ki
» Martinica, 1109 mm = aii ™ i
- |
> Rep. Dominicana, 1500 mm E 40 - 40 - 40 - 40 4
£ 20 20 20 4 20 -
g 0 0 0
8-6-4-202 4 8-6-4-202 4 8-6-4-20 2 4 8-6-4-20 2 4
Log, mean ECq, Log, meanEC;, Log, mean ECg, Log, mean ECs,

Chong et al., 2021. https://doi.org/10.1002/ps.6372
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Mutaciones en el CYP51 2022

laa 543aa

< >

Y459D Y461S
Y459N Y461N
Y459S Y461H
AY459 Y461D

A19E Y59F  D72E V107D Y137F K172R 1265T A311G H378N  R416G /
T18l1 I71M V1T17ZL V261L A379G A444S

D458E (G460D
D458V G460A

Nomenclatura de mutaciones en base a Z. tritici

Flechas en rojo: Sustituciones
en el centro activo

Chong et al., 2021. https://doi.org/10.1002/ps.6372
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Mutacion Y136F
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[ (a) Interaccidon de la posicion Y136 del
b)F136 4 PfCYP51 (naranja) y el propionato del
* grupo hemo. (b) Tras la mutaciéon, F136
(verde) se libera del propionato,
provocando un cambio conformacional
del bucle 130-140 que lleva a F136 a
reorientarse y ocupar parte del sitio
activo de los triazoles, representado
como superficie amarilla.
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Acoplamiento de difenoconazol (a), epoxiconazol (b) y propiconazol (c) al PfCYP51 normal (naranja) y el mutante A313G (
verde). Los tres fungicidas tienen un modo de unidn similar en la enzima mutante y normal, aunque la mutacién A313G
reduce la energia libre de unidén a través de la pérdida parcial de contactos hidrofébicos, segun los calculos de MM-GBSA
(Molecular mechanics with generalized Born and surface area solvation).
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Comparacion del PfCYP51
normal (a) y el mutante A381G
(b). En el normal, A381
establece contactos
hidréfobos con P476 y G414,
fijando asi el bucle 380-385 en
una geometria correcta para la
union del ligando. En el
mutante A381G, la glicina
introduce un mayor grado de
flexibilidad 'y reduce la
interaccion con P476, lo que a
su vez afecta la geometria del
bucle 380-385.

Comparacion del PfCYP51
normal (a) y el mutante
H380N (b). En el normal, la
geometria de H380 esta
bloqueada por enlaces de
hidréogeno e interacciones m-m
con R328 y W324,
respectivamente. En el
mutante, N380 no esta
orientado de manera Optima
para interactuar con R328, por
lo que induce una mayor
flexibilidad a nivel del bucle
380-385.

0 kcal/mol

-2 kcal/mol

-10 kcal/mol
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Elemento repetido en el promotor Inserciones repetitivas en el promotor

Elemento original

Chong et al., 2021. https://doi.org/10.1002/ps.6372
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Transformacion del promotor <7 SH55

)
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Ti81 V106D Y136F Y463D N 002 DL 5 © @
4 P 0016 DS O ')
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! Ca5_16 1322 e
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#
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; o
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(X3 (T}
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H H C310_13 E22 Swap 26 Ectopic Cal0_13 E22 Swap26 Ectopc  Cat0_13 E22 Swap26 Ectopic
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i i T181 V106D 0016 00099 O® C eeDeeCeeDee oo oe 0000
1 1 004 008088 %g [JlelTlel T lol Y oM 1 ol ¥ Jol 1 Jol I le]
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Cat0_13 E22 Swap 121 Ectopic Ca10_13 EZ2 Swap121Ectopk  Cal0_13 E22 Swap 121 Ectopic

Diaz et al 2018. https://doi.org/10.1111/mpp.12637
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Distribucion de alelos de resistencia Sp==
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Propiconazole
strains frequency

17
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1.01
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066
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.00
e.17
5.34
4.51
3.68
-2.B5
2.02
1.19
0.36
0.47
1.30
2.13
2.96

SEd. Bin range SEd. Bin range
Distribucion poblacional de resistencia de la progenie de un asilado susceptible con 2 aislados resistentes

Chong et al., 2019. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223858
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Configuracion de los cruces genéticos Mapa genético de la resistencia a triazoles

Chong et al., 2019. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223858
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Modelo: A313G-Y136F-H380N-Y463D-D460V-Prom-T18I-A381G-V106D-A446S

Modelo geneético de resistencia
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Number of mutations
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Factores que inciden el problema

(( ~ FORO BANANERD
de la resistencia

» Cambio climatico

» Prohibicidon de uso de fungicidas y
reduccion de LMRs

> Falta de colaboracion local

» Falta de mecanismos o voluntad para
compartir informacion.

» Informacion relevante clasificada como
confidencial

» Cardacter competitivo de la industria
» Importancia econdmica de la fruta.
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Cambio en regulacion (( FORO BANANERD

>Mancozeb

Posible dafio indirecto a la reproduccion (mamiferos) y al feto. Se esta
analizando prohibicién o regulacion.

« doi: 10.1016/j.envint.2016.11.006.

- doi: 10.1016/j.yrtph.2019.04.012.

* Reduccion de LMRs (No en banano)
https://efsa.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.2903/j.efsa.2020.6108

>Chlorothalonll

No renovado para su comercializacion segun regulaciéon (EC) No
1107/2009 pero mantiene LMRs

* Posible dafio al ADN de mamiferos (Zhang et al., 2019 doi:
10.1016/j.chemosphere.2019.05.029. Epub 2019 May 6)

* Dafo al medio ambiente (peces, anfibios y abejas)
» (EFSA doi: 10.2903/}.efsa.2018.5126. eCollection 2018 Jan.)
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Perspectivas futuras de monitoreo
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» Distribucion de informacion (TICs.) o

» Genética del hongo

o
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e Monitoreo moderno O RNORNRRNRNNGSISS35 6 Ga

Cartagena Sn Pablo

inicial

 Distribucion de los alelos resistentes
* Implementacion de zonas tampdn

» Control bioldgico

» Nuevos biofungicidas
RNAI (SIGS & HIGS)
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Long dsRNA
AR AR AR AR AR
I Dicer Insects
siRNAs
il Rl
RISC
formation -
Guide '|'|'|'|'|'|'m‘ eavage
stranid Passenger
strand
RISC
1165
'ﬁ\\
l Target E
recognition ,;‘
sIRMAs amplification !
( > by RdRP _[[[D:IID_
T g
- e [T T
/ l \ Secondary siRNAs
mRNA cleavage DNA Traqsl_a_tion .
methylation  inhibition Limera et al., 2017 ~~ Short dsRNAs ~~~ Long dsRNAs O Artificial Vesicles Qia ng et al., 2019
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