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Resumen

Mycosphaerella fijiensis M. Morelet, un hongo heterotalico (se reproduce de forma sexual
y asexual), y que también se conoce como Pseudocercospora fijiensis por su estado de
reproduccion asexual (M. Morelet) Deighton, es el agente causal de la enfermedad en
cultivos de platano, conocida como sigatoka negra, la cual genera los mayores dafos y
pérdidas econdmicas en todo el mundo por las limitaciones que provoca en este cultivo. La
presente revision sistemadtica tiene por objetivo conocer el estado actual de la investigacién
de nuevas estrategias biotecnoldgicas para el control de la sigatoka que no dependen del
uso de fungicidas quimicos, y que aprovechen los avances en el conocimiento de las bases

moleculares de la interaccion planta-patédgeno.

Para esto, se realizaron busquedas metddicas de informacion en 3 bases de datos, PubMed,
GoogleAcademics y SciELO empleando la siguiente cadena de busqueda,"Musa" OR
"banana" AND "black sigatoka" OR "Mycosphaerella fijiensis" OR "Pseudocercospora
fijiensis" NOT “review” OR “thesis”, encontrando un total de 114 documentos, a los cuales
se agregaron manualmente 3 documentos. Después de aplicar criterios de inclusion y
exclusion, se obtuvieron 40 documentos que se analizaron completamente para extraer la
informacién requerida. Como resultado, se observé que la aproximacién biotecnolégica
mas usada en los ultimos 10 afios es el estudio de la expresion genética. La mayoria de los
estudios tienen por finalidad el conocer las bases de la virulencia del patégeno empleando
ensayos in vitro. La variedad de platano mas estudiada es la Cavendish Grand Nain, y la
investigacidon se centra mayormente en los Estados Unidos de América como principal
colaborador, especificamente por parte de la Universidad de California. De esta manera se
concluye que la biotecnologia moderna para el control de la sigatoka se ha centrado en la
investigacion basica, y que este conocimiento acumulado es una fuente valiosa y suficiente
para impulsar estrategias biotecnoldgicas modernas en este campo, como la

transformacion genética, la edicidn via CRISPR-Cas9 y el silenciamiento génico.
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Abstract

Mycosphaerella fijiensis M. Morelet, a heterotalic fungus (with sexual and asexual
reproductive stages), also known as Pseudocercospora fijiensis for its asexual stage (M.
Morelet) Deighton, is the causal agent of the banana leaf black sigatoka disease, which

produces dramatic damages and economic losses around the world limiting this crop.

This systematic review is aimed to broad the knowledge of the current trends in the
research of new biotechnological strategies for the control of black sigatoka that do not rely
on the use of chemical fungicides, and that take advantage on the knowledge of the

molecular basis in the plant-pathogen interaction.

For this, a methodic search of information was carried in 3 databases: PubMed,
GoogleAcademics and SciELO, using the following string: “Musa" OR "banana" AND "black
sigatoka" OR "Mycosphaerella fijiensis" OR "Pseudocercospora fijiensis" NOT “review” OR
“thesis”, finding a total of 114 documents, and 3 more documents were added manually.
After applying inclusion and exclusion criteria, 40 documents were obtained that were
analyzed to extract the required information. As a result, the most used biotechnological
approach in the last decade was the study of gene expression. The majority of the studies
were aimed to study the basis for virulence in the pathogen using in vitro assays. Cavendish
Grand Nain was the banana variety most studied, and the research was located mainly in
the United States of America, specifically in the University of California. In this way, it is
concluded that the modern biotechnology approaches for the control of black sigatoka have
been centered in basic research, and this accumulated knowledge is a rich and vast resource
to promote the use of modern biotech strategies in this field, such as plant genetic

transformation, gene edition via CRISPR-Cas9, and gene silencing.
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1. Introduccion

1.1 El cultivo de platano

El cultivo del platano y banano (Musa spp, en lo sucesivo llamado platano) se desarrolla en los
climas tropicales y subtropicales de todo el mundo. Todas las variedades conocidas surgieron de
una hibridacion del genoma de dos especies silvestres: Musa acuminata (AA) y Musa balbisiana
(BB). Los frutos de estas plantas eran pequeiios, sin pulpa, con muchas semillas grandes y duras.
El resultado de la mezcla son los cultivares modernos, con genotipos diversos (AAA, AAAA, AAAB,
AAB, AABB, AB, ABB Y ABB), y con caracteristicas en los frutos notablemente diferentes a las
silvestres (Valmayor et al., 2016). Los cultivares que se derivaron de M. acuminata pueden
consumirse en fresco, y los derivados de M. balbisiana e hibridos de los dos se consumen tras un
proceso de coccidn, pudiendo asi disfrutar todas las variedades resultantes en fresco, en postres,
en guisos o en otras formas. Se cree que estos frutos se domesticaron hace 10.000 afios y que los
primeros cultivos tuvieron lugar en el valle de Kuk de Nueva Guinea, extendiéndose en todo el

mundo por medio de viajeros (Singh et al., 2016).

En la actualidad, los platanos (Musa spp) representan un cultivo lider en produccién y comercio
a nivel mundial, mostrando un rapido aumento en la demanda gracias al crecimiento de la
poblacién mundial y de los lugares donde se producen. Es dificil obtener una cifra exacta sobre la
produccién mundial de platano debido a que la mayoria de los cultivos son realizados por
pequefios productores que comercializan de manera informal el producto, y a que grandes
productores como China, India y Brasil consumen de manera local su produccion (FAO, 2019),
pero se estima que en el afio 2019 se exportaron en el mundo 21 millones de toneladas de banano
(FAQ, 2020). En ese mismo afio, los platanos y bananos se posicionaron en el nimero 201 de
productos mds comercializados del mundo, siendo Ecuador el mayor exportador de este fruto,

con el 24.1% de la exportacién mundial total, con un valor de exportacién de $3.43 mil millones,



seguido de Filipinas, Costa Rica, Guatemala y Colombia, como los 5 mayores exportadores (OEC,

2019).

En México, el platano es una de las frutas de mayor consumo, con 14.4 Kg por persona al afo,
siendo la fruta tropical mas cultivada actualmente, con 16 estados como productores. La lista la
encabezan Chiapas, Tabasco y Veracruz, contribuyendo con el 60% de la produccién nacional
total, en donde las variedades cultivadas son: el Dominico, Valery, Pera, Tabasco, Morado,
Manzano, Cavendish gigante o Grand Naine y Macho (SADER, 2020). En 2020 se alcanzé una
produccion de 2 millones 469 mil toneladas, representando un aumento del 2.9% con respecto al
afio anterior, colocando a México como el nimero 12 en produccién mundial. Se exporté solo el
30% del producto a 43 mercados, principalmente a Estados Unidos, Japdn, Reino unido, Corea del
Sur, Rusia e Italia, por mencionar algunos, dejando un valor de exportacién de 274 millones de

ddlares (SADER, 2021).

1.2 Problematicas del cultivo

El cultivo del platano presenta pérdidas significativas cada afio ocasionadas por factores bidticos
y abidticos. Entre éstos, los bidticos causan enfermedades que dejan pérdidas considerables en
el cultivo y afectan a poblaciones enteras que basan su sustento en esta actividad productiva. Se
han descrito diversos hongos, bacterias y virus que causan enfermedades con impacto negativo
en la produccién y la exportacién al afectar la calidad del fruto, lo que da lugar a las mayores
pérdidas econdmicas que enfrenta el cultivo (Ploetz et al., 2015). Las principales enfermedades
causadas por agentes bidticos en la planta de platano se enlistan en la Tabla 1, donde se destacan

bacterias, hongos y virus fitopatégenos que afectan a varios niveles de la cadena productiva.



Tabla 1. Algunas enfermedades causadas por factores bidticos en Musa spp. (Modificada de Ploetz et al., 2015).

Nombre comun | Causa | Distribucion | Impacto | Control
BACTERIAS
Ralstonia Todos los Eliminacion de yemas
Enfermedad de la . . . . . .
sanare haywardii,subespecie Indonesia cultivos son masculinas saneamiento,
& celebenis susceptibles sin brotes mutantes
Filotipos IIA-6, IB-3 y |IB- Todos los Eliminacion de yemas
Enfermedad del P . ¥ L. . . ) 4 .
moko 4 de Ralstonia América tropical cultivos son masculinas saneamiento,
salanacearum susceptibles sin brotes mutantes
Marchitez del Xanthomonas Africa Todos los Eliminacion de yemas
banano por campestris pv. . cultivos son masculinas saneamiento,
subsahariana . .
Xanthomonas (BXW) Musacearum susceptibles. sin brotes mutantes
HONGOS
. . Trépicos humedos | En poscosecha Cobertura del racimo
Antracnosis Colletotrichum musae P , P ., y s - v
y subhumedos exportacion aplicacién de fungicidas

Enfermedad del
rayado negro de la

Reduccién en

rendimiento y Aplicacién de fungicidas y

Trépicos hu
Mycosphaerella fijiensis répicos himedos

hoja (BLSD hd . i
.Oja( SD) o y subhimedos calidad del fruto aceites
sigatoka negra
Problemas de
Pudricién de la C. Musae y fusarium Tropicos humedos poscosecha y Aplicacién poscosecha de
corona semitectum y subhimedos exportacion de fungicidas
fruta Cavendish
. . Sintomas L, -
Mancha foliar de Mycosphaerella Sur de Asiay similares a la Aplicacién de fungicidas y
Eumusae eumusae Nigeria . aceites
sigatoka negra
Matchitez por Fusarium oxysporum f. Patégeno Resistencia del
Fusarium o mal de s Cubyerl\)se ’ Global diverso, afecta hospedador, exclusion del
Panama P- varios cultivares. patdgeno
Desplazado por
Mancha foliar de Mycosphaerella Tropicos humedos | M. fijiensis enla | Aplicacion de fungicidasy
sigatoka musicola y subhumedos mayoria de las aceites
regiones
VIRUS
La mas daiiina d i
Enfermedad de la . amas danina de Précticas adecuadas de
, Virus de la parte . . las . .
parte superior del . . Hemisferio oriental cultivo con material libre
. , superior del racimo enfermedades .
racimo del platano . de patégeno
por virus
. Practi d dasd
Enfermedad del Virus del rayado del Problema grave rac cas a ecua. as. €
, i Global , cultivo con material libre
rayado del platano platano en algunas areas .
de patégeno
Impacto variable
[ Vi | i | . | i ial li
Mosaico de bracteas |ru§ de mosalc,o dela Sur de Asia 0 poco claro Siembra de n}aterla ibre
bractea del platano cuando se le de patégeno
encuentra
Afect . -
. . A ecta Siembra de material libre
.. . Virus del mosaico del principalmente a , S,
Clorosis infecciosa . Global . del patégeno, eliminacion
pepino (CMV) plantaciones

de malezas hospedantes

jovenes




1.3 Enfermedades fuingicas principales

Las enfermedades causadas por hongos son las mas severas en el cultivo de platano (Tabla 1),
teniendo al mal de Panamad o marchitamiento por Fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. Cubense)
y a la sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) como los mds grandes problemas en todos los
niveles de produccién mundial (Bebber, 2019). Fusarium oxysporum se mantiene como una
amenaza latente a futuro por su destructividad, pero en la actualidad ocupa un lugar secundario
entre las enfermedades del platano al ser desplazado por Mycosphaerella fijiensis, el agente
causal de la enfermedad conocida como sigatoka negra, misma que es el tema central de la

presente investigacién y se describe a continuacién.

1.3.1 Mycosphaerella fijiensis M. Morelet

Mycosphaerella fijiensis M. Morelet es un hongo heterotalico (se reproduce de forma sexual y
asexual), que también se conoce como Pseudocercospora fijiensis por su estado de reproduccion
asexual (M. Morelet) Deighton (Figura 1). Causa la enfermedad conocida como sigatoka negra, y
genera los mayores dafios y pérdidas econdmicas en todo el mundo por las limitaciones
estructurales que le produce a las plantas al necrosar el tejido foliar, repercutiendo directamente
en el rendimiento del fruto y provocando grandes pérdidas econdmicas (Churchill, 2011). En
Ameérica Latina se describid por primera vez en 1976 en el valle de Ulda en Honduras, donde se le
dio el nombre de sigatoka negra para distinguirla de la enfermedad del rayado negro de la hoja
(BLSD), descrita por primera vez en el valle de sigatoka en Fiji en 1963. Posteriormente, con ayuda
de estudios moleculares se determind que se trataba del mismo patégeno en ambas

enfermedades (Marin et al., 2003).



Figura 1. Colonia del hongo Mycosphaerella fijiensis, causante de la sigatoka negra. La
colonia de 10 dias de edad se desarrollé en agar papa dextrosa (modificada de Orozco-
Santos et al., 2013).

El hongo infecta la planta por medio de esporas (ascosporas y conidios; Figura 2) que se diseminan
principalmente en el agua de lluvia, rocio y viento, y germinan en las hojas. Con los tubos

germinativos penetra por el estoma, proliferando en el tejido intracelular de la hoja (Manzo-

Sanchez et al., 2005).

Figura 2. (a) Ascosporas de Mycosphaerella fijiensis, y (b) conidios de Pseudocercosporas fijiensis
(estado sexual y estado asexual, respectivamente; tomada de Orozco-Santos et al., 2013).



El primer sintoma aparece de 15 a 20 dias después de la infeccion. Inicialmente se observan
puntuaciones o decoloraciones en el envés de la hoja con pequefios puntos de color café rojizo
dentro del drea decolorada. Posteriormente, estas decoloraciones se convierten en pizcas café
rojizas. De pizcas, pasan a ser estrias que mantienen su color y aumentan su grosor y longitud. El
sintoma en estado de mancha se presenta cuando la lesion cambia de café oscuro a negro, que
después es rodeada por un halo amarillento. Finalmente, la mancha se deprime y se torna color
gris-blanco, pudiendo observar en ella una gran cantidad de pequefios puntos que corresponden

a los cuerpos fructiferos llamados pseudotecios (Figura 3; Orozco-Santos et al., 2013).

Figura 3. Evolucion de sintomas de sigatoka negra: (a) decoloracidn, (b) pizca, (c) estria, (d) mancha
negra, (e) mancha negra con halo amarillento y (f) mancha con centro de color gris o blanco (tomada
de Orozco-Santos et al., 2013).

Cuando el ataque es severo (Figura 4), las manchas se unen y forman grandes areas de tejido
foliar afectado, llegando a necrosar completamente la hoja, y dandole un aspecto negruzco o café
en la zona afectada (Orozco-Santos et al., 2013), destruyendo asi rapidamente el follaje, viéndose
afectada la capacidad fotosintética, retrasando la floracién y limitando el desarrollo y llenado del
racimo, con una maduracion precoz (Hidalgo et al., 2006). El aumento de las lluvias debido al
cambio climatico ha incrementado de manera grave la propagaciéon de la enfermedad, ya que el

hongo germina de mejor manera en presencia de humedad (Bebber, 2019).



Figura 4. Dafios severos causados por sigatoka negra en banano Cavendish,
provocando necrosis del follaje y maduracidn prematura del fruto (tomada de
Orozco-Santos et al., 2013).

1.4. Ciclo infectivo de la sigatoka negra

A la fecha se han identificado todas las etapas en el ciclo infectivo de la sigatoka negra. El estado
sexual estd caracterizado por la formacion de peritecios, espermagonios y ascosporas. Los
espermagonios (parte masculina) produce espermacios que se encargan de fertilizar a los
peritecios (parte femenina), para desarrollarse en el interior de ella y producir ascosporas. Las
ascosporas del hongo son expulsadas por los peritecios y son transportados por corrientes de aire
y depositados sobre la superficie de la hoja. Por otra parte, el estado asexual estd caracterizado
por las pseuducercospora tipo conidio, que se producen en esporodoquios en lesiones jovenes
(pizcas y estrias) y que son transportados por agua de lluvia o rocio y corrientes de aire. Ambos
tipos de infeccidn, sexual y asexual, penetran la hoja exclusivamente por el estoma, infectando
hojas jovenes, causando lesiones y luego necrosis, volviendo asi a repetirse el ciclo de la

enfermedad (Figura 5).
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1.5 Control agrondmico de la sigatoka negra

Para el control de la sigatoka negra se practican distintos métodos. Por una parte, el control
cultural consiste en eliminar cada una o dos semanas, hojas completas, puntas de hojas o partes
de ellas con lesiones avanzadas, antes que liberen la mayor cantidad de esporas. El material foliar
eliminado se descompone mas rapido en el suelo, teniendo el hongo menos oportunidad de
esporular y propagarse desde ahi (Guzman, 2012). Para el control quimico se aplican fungicidas
de tipo preventivo y sistémico (Tabla 2), por medio de avionetas en grandes extensiones de cultivo
y con mochilas de aspersidn motorizadas en pequefias extensiones. Los fungicidas preventivos
como clorotalonil y mancozeb, impiden la germinacidn de las esporas del hongo, pero no eliminan
el hongo si ya penetro el tejido vegetal, por eso es importante aplicarlos antes de la infeccién. Los
fungicidas sistémicos como Benomil, Propiconazol, Tebocunazol o Fusilazol se desplazan por el
interior de la planta a través de la savia, y pueden controlar la infeccidon en fase mas tardia (Mena-

Espino y Couoh-Uicab, 2015).

Tabla 2. Fungicidas utilizados para el control de sigatoka negra (tomado de Mena-Espino y Couoh-Uicab, 2015).

Grupo quimico Nombre comin | Modo de accién
Propiconazol
Fungicidas inhibidores de la Tebuconazol
desmetilacién de los Difenoconazol Sistémico
esteroles (DMI’s) Flutriafol
Epoxiconazol
Benomyl
Benzimidazoles Carbendazim Sistémico
Metiltiofanato
, Tridemorf L
Aminas - - Sistémico
Spiroxamina
Anilopirimidinas Pyrimethanil Sistémico
Azoxistrobin
Estrobilurinas Trifloxistribin Sistémico
Piraclostrobin
Ditiocarbamatos Mancozeb Protectivo
Derivados de isoftalonitrilo Clorotalonil Protectivo
Inorganicos Cobre Protectivo




Desafortunadamente, la mala aplicacién de los fungicidas sintéticos ha provocado una pérdida de
la eficacia por la adquisicidn de resistencia del hongo y problemas de toxicidad en humanos. La
resistencia se presenta con el uso excesivo o la no rotacidn del fungicida, provocando que el
hongo desarrolle diferentes mecanismos de resistencia como: alteraciones en el sitio blanco,
modificaciones en la via metabdlica, desactivacion metabdlica del fungicida, excreciéon del
fungicida y modificacidn genética del sitio de accidn del fungicida, por mencionar algunos (Hahn

y Leroch, 2015; Young, 2015).

Uno de los blancos mds importantes de la accién de los fungicidas comunes contra la Sigatoka es
la enzima esterol desmetilasa. Los inhibidores de la desmetilacion de esteroles (DMiIs) son los
fungicidas sistémicos mas utilizados para este caso. Estos fungicidas actlian sobre el sitio catalitico
de la enzima esterol desmetilasa (CYP51), que cataliza la desmetilacion del lanosterol y es clave
en la biosintesis del ergosterol. El ergosterol es un elemento importante que regula la

permeabilidad y la fluidez de la membrana fungica (Rodrigues, 2018).

El uso continuo de DMIs ha propiciado que estos fungicidas actien como factor selectivo de
poblaciones resistentes de Mycosphaerella, lo que en consecuencia ha disminuido la efectividad
de estos fungicidas. Estos mecanismos consisten principalmente en mutaciones puntuales
simples en la region codificante de CYP51 que resultan en versiones resistentes de la enzima, y
adicionalmente, en cambios en el promotor del gen, lo que resulta en niveles de expresion

aumentados. Ambos casos se han observado en cepas resistentes a los DMIs (Chong et al., 2021).

Existe un enlace directo entre la adquisicidn de resistencia y el uso masivo de fungicidas quimicos
para el caso de la Sigatoka. Desde la aparicion de la sigatoka negra, y del uso de fungicidas
guimicos, se ha reportado la resistencia recurrente en el hongo, por ejemplo, se reportd
resistencia a distintos fungicidas en Honduras (1977), Costa Rica, Belice, Guatemala y México
(principios de los 90’s), Colombia, Costa Rica y Panama (finales de los 90’s), y Colombia, Costa
Rica y Panamd mas recientemente (2010). Para dar a conocer el estado de resistencia y

recomendar la forma de uso y aplicacidn de cada clase de fungicida, se cred el comité de accién
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de resistencia a los fungicidas (FRAC por sus siglas en inglés) que es un grupo técnico especializado
de CroplLife International que ha ayudado a disminuir el desarrollo de resistencia en la sigatoka

negra (Churchill, 2011).

Las numerosas aplicaciones de fungicidas pueden ocasionar riesgos de acumulacién en suelos,
agua y bioacumulados por plantas, que pueden ser consumidas por ganado o directamente por
el humano (Mena-Espino y Couoh-Uicab, 2015). Algunos fungicidas como el mancozeb generan
etilenotiourea cuando se descompone en el suelo, un compuesto que afecta el sistema digestivo,
la glandula tiroides y es cancerigeno cuando hay exposicion prolongada, por mencionar un

ejemplo.

Por otra parte, se ha empleado el mejoramiento genético para la generacién de lineas resistentes
a la sigatoka negra, constituyendo una linea de investigacion prioritaria a nivel mundial (Soares
et al., 2021). Varios paises desarrollan programas de mejoramiento genético basado en métodos
convencionales como las cruzas, la seleccién y la evaluacién de clonas. En estos programas se ha
reconocido que los genotipos diploides (AA) presentan la mayor resistencia a la sigatoka, aunque
la mayoria de los genotipos que se cultivan actualmente (AAA, AAAA, AAAB, AAB, AABB, AB, ABB
Y ABB) no poseen resistencia (Tomekpe et al., 2004; Weber et al., 2017).

1.6 Investigacion para el control de la sigatoka negra

El desarrollo de resistencia a los fungicidas y la carencia de genotipos de platanos de importancia
comercial con resistencia a la sigatoka negra ha conducido a la bdsqueda de alternativas y a los
esfuerzos para ampliar el conocimiento de las bases de la patogenicidad de M. fijiensis. Como
alternativa al uso de fungicidas quimicos, se propone el control bioldgico como aplicacidn viable
para el control de la sigatoka. Los estudios demuestran que el hongo Trichoderma ssp. inhibe el
desarrollo del hongo de la sigatoka negra, al igual que bacterias del género Serratia y Bacillus.

Aunque los resultados en el efecto contra el hongo son inferiores a los de los fungicidas sintéticos,
11



son alternativas potenciales de aplicacién para el control de poblaciones de M. fijiensis resistentes
a fungicidas sintéticos (Manzo-Sanchez et al., 2005) que merecen ser revisadas en la busqueda

de estrategias amigables con el ambiente.

En la tendencia hacia el desarrollo de aplicaciones modernas para solucionar el problema de la
sigatoka, se han realizado estudios para investigar las bases biolégicas de la interaccién planta-
patégeno e identificar genes clave. Mediante estudios transcriptémicos se han identificado genes
gue alteran su expresion en la respuesta de defensa en Musa ante Mycosphaerella musicola, una
especie relacionada con M. fijiensis (Passos et al., 2013). Otro estudio (Timm et al., 2016) empled
un método de hibridaciéon para identificar transcritos que se inducen en la planta durante la
interaccion con Mycosphaerella fijiensis en una variedad de banana resistente. A partir de éstos
y otros estudios se ha identificado una serie de genes que inducen su expresion en Musa durante
la infeccidn, los cuales estan relacionados con la biosintesis del etileno, el metabolismo de
carbohidratos, la ruta de sintesis de fenilpropanoides, y la respuesta antioxidante, entre otros

(Portal et al., 2011; D’Hunt et al., 2012; Rodriguez et al., 2016).

Por otra parte, existen reportes de los cambios de expresidn en M. fijiensis durante la interaccién
con hojas de platano. Noar y Daub (2016) aplicaron andlisis transcriptémico por medio de RNA-
Seq e identificaron un grupo de 16 genes con mayor expresion cuando M. fijiensis invade a la hoja.
Estos genes estan involucrados en las rutas de sintesis de metabolitos secundarios. Mas
recientemente, Chi-Manzanero et al. (2021) realizaron el estudio del transcriptoma de
Pseudocercospora fijiensis mediante RNA-Seq durante su interaccion con Musa acuminata, y
detectaron la expresion diferencial de genes involucrados en la respuesta de evasién de la
defensa del huésped, entre los cuales se encontraron probables genes efectores con funciones
novedosas y desconocidas que pueden ser candidatos para estrategias de silenciamiento o de

disefio de nuevos agentes fungicidas.
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Esta informacion es de gran importancia para desarrollar estrategias biotecnoldgicas racionales
para la seleccidn y manipulacion de genes especificos que brinden a las plantas una proteccién

mejorada ante el ataque del patdégeno.

1.7 Revisiones sistematicas sobre el control de la Sigatoka negra

Las revisiones sistematicas son un método de investigacién que consiste en realizar busquedas
de literatura dirigidas al abordaje de una pregunta o tema de importancia en el campo cientifico.
La literatura identificada es extraida, analizada y sintetizada en una forma metodoldgica, critica y
transparente. Las conclusiones e implicaciones derivadas de este proceso se fundamentan
fuertemente en dicha literatura y requieren la habilidad del autor para sintetizar y comunicar la

importancia de lo aprendido en una forma apropiada y articulada (Alexander, 2020).

En lo que respecta a la sigatoka negra, existe Unicamente una revisidn sistematica publicada en
la que se aborda el tema del mejoramiento genético de la planta de platano, con un enfoque
hacia la identificacidén de genes candidatos para el mejoramiento de la resistencia a futuro en la
planta (Soares et al., 2021). Tras un proceso formal de revisidn sistematica, dicha investigacién
culminé con la seleccidn de 24 articulos para realizar la sintesis cualitativa, la cual reveld que
existen diferencias claras en la respuesta a la sigatoka entre variedades sensibles y resistentes,
teniendo a los cultivares silvestres diploides de M. acuminata (p. ej. Calcuta 4) como recursos
resistentes para la seleccidon de genes. Ademas, reveld que existe conocimiento previo de la
bioquimica y de la expresidn génica que permite identificar genes de valor para la seleccién
asistida por marcadores o para realizar ingenieria genética o edicién para el mejoramiento de la
planta; dichos genes estan involucrados en la sefializacién del acido jasmodnico y del etileno,
factores de transcripcion, rutas de los fenilpropanoides, antioxidantes y proteinas relacionadas a

la patogénesis.
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Los resultados de la revision permitieron una major comprension de la respuesta immune de la
planta, informacidon que es relevante en los programas de mejoramiento genético de la
resistencia a las enfermedades. No obstante, la biotecnologia ofrece una gama amplia de
herramientas con potencial de aplicacién en el control de la sigatoka negra, que incluyen
estrategias que no se centran necesariamente en el mejoramiento de las plantas, sino en el
estudio de la biologia de los patégenos y sus mecanismos bioquimicos y moleculares de virulencia,
con la finalidad de proponer estrategias modernas para abatirlos (Sang y Kim, 2019; Kalyandurg

etal., 2021).

Se han identificado genes fungicos que participan en la interaccién planta-patégeno y que
permiten el establecimiento de la infeccién, por lo que pueden evaluarse en el diseno de
estrategias de silenciamiento génico para disminuir la virulencia del patégeno, por ejemplo, los
mencionados previamente en los estudios de Noar y Daub (2016) y Chi-Manzanero et al. (2021).
Otro ejemplo de biotecnologia que se ha aplicado para el caso de la sigatoka negra, y que no esta
centrada en la planta sino en el patdgeno, es el control bioldgico, ejemplificado previamente. De
esta forma, se pone de manifiesto que las herramientas biotecnoldgicas modernas que
contemplan el abatimiento de la virulencia del patégeno, en conjunto con el mejoramiento de las
capacidades de defensa e inmunidad de la planta, podrian ofrecer soluciones mas efectivas para
el control de la sigatoka negra. Por lo tanto, la investigacion y aplicacion de dichas herramientas

modernas requiere ser revisada en forma sistematica.
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2. Justificacion

Si bien el uso de fungicidas quimicos y el mejoramiento genético han sido vias efectivas para el
control de la sigatoka, los hongos tienden a desarrollar resistencia a los fungicidas quimicos, y la
mayoria de los cultivares de platano que se siembran actualmente son susceptibles a la sigatoka.
Debido a la carencia de resistencia en las variedades de platano de importancia en el mercado, el
manejo de la enfermedad requiere la aplicacién constante de fungicidas, que ademads provocan
su acumulacién en el ambiente y riesgos a la salud. Bajo estas circunstancias se establece un ciclo
gue agrava el problema de la sigatoka en las regiones donde se cultiva. Por tal razén, la
exploracién de nuevas estrategias biotecnoldgicas amigables con el ambiente, sustentables, que
no dependan del uso de fungicidas quimicos, y que aprovechen los avances en el conocimiento
de las bases bioldgicas de la interaccidn planta-patdgeno, es crucial para el control efectivo de la
sigatoka en los cultivos. Por lo anterior, es importante conocer el estado actual de la investigacion
de técnicas de biotecnologia moderna aplicadas al control de la enfermedad, de manera que se
puedan reconocer las estrategias mas promisorias y se obtenga una perspectiva del potencial de

la biotecnologia para ofrecer soluciones para la proteccidn del cultivo de platano.

Para profundizar en el tema se requiere realizar una revision sistematica centrada en la busqueda
y analisis de informacidén cientifica, sobre la investigacion y aplicacion de estrategias
biotecnoldgicas para el control de la sigatoka, tales como la elicitacidon de la respuesta de defensa,
el control bioldgico, y la transformacién, edicién y silenciamiento génico, con el objetivo de

responder la siguiente pregunta general:

éCuales son las estrategias biotecnoldgicas modernas que se han investigado y/o aplicado para la

proteccion del cultivo de platano contra la sigatoka negra?
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3. Preguntas especificas

1. ¢éCudles son las herramientas biotecnoldégicas modernas que se han

investigado/implementado para el control de la sigatoka negra?

2. éCuadles son los objetivos principales de los estudios de las herramientas

biotecnoldgicas?

3. éQué tipos de bioensayos se realizan para estimar la efectividad de las

estrategias biotecnoldgicas en el control de la sigatoka negra?

4. ¢Cudles son las variedades de platano/banano mas estudiadas en la
investigacion de estrategias biotecnolédgicas para el control de la sigatoka

negra’?

5. ¢éEn qué regiones del mundo y paises se concentra la investigacion y el
desarrollo de estrategias biotecnoldgicas de frontera, para el control de la

sigatoka negra?

6. ¢éCudles son los grupos/instituciones que lideran la investigacion en

biotecnologia moderna para el control de la sigatoka negra?
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4. Materiales y Métodos

La presente revisidn sistematica se desarrolld siguiendo las recomendaciones de la declaracion
PRISMA 2020. Esta guia es una actualizacién de la declaracién PRISMA 2009 desarrollada por
metoddlogos expertos en revisiones sistematicas. Desde su creacidn, las recomendaciones han
sido adoptadas y aprobadas por un gran numero de autores que desarrollan revisiones
sistematicas. La declaracion PRISMA 2020 facilita documentar de forma transparente y ordenada
la informacion recopilada, reduciendo el sesgo, garantizando la reproducibilidad y brindando
plantillas de la lista de verificacidon y del diagrama de flujo (Page et al., 2021). Para el caso de la
presente revision se empled una estrategia de investigacion PICOS (Methley et al., 2014). De
acuerdo al nUmero manejable de articulos encontrados en todas las bases de datos, se emplearon
busquedas y seleccidon de forma manual. El desarrollo de la revisidn sistematica se llevd a cabo en

tres etapas: planeacién, ejecuciéon y analisis (Figura 6), las cuales seran descritas a continuacion.

Figura 6. Estrategia general de la revision sistematica.
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4.1 Planeacion

La planeacion consistid en la definicidn del protocolo determinando el titulo, autores, objetivos,
palabras clave, preguntas de investigacion, fuentes de investigacion (bases de datos a consultar),
tipo de documentos, temporalidad de la informacion, y criterios de inclusién y exclusién. En la
Tabla 3 se presenta la definicidn para este estudio de acuerdo con el protocolo StArt referido por

Santos et al. (2018).

Tabla 3. Definicion del protocolo de revisidn sistematica.

PROTOCOLO

StArt - State of the Art through Systematic Review
Titulo Biotecnologia aplicada al control de la sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis)
en platano (Musa spp): una revisidn sistematica para elucidar nuevas
estrategias
Investigadores: Garcia-Carrasco Jorge Francisco, Barrera-Figueroa Blanca Estela
Descripcidn: Para llevar a cabo esta revision sistematica, se revisaron articulos cientificos de
los dltimos 10 afios (2011-2021) en la investigacion/aplicacién de estrategias
biotecnoldgicas modernas para la proteccidon del platano contra la sigatoka
negra, con énfasis en el tipo de metodologia empleada.
Objetivos: Busqueda y andlisis de informacién cientifica publicada en los ultimos 10 afios
(2011-2021), sobre la investigacion y aplicacién de estrategias biotecnoldgicas
para el control de la sigatoka, tales como la elicitacion de la respuesta de defensa,
el control biolégico, y la transformacion, edicién y silenciamiento génico
Preguntas 1. ¢ Cudles son las herramientas biotecnolégicas modernas que se han
principales: investigado/implementado para el control de la sigatoka negra?
2. éCudles son los objetivos principales de los estudios de las herramientas
biotecnoldgicas?
3. éQué tipos de ensayos se realizan para estimar la efectividad de las estrategias
biotecnoldgicas en el control de la sigatoka?
4. ¢(Cudles son las variedades de platano/banano mas estudiadas en la
investigacion de estrategias biotecnoldgicas para el control de la sigatoka?
5. éEn qué regiones del mundo se concentra la investigacion y el desarrollo de
las estrategias?
6. ¢Cudles son los grupos/instituciones que lideran la investigacién en
biotecnologia para el control de la sigatoka?

Palabras clave: Musa spp., Mycosphaerella fijiensis, Pseudocercospora fijiensis, black sigatoka,
biotechnology, biological control, gene silencing, elicitation, genetic transformation, gene edition,
CRISPR-Cas, resistance, plant protection, state-of-the-art
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Criterios para la seleccion de fuentes: Solo articulos cientificos primarios (de investigacidn

experimental)

Lenguaje: espafiol, inglés y portugués.

Métodos para la busqueda de fuentes: Articulos de investigacidn disponibles en bases de datos

cientificas.

Fuentes consultadas: Google Academic, PubMed y SciELO

Criterios de
inclusion (l) y
exclusion (E):

(I) "Musa spp." OR "bananas" AND "black Sigatoka" OR "Mycosphaerella fijiensis"
OR "Pseudocercospora fijiensis" AND “biotechnology” OR “biological control” OR
“biocontrol” OR “elicitor” OR “gene silencing” OR “genetic transformation” OR
“gene edition” AND “resistance” OR “plant protection” OR “fungicide” (E)
Trabajos de mejoramiento genético tradicional, (E) Empleo de productos
naturales (E) Tesis, manuales, libros; (E) Articulos de revision; (E) Resimenes de
congresos, (E) Trabajos sin una metodologia clara, (E) Trabajos previos a 2010.

Tipo de estudio:

Especificado por los criterios de inclusidén y exclusién.

Seleccién de

estudios iniciales:

Articulos de investigacién primarios que contengan en el titulo o abstract los
siguientes términos, en inglés o en espafiol: “Musa spp." OR "banana" AND
"black Sigatoka" OR "Mycosphaerella fijiensis" OR "Pseudocercospora fijiensis"
AND “biological control” OR “biocontrol” OR “elicitor” OR “gene silencing” OR
“genetic transformation” OR “gene edition” AND “resistance” OR “plant
protection” OR “fungicide”

Evaluacion de
calidad:

Sélo se eligieron los articulos que cumplen con los criterios de inclusion definidos
previamente.

Campos de
extraccion de
informacion:

Estrategia biotecnoldgica aplicada en el estudio; mejoramiento de la resistencia
vegetal o abatimiento de la virulencia del hongo; tipo de ensayo empleado para
la evaluacién; variedades de platano analizadas; pais e institucién de los
estudios.

Anadlisis y resumen de resultados: En nube de palabras, tablas y graficas.
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4.2 Ejecucion

Con la finalidad de dar respuesta a la pregunta principal del presente estudio, se aplico la
estrategia de investigacion PICOS (Methley et al., 2014), la cual comprende 5 categorias de

términos que se especifican en la Tabla 4.

Tabla 4. Definicion de términos PICOS empleada.

Categoria Términos
P Plantas de pldtano con sigatoka negra.
I Estrategias biotecnoldgicas modernas para controlar la
enfermedad.
C Aplicaciones para tratar la enfermedad, que impliquen el

mejoramiento genético tradicional, el uso de fungicidas
quimicos, o el uso de productos naturales.

o] Resistencia a la enfermedad o disminucidn de la virulencia.

S Articulos de trabajos experimentales.

P- Poblacion. Problema de investigacion, o poblacién bajo estudio, o especies o individuos.
I- Intervencion. Tipo de tratamiento, exposicion, estimulo.

C- Comparacién. Tratamiento alternativo o paralelo.

O- Resultado o expectativa.

S- Tipo de estudio.

El diagrama de pasos a seguir durante la ejecucién de las busquedas se esquematiza en la Figura
7. Las busquedas se llevaron a cabo en tres bases de datos publicas. La primera es PubMed
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/), de la que se obtuvo informacién de caracter internacional,
en el idioma inglés. La segunda base de datos es Google Academics
(https://scholar.google.es/schhp?hl=es), de la que se obtuvo informacion, tanto en inglés como
en espafol. La tercera base de datos fue SciELO (https://www.scielo.org/), de la que se obtuvieron

articulos en espanol y en portugués, por la importancia de América Latina en el cultivo de platano.

Para todas las bases de datos se empled la misma secuencia de palabras, empleando conectores
OR, AND y NOT usados para agrupar palabras clave sinénimas y los temas principales. las

busquedas se realizaron de manera iterativa, cambiando la secuencia de términos de acuerdo a
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la observacién de los articulos resultantes, como lo propone Long (2014) para realizar revisiones

sistematicas empleando una rutina de piloteo. Después de depurar y definir los términos

adecuados, se obtuvo la siguiente secuencia definitiva (string) para la busqueda:

"Musa" OR "banana" AND "black sigatoka" OR "Mycosphaerella
fijiensis" OR "Pseudocercospora fijiensis" NOT “review” OR “thesis”

La busqueda en las bases de datos se realizd6 de manera manual sobre el titulo y el resumen del

trabajo, con ayuda de la herramienta de “busqueda avanzada” disponible, ayudando asi a aplicar

criterios de inclusiéon y exclusion desde la primera busqueda. Cabe sefialar que cada base de datos

tiene distintas opciones para realizar la busqueda de los términos, ya que algunas como PubMed

permiten realizar la busqueda especifica tanto a titulo, resumen o ambas, mientras que no todas

las bases tienen esta opcion. Para validar los criterios de las busquedas se presenta en la Tabla 5

el string agrupado que se generd en cada base de datos, empleando los términos de busqueda

bajo los parametros especificos de cada base de datos.

Tabla 5. Resultados de strings para cada base de datos y los parametros aplicados.

Base de String generado Parametros
datos
PubMed (((musa[Title/Abstract] OR banana[Title/Abstract])) AND | 1: Agrupacién de términos de
Central ((black sigatoka[Title/Abstract] OR mycosphaerella | busqueda con conectores.
fijiensis[Title/Abstract] = OR  pseudocercospora fijiensis | 2: Busqueda de términos solo
[Title/Abstract]))) NOT (review([Title/Abstract] OR | en tituloy resumen.
thesis[Title/Abstract]) 3: Exclusién palabras
Google allintitle: black sigatoka OR mycosphaerella fijiensis OR | 1: Agrupacién de términos de
Academic | pseudocercospora fijiensis AND musa OR banana -review -OR - | busqueda con conectores.
thesis 2: Busqueda de términos solo
en titulo.
3: Ajuste del intervalo de afios
de la publicacion.
SciELO (ab:(*musa OR banana)) AND (ab:(black sigatoka OR | 1: Agrupacion de términos de
mycosphaerella fijiensis OR pseudocercospora fijiensis)) AND | busqueda con conectores.
NOT (ab:(review OR thesis)) 2: Busqueda de términos en el
resumen.
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Los articulos se seleccionaron con apego los criterios de inclusidon, examindndolos manualmente
a nivel de titulo y resumen, y los que incumplieron los criterios de inclusion fueron removidos
manualmente. Adicionalmente, se realizd la remocidn de articulos que resultaron duplicados
pues fueron arrojados por mas de una base de datos. Por otra parte, se permitid la inclusiéon
manual de articulos que no se encontraron en las busquedas avanzadas de las bases de datos,
pero se encontraron citadas en alguno de los articulos seleccionados, siempre que se ajustaran a
los criterios de inclusidon y su aportacion fuera de relevancia para responder las preguntas

generales y especificas.

Figura 7. Estrategia para la busqueda y seleccién de la informacién.
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4.3 Analisis de informacion

Con la finalidad de reducir el sesgo, se consideraron articulos que ofrecieron respuesta a la
pregunta general y a las especificas, y se realizaron con apego a los requerimientos del estandar
PRISMA (Page et al., 2021) para garantizar la calidad, transparencia y reproducibilidad de la
revision sistematica. Los resultados de las busquedas se reportaron en el diagrama de flujo de
PRISMA: https://www.prisma-statement.org//documents/PRISMA_2020_flow_diagram_new_SRs_v1.docx, y la
lista descriptiva de PRISMA: http://prisma-statement.org/documents/PRISMA_2020_checklist.pdf (Anexo

D).

Los articulos seleccionados en la etapa de ejecucidn se sujetaron a nuevas rondas de aceptacion
o rechazo dependiendo si cumplian o no con los objetivos del trabajo, y una vez que cumplieron
los criterios, se descargaron los articulos seleccionados y se archivaron en una carpeta, para
posteriormente leerlos en su extension completa y analizarlos. A partir de la informacién extraida
de la seleccién final de articulos se elaboraron graficas y tablas para resumir la informacién, dando

respuesta a las preguntas planteadas con anterioridad.

4.4 Nube de palabras

A partir de la lectura completa de los articulos incluidos (n=40) se extrajeron todas las palabras
claves disponibles en forma de lista en un archivo .docx, con ayuda de un editor en linea
(https://www.nubedepalabras.es/) se generd una nube de palabras. Se cargd el archivo .docx al
editor en linea, se selecciond la forma de la nube y el estilo de letra. En donde el tamafio de letra

es proporcional a la frecuencia con la que se repiten las palabras.
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5. Resultados

5.1 Resultados de la busqueda en bases de datos

La busqueda en las bases de datos dio por resultado un total de 116 articulos en un intervalo de
publicacién del afo 2011 al 2021. Entre las bases, la mayor contribucién de articulos provino de
PubMed Central, con 79 articulos (69.3%), seguida de SciELO con 21 articulos (18.42%), y por
ultimo Google Academic con 14 articulos (12.28%). Adicionalmente, a los 114 articulos se
agregaron manualmente 3 articulos que se encontraron citados dentro los articulos analizados, y
contenian informacién relevante al tema pero que no se obtuvieron en la busqueda, dando por
resultado 117 registros totales. Tras realizar la lectura del titulo y del resumen, se excluyeron 70
articulos por no tener relacién con el tema o por no cumplir con los criterios de inclusién, mismos

que se encuentran enlistados en el Anexo B. Sélo uno de los documentos se encontré repetido.

Los 47 articulos restantes se llevaron a la siguiente ronda de seleccién que consistid en la lectura
del documento completo. Esto permitid obtener evidencia suficiente para la exclusion de 7
articulos mas (incluidos en el Anexo B) por no aportar informacidn relevante para dar respuesta
a las preguntas de la revisidn. Los 40 articulos finales (enlistados en el Anexo A) se identificaron
como el grupo de incluidos para el analisis en la revisidn sistematica. En la Figura 9 se presenta la

nube de palabras obtenida con las palabras claves de los 40 articulos incluidos.
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Figura 8. Diagrama empleado para la busqueda y seleccidn de los articulos en esta revision (modificado de Page et.,
al 2021; https://www.prisma-statement.org//documents/PRISMA_2020 flow_diagram_new_SRs_v1.docx). Anexo
Ay Anexo B.
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Figura 9. Nube de palabras generada con la frecuencia de palabras clave, de los articulos seleccionados
para la revisién sistematica.
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5.2 Estrategias biotecnoldgicas modernas para la investigacion y el desarrollo de

soluciones para el control de la Sigatoka

El objetivo principal que se planted para la presente revision sistematica fue el de conocer el
estado actual de la aplicacidon de nuevas estrategias biotecnoldgicas para la investigacion y/o el

desarrollo de soluciones para el control de la sigatoka.

Dentro de los articulos seleccionados se identificaron 6 tipos de estrategias o aproximaciones
biotecnoldgicas (Anexo C), que en algunos casos se dirigian hacia la investigacion y en otros a la

aplicacion directa. Estas son:

5.2.1. Estudio de la expresién para la identificacion de genes clave en el proceso patogénico

mediante transcriptémica o protedmica.
5.2.2. Biocontrol
5.2.3. Transformacién genética
5.2.4. Silenciamiento génico
5.2.5. Otras estrategias biotecnolégicas
5.2.5.1. Diagnéstico molecular
5.2.5.2. Uso de marcadores moleculares

5.2.5.3. Elicitacion o bioestimulacion
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5.2.1 Estudio de la expresion para la identificacion de genes clave en el proceso patogénico,

mediante transcriptomica o proteémica

Dentro de las estrategias para la investigacion de la sigatoka negra, se encontré que el estudio de
la expresidn genética dirigida a la investigacion de genes clave en el proceso patogénico es la mas
utilizada, ya que estuvo presente en 21 articulos (44%; Anexo C). Esta aproximacién permitio
identificar genes determinantes en la virulencia del patégeno, como el gen que codifica la enzima
esterol 14a-desmetilasa, encargada de preparar al precursor lanoesterol para entrar en la sintesis
de ergosterol, que es una molécula que regula la fluidez y permeabilidad de la membrana celular
en P. fijiensis. Adicionalmente se encontraron reinserciones de PfCYP51 en el genoma de P.
fijiensis cuando se desarrolla resistencia a los fungicidas del grupo DMI (Diaz-Trujillo et al., 2018;

Chong et al., 2019).

Otros factores importantes que se identificaron en los documentos analizados son las proteinas
efectoras que regulan o modulan la respuesta de resistencia de la célula vegetal y son
determinantes para el éxito de la infeccién fungica, como PfAVR4, que protege a la quitina de la
pared celular de P. fijiensis de las quitinasas producidas por la planta (Arango Isaza et al., 2016;
Burgos-Canul et al., 2019), asi como la Dol-P-manosiltransferasa, que estd presente en grandes
cantidades en la pared celular de P. fijiensis y se encarga de transferir residuos de manosilo al
hidroxilo de residuos de serina o treonina, ademas de participar en la sintesis de N-glucanos. Los
residuos de manosilo juegan un papel fundamental en la etapa biotréfica del hongo (Manzanero

etal., 2021).

Adicionalmente, se identificaron otros elementos como el protein-glicosil fosfatidil inositol
(MFGPI), que funciona en la reparacion y sintesis de la pared celular del hongo y en la adhesion
al tejido del huésped, asi como las proteinas B-1,3-glucanosiltransferasas (MfGAS2 y MfGAS1),
gue estdn involucradas en la sintesis de N-glucano, el principal polisacdrido conformacional de la
pared celular (Kantun-Moreno et al., 2012). Por su parte, la proteina policétido sintasas (PKS)

afectan la sintesis de lovastatina, una proteina con un papel fundamental en la reproduccion
28



sexual del hongo (Noar y Daub., 2016a; Noar et al.,, 2019a, b; Thomas et al., 2021). Ademas se
identificaron genes involucrados en la tolerancia o resistencia en la planta, como peroxidasas,
pathogenesis-related PR-4 y PR-10, y fenilalanina amonio-liasa PAL, entre otras (Rodrigues et al.
2016), y los genes PUK, RGA1, UGP y UCP, involucrados en las rutas de glucélisis/gluconeogénesis
y del citocromo P450 (Sanchez-Timm et al., 2016).

Otros autores, como Escobar-Tovar et al. (2015a), exploraron mediante espectrometria de masas
el secretoma de M. fijiensis, e identificaron proteinas de patogenicidad como, lipasas, quitinasas,
exoglucanasas, pectatoliasas y proteinas de funcidn desconocida. Chuc-Uc et al. (2011) probaron
que el secretoma de M. fijiensis provoca la muerte celular en las hojas de platano, e identificaron

a las proteasas como las principales causantes de la necrosis en la hoja de platano.

Dentro de los 21 articulos (44%) que emplearon el estudio de la expresidon génica como estrategia
de investigacidn, se destaca que varios generaron largas listas de genes de expresion aumentada
durante las diferentes fases de la infeccidn, o en la comparacién entre variedades de platano con
resistencia contrastante a la sigatoka, y que en algunos casos, como el trabajo de Manzanero et
al. (2021), los genes de expresién mas aumentada son genes que codifican proteinas de funcién
aun no caracterizada, por lo que estos trabajos proveen un catdlogo amplio para la selecciéon de
genes que requieren caracterizacion funcional, o que son candidatos como blanco del desarrollo

de estrategias biotecnoldgicas.

5.2.2 Biocontrol

La segunda estrategia mas utilizada es el biocontrol, presente en 12 articulos (24%; Anexo C), en
donde los autores probaron la capacidad de inhibicion de bacterias como Bacillus subtilis,
demostrando que es posible sustituir en un 25% el uso de fungicidas quimicos (mancozeb vy
clorotalinil), ya que las esporas de esta bacteria mantienen una proteccion similar contra sigatoka
negra (Becker et al., 2021). En otro de los documentos revisados, Enterobacter cloacae y Klebsiella

pneumoniae se probaron in vitro como antagonistas de dos cepas de M. fijiensis, observando que
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inhibieron al 100% y al 90% el desarrollo del micelio de P. fijiensis, respectivamente (Macedo-

Raygoza et al., 2019).

5.2.3 Transformacion genética

La transformacion genética es la tercera estrategia mas usada, presente en 9 articulos (18%;
Anexo C), en donde se emplea cominmente como herramienta complementaria para estudios
de la expresion genética, ya sea aplicada al hongo o a la planta. Por ejemplo, Escobar-Tovar et al.,
(2015b) implementaron la transformacion de conidios de P. fijiensis por el método de choques de
ondas bajo el agua, obteniendo una frecuencia de transformacion de 0.2-1.2 transformantes/ug
de ADN, estableciendo asi un protocolo reproducible de transformacién para estudios basicos del
patégeno. En otro articulo se transformaron callos de banano por bombardeo con microparticulas
de oro, con los genes codificantes de una endoquitinasa de Trichoderma harzianum (ThEn-42),
una estilbeno sintasa de uva (StSy), y superéxido dismutasa de tomate (Cu,Zn-SOD) para
investigar su influencia en la tolerancia a la sigatoka negra en la planta, observando que las
plantas transgénicas desarrollaron tolerancia mejorada a la enfermedad (Vishnevetsky et al.,
2011). Un trabajo posterior analizd el efecto de la transformacidn mediante Agrobacterium
tumefaciens, de plantas de platano con los genes rcg3 y rcc2, codificantes de quitinasa en arroz,
comprobando una resistencia aumentada a P. fijiensis en las plantas transformadas (Kovacs et al.,

2013).

5.2.4 Silenciamiento génico

En el puesto numero cuatro, se encuentra la herramienta de silenciamiento génico, con cuatro
documentos (8%; Anexo C). Uno de éstos (Mumbanza et al., 2013) describe el empleo de dsRNAs
in vitro de 12 genes para disminuir la germinacion de esporas de P. fijiensis, resultando en que los

genes de la condensina nuclear, subunidad 6 y a de la DNA polimerasa y adenilato ciclasa,
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mostraron los mayores efectos de inhibicidn en la germinacidn del patégeno, con valores desde
65.2 hasta 72.3% de inhibicion. Por su parte, Thomas et al. (2021) silenciaron los genes PKS8-2 y
PKS10-2, codificantes de policétido sintasa, y encontraron que al silenciar esos genes se inhibieron
los sintomas de la infeccion. Mientras que Onyilo et al. (2017) silenciaron el gen PfHog1, que es
un regulador del estrés osmotico, provocando que se comprometiera el crecimiento del hongo y
su virulencia en plantas de platano. Posteriormente Onyilo et al. (2018) silenciaron el gen Fus3
que regula la formacidn de estructuras de infeccidén y la esporulacién, y el gen SIt2 que se encarga
de mantener integra la pared celular, el crecimiento invasivo y la colonizacion del tejido vegetal,
observando una disminucion en la virulencia y en el crecimiento invasivo del patégeno, asi como

baja produccion de biomasa fungica en las hojas infectadas.

5.2.5 Otras herramientas biotecnoldgicas

En el dltimo puesto se situan tres herramientas biotecnoldgicas presentes con un solo articulo
cada una (2%; Anexo C). Representando el diagnéstico molecular, se encontré el trabajo de Luna-
Moreno et al., (2019) donde por medio de un inmunosensor SPR de alta sensibilidad, detectan a
través de anticuerpos la presencia de una proteina, la HF1 glucosil fosfatidil inositol (GPI) de P.
fijiensis, constituyendo asi una herramienta de diagnéstico de la enfermedad. En cuanto al uso de
marcadores moleculares, Chong et al. (2021) emplea marcadores DarTseq para generar un mapa
génico del producto de la cruza de dos cepas resistentes a los fungicidas inhibidores de la
desmetilasa (DMls), observando que el gen Pfcyp5, codificante de la 14a-desmetilasa, fue el Unico
gen que presentd reinserciones en su promotor, confirmando que estas inserciones son

responsables por la resistencia a los fungicidas DMI’s.

Finalmente, en lo que respecta a la elicitacién o uso de bioestimulantes, se encontrd un trabajo
en el cual se aplicé de manera foliar un bioestimulante liquido para tratar a las plantas de platano
con sigatoka negra y construir bibliotecas por el método de hibridacion sustractiva de las plantas
tratadas y de las plantas control (Chavez-Navarrete et al., 2019). En dicho trabajo se lograron

identificar genes de la planta que participan en actividades cataliticas, estructurales,
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transportadoras, antioxidantes y reguladoras de la transcripcion y la traduccién. Sin embargo, no
se lograron recuperar secuencias pertenecientes al patégeno en las bibliotecas. A continuacion,

se muestran las 6 herramientas biotecnoldgicas descritas anteriormente (Figura 10).

Figura 10. Herramientas biotecnoldgicas usadas en los ultimos diez afos para el control de la sigatoka negra

Se encontraron otros articulos en los que se emplea mas de una herramienta biotecnoldgica de
las enlistadas anteriormente. Por ejemplo, algunos documentos aplican el estudio de la expresién
genética, la transformacién genética y el silenciamiento (Thomas et al., 2021), o transformacién
genética y silenciamiento (Onyilo et al., 2017), o expresion genética con biocontrol (Cruz-Martin
etal., 2018). Es por esta razén que el nimero de repeticiones de las herramientas biotecnoldgicas
usadas (50) no es igual al nimero de articulos (40) ya que se reportaron todas las herramientas

usadas en cada articulo.
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5.3 Objetivo principal de los estudios

En los articulos analizados se encontré que las herramientas biotecnolégicas se enfocan en cinco
objetivos principales (Anexo C; Figura 11), que se ordenan de mayor a menor incidencia de

articulos en la siguiente lista:

5.3.1. Investigacidon de las bases moleculares de la virulencia del patégeno

5.3.2. Diseio y evaluacion de estrategias de combate de la virulencia

5.3.3. Caracterizacion molecular de la interaccion planta-patégeno

5.3.4. Investigacién de las bases moleculares de la defensa y la resistencia de la planta

5.3.5. Diseio y evaluacidn de técnicas de diagndstico del patdgeno

5.3.1 Investigacion de las bases moleculares de la virulencia del patégeno

Con 18 articulos de un total de 40, la investigacidn de las bases moleculares de la virulencia del
patdgeno se ubica como el objetivo mas comun de los trabajos analizados (Anexo C). Los autores
se centran en el estudio del hongo directamente para identificar genes de patogenicidad con
ayuda de metodologias de secuenciacién del transcriptoma, protedmica, microarreglos,
hibridacién sustractiva, transformacion genética, silenciamiento génico y/o herramientas

bioinformaticas.

En este grupo de articulos destacan dos temas principales. Por una parte, se tiene la
caracterizacion de un grupo particular de policétido sintasas (PKS), y por otra, el estudio del gen
Pfcyp51 implicado en la resistencia a fungicidas. El primer tema incluye 4 trabajos del mismo
grupo de investigacion (Noar y Daub, 2016a; Noar et al. 2019 a,b; Thomas et al., 2021), que
iniciaron con la prediccion bioinformatica de 8 grupos (clusters) de enzimas policétido sintasas
gue participan en la ruta de biosintesis de melanina (Noar y Daub, 2016a), continuando con el

analisis del cluster de PKS8-1 y su importancia en la toxicidad y como factor de patogenicidad en

33



el ciclo reproductivo sexual de P. fijiensis (Noar et al., 2019a,b). Finalmente, en el estudio mas
reciente de este grupo de genes se determind que los genes fungicos PKS7-2, PKS8-2 y PKS10-2

son esenciales en el proceso de colonizacién y desarrollo de la enfermedad (Thomas et al., 2021).

En el segundo tema se incluyen 4 trabajos orientados a investigar las bases moleculares de la
resistencia de M. fijiensis a los fungicidas inhibidores de DMI (Stergiopoulos et al. 2014; Diaz-
Trujillo 2018; Chong et al. 2019, 2021). En estos trabajos se identificé al gen Pfcyp51, que codifica
la enzima esterol 14a-desmetilasa encargada de preparar al precursor lanoesterol para entrar en
la sintesis y producir ergosterol, que es una proteina que regula la fluidez y permeabilidad de la
membrana celular, como el principal blanco involucrado en las variaciones genéticas que

contribuyen a disminuir la sensibilidad a los fungicidas en el patdgeno.

Otros trabajos que tuvieron por objetivo investigar las bases de la virulencia de M. fijiensis
analizaron la presencia y/o la expresidén de varios genes empleando herramientas de andlisis
masivo. Por ejemplo, Noar y Daub (2016b), mediante la secuenciacion del transcriptoma
identificaron genes adicionales a las policétido sintasas con posibles roles en la patogenicidad,
incluyendo a genes codificantes de proteinas efectoras potenciales. Posteriormente, Amarillas et
al. (2020), a partir de un draft del genoma de P. fijiensis, mostraron genes putativos involucrados
en la virulencia y resistencia del patégeno en muestras obtenidas en Chiapas, México. Por su
parte, Chi Manzanero et al. (2021) tras realizar secuenciacion del transcriptoma, identificaron 15
genes con la mayor induccién durante la fase biotrdfica de P. fijiensis, presuntivas de participar
en la proteccion de la pared celular fungica, la homeostasis redox, competencia, metabolismo

secundario y regulacién génica, asi como proteinas de funcién desconocida.

En otros trabajos se emplearon herramientas de la protedmica para abordar el objetivo de
investigar las bases de la virulencia del patégeno. Un ejemplo de estos trabajos es el de Chuc-uc
et al. (2011), en el que caracterizaron in vitro el secretoma de M. fijiensis, y posteriormente se

probé la capacidad de las proteinas secretadas para lesionar las hojas. Por su parte, Burgos et al.
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(2019) realizaron analisis proteédmicos de la pared celular del hongo provenientes de cepas con

virulencia contrastante.

Los trabajos restantes incluyen la caracterizacion del gen homélogo Avr4 (Arango et al., 2016), la
proteina glicosil fosfatidil inositol (GPI) (Kantun-Moreno et al, 2013), dos pB-1,3-
glucanosiltransferasas (Gas) (Kantun-Moreno et al., 2013), genes efectores MfAvrd, MfEcp2,
MfEcp2-2 y MfEcp2-3 (Stergiopoulos et al., 2014), y PfHogl, codificante de una cinasa MAPK
(Onyilo et al., 2017).

Figura 11. Objetivos principales de los estudios revisados.
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5.3.2 Diseio y evaluacion de estrategias de combate de la virulencia

El segundo objetivo principal de los articulos es el combate de la virulencia del patégeno, y esta
presente en 13 articulos de un total de 40 (Anexo C). En estos articulos generalmente se aplican
microorganismos o productos de éstos para medir la inhibicion del crecimiento de M. fijiensis.
Por ejemplo, Ceballos et al. (2012) aislaron varias especies de Bacillus con actividad antagdnica
contra M. fijiensis, mientras que Gonzalez-Jaramillo et al., (2017) aplicé lipopéptidos extraidos de
la cepa de B. subtilis EA-CB0015, sugiriendo que uno de éstos, la fengicina podria ser la
responsable de la actividad antagdnica. Por su parte, Cruz-Martin et al. (2018) probaron filtrados
de la bacteria Bacillus Pumilus, logrando reducir el desarrollo de la biomasa fungica un 90% en

comparacion con las plantas control.

Otros trabajos abordaron el objetivo del combate a la virulencia del patégeno con el empleo del
hongo Trichoderma spp. Cavero et al. (2015) aislaron 29 cepas de Trichoderma spp. de suelos
brasileios, infectaron plantas en campo para medir su capacidad antagonista e identificaron solo
4 cepas con la capacidad de reducir la severidad de la enfermedad con valores inferiores al 20%
a los 90 dias posteriores a la inoculacién (dpi). En el mismo aio, Castro et al. (2015) reportaron el
empleo de Trichoderma harzianum Rifai, y determinaron que se redujo un 68.8% la capacidad de
infeccion de M. fijiensis, a los 64 dpi. Mas recientemente, Becker et al. (2021) analizaron el efecto
del uso de T. harzianum, Bacillus subtilis y un extracto de Saccharomyces cerevisiae, en rotacion
con fungicidas quimicos, demostrando que con su empleo es posible disminuir el uso de

agroquimicos y la severidad de la sigatoka en el cultivo.

Ademads de Bacillus y Trichoderma, se han estudiado otros microorganismos efectivos para el
combate de la sigatoka, por ejemplo, Gutiérrez-Roman et al. (2015) analizaron los mecanismos
de accién antagonista de una cepa de la bacteria Serratia marcescens sobre M. fijiensis,
determinando que las proteinas quitinoliticas y la prodigiosina de S. marcescens inhiben el
desarrollo del tubo germinal del patégeno. Por su parte, Castillo et al. (2016) caracterizaron

quitinasas y sobrenadantes de cultivo de una cepa de Streptomyces galilaeus con actividad
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fungicida sobre M. fijiensis. Marcano et al. (2016) realizaron aislamientos bacterianos asociados
a la hoja de banano, resultando en la identificaciéon de 20 géneros diferentes, entre los cuales

Pseudomonas plecoglossicida presentd la mayor actividad en el biocontrol de la sigatoka negra.

Otros trabajos dirigidos al combate de la virulencia de la sigatoka emplearon las bacterias E.
cloacae y K. pneumoniae (Macedo-Raygoza et al., 2019), extractos proteicos del hongo
Ganoderma lucidum (Arias-Londoio et al. 2019), y a Enterobacter cloacae (Macedo-Raygoza et
al. 2019) como antagonistas de P. fijiensis. También se reporto el efecto positivo de la inoculacidn
de hongos micorrizicos como Rhizophagus irregularisla y el uso de silicio en el sustrato en la

reduccion de los sintomas de sigatoka en hojas de platano (Gbongue et al., 2019).

Solo uno de los articulos dirigidos al objetivo del combate a la virulencia presenté una estrategia
diferente al biocontrol. Este es el trabajo de Mumbanza et al. (2013) en el que se analizé el uso
de moléculas sintéticas de RNA de doble cadena para el silenciamiento de genes de la condensina
nuclear, subunidad 6 y a de la DNA polimerasa y adenilato ciclasa. El silenciamiento de estos

genes en el hongo condujo a la reduccién de la capacidad germinativa de esporas de M. fijiensis.

5.3.3 Caracterizacion de la interaccidn planta-patégeno

Entre los articulos incluidos en la revisidn, cuatro presentaron como objetivo el estudio de la
interaccidn planta-patdgeno en diferentes etapas de la infeccidn. El primero de estos trabajos
empled la técnica de hibridacion sustractiva para identificar genes que se expresan de forma
diferencial durante la interaccion compatible entre M. fijiensis y plantas de platano (Portal et al.,
2011). En otro de los trabajos se caracterizé el secretoma del hongo en cultivo in vitro, asi como
en la infeccién sobre la planta, con la finalidad de identificar aquellas respuestas que
corresponden directamente al estimulo de la infeccion (Escobar-Tovar et al., 2015a). Chavez-
Navarrete et al. (2019) infectaron plantas en invernadero, y las trataron con biostimulante, para
posteriormente obtener informacidn genética de la interaccién planta-patégeno al comparar la

respuesta con y sin bioestimulante. Finalmente, Portal et al. (2020) construyeron bibliotecas
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sustractivas de cDNA de plantas de pldtano infectadas con P. fijiensis que presentaban
susceptibilidad contrastante a la enfermedad, logrando identificar genes de defensa y actividad

antioxidante, entre otros, implicados en la interaccion.

Todos estos trabajos revelaron la importancia de tener en cuenta la escala temporal en el proceso
de infeccidn para observar los cambios que ocurren tanto en el patégeno como en la planta y sus
patrones dinamicos de expresidon. Ademds, remarcaron la utilidad de realizar comparaciones
entre cepas virulentas y cepas avirulentas del patdgeno, entre interacciones compatibles y no

compatibles, asi como en condiciones de bioestimulacién.

5.3.4 Investigacion de las bases de la defensa y resistencia de la planta

El cuarto objetivo de los articulos seleccionados fue la investigacion de las bases de la tolerancia
en la planta. El primer trabajo aplicd la transformacion genética de plantas de platano con el gen
endoquitinase ThEn-42 de Trichoderma harzianum junto al gen de estilbeno sintasa StSy de uvay
el gen superdxido dismutasa de Cu,Zn-SOD de tomate, con la finalidad de mejorar Ia
detoxificacidon de radicales libres de oxigeno (Vishnevetsky et al. 2011), resultando en plantas con
mayor capacidad para resistir el ataque de la sigatoka negra. Posteriormente Koviacs et al., 2013
empled nuevamente la transformacién genética para transferir el gen de la quitinasa de arroz a

plantas de platano, con resultados positivos similares al trabajo previo.

Por otra parte, mediante andlisis de la expresidon en microarreglos, se lograron identificar 12
genes como indicadores potenciales del inicio de la respuesta de defensa de la planta de platano.
Dichos genes se analizaron por PCR cuantitativa en dos variedades de platano contrastantes en
susceptibilidad a la infeccién, permitiendo correlacionar la induccién temprana de 5 de estos
genes de defensa con la capacidad aumentada de resistir la infeccidon de M. fijiensis (Rodriguez et
al., 2016). Un trabajo similar, pero empleando hibridacion sustractiva, identificé a los genes de la

proteina de la familia de la fosforibuloquinasa/uridina quinasa (PUK), RGA1 y UTP-glucosa-1-
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fosfato uridililtransferasa (UGP), como los genes con induccién mayor en la variedad resistente a
la Sigatoka (Calcutta-4), comparada con una variedad sensible (Williams) ante la presencia del

patégeno a diferentes tiempos después de la inoculacién (Sdnchez Timm et al., 2016).

5.3.5 Aplicacion para el diagnéstico del patégeno

El diagndstico molecular de patégenos es una herramienta que confirma la sospecha de infeccién
a partir de los sintomas y ademds permite caracterizar al patdgeno y reconocer variantes
genéticas. En la presente revisidon solo se encontré un articulo con este objetivo (Luna-Moreno et

al., 2019) (Anexo C), mismo que se describié anteriormente en la seccién 5.2.5.

5.4 Tipos de bioensayos

En la mayoria de los casos, en los articulos revisados se realizaron bioensayos con el objetivo de
inducir la infeccidn y estudiar las distintas etapas del desarrollo de la enfermedad, o bien para
evaluar la efectividad de las distintas estrategias biotecnoldgicas para el control de la sigatoka
(Anexo C). Unicamente tres articulos no reportaron bioensayos, ya sea porque se describia el
aislamiento del patégeno y su secuenciacién (Amarillas et al., 2019), o porque los bioensayos se
realizaron en otros sistemas vegetales distintos a la planta de platano (Stergiopoulos et al., 2014),

0 porque no se requirieron para los fines de la investigacién (Luna-Moreno et al., 2019).

En los 37 articulos restantes se reportaron bioensayos dentro de las siguientes categorias:
5.4.1. In vitro, solo hongo

5.4.2. In vitro, planta-hongo

5.4.3. Camara de crecimiento, planta-hongo

5.4.4. Invernadero, planta-hongo

5.4.5. Campo, planta-hongo
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Los bioensayos en invernadero que involucran al sistema planta-hongo se presentaron en 10
articulos, seguidos por los bioensayos en cdmara de crecimiento, con 9 articulos (Fig. 12). Los
bioensayos realizados en este tipo de instalaciones facilitan la inoculacion del patégeno, el
control de las condiciones ambientales y de las posibles interacciones con otros factores
bidticos, asi como la contencidn del patégeno, gracias a que son sitios cerrados que a la vez

facilitan el establecimiento de los factores para el desarrollo de la planta de platano.

Por otra parte, se reportaron 7 articulos con bioensayos in vitro que involucran solo al hongo, y 7
con el sistema planta-hongo (Figura 12). En el primer caso, se trata de trabajos que tienen por
objetivo caracterizar primariamente la resistencia del hongo a los fungicidas mas empleados, y a
partir de ahi identificar la base genética de dicho fendmeno (Diaz-Trujillo et al., 2018; Chong et
al., 2021), o que requieren el cultivo in vitro del hongo para evaluar el efecto antagdnico de
diversos agentes de biocontrol (Gutiérrez-Roman et al., 2015; Castillo et al., 2016; Arias-Londoiio
et al, 2019; Macedo-Raygoza et al., 2019), o para evaluar directamente el efecto del

silenciamiento inducido por RNAs de doble cadena (Mumbanza et al., 2013).

Figura 12. Tipo de bioensayos realizados en los articulos que se analizaron.
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En el segundo caso, el sistema in vitro facilita el estudio de la interaccidn planta-patégeno en un
sistema aislado de otros factores bidticos, y generalmente emplea plantulas de platano en
condiciones axénicas obtenidas in vitro, o discos o fragmentos de hojas de plantas de invernadero
o campo, desinfectadas y colocadas en medio de cultivo, con la finalidad de analizar la expresion
de genes y proteinas (Kantun-Moreno et al., 2013; Burgos-Canul et al., 2019; Chong et al., 2019),
caracterizar transformantes del hongo (Escobar-Tovar et al., 2015b), evaluar la resistencia al
patégeno en lineas de platano transformadas genéticamente (Kovacs et al.,, 2013), o para la
realizacion de pruebas de efectividad de agentes de biocontrol sobre el patégeno (Ceballos et al.,

2012; Gonzalez-Jaramillo et al., 2017).

Finalmente, 4 articulos reportaron bioensayos con plantas en campo. Tres de estos trabajos
tuvieron por objetivo el control de la virulencia del patégeno mediante la estrategia de biocontrol
y/o probidticos (Cavero et al., 2015; Marcano et al., 2016; Becker et al., 2021) y un trabajo evalud
en campo plantas de banano transformadas genéticamente con resistencia mejorada a la sigatoka

(Vishnevetsky et al., 2011).

5.5 Variedades de platano analizadas

Las distintas variedades de platano de las que se dispone actualmente constituyen una base
diversa y valiosa para el estudio y aplicacidn de estrategias de control de la Sigatoka. A partir del
analisis de los articulos seleccionados (Anexo C), el subgrupo Cavendish (AAA) se posicioné como
el mas estudiado, encontrando a sus clones o cultivares Cavendish Grand Nain en 19 articulos,
Williams en 4 y Dwarf Cavendish, Gros Michel y Valeri en un articulo cada uno. Por su parte, la
variedad Calcutta-4 (Musa acuminata ssp. Burmannica), Musa acuminata (AA) y Musa balbisiana
(BB), las cuales poseen resistencia natural a M. fijiensis (Sanchez et al., 2016, Escobar-Tovar et al.,

2015ay Chuc-uc et al. 2011) fueron objeto de estudio en 5, 1 y 1 articulo, respectivamente.
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En cuanto a la variedad Hartén (macho), conocida en la region de la cuenca del Papaloapan, se
encontré en uno de los articulos (Ceballos et al. 2012), mientras que una variedad de Brasil
llamada Prata Ana (Cavero et al., 2015) también aparecié en un articulo. La siguiente grafica
(Figura 13) se realiz6 tomando en cuenta los articulos que emplearon plantas de platano en los
experimentos y especificaron la variedad de la planta. Aquellos que no brindaron la informacidn

necesaria fueron dejados fuera de este analisis.

Figura 13. Variedades de platano analizadas.
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5.6 Participacion de las regiones y paises en el mundo

Para tener un panorama de la distribucidon de participacion de las regiones y paises en el
desarrollo de investigacion para el control de la sigatoka negra, se extrajeron los datos partir del
anadlisis de los articulos seleccionados (Anexo C). Se tomé en cuenta la nacionalidad de las
instituciones educativas u empresas nacionales e internacionales que participaron, contando solo
una participacion por pais o institucion en cada articulo. Como resultado se identifico a los
continentes americano y europeo como los mas participativos, seguidos del africano y por ultimo
el asiatico (Figura 14). Precisando la analogia por pais, en el continente americano, Estados Unidos
se encuentra como lider con mas participaciones en articulos con 15, seguido por México con 11
y por Colombia con 7. En Europa los lideres son Paises Bajos con 6, Bélgica con 4 y Suiza con 3. En
Africa, Uganda es el lider con 4, Kenia con 2 y Camerln con 1. Asia estd representado solo por

Israel, presente en 1 articulo (Figura 15).

Figura 14. Mapa de distribucion de la participacion por regiones en la investigacidn y desarrollo de estrategias
biotecnoldgicas aplicadas al control de la sigatoka negra.
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Figura 15. Numero de participacidn por paises, en la investigacién y desarrollo de estrategias biotecnoldgicas
aplicadas al control de la sigatoka negra.

5.7 Universidades e instituciones

El analisis de la participacion de universidades e instituciones en el desarrollo de estrategias
biotecnoldgicas aplicadas al control de la sigatoka negra muestra a la Universidad de California
en Estados Unidos en el puesto niumero 1, con 7 articulos en el tema. En la posicién numero 2
estdn la Universidad de Wagenningen de Paises Bajos, la Universidad Nacional de Colombia y el
Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan, México, participando en 6 articulos cada una. Un
puesto mas abajo se tienen tres instituciones con 5 articulos cada una. Estas son la Corporacién
Bananera Nacional de Costa Rica, la Escuela Superior Politécnica del Litoral, ESPOL en Ecuador, y
la Universidad Estatal de Carolina del Norte en Estados Unidos. En el cuarto lugar estd la
Universidad Central "Marta Abreu" de Las Villas en Cuba con 4 articulos. La quinta posicién es
ocupada por los Laboratorios Nacionales de Investigaciéon Agricola de Uganda y la UNAM en
México con 3 articulos cada una. En la Figura 16 se presentan estos datos considerando las 10

primeras instituciones con mas participaciones en los articulos.
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Universidad de California, Estados Unidos

Universidad Nacional de Colombia

Universidad de Wageningen, Paises Bajos

Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, México
Universidad Estatal de Carolina del Norte, Estados Unidos
Escuela Superior Politécnica del Litoral, ESPOL, Ecuador
Corporaciéon Bananera Nacional Costa Rica (CORBANA S.A.)
Universidad Central "Marta Abreu" de Las Villas, Cuba

UNAM, México

Laboratorios Nacionales de Investigacion Agricola, Uganda
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Figura 16. Top 10 de participacion de universidades e instituciones en la investigacion y el desarrollo de
estrategias biotecnoldgicas aplicadas al control de la sigatoka negra.
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6. Discusion

El platano es uno de los productos mas comercializados del mundo cuya produccién presenta
problemas al ser afectado por hongos que ocasionan enfermedades. El hongo que produce la
enfermedad mds severa en platano a nivel mundial es Mycosphaerella fijiensis que es el agente
causal de la sigatoka negra (Bebber, 2019). El control de esta enfermedad se lleva a cabo con la
aplicacidon de fungicidas quimicos que son efectivos en sus distintas etapas, pero que con el uso
excesivo han perdido eficacia pues M. fijiensis ha desarrollado resistencia. Agravando esta
situacion, existe una carencia de genotipos de platano de importancia comercial que posean
resistencia a la sigatoka. Estos factores han conducido a la necesidad de buscar en la biotecnologia
moderna alternativas de rdpido desarrollo, amigables al ambiente, sustentables, y que no
dependan del uso de fungicidas quimicos o de productos vegetales que impliquen la

sobreexplotacion de sus fuentes naturales.

Tomando en cuenta estos antecedentes, se determind realizar una revisidon sistematica de la
literatura cientifica publicada entre enero del 2011 a diciembre del 2021, para conocer el estado
actual de la investigacidon y/o aplicacion de herramientas biotecnoldgicas modernas para el
control de la sigatoka negra, asi como para analizar sus objetivos y alcances principales, el tipo de
bioensayos que se han realizado en dichos estudios, las variedades de platano que han sido
caracterizadas, las regiones del mundo que son el epicentro de estas investigaciones y los grupos
o instituciones que lideran el campo, permitiendo asi conocer el estado del arte de este tema y

dilucidar nuevas perspectivas.

La revision sistematica se realizé bajo el esquema de investigacidon retrospectiva/cualitativa
aplicando el método PICO para determinar las preguntas y términos de busqueda. Se eligieron las
bases de datos PubMed, Google Academics y SciELO, y se le aplicd a cada una la siguiente cadena
de busqueda o string "Musa OR banana AND black sigatoka OR Mycosphaerella fijiensis OR

Pseudocercospora fijiensis NOT review OR tesis”. Esta busqueda permitié encontrar un total de
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116 articulos. Después de aplicar los criterios de inclusion y exclusién descritos anteriormente, y

de anexar manualmente tres articulos, se obtuvo un total de 40 articulos.

Cabe senalar que en esta revision sistematica se determind excluir de la busqueda los articulos
referentes al mejoramiento genético tradicional de la planta de platano, ya que recientemente
este tema fue revisado por Soares et al. (2021). Ademads, se excluyeron los articulos que
reportaban el uso de productos vegetales para el control de la sigatoka, al considerar que esta
aplicacion podria llevar a la sobreexplotacidn de las fuentes naturales para satisfacer la demanda

de extraccion y obtencion de los principios activos.

El string final fue seleccionado tras haber realizado un proceso de busqueda iterativo.
Inicialmente se considerd un nimero mayor de términos que permitiria restringir los articulos a
las categorias siguientes: “transformacion genética”, “silenciamiento génico”, “edicién génica”,
“biocontrol”, “CRISPR-Cas”, “elicitacion”, y “marcadores moleculares”. No obstante, esta cadena
de busqueda resultd ser muy astringente y dejaba de lado articulos que se ajustaban a los criterios
de inclusién. Por tal razén se empleé el string que permitiera mayor amplitud de seleccién, y en
su lugar, la seleccion fina se realizé utilizando los términos acompafiantes como un filtro adicional

aplicable después de la lectura del titulo y el abstract.

El analisis del texto completo de los 40 articulos incluidos reveld que la mayor parte de los trabajos
(21 articulos) han estado enfocados en la investigacion de las bases moleculares de la enfermedad
mediante el analisis de la expresion genética, principalmente a nivel de RNA, generando
conocimiento que permite la comprensién de los elementos cruciales para el establecimiento y
desarrollo de la infeccidon. Como resultado de dichos reportes se cuenta con un amplio catalogo
de genes con potencial para convertirse en blancos de biotecnologias para el mejoramiento de la
resistencia en la planta, asi como para la disminucién de la virulencia del patégeno. No obstante,
el abordaje del estudio de la virulencia de M. fijiensis a nivel de proteina es limitado, ya que solo
3 articulos en esta categoria reportan el uso de una aproximacién protedmica (Chuc-Uc et al.,

2011; Escobar-Tovar et al., 2015; Burgos-Canul et al., 2019).
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Los estudios de expresidon génica facilitaron la identificacion de una serie de genes importantes
en el patégeno. Por ejemplo, Noar y Daub (2016a) identificaron 8 grupos de genes de policétido
sintasa PKS que codifican la sintesis de la melanina. Ademas, en otros trabajos se identificaron
otros genes, como la glucanosiltransferasa MfGAS2 (Kantun-Moreno et al., 2012), proteinas
efectoras del patégeno, como PfAVR4 (Arango Isaza et al., 2016; Burgos-Canul et al., 2019), MAP
cinasa HOG1, Fus3 y SIt2 (Onyilo et al., 2017, 2018), y el gen responsable de la resistencia a los
fungicidas comunes, PfCYP51 (Diaz-Trujillo et al., 2018; Chong et al. 2019), entre otros. El estudio
de genes de policétido sintasa PKS continud con el analisis del transcriptoma para la identificacion
de los genes homodlogos Hybrid8-3 y PKS8-4 (Noar et al., 2019b). Posteriormente se obtuvo
informacién de la expresion, especificamente del grupo PKS8-1 (Noar et al., 2019a). El estudio
mas reciente de este grupo de genes determind el papel que juegan en la virulencia del patégeno

los genes PKS8-2 y PKS10-2 (Thomas et al., 2021).

Los genes identificados en los trabajos analizados funcionan en los diferentes eventos
moleculares que se representan en la Figura 17 y que tienen lugar para el establecimiento de la
enfermedad, como la capacidad de virulencia del patégeno, los mecanismos de defensa de la
planta, la evasién de dichos mecanismos por parte del hongo, y en general, la repuesta molecular
durante la interaccidon planta-patégeno. Estos genes, sus funciones y sus mecanismos tienen un
gran potencial como elementos objetivo para el control directo de la virulencia en M. fijiensis, ya
sea a través de la induccién de silenciamiento génico, la edicidn génica e incluso, para el disefio
de nuevos fungicidas quimicos o moleculares que tengan por blanco a dichos genes o a sus

productos.
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A la par de la identificacion de los genes implicados en la capacidad infectiva del patégeno se
exploraron estrategias de biocontrol. Entre los primeros trabajos en este campo se encuentra el
uso de extractos de las bacterias Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus subtilis para el control de la
sigatoka (Ceballos et al., 2012). Otras bacterias empleadas son Enterobacter cloacae y Klebsiella
pneumoniae (Macedo-Raygoza et al., 2019), Serratia marcescens cepa CFFSUR-B2 (Gutiérrez-
Roman et al., 2015) y Streptomyces galilaeus (Castillo et al., 2016). Mds recientemente, otros
exploraron el uso de Bacillus subtilis (Becker et al., 2021) y filtrados de Bacillus Pumilus
(Cruz-Martin et al., 2018 & Gonzdlez-Jaramillo et al., 2017). Por su parte, también se describe el
uso de hongos en el biocontrol. Por ejemplo, el hongo Trichoderma atroviride (Cavero et al., 2015)
y T. harzianum (Castro et al., 2015). Arias-Londofio et al. (2019) determinaron la capacidad
antifungica del hongo Ganoderma lucidum, y Gbongue et al. (2019) probaron al hongo micorrizico

Rhizophagus irregularisia.

Aunque a partir del andlisis de los documentos revisados queda claramente establecido que el
biocontrol puede ser una alternativa viable para el control de la sigatoka negra por ser amigable
al ambiente, no se han logrado aun obtener niveles de efectividad que sean comparables con los
de los fungicidas quimicos, ademas de que en este tipo de estrategia se debe considerar que el
ambiente interactua con el sistema planta hongo en una forma determinante, pues puede, o no,
favorecer el desarrollo del agente de control, y con esto tener niveles de efectividad variables.
Por otra parte, el andlisis evidencia que se requiere realizar investigacién para determinar con
exactitud el mecanismo que se establece entre el agente de biocontrol y el hongo, para poder asi
determinar los posibles efectos no deseados que pudieran incidir sobre la planta o hacia otros

organismos no blanco por efecto del agente de biocontrol.

Los avances en la identificacion de genes involucrados en el desarrollo de la enfermedad
estuvieron acompafado por estudios dirigidos a comprender las bases de la resistencia a la
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sigatoka en la planta y a desarrollar plantas resistentes. La herramienta de transformacion
genética resulto util para este fin, especificamente con la transferencia de genes codificantes de
quitinasas hacia la planta, dada la efectividad de estas enzimas para lisar estructuras del micelio
fungico. Vishnevetsky et al. (2011), transformaron callos in vitro por el método de bombardeo
con gen de endoquitinasa ThEn-42 de Trichoderma, junto con el gen de estibileno sintasa de uva
(StSy) y obtuvieron plantas transgénicas resistentes a sigatoka. Posteriormente, Kovacs et al.
(2013) transformaron callos embriogénicos in vitro con dos genes de quitinasa de arroz rcc2 y
rcg3 para obtener plantas resistentes. No obstante, la importancia de la transformacién genética
como herramienta para el desarrollo acelerado de plantas mejoradas, éstos constituyen los dos
Unicos reportes de transformacién genética de la planta; a partir del afio 2013 no se encontraron
reportes similares. Probablemente esto obedece al hecho de que la biotecnologia dirigida al
desarrollo de transgénicos ha estado sometida a una fuerte regulacién en la Ultima década, por
lo que no existen incentivos para su investigacién y aplicacion en el mediano plazo, aunque la
transformacién genética se ha seguido empleado como una herramienta basica para profundizar
en el estudio funcional de genes importantes para la resistencia de la planta o para la virulencia

del patégeno.

En los documentos revisaron se identificaron, ademas del biocontrol, otras estrategias que no
implican la transformacién genética del hongo o de la planta. Por ejemplo, se ubicd un trabajo
pionero del uso del silenciamiento génico para el control de Mycosphaerella fijiensis. En dicho
trabajo, Mumbanza et al., (2013) aplicaron RNAs de doble cadena a las esporas de M. fijiensis,
reduciendo su capacidad germinativa. Con esto demostrd en primera instancia la capacidad de
M. fijiensis para recibir RNAs de doble cadena ambientales e inducir el silenciamiento de genes
enddgenos. Dado que la fuente de los RNAs es exdgena, se elimina la necesidad de realizar
transformacion genética, ademds de que se eliminaria la necesidad de aplicar fungicidas
guimicos. Estas caracteristicas permitirian en el futuro la investigacion e implementacion de una
estrategia biotecnoldgica de nueva generacidon y amigable al ambiente llamada Silenciamiento
Génico Inducido por Spray (SIGS, por sus iniciales en inglés), la cual no se ha explorado aun para

el control de la sigatoka negra.
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El cimulo de conocimiento generado por los trabajos de investigacién en la ultima década ha
estado motivado mayoritariamente por el objetivo de dilucidar las bases de la virulencia del
patégeno. Con 18 articulos de un total de 40, este objetivo ha empleado herramientas como la
hibridacién sustractiva, los microarreglos, secuenciacién del transcriptoma, protedmica,
microarreglos, hibridacién sustractiva, transformacion genética, silenciamiento génico y
herramientas bioinformaticas. En segundo lugar, con 15 articulos de 40, se ha tenido por objetivo

el combate de la virulencia del patégeno, principalmente a través de estrategias de biocontrol.

Resulta interesante que, en contraste con el nimero de articulos que tienen por objetivo conocer
las bases de la virulencia en el patégeno y el combate de la virulencia, solo un porcentaje pequeiio
(10%, 4 articulos de 40) haya estado dedicado a investigar las bases de la resistencia/respuesta al
hongo en la planta. En orden cronolégico, los dos primeros articulos emplearon la transformacion
genética de la planta para incrementar su resistencia a la infeccion (Vishnevetsky et al., 2011;
Kovacs et al., 2013). En los dos articulos restantes, dos grupos de investigacion independientes
emplearon microarreglos (Rodriguez et al., 2016) o hibridacion sustractiva (Sanchez Timm et al.,
2016) para analizar la expresion diferencial de genes en plantas de la variedad resistente Calcutta
y en la variedad sensible Williams, con la finalidad de identificar elementos que pudieran estar
implicados en la resistencia de la planta ante el ataque del hongo. Estos trabajos proporcionaron
informacién valiosa, pero desde su publicaciéon en 2016 no se han publicado reportes que le hayan
dado seguimiento en el sentido de emplear los genes identificados para proveer resistencia a la
sigatoka negra en la planta. Adicionalmente, se observa que a diferencia de los trabajos que han
tenido por objetivo el estudio de las bases de la virulencia del patdégeno, en los que se han
empleado herramientas de secuenciacion masiva (Noar y Daub, 2016b; Amarillas et al., 2020; Chi-
Manzanero et al., 2021), en el periodo de tiempo analizado no se encontraron articulos en los
gue se haya explorado el uso de la secuenciaciéon de RNA de alto alcance en la investigacién de

las bases de la resistencia en la planta.

La mayor parte de los trabajos revisados reportan ensayos realizados en ambientes cerrados,

principalmente en invernaderos, cdmaras de crecimiento e incubadoras (in vitro), y solo 4 trabajos
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se han realizado en condiciones de campo; uno de éstos permitié observar el aumento de la
resistencia a la sigatoka en plantas de platano transgénicas (Vishnevetsky et al., 2011) y tres
incrementaron la protecciéon de la planta mediante el uso de agentes de biocontrol y/o
probidticos (Cavero et al., 2015; Marcano et al., 2016; Becker et al., 2021). Las pruebas en campo
son importantes porque representan un acercamiento a las condiciones que experimentan los
cultivos en el ambiente real e incluyen las relaciones existentes entre la planta, el patégeno, la
influencia de factores ambientales como la calidad del suelo, la temperatura, la hidratacién, otros
factores bidticos, y la forma en que esto interactia con la intervencidn biotecnoldgica. Por tales
razones, se requiere transitar de manera mas rapida desde las pruebas en ambientes controlados
hacia las pruebas en campo, principalmente en las investigaciones que se perfilan hacia la

aplicacion en el futuro cercano.

Independientemente del tipo de ensayos que se han empleado, se determind a partir de esta
revision que la variedad Cavendish Grand Nain, fue la mas utilizada para los estudios, coincidiendo
con los datos de la OEC (OEC, 2019), ya que es la variedad mds cultivada, exportada y de valor
comercial. La revisién también revelé que hay variedades como Calcutta-4, M. balbisiana wt, y
Yangambi km5, que tienen una resistencia natural al patégeno, marcando un camino muy

prometedor para su exploracién a nivel genético.

El hecho de que en América Latina se encuentren los mayores exportadores de platano (OEC,
2019) se vio reflejado en la ubicacion del desarrollo de ciencia direccionada a las herramientas
biotecnoldgicas aplicadas para el control de la sigatoka negra, que también se centran en este
mismo continente. De acuerdo al analisis, Estados Unidos, México, Colombia y Costa Rica,
encabezan la lista como generadores de conocimiento en el tema, ocupando los 5 primeros
lugares. En especifico, la investigacidn se centra principalmente en la Universidad de California
en Estados Unidos, participando en 7 trabajos, seguida cercanamente por la Universidad Nacional
de Colombia, la Universidad de Wageningen en Holanda, y el Centro de Investigaciones Cientificas

de Yucatdn en México, todas con 6 trabajos.

53



La informacion obtenida a partir de esta revisién muestra el estado actual de la investigacién y
revela las tendencias y los huecos de conocimiento que aun falta explorar; por ejemplo, la
cantidad de conocimiento que se ha generado al respecto de la interaccion molecular que se
establece entre la planta y el patdégeno no se ha concretado en aplicaciones para el incremento
de la tolerancia en la planta o para el disefio racional de nuevos agentes fungicidas de origen
guimico, biolégico o molecular. También es notorio que la mayor parte de la investigacion
moderna se ha enfocado en profundizar en la biologia del patégeno, lo que contrasta con la
escasez de trabajos dirigidos a conocer las bases de la resistencia en la planta. Todos estos
aspectos representan areas de oportunidad para el abordaje del tema de la sigatoka negra, y
permiten elucidar las estrategias que podrian ser decisivas para alcanzar el control total de la
enfermedad en el futuro, por ejemplo, el uso de nuevas herramientas biotecnoldgicas de reciente
generacién que son amigables al ambiente, como la edicién génica dirigida al mejoramiento de la
planta, o el silenciamiento génico inducido por spray (SIGS) para el control directo y especifico de

la sigatoka negra.
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7. Conclusiones

La herramienta biotecnolégica moderna que mas se ha empleado para el estudio de la
sigatoka negra, es la expresion genética, misma que ha sido Gtil para la identificacién de
genes responsables de la virulencia y resistencia a fungicidas en el hongo causante de la
sigatoka negra o de la resistencia de la planta en contra del patégeno.

Se cuenta con un amplio catdlogo de genes con potencial para convertirse en blancos de
biotecnologias, como el silenciamiento génico inducido por spray (SIGS) para la
disminucion de la virulencia del patégeno o para la edicién génica dirigida al mejoramiento
de la resistencia en la planta.

La base de la resistencia a los fungicidas comunes ha sido caracterizada a nivel genético a
detalle, logrando identificar los genes implicados y las variaciones responsables de la
resistencia, lo cual es importante para mejorar la seleccion y desarrollo de agentes
fungicidas a futuro, considerando las estrategias de resistencia observadas en el
patdgeno.

El biocontrol como estrategia y objetivo de investigacién ocupa un lugar importante en
los trabajos revisados, y se visualiza como una de las aplicaciones que podria explorarse
con mayor intensidad a futuro en aplicaciones directas en campo. Sin embargo, requiere
gue se realicen estudios mas detallados para mejorar su eficiencia en el control de la
sigatoka negra.

A comparacién de los trabajos que se centran en el estudio del patégeno, existe una
escasez de reportes centrados en la resistencia natural de la planta, la identificacion de
genes involucrados en la resistencia mediante el empleo de herramientas de analisis
masivo modernas, como el analisis del transcriptoma, y la exploraciéon del mejoramiento
mediante la transformacién genética de la planta, o en las variantes naturalmente

resistentes a la sigatoka negra.
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La variedad de platano mas estudiada es la Cavendish Grand Nain, que es la que tiene
mayor importancia a nivel comercial.

La mayor parte de los reportes se ha realizado en ambientes controlados o sistemas
cerrados, como incubadoras, camaras de crecimiento e invernaderos. Pocos trabajos
muestran pruebas en campo, por lo que se requiere proporcionar mayor evidencia de la
efectividad de las estrategias de control en condiciones reales.

La mayor parte de la investigacion de la sigatoka negra se centra en el continente
Americano, con la contribucidn principal de Estados Unidos (Universidad de California),
Colombia (Universidad Nacional de Colombia) y México (Centro de Investigaciones
Cientificas de Yucatdn). Al mismo nivel de Colombia y México, y colaborando con Ecuador,
Estados Unidos y Colombia, se encuentra Holanda (Universidad de Wageningen).

El hongo patégeno de la sigatoka negra es una amenaza constante contra los cultivos
comerciales del platano, por lo que se requiere explorar el potencial de herramientas
biotecnoldgicas modernas, partiendo de nuevas lineas de investigacion o continuando con
la valiosa informacidn reportada, ya que en algunos afios el problema que genera este
patégeno podria ir en incremento debido a los factores como el cambio climatico y la

resistencia a fungicidas, principalmente.
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etal., 2015b ; ) CRI Nacional Costa Rica.
’ nsis by underwater choques submarinas . -
. 4 Instituto Tecnoldgico de
shock waves. y confirmaron la - -
L, Mérida, México
transformacion por
medio de PCR.
Camara de
crecimiento, planta-
hongo
Increased Silicon Se realizé un
Acquisition in Bananas experimento en
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TITULO

publicacién

Titulo

Biotecnologia aplicada al control de la sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) en
platano (musa spp): una revision sistematica para elucidar nuevas estrategias

Pag. i

RESUMEN

RESUMEN

Mycosphaerella fijiensis M. Morelet, un hongo heterotalico (se reproduce de forma sexual
y asexual), y que también se conoce como Pseudocercospora fijiensis por su estado de
reproduccion asexual (M. Morelet) Deighton, es el agente causal de la enfermedad en
cultivos de platano, conocida como sigatoka negra, la cual genera los mayores dafios y
pérdidas econémicas en todo el mundo por las limitaciones que provoca en este cultivo.
La presente revision sistematica tiene por objetivo conocer el estado actual de la
investigacion de nuevas estrategias biotecnoldgicas para el control de la sigatoka que no
dependen del uso de fungicidas quimicos, y que aprovechen los avances en el
conocimiento de las bases moleculares de la interaccion planta-patdégeno.

Para esto, se realizaron busquedas metddicas de informaciéon en 3 bases de datos,
PubMed, GoogleAcademics y SciELO empleando la siguiente cadena de
basqueda,"Musa" OR "banana" AND "black sigatoka" OR "Mycosphaerella fijiensis" OR
"Pseudocercospora fijiensis" NOT “review” OR “tesis”, encontrando un total de 114
documentos, a los cuales se agregaron manualmente 3 documentos. Después de aplicar
criterios de inclusion y exclusién, se obtuvieron 40 documentos que se analizaron
completamente para extraer la informacion requerida. Como resultado se observé que la
aproximacion biotecnoloégica méas usada en los Ultimos 10 afios es el estudio de la
expresion genética. La mayoria de los estudios tienen por finalidad el conocer las bases
de la virulencia del patdgeno empleando ensayos in vitro. La variedad de platano mas
estudiada es la Cavendish Grand Nain, y la investigacién se centra mayormente en los
Estados Unidos de América como principal colaborador, especificamente por parte de la
Universidad de California. De esta manera se concluye que la biotecnologia moderna
para el control de la sigatoka se ha centrado en la investigacion béasica, y que este
conocimiento acumulado es una fuente valiosa y suficiente para impulsar estrategias
biotecnoldgicas modernas en este campo, como la transformacién genética, la edicion
via CRISPR-Cas9 y el silenciamiento génico.

Pag. xi

INTRODUCCION

Justificacién

La presente revision elucida y ayuda a comprender el estado actual sobre la investigacion
y aplicacion de estrategias biotecnolégicas para el control de la sigatoka negra, tales
como la elicitacion de la respuesta de defensa, el control bioldgico, y la transformacion,
edicion y silenciamiento génico.

Pag. 15

Objetivos

Realizar una busqueda con el fin de obtener informacidn actual sobre la pregunta central,
¢Cudles son las estrategias biotecnoldgicas modernas que se han investigado y/o
aplicado para la proteccion del cultivo de platano contra la sigatoka negra?

Pag. 16

METODOS

Criterios de
elegibilidad

Las busquedas se realizaron sobre el titulo y el resumen del trabajo, con inclusion de
articulos de antigiiedad igual o menor a 10 afios, excluyendo revisiones, resimenes de
congreso, citas y tesis.

Pag. 19

Fuentes de
informacion

Las busquedas se llevaron a cabo en tres bases de datos publicas. La primera es
PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/), con la que se obtuvo informacion de caracter
internacional, en el idioma inglés. La segunda base de datos es Google Academics
(https://scholar.google.es/schhp?hl=es), con la que se obtuvo informacién amplia, tanto
en inglés como en espafiol. La tercera base de datos fue SciELO
(https://www.scielo.org/), con la que se buscaron articulos en espafiol y en portugués por
la importancia de América Latina en el cultivo de platano.

Péag. 20
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Secciéon/Tema

{tem de la lista de verificacion

Localizacién
del item en la

publicacién

Estrategias de 7 | Para cada base de datos se utilizé el mismo string de blsqueda, solo con la diferencia | Pag. 21
busqueda de los paréntesis de agrupacion, debido a la capacidad de la herramienta de “busqueda
avanzada”. También se pudo delimitar el intervalo de afo de publicacion, facilitando la
seleccién de articulos fuera del tiempo.
Proceso de 8 | Todos los articulos obtenidos en las busquedas fueron seleccionados primero por titulo | Pag. 22
seleccién y resumen. Posteriormente los incluidos se analizaron mas a fondo y se excluyeron
algunos por no contar con la calidad de los criterios de inclusién, se confirmé la
informacién por la asesora de la investigacion.
Proceso de 9 | Durante el andlisis de los articulos, se recopilo la informacién necesaria, dando Pag. 24-45
extraccion de respuestas a las siguientes preguntas de investigacion:
los datos 1. ¢ Cudles son las herramientas biotecnol6gicas modernas que se han
investigado/implementado en los Ultimos 10 afios para el control de la sigatoka?
2. ¢ Cuéantas estrategias se enfocan en el mejoramiento de la tolerancia en la planta, y
cuantas en el combate de la patogenicidad del agente causal?
3. ¢ Qué tipos de ensayos se realizan para estimar la efectividad de las estrategias
biotecnologicas en el control de la sigatoka?
4. ¢ Cuales son las variedades de platano/banano més estudiadas en la investigacion
de estrategias biotecnoldgicas para el control de la sigatoka?
5. ¢En qué regiones del mundo se concentra la investigacion y el desarrollo de
estrategias biotecnoldgicas de frontera para el control de la sigatoka?
6. ¢, Cudles son los grupos/instituciones que lideran la investigacion en biotecnologia
moderna para el control de la sigatoka?
Lista de datos 10a | Plantas de platano infectadas con sigatoka Negra, pseudocercospora fijiensis, Pag. 21
mycosphaerella fijiensis, biocontrol, silenciamiento génico, biofungicidas, expresion
genética y transformacién genética.
10b | Articulos de investigacion primarios que contengan en el titulo o abstract los siguientes | Pag. 25
términos, en inglés o en espafiol: “Musa spp." OR "banana" AND "black Sigatoka" OR
"Mycosphaerella fijiensis" OR "Pseudocercospora fijiensis " AND “biological control” OR
“biocontrol” OR “elicitor” OR “gene silencing” OR “genetic transformation” OR “gene
edition” AND “resistance” OR “plant protection” OR “fungicide”
Evaluacion del 11 | Los criterios de inclusion y exclusién fueron aplicados durante la seleccion de los N/A
riesgo de sesgo articulos.
de los estudios
individuales
Medidas del 12 | No se emple6 metaandlisis en el estudio. N/A
efecto
Métodos de 13a | No se empled metaanalisis en el estudio. N/A
sintesis 13b | No se empled metaanalisis en el estudio. N/A
13c | No se emple6 metaandlisis en el estudio. N/A
13d | No se empled metaanalisis en el estudio. N/A
13e | No se empled metaanalisis en el estudio. N/A
13f | No se empled metaandlisis en el estudio. N/A
Evaluacion del 14 | No realizamos ningun analisis para medir el riesgo de sesgo. Solo se siguié el método N/A
sesgo en la antes establecido.
publicacion
Evaluacion de la 15 | Se siguieron los criterios de inclusién y exclusion antes establecidos. Pag.19

certeza de la
evidencia
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Localizacién

Seccion/Tema ltem # | item de la lista de verificacion del item en la
] _publicacién
RESULTADOS
Seleccion de los 16a | La bisqueda en las bases de datos dio por resultado un total de 116 articulos en un | Pag. 24
estudios intervalo de publicacion del afio 2011 al 2021. Entre las bases, la mayor contribucién de
articulos provino de PubMed Central, con 79 articulos (69.3%), seguida de SciELO con
21 articulos (18.42%), y por ultimo Google Academic con 14 articulos (12.28%).
Adicionalmente, a los 114 articulos se agregaron manualmente 3 articulos que se
encontraron citados dentro los articulos analizados, y contenian informacion relevante al
tema pero que no se obtuvieron en la blsqueda, dando por resultado 117 registros
totales
16b | La mayoria de los articulos fueron excluidos por no tener relaciéon con el tema o no Pag. 24
cumplian con los criterios de inclusion
Caracteristicas 17 | Todos los articulos incluidos en el estudio y sus caracteristicas, los puede observar en Pag. 24
de los estudios los anexos
Riesgo de sesgo 18 | No realizamos evaluacion de riesgos de sesgo. N/A
de los estudios
individuales
Resultados de 19 | La informacion extraida de cada articulo seleccionado se concentr6 en graficas y se Péag. 32-45
los estudios describi6 cada unay se pueden observar desde la figura 10 a la 16
individuales
Resultados de la 20a | No se emple6 metaandlisis en el estudio. N/A
sintesis 20b | No se emple6 metaandlisis en el estudio. N/A
20c | No se empled metaandlisis en el estudio. N/A
20d | No se emple6 metaandlisis en el estudio. N/A
Sesgos en la 21 | No se emple6 metaandlisis en el estudio. N/A
publicacion
Certeza de la 22 | No se emple6 metaandlisis en el estudio. N/A
evidencia
DISCUSION
Discusion 23a | Esta revision sisteméatica se determind excluir de la basqueda los articulos referentes al | Pag.
mejoramiento genético tradicional de la planta de platano, ya que recientemente este
tema fue revisado por Soares et al. (2021). Ademas, se excluyeron los articulos que
reportaban el uso de productos vegetales para el control de la sigatoka, al considerar
gue esta aplicacion podria llevar a la sobreexplotacion de las fuentes naturales para
satisfacer la demanda de extraccién y obtencion de los principios activos.
23b | La mayor parte de la investigacion moderna se ha enfocado en profundizar en la biologia | Pag.52
del patdgeno, lo que contrasta con la escasez de trabajos dirigidos a conocer las bases
de la resistencia en la planta
23c | La mayor parte de los trabajos revisados reportan ensayos realizados en ambientes | P4g. 53
cerrados, principalmente en invernaderos, cdmaras de crecimiento e incubadoras (in
vitro), y solo 4 trabajos se han realizado en condiciones de campo
23d | El uso de nuevas herramientas biotecnolégicas de reciente generacién que son | Pag. 54
amigables al ambiente, como la edicion génica dirigida al mejoramiento de la planta, o el
silenciamiento génico inducido por spray (SIGS) para el control directo y especifico de la
sigatoka negra
OTRA INFORMACION
Registro y 24a | Larevisién no se registro
protocolo 24b | La definicion del protocolo determinando el titulo, autores, objetivos, palabras clave, | Pag. 18
preguntas de investigacion, fuentes de investigacion (bases de datos a consultar), tipo
de documentos, temporalidad de la informacién, y criterios de inclusion y exclusiéon. En
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Secciéon/Tema

{tem de la lista de verificacion

la Tabla 3 se presenta la definicién para este estudio de acuerdo con el protocolo StArt

Localizacién

del item en la

publicacién

24c | No se madifico la informacion del protocolo
Financiacién 25 | Esta revision sistemaética se llevo a cabo con apoyo del proyecto de Ciencia de Frontera
nimero 552286.
Conflicto de 26 | Los autores declaran que no presentan conflictos de intereses
intereses
Disponibilidad 27 | Diagrama de flujo:
de datos, https://www.prisma_statement.org//documents/PRISMA_ 2020 flow_diagram_new_SRs
cbdigos y otros vl.docx
materiales — '

Nube de palabras:

https://lwww.nubedepalabras.es/

lista descriptiva PRISMA:
http://prisma-statement.org/documents/PRISMA_2020_checklist.pdf
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