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ESTRATEGIAS DE MANEJO INTEGRADO DE Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza
“1 02” EN MEXICO

José Guadalupe Florencio Anastasio, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2022
RESUMEN

Fusarium oxysporum f. sp. cubense Razas 1, 2 y 4 Tropical (Foc R4T) causa la marchitez de
muséceas, Y se distribuye en 22 paises de Asia, Africa, Europa y Oceania, y en Colombia y Per(;
por lo que se tiene alto riesgo de su ingreso a México. El presente trabajo se divide en tres
capitulos. El Capitulo I presenta un analisis de riesgo para Foc R4T, en el que se identifican los
posibles sitios o regiones de riesgo de establecimiento y de dispersion del patdgeno y se proponen
medidas dirigidas para evitar la diseminacién de este patogeno. El Capitulo Il evalué el efecto de
sales cuaternarias de amonio y fungicidas sistémicos en la inhibicién del crecimiento in vitro de
cinco aislamientos de FocR1 o R2. La dosis 1250 pug mL™ de sales cuaternarias inhibié 100% el
crecimiento micelial; mientras que el fungicida Tebuconazole (50, 100 y 500 pg mL™?) inhibi al
100% el crecimiento micelial de las cinco cepas, en contraste, la dosis de 500 ug mL™? de
Carbendazim o Benomyl mostraron una inhibicion de 99.8% y 99.7%, respectivamente. El
Capitulo 11 analizé la inhibicion fungica por efecto de bacterias antagonistas, en cuatro
bioensayos. En el primer bioensayo, las bacterias Paenibacillus sp. (BSP 1.1) y Serratia sp.
(AC35) ejercieron mayor inhibicion (44.7% y 27.3%, respectivamente) hacia los cinco
aislamientos fangicos comparados con el testigo. En el segundo biensayo, Bacillus subtilis
(BASU) y B. velezensis tuvieron mayor inhibicion (55.1% y 45.8%, respectivamente) hacia tres
aislamientos fungicos (MIC17188, MIC17191 y MIC17192) comparados con el testigo. El tercer
bioensayo evalud efecto inhibitorio de Paenibacillus sp. (BSP 1.1) + Serratia sp. (AC35) en tres
tiempos de preinoculacion bacteriana; Paenibacillus sp. (BSP 1.1) presenté mayor inhibicién
(80.1%) cuando se preinoculd siete dias antes del hongo, y después de siete dias de confrontacion
in vitro. En el cuarto bioensayo, la adicién de Paenibacillus sp. (BSP 1.1) en suelo estéril redujo
la viabilidad de conidios de los aislamientos MIC17192 (61%), MIC17191 (56%), MIC17189
(47%), y MIC17188 (2%), a los 42 dias de evaluacion; sin embargo, el porcentaje de inhibicion
de la viabilidad de esporas disminuy¢ en todos los aislamientos fingicos, incluso se presentaron
valores negativos para los aislamientos MIC17188 (-18%) y MIC17191 (-31%), a los 49 dias de
evaluacion. La dosis de 1250 pg mL™ de sales cuaternarias de amonio inhibi6 el desarrollo
micelial in vitro de Foc Raza “1 o 2”, por lo que, se puede emplear para establecer medidas de
bioseguridad en los puertos, aeropuertos y fronteras de México y asi evitar la posible incursién
y/o introduccion de Foc R4T, el cual no esta presente en México; ademas, estas sales son Utiles
para establecer medidas de bioseguridad (profilacticas) para evitar la dispersion de FocR1 o R2
en México. En el mismo sentido, la dosis de 500 pg mL™ Tebuconazol, Carbendazim y Benomyl
inhibieron 100%, 99.8% y 99.7%, respectivamente, el desarrollo micelial de FocR o R2; por lo
que, se pueden utilizar en esquemas de manejo integrado en campo contra este patégeno junto
con la rizobacteria Paenibacillus BSP 1.1, sola o en consorcio con Serratia sp., B. subtilis y B.
velezensis.

Palabras clave: Fusariosis de las musaceas; Exclusion; Medidas de bioseguridad; Sales
cuaternarias; fungicidas sistémicos; Biocontrol.



MANAGEMENT STRATEGIES FOR Fusarium oxysporum f. sp. cubense Race “1 0 2” IN
MEXICO

José Guadalupe Florencio Anastasio, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2022
ABSTRACT

Fusarium oxysporum f. sp. cubense Races 1, 2 and Tropical Race 4 (Foc TR4) causes the
musaceae wilt, whose distribution covers 22 countries in Asia, Africa, Europe and Oceania, and
Colombia and Peru; so there is a high risk of its incursion into our country. This work is divided
into three chapters. Chapter I shows a risk analysis for Foc TR4, in which possible sites or regions
at risk of establishment and spread of the pathogen are identified, as well as possible phytosanitary
measures aimed at preventing the spread of this pathogen. Chapter 11 shows the evaluation of the
effect of quaternary ammonium salts and systemic fungicides on the growth inhibition of five Foc
Race “1 or 2” isolates. The 1250 pg mL™* dose of quaternary salts inhibited 100% mycelial growth;
while the fungicide Tebuconazole (50, 100 and 500 pg mL™Y) inhibited 100% the mycelial growth
of the five strains, in contrast, the dose of 500 pg mL* of Carbendazim or Benomy! showed an
inhibition of 99.8% and 99.7%, respectively. Chapter 11l analyzed fungal inhibition by antagonistic
bacteria, in four bioassays. In the first bioassay, the bacteria Paenibacillus sp. (BSP 1.1) and
Serratia sp. (AC35) exerted greater inhibition (44.7% and 27.3%, respectively) towards the five
fungal isolates compared to control. In the second assay, Bacillus subtilis (BASU) and B.
velezensis had higher inhibition (55.1% and 45.8%, respectively) towards three fungal isolates
(MIC17188, MIC17191 and MIC17192) compared to control. The third bioassay evaluated the
inhibitory effect of Paenibacillus sp. (BSP 1.1) + Serratia sp. (AC35) in three timings of bacterial
preinoculation; Paenibacillus sp. (BSP 1.1) showed greater inhibition (80.1%) when it was pre-
inoculated seven days before the fungus, and after seven days of in vitro confrontation. In the
fourth bioassay, the addition of Paenibacillus sp. (BSP 1.1) in sterile soil reduced the viability of
conidia of isolates MIC17192 (61%), MIC17191 (6%), MIC17189 (47%), and MIC17188 (2%),
at 42 days of evaluation; however, the percentage of inhibition of spore viability decreased for all
fungal isolates, including negative values for isolates MIC17188 (-18%) and MIC17191 (-31%),
at 49 days of evaluation. Dose 1250 pg mL™* of quaternary ammonium salts was effective to inhibit
mycelial development of FocR1 or R2, so it can be used to establish biosecurity measures in ports,
airports and borders of Mexico and thus avoid the possible incursion and/or introduction of Foc
TR4, which is not present in Mexico, in addition to being useful for establishing biosecurity
(prophylactic) measures to prevent the spread of FocR1 or R2 in Mexico. In the same manner, the
dose of 500 pug mL! Tebuconazole, Carbendazim and Benomy! inhibited 100%, 99.8% and 99.7%,
respectively, the mycelial development of FocR1 or R2; therefore, they can be used to establish an
integrated management scheme against this pathogen together with the rhizobacteria Paenibacillus
BSP 1.1, alone or in consortium with Serratia sp., B. subtilis and B. velezensis.

Key words: Musaceae fusariosis, Exclusion, Biosecurity actions; Quaternary salts; Systemic
fungicides; Biocontrol.
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sp. cubense (MIC17188, MIC17189, MIC17190, MIC17191 y MIC17192) en
medio de cultivo PDA con sales cuaternarias de amonio de cuarta generacion
(31.25, 62.5, 93.75, 125, 187.5, 250, 312.5, 375 pug mL™1), después de 8 dias de
Az LU o oo TS ST 97

Figura 2.3. Inhibicion del crecimiento micelial in vitro de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense en PDA enriquecido con 8 dosis de sales cuaternarias de amonio (ug
mL71), después de 8 dias de eValUACION. ..............cccoeveveveveeceeeeieeeeeeee e 98

Figura 2.4. Crecimiento micelial in vitro de cinco aislamientos de Fusarium oxysporum f.
sp. cubense en medio de cultivo PDA enriquecido con sales cuaternarias de
amonio de cuarta generacion (125, 250, 500, 750, 1000 y 1250 pug mL™1), después
(0L 1o [T ST 99

Figura 2.5. Inhibicion del crecimiento micelial in vitro de cinco aislamientos de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (A-E) en medio de cultivo PDA enriquecido con cuatro
dosis (125, 250, 500 y 1250 pg mL™t) de sales cuaternarias de amonio de cuarta
generacion, a 1, 5, 6, 7 y 8 dias de evaluacion. N=5...........ccccccevviviiiciicce e, 101

Figura 2.6. Inhibicion del crecimiento micelial in vitro de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense en PDA enriquecido con 8 dosis de sales cuaternarias de amonio (g

mL™1), después de 8 dias de evalUaCION..............ccoeveveveeeeeeeeieeeeeee e, 102
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Figura 2.7.

Figura 3.1.

Figura 3.2.

Figura 3.3.

Figura 3.4.

Crecimiento micelial in vitro de cinco aislamientos de Fusarium oxysporum f.
sp. cubense raza “1 o 2” (MIC17188, MIC17189, MIC17190, MIC17191 y
MIC17192) en medio PDA enriquecido con 10, 50, 100 y 500 pug mL™ de seis

fungicidas  comerciales  (Quinoxyfen,  Pyraclostrobin,  Epoxiconazol,

Tebuconazol, Carbendazim y Benomyl), después de 8 dias..........ccccccvvvrvevnrnennnn.

Inhibicidn in vitro de Serratia liquefaciens (CPA C53), Bacillus pumilus (R44),
B. pumilus (A1), B. pumilus (BFIES 4C), Pseudomonas tolaasii (P61), Serratia
sp. (AC 35), Paenibacillus sp. (BSP 1.1) contra cinco aislamientos de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense Raza “1 0 2”, a los 14 dias de evaluacion. A) Efecto en

el crecimiento micelial, y B) Porcentaje de inhibicién. Medias + Error estandar.

L= SRR

Crecimiento micelial in vitro de cinco aislamientos de Fusarium oxysporum f.
sp. cubense en presencia de las bacterias antagonistas, Pseudomonas tolaasii

(P61), Serratia sp. (AC 35), Paenibacillus sp. (BSP 1.1), después de 3,7, 10 y

14 dias. Medias + Error @StANar. NT4. ...

Crecimiento micelial in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o
2” aislamiento MIC17188 en presencia de las bacterias antagonistas

Paenibacillus sp. BSP1.1y Serratia sp. AC35, después de 14 dias de evaluacion.

Inhibicion in vitro de Bacillus subtilis (BASU), Bacillus sonorensis (BASO), y
Bacillus velezensis (BAVE) contra los aislamientos MIC17188, MIC17191 y

MIC17192 de Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o0 2”. A) Crecimiento
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Figura 3.6.

Figura 3.7.

micelial, y B) porcentaje de inhibicion. Después de 14 dias de evaluacion.

Medias + Error @StANAAr. NS4 ... ...t

Crecimiento micelial in vitro de los aislamientos MIC17188, MIC17191 vy
MIC17192, de Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o 2” en presencia de
las bacterias Bacillus subtilis (BASU), Bacillus sonorensis (BASO) y Bacillus

velezensis (BAVE). Después de 14 dias de evaluacion. Medias + Error estandar.
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Inhibicidén in vitro del consorcio Paenibacillus sp. (BSP 1.1) y Serratia sp.
(AC35) contra el aislamiento MIC17188 de Fusarium oxysporum f. sp. cubense
a tres tiempos de preinoculacion bacteriana (2, 4 y 7 dias). A) Crecimiento

micelial, y B) Porcentaje de inhibicion. Después de siete dias de evaluacion.

Medias + Error @StANdar. N=3. . ...

Figura 3.9. Porcentaje de inhibicion de conidios de los aislamientos MIC17188, MIC17189,

MIC17191 y MIC17192 de Fusarium oxysporum f. sp. cubense en suelo estéril

mas la adicidn de Paenibacillus sp. (BSP 1.1). Después de 42 dias de evaluacion.

Medias + Error @StANar. N=3 . ... et

Figura 3.10. Tendencia de la inhibicién de la viabilidad de los conidios de los aislamientos

MIC17188, MIC17189, MIC17191 y MIC17192 de Fusarium oxysporum f. sp.

cubense en suelo estéril mas la adicion de Paenibacillus sp. (BSP 1.1). Periodo

de 21 a 42 dias de evaluacion. Medias + Error estAndar. N=3. .....vvvvvvevevvvvrernrnnnnnnns
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INTRODUCCION GENERAL

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), agente causal de la Fusariosis de las musaceas, se
reportd por primera vez en Australia, en 1874, y posteriormente, en 1890 se reportd en Panama y
Costa Rica (América); por lo que, hipotéticamente este patdgeno se dispersé desde estos dos paises
al resto de este continente (Ashby, 1913; Fish, 1970). Existen tres razas de este patdgeno que
afectan platanos y bananos: i) Raza 1 (FocR1) afecta a Musa textilis (abaca), bananos de los clones
Gros Michel (AAA), Maquefio (AAB), Silk (AAB), Pome (AAB), Pisang Awak (ABB) e IC2
(AAAA); ii) Raza 2 (FocR2) afecta bananos de clones Bluggoe (ABB) y otros hibridos del genoma
AAAA,; vy iii) la Raza 4 Tropical (Foc R4T) es un patdgeno agresivo en los cultivares Cavendish
(AAA), como Dwarf Cavendish, Grand Nain y Williams, asi como en los demas cultivares
susceptibles a FocR1 y FocR2 (Su et al., 1986; Ploetz, 2005). En México, esta enfermedad se
reportd por primera vez en 1932 (Ploetz, 2018). FocR1 provocd dafios que impactaron en la
industria bananera en América, cuya produccién se basaba en la variedad Gros Michel, lo que
ocasiono la desaparicion de la mayoria de las plantaciones comerciales de esta variedad en el
periodo de 1950 a 1960, provocando perdidas econdmicas de hasta $2.3 mil millones de ddlares
(Dita et al., 2013). En el Valle de Ulta (Honduras) se perdieron 30,000 ha en el periodo de 1940
a 1960; mientras que en Surinam y Quepos (Costa Rica) se perdieron alrededor de 4,000 y 6,000
ha en un periodo de ocho y 12 afios, respectivamente (Ploetz, 2000). En México, durante la década
de 1960 y principios de 1970, cerca de 40,000 ha cultivadas con la variedad Gros Michel fueron
arrasadas; tan solo en 1994 habia alrededor de 4,000 ha de platano Manzano, las cuales se
redujeron a 1,260 ha, en 2004 (Orozco-Santos, 2013) y para el ciclo 2020 se tenian establecidas
1,690 ha (SIAP, 2022). Para contrarrestar las pérdidas economicas provocadas por FocR1, la

solucion a nivel mundial consistié en reemplazar aquellas plantaciones establecidas con Gros



Michel por variedades resistentes del subgrupo Cavendish, que representan mas del 99 % del
banano de exportacién (Dita et al. 2018). Por otra parte, se reportd por primera vez a Foc R4T en
Taiwéan en 1989 (Ploetz, 2018), para 2022 su distribucion comprende Australia, Birmania, China,
Colombia, Filipinas, India, Indonesia, Islas Mayotte (Francia), Israel, Jordania, Laos, Libano,
Malasia, Mozambique, Oman, Pakistan, Peru, Reino Unido, Tailandia, Taiwan, Turquiay Vietnam
(Ploetz et al., 2018; Promusa, 2018; DOA. 2019; ICA, 2019; Aguayo et al., 2021; Garcia-Bastidas
et al., 2020a; Ozarslandan y Akgiil, 2020; SENASA, 2021). La presencia de este patdgeno en dos
paises de América podria incrementar el riesgo de su introduccion en México. Aun cuando los
bananos del grupo Cavendish son resistentes a las razas 1 y 2 (Su et al., 1986), no existen
variedades de banano o platano resistentes Foc R4T (Cook et al., 2015). En ese sentido, dentro del
grupo de clones de banano obtenidas por variacién somaclonar por el Taiwan Banana Research
Institute (TBRI) solamente el cultivar GCTCV-215 se comporta como altamente resistente a Foc
RAT (Mintoff, 2021), dicho cultivar fue registrado de manera comercial en 1992 como Tai-Chiao
No. 3 y ha sido remplazado por el clon GCTCYV registrado de manera comercial en 2002 como
Formosana (ProMusa, 2020), el cual presenta una resistencia intermedia a Foc R4T (Mintoff,
2021). Por otra parte, los hibridos FHIA-01 (Goldfinger), FHIA-02 y FHIA-25, asi como los clones
SH-3362, SH-3142 y SH-3748 son altamente resistentes al patdgeno (Mintoff, 2021) también los
nuevos hibridos Cirad-03, Cirad-04, Cirad-05, Cirad-8 y Pisang Gajih Merah desarrolladas por el
Centre de Coopération Internationale en Recherche Agronomique pour le Développement
(CIRAD) presentan una alta resistencia a Foc R4T (Mintoff, 2022). Sin embargo, actualmente no
existe ninguna variedad, clon o hibrido de platano o banano con resistencia completa a Foc R4T
disponible de manera comercial. Tampoco existen productos quimicos efectivos contra Foc R4T

(Cook et al., 2015).



En cuanto a la aplicacién de fungicidas, Soma et al. (2008) reportaron que Carbendazim a dosis
de 100 y 200 ppm inhibio el 100% del crecimiento micelial in vitro de F. oxysporum, mientras que
la dosis de 50 ppm inhibié de 57%; sin embargo, no especificaron la forma specialis, ni la raza
fisiologica. Por su parte Somu et al. (2014), reportaron que Carbendazim, Carboxin, Propiconazole
y Benomyl a dosis de 500, 1000 y 2000 ppm inhibieron el 100% del crecimiento micelial in vitro
de F. oxysporum f. sp cubense; mientras que Difenconazol a dosis de 2000 ppm, 1000 ppm y 500
ppm inhibid 100%, 85.9% y 81.6% el desarrollo micelial del hongo, respectivamente; en el caso
de Axozystrobin a dosis de 2000 ppm, 1000 ppm y 500 ppm inhibié 73.5%, 48.7%, 41.4% el
desarrollo micelial del hongo, respectivamente. Sin embargo, no se especifico la raza fisiologica
del patdgeno. Por su parte, Niwas et al. (2020) reportaron que los fungicidas Carbendazim,
Axoxystrobin y Propiconazol a dosis de 750 ppm, 500 ppm, 250 ppm y 100 ppm no inhibieron
completamente el desarrollo micelial de F. oxysporum f. sp cubense (tampoco se especifico la raza
fisioldgica), en promedio los fungicidas Carbendazim, Axoxystrobin y Propiconazol inhibieron
82.3%, 83.3% y 72.4% respectivamente para las cuatro dosis. Ademas, Solpot y Cumagun (2019)
informaron que los fungicidas Dibromo-3-nitropropionamida a dosis de 30, 20 y 10 ml L' y
Tebuconazol+Trifloxistrobina a las mismas dosis inhibieron completamente el desarrollo micelial
in vitro de Foc R4T, asi mismo, Dibromo-3-nitropropionamida a dosis de 10 ml L' y
Tebuconazol+Trifloxistrobina a dosis de 1 g L™* inhibieron completamente la infeccion y severidad
de Foc R4T en condiciones de campo. Por su parte, Kavino y Manoranjitham (2018) reportaron
que la aplicacion de Carbendazim 2% a plantulas de banano micropropagadas redujo 53.3% la

incidencia de reducida Foc Razal.

Respecto al uso de desinfestantes, Nel et al. (2006) reportaron que una dosis de 10 pg mL ™! de

una mezcla de sales de amonio cuaternario y polimeros clorhidrato de biquanidina resulté en una



inhibicién completa del crecimiento micelial de Foc, mientras que la aplicacién de Farmcleanse
(un producto comercial) a la misma dosis no induce inhibicién total. Ademas, Meldrum et al.
(2013) informo que las concentraciones de Farmcleanse sean inferiores al 2.0 %, no inhibi6 la

germinacion de microconidios Foc.

Asi mismo, se han propuesto algunos esquemas de control bioldgico basados en el uso de
bacterias y hongos antagonistas contra las razas Foc (Bubici et al., 2019); por ejemplo, la bacteria
Burkholderia cenocepacia 869T2 presentd 44.4% de inhibicion in vitro, y redujo en 86.1% la
incidencia de Foc R4T en banano Cavendish en campo (Ho et al., 2015). También Pseudomonas
fluorescens y P. fluorescens WCS417 redujeron (83.4% y 87.4%, respectivamente) la severidad
de Foc R4T en banano Cavendish en invernadero. El uso de biofertilizantes basados en abono de
cerdo en combinacion con Bacillus amyloliquefaciens NJN-6 redujo 75% la incidencia de Foc R4T
en banano Cavendish en invernadero (Shen et al., 2015), mientras que la misma bacteria disminuy6
68.5 % la incidencia de Foc R4T en campo (Xue et al., 2015). Por otra parte, B. amyloliquefaciens
W19 redujo 42.8% y 44.4% la incidencia de Foc en dos campos de banano Cavendish (Wang et
al., 2016); B. subtilis N11redujo 82.1% la incidencia de Foc R4T, mientras que la combinacién de
Paenibacillus polymyxa SQR21 + Trichoderma harzianun T37 redujo 64.3% la incidencia de Foc

RAT, en banana Cavendish (Zhang et al., 2011).

Por lo anterior, los objetivos del presente trabajo fueron: Capitulo I, 1) Evaluar el riesgo que
representa la posible llegada del hongo a Meéxico y el impacto econdmico que puede tener en el
sector agricola nacional; 2) Identificar sitios potenciales de riesgo de introduccion y
establecimiento de Foc R4T en Mexico, y 3) Documentar y recomendar posibles técnicas de
monitoreo y manejo de la plaga. Capitulo 11, Evaluar el efecto in vitro de sales cuaternarias de

amonio y fungicidas sistémicos, en el desarrollo micelial de Fusarium oxysporum f. sp. cubense



Raza “1 0 2”, como modelo de hongo fitopatégeno, dada su presencia en México, con la finalidad
de proponer la implementacién de medidas preventivas de bioseguridad en puntos de entrada a
nuestro pais para evitar la introduccién de Foc R4T a México y esquemas de control quimico en
plantaciones comerciales. Capitulo 111, evaluar el efecto in vitro de bacterias en el desarrollo
micelial de Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o 2. Lo anterior, con la finalidad de

proponer un esquema de manejo fitosanitario ante el riesgo de introduccion de Foc R4T al pais.



REVISION DE LITERATURA

Introduccion

Los bananos y platanos son originarios del sureste de Asia y oeste del Pacifico, son especies
monocotiledoneas de la familia Musaceae, generadas a partir de cruzas entre Musa acuminada
(genoma A) y Musa balbisiana (genoma B), existen bananos diploides (AA y AB), triploides
(AAA, AAB y ABB) vy tetraploides (AAAA, AAAB y AABB) [Nadal-Medina et al., 2009;
Robinson y Galan Sauco, 2010]. Los bananos dulces o de postre frecuentemente (no siempre) son
diploides o triploides de M. acuminata; mientras que los platanos y otros bananos de coccion
frecuentemente (no siempre) son triploides derivados de la cruza de M. acuminata con M.
balbisina (OECD, 2010); por ejemplo, las bananas de postre y algunas bananas de coccién
presentan genoma AAA, los platanos genoma AAB vy las bananas de coccién genoma ABB
(Swennen y Ortiz, 1997). La principal diferencia entre platanos y bananos es la conversion de
almiddn a azlcares solubles durante la etapa de maduracion, en los frutos de platanos maduros aun
contienen altos niveles de almidén de 10-15 % los cuales afectan al sabor de los frutos, por lo que
se consumen ya sea hervidos o fritos; mientras que frutos verdes de bananas contienen alto
contenido de almidén y es convertido en azlcar soluble, principalmente sucrosa durante la
maduracion de los frutos en donde se presentan niveles de 0.5 a 2.0% de almidon (Borges y
Maraschin, 2016). Por lo tanto, las bananas de postre se consumen cuando los frutos estan
completamente maduros; mientras los platanos se consumen desde que los frutos estan verdes
hasta que estan maduros, los cuales son consumidos hervidos o fritos (Adeniji et al., 2006). En
cuanto a morfologia, los bananos presentan una inflorescencia completa (flores femeninas, flores
neutras y yema terminal masculina) mientras que los platanos presentan inflorescencias

incompletas excepto por el platano Francés que presenta una inflorescencia completa (Swennen 'y



Ortiz, 1997). Los principales cultivares comerciales son triploides, altamente estériles,
partenocarpicos y propagados asexualmente, estas especies son importantes debido a que generan
divisas y son medios de subsistencia; en América Central y el Caribe el cultivo de hibridos
tetraploides de M. acuminata cobré importancia en el siglo XIX como un cultivo de exportacion,
donde actualmente, el 95% del cultivo de banano se basa en el grupo Cavendish. Mientras que el
mayor cultivo y consumo de los platanos se encuentra en la parte central y oeste de Africa (Nadal-
Medina et al., 2009; Robinson y Galan Sauco, 2010). Las musaceas son de los cultivos agricolas
de mayor valor econémico a nivel mundial, en el ciclo agricola 2019, se cosech6 una superficie de
10,872,821 ha con una produccion mundial de 158,360,411 toneladas (t) que correspondieron al
74% de banano y 26% de platano. En el caso de banano se exporto el 24% de la produccion
mundial de este fruto, el 68% de dicha exportacion provenia de la zona de produccién del
Continente Americano; por otra parte, México exportd el 24% de su producciéon (Cuadro 1)

[FAOSTAT, 2021].

Fendmenos climaticos adversos, tales como “El Nifio”, ademas de la marchitez por Fusarium
(Fusariosis) han afectado la produccion y exportacion de platanos y bananos a nivel mundial; por
ejemplo, en Filipinas, una prolongada sequia afecté la calidad y volumen de produccion de
bananos, este pais registré en 2015 una disminucion de 1,827,900 t en sus exportaciones, respecto
al afio anterior (FAO, 2017a; FAO, 2017b). Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) Raza 4
Tropical (R4T) es uno de los principales patdgenos que afectan al cultivo de las musaceas (Ploetz,
2018). La identidad, clasificacion taxondémica, morfologia, origen, razas, hospedantes, biologia,
impacto econdmico son imprescindibles para proponer esquemas de manejo ante una eventual

introduccidn de este patdgeno a nuestro pais.



Cuadro 1. Produccion y exportacion de bananos y platanos a nivel mundial, América y México
(FAOSTAT, 2021).

Superficie Produccion (miles de toneladas) Exportacion (miles de toneladas)
Cultivo ml_mdial . - . i L -
(miles de Mundial Ameérica Mexico Mundial Ameérica México
hectareas)
Banano 5,158 116,781 29,738 2,227 24,760 16,866 572
Platano 5,715 41,580 9,695 967 732 7
Total 10,873 158,361 39,433 2,227 25,727 17,598 579

Posicion taxondémica de Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 4 Tropical
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium
Especie: F. oxysporum
Forma especial: cubense
Raza: Raza 4 Tropical (IMA, 2021).
Sinonimias

Fusarium cubense E.F. Sm., Fusarium oxysporum var. cubense (E.F. Sm.) Wollenw y

Fusarium oxysporum f. cubense (E. F. Sm.) W. C. Snyder & H. N. Hansen (IMA, 2021).



Nombres comunes

Inglés: banana wilt, Fusarium wilt of banana, vascular wilt of banana and abaca. Espafiol:

fusariosis del platano (CAB International, 2021; EPPO, 2021).

Notas taxonémicas

Se han identificado cuatro razas de F. oxysporum f. sp. cubense con base en la patogenicidad
asociada a cultivares diferenciales en condiciones de campo (Moore et al., 1993). Raza 1 ataca
Musa textilis (abacd), bananos de los clones Gros Michel (AAA), Maquefio (AAB), Silk (AAB),
Pome (AAB), Pisang Awak (ABB) y I.C.2 (AAAA); Raza 2 ataca bananos de clones de Bluggoe
(ABB) y otros hibridos de genoma AAAA; Raza 3 afecta a las heliconias (Heliconia spp.) y Raza
4 Tropical es patogénica a cultivares de Cavendish (AAA), como Dwarf Cavendish, Grand Nain

y Williams, y a todos los demas cultivares susceptibles a las razas 1 y 2 (Dita et al., 2013).

Maryani et al. (2019) realizaron andlisis filogenéticos de 180 aislamientos de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense, determinaron que existen nueve linajes independientes de este hongo,
para lo cual propusieron especies nuevas: F. odoratissimum (F. oxysporum f. sp. cubense Raza 4
Tropical), F. purpurascens, F. phialophorum, F. grosmichelii, F. duoseptatum, F.
tardichlamydosporum, F. cugenangense, F. hexaseptatum, F. tardicrescens; las cuales presentaron
patogenicidad en las variedades Cavendish y/o Gross Michel, excepto para F. cugenangense, y en
el caso de F. tardicrescens no fue evaluada. También propusieron las especies F. kalimantanense
y F. sangayamense para aislamientos obtenidos de Musa sp., pero no presentaron patogenicidad
en Cavendish y Gross Michel. Lombard et al. (2019) y Garcia-Bastidas et al. (2020a) utilizaron
esta nueva propuesta de clasificacion; Torres-Bedoya et al. (2021) mencionaron que existen

discrepancias y errores en los analisis filogenéticos propuestos por Maryani et al. (2019).



Por lo tanto, esta nueva propuesta de clasificacion aun no es aceptada y se sugiere mantener el
nombre de Foc R4T hasta que la comunidad cientifica, la Convencion Internacional de Proteccion
Fitosanitaria (CIPF) y las Organizaciones Nacionales de Proteccion Fitosanitaria (ONPF) a nivel
internacional definan una postura oficial sobre la nueva propuesta de clasificacion. Derivado de lo
anterior, en la presente tesis, incluyendo el estudio de Andlisis de Riesgo de Plagas, se tomara

como nombre valido el de F. oxysporum f. sp. cubense Raza 4 Tropical (Foc R4T).

Descripcion morfoldgica

Fusarium oxysporum f. sp. cubense es una de las mas de 100 formas especiales de F.
oxysporum, contiene cepas patdgenas y saproéfitas que no se pueden distinguir morfol6gicamente
(Ploetz, 2000). Ademas, F. oxysporum f. sp. cubense es un hongo anamorfo sin etapa sexual
(teleomorfo) conocida. EI hongo produce macroconidios, microconidios y clamidosporas para su

reproduccion y dispersion (Pérez-Vicente et al., 2014).

Los macroconidios y microconidios (Figuras 1a, 1b, 2A y 2B) se producen en estructuras
conocidas como esporodoquios de color naranja (2F) [Pérez-Vicente et al., 2014]. Los
macroconidios miden de 27 a 55 x 3.3 a 5.5 um (Ploetz, 2000; Pérez-Vicente et al., 2014), son
abundantes, falcados a casi rectos, de paredes delgadas, con 3 a 5 septos (generalmente 3 septos).
La célula apical es atenuada o en forma de gancho en algunos aislamientos y las células basales
tienen forma de pie. Los macroconidios se desarrollan en fialides Unicas en hifas (Pérez-Vicente
et al., 2014). Los microconidios miden de 5 a 16 x 2.4 a 3.5 um (Ploetz, 2000; Pérez-Vicente et
al., 2014), generalmente sin septos, de forma ovalada, eliptica o reniformes, y se forman

abundantemente en falsas cabezas en monofialides cortas (Pérez-Vicente et al., 2014).
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Las clamidosporas terminales e intercalares miden de 7 a 11 um de diametro, generalmente son
globosas y se forman individualmente o en pares en hifas (Figura 2D) su desarrollo puede ser mas
lento en algunos aislamientos (Ploetz, 2000; Pérez-Vicente et al., 2014). Atipicamente para la
especie, las clamidosporas no son producidas por aislamientos de F. oxysporum f. sp. cubense en

el grupo de compatibilidad vegetativa (VCG) 01214 (Ploetz, 2000).

Las colonias (Figura 2E) crecen de 4 a 7 mm / dia en medio papa-destrosa-agar (PDA) a 24 °C
(Ploetz, 2000) y, ademas, presentan una morfologia variable. EI micelio puede ser velloso a
algodonoso, disperso o abundante y de color blanco, con tonos variables de salmén a violeta palido

(Figura 3); y algunos aislamientos pueden producir esclerocios de color negro a violeta (Pérez-

Vicente et al., 2014).

Figura 1. Fusarium oxysporum f. sp. cubense esporas observadas al microscopio: (a)
microconidio, (b) macroconidio y (c) clamidospora (Lara-Fiallos, 2009).
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Figura 2. Fusarium oxysporum f. sp. cubense. (A) macroconidios, (B) microconidios, (C) fialides
y microconidios agrupados en falsas cabezas, (D) clamidosporas, (E) crecimiento miceliar de Foc
RT4 en medio PDA, y (F) coloracién naranja de esporodoquios de Foc RT4 desarrollados en PDA

(Pérez-Vicente et al., 2014).

Figura 3. F. oxysporum f. sp. cubense Raza 4 en medio K2 modificado, las colonias de
aislamientos de los cultivares Cavendish se observan de un color amarillento en el fondo (Qi et
al., 2008).
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Distribucion geografica

Origen y distribucién de las razas de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

La fusariosis del banano causada por F. oxysporum f. sp. cubense (raza 1), Bancroft reporté por
primera vez esta enfermedad en Australia en 1874 (Fish, 1970), en Musa maculata y en platanos
dulces (Simmonds, s/a); su centro de origen posiblemente es el sureste de Asia, debido a su
coevolucién con sus plantas hospedantes (Ploetz y Pegg, 1997). En América, se reportd por
primera vez en Costa Rica y Panama (Ashby, 1913) en el cultivar de banano Gros Michel, base de
la produccion y del comercio internacional en esa época, debido a los dafios que causé Foc raza 1
en esta variedad fue reemplazada por los cultivares resistentes del grupo Cavendish (Dita et al.,

2017 y 2018).

La cronologia de la dispersion de las razas 1y 2 de F. oxysporum f. sp. cubense en el continente
Américano es la siguiente: Panama y Costa Rica en 1890, Jamaica en 1902-1903, Surinam en
1906, Trinidad y Tobago en 1907-1909, Cuba 1908-1910, Puerto Rico y Guatemala en 1910,
Belice en 1913, Honduras en 1916, Nicaragua en 1919, Republica Dominicana en 1926, Colombia
y Ecuador en 1929, Guyana y Venezuela en 1930, Brasil en 1931, Martinica y México en 1932,
Dominica en 1936, Guadalupe en 1937, Haiti e Islas Caiman en 1938, El Salvador en 1956, Peru
en 1959 y Estados Unidos de Norteamérica (Florida) en 1986 (Ashby, 1913; Viljoen, 2015; Ploetz,

2018).

En 1989, Ploetz detecto el nuevo aislamiento de Foc en muestras provenientes de Taiwan el
cual pertenecia a un nuevo Grupo de Compatibilidad Vegetativa (VCG 01213), y lo designé como
Foc Raza 4 Tropical (Ploetz, 2018). La cronologia de la dispersion mundial de Foc R4T (Figura

4) es la siguiente: Taiwan en 1989, Indonesia y Malasia en 1992, China en 1996, Australia en
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1997, Isla de Sumatra en 1998, Filipinas en 2005, Jordania en 2006, Oman en 2012, Pakistan en
2012, Libano y Mozambique en 2013, Vietnam en 2014, India en 2015, Birmania, Israel y Laos
en 2016, Turquia en 2019, Colombia y Tailandia en 2019, Islas Mayotte en 2020, y Perd en 2021
(Bentley et al., 1998; Ploetz and Pegg, 2000; Molina et al., 2008; Molina et al., 2009; Li et al.,
2013; IPPC, 2013a; Stellenbosch University, 2013; Garcia-Bastidas et al., 2014; Ordofiez et al.,
2016; Hung et al., 2018; Maymon et al., 2018; Zheng et al., 2018; Ploetz, 2018; ICA, 2019; IPPC,
2019a; PHA, 2019; EPPO, 2020; Thangavelu et al., 2019; Ozarslandan y Akgiil, 2020; SENASA,

2021).

AGRICULTURA ) DISTRIBUCION MUNDIAL ) 4{\9 SENASICA
Fusarium oxysporum f.sp. cubense Raza 4 Tropical wl

186,00 1o oo o0 e rrgoe

5 £
' - ;
Reino o'
Unido %
2009, 2015
2018
E : AT X e
% X X =77 Uibano 2012 ‘:‘
y \ ¥ Jortel §92013, Pakistén
16
201 Jorggorga { Taiwan 1989
- Y R( @ Laos 2016-2017
éxico Oman 3\ Vietnam 2014 - 2016

{5/ Malasia. 1992, 1998

2012 248
\ Golombia £ 3 BoE 3 Filpinas 2005 - 2014
¥ OCEANO 2019 \ 2019 N g 5
PACIFICO \ e,
L Bl
Perd Island of Mayotte: iy =7 N
e
Mozambique Australia
2. OCEANO 2013 OCEANO @ 1997 - 2017
S_. ATIETNTICO ) LyNpICO
. 7.

‘ Presencia de
- Fusarium oxysporum f. sp. cubense R4T

|||||
15000 12000 svew oo edve

0 1250 2,500 5,000 Km
1:87.600,000

ARP - CNRF - DGSV - SENASICA
DERECHOS RESERVADOS

Figura 4. Distribucion mundial de Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 4 Tropical. (Bentley
et al., 1998; Ploetz and Pegg, 2000; Molina et al., 2008; Molina et al., 2009; Li et al., 2013; IPPC,
2013a; Stellenbosch University, 2013; Garcia-Bastidas et al., 2014; Ordofiez et al., 2016; Hung et
al., 2018; Maymon et al., 2018; Zheng et al., 2018; Ploetz, 2018; ICA, 2019; IPPC, 2019a; PHA,
2019; EPPO, 2020; Thangavelu et al., 2019; Ozarslandan y Akgiil, 2020; SENASA, 2021).
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Rango de hospedantes de las 4 razas de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Los hospedantes de importancia econémica reportados para Foc son las especies y variedades
del género Musa spp., asi como las especies ornamentales de heliconias (Su et al., 1986; Dita et

al., 2013).

e Raza 1 atacaa Musa textilis (abacd), Gros Michel (genoma AAA), Maquefio (genoma AAB),
Silk (genoma AAB), Pome (genoma AAB), Pisang Awak (genoma ABB) y I.C.2 (hibrido

de genoma AAAA) [Ploetz, 2005; CAB International, 2021].

e Raza 2 ataca bananos de coccion, especialmente del subgrupo Bluggoe (genoma ABB)

[Ploetz, 2005; CAB International, 2021].

e Raza 3 ataca Heliconia spp. (CAB International, 2021).

e Raza 4 ataca cultivares del subgrupo Cavendish (genoma AAA) como Dwarf Cavendish,
Grand Nain y Williams, cultivares en los subgrupos de platano y todos los cultivares
susceptibles a las razas 1 y 2 y diversas variedades adicionales como Pisang Mas (genoma

AA) [Ploetz, 2005].

Hospedantes silvestres de las 4 razas de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Como hospedantes secundarios para las razas de Foc se han reportado diferentes especies
silvestres, algunas de las cuales son malezas en las plantaciones de bananos y platanos como:
Chloris (inflata) barbata, Commelina diffusa, Cyanthilium cinereum, Cyperus iria, C. rotundus,
Ensete ventricosum, Euphorbia heterophylla, Fimbristylis koidzumiana, F. purpureum,

Gnaphalium purpureum, Ixophorus unisetus, Panicum purpurascens, Paspalum fasciculatum, y
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Tridax procumbens (Thangavelu y Uma, 2018; Waite y Dunlap, 1953; Su et al., 1986; Hennessy

et al., 2005).

Como resultado de la investigacion llevada a cabo en Australia por Hort Innovation, se tienen
registros de especies alternativas (malezas) que pueden fungir como reservorio de Foc RAT,
clasificados en base a las pruebas de inoculacion en invernadero de la siguiente manera: Alto:
Cyanthillium cinereum*, Euphorbia heterophylla*. Alto medio: Cyperus brevifolius, Digitaria
ciliaris*, Mitracarpus hirtus*, Physalis minima*. Medio: Axonopus compressus, Cyperus
rotundus, Dichondra repens*, Euphorbia hirta*, Panicum maximum, Paspalum conjugatum,
Tridax procumbens*, Urochloa humidicola. Bajo: Ageratum conyzoides, Chloris gayana cv.
Callide*, Cleome aculeata®, Digitaria milanjiana cv. Strickland, Eleusine indica*, Stachys
arvensis, Synedrella nodiflora, Urochloa decumbens. Muy bajo: Amaranthus viridis, Arachis
pintoi, Bidens pilosa*, Centella asiatica, Praxelis clematidea. No hospedante (no expresaron
sintomas en pruebas de inoculacion): Commelina cyanea, Conyza canadensi*, Conyza
sumatrensis, Gamochaeta calviceps, Macroptilium atropurpureum, Solanum nigrum*, No
identificado: Cynodon radiatus*, Microlaena stipoides*, Oxalis corniculata*, Sedum requieni™,
Urochloa mutica*, Youngia japonica* (QDAFHI, 2020). Nota: en las especies marcadas con * se

detecto alguna de las razas de Foc en campo.

Por otra parte, Li et al. (2018) reportaron la susceptibilidad de tomate variedad MoneyMaker a
Foc R4T en condiciones de invernadero, la cual es una de las variedades méas producidas en México

(SIAP, 2017).
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Biologia, habitos y dafios

Proceso de infeccion: interaccién planta-patéogeno y desarrollo de la enfermedad. A
continuacion, se describe el ciclo de vida de Foc de acuerdo con lo publicado por Dita et al. (2018).
En el suelo, las diferentes formas especiales de F. oxysporum muestran poca capacidad de
movimiento o crecimiento sin el tejido del hospedante (Figura 5A). Las estructuras de Foc
permanecen inactivas hasta que son estimuladas para germinar mediante exudados de la raiz de
una planta hospedante, o por el contacto directo con tejidos de raiz susceptibles (Figura 5B). Los
conidios e hifas de Foc se adhieren a la superficie de la raiz 1 o 2 dias después de la inoculacion.
Las hifas pueden crecer a lo largo de las uniones entre las células epidérmicas de la raiz y colonizar
la superficie de éstas. La infeccion toma lugar en las raices secundarias o terciarias, pero no a
través de la raiz principal. La penetracion de las hifas puede ocurrir directamente o a través de

heridas, y no se han observado apresorios verdaderos u otras estructuras.

Una vez que ocurre la penetracion y el patdgeno supera las primeras barreras del hospedante,
el patogeno produce hifas y microconidios. Las hifas engrosadas, posteriormente se desarrollan en
clamidosporas en los espacios intra e intercelulares. Algunas hifas pueden ser vistas en los vasos
del xilema y crecer en el cortex de la raiz 10 dias después de la inoculacion. Una red de hifas se
desarrolla en los espacios intercelulares a lo largo de las uniones de las células epidérmicas de la
raiz, y también las hifas se pueden observar en el xilema del rizoma después de algunos dias. Una
vez que Foc alcanza la zona vascular de las raices laterales, la infeccion del rizoma comienza
(Figura 5C). La colonizacion de Foc a los haces vasculares del rizoma, obstruye los vasos,
interfiriendo con ello en la absorcion de nutrientes y el transporte ascendente de agua hacia el
pseudotallo y hojas. La infeccion del rizoma es la etapa mas importante en el desarrollo de la

enfermedad. Una vez que el rizoma es colonizado, la infeccion se vuelve sistémica, alcanzando el
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pseudotallo (Figuras 5D, 5E), observandose una gran cantidad de hifas en el pseudotallo 17 dias
después de la inoculacion y la planta puede morir 24 dias después de este proceso. Bajo
condiciones naturales, la enfermedad es principalmente percibida durante la floracion (Figura
5D). Los cultivares susceptibles en presencia de indculo pueden mostrar sintomas externos a los 3
meses después de la siembra. Los conidios y clamidosporas producidas se reincorporan al suelo
cuando la planta muere (Figura 5F). Las clamidosporas pueden permanecer latentes o en
hospedantes secundarios por varios afios o0 comenzar un nuevo ciclo de enfermedad cuando se

presentan las condiciones favorables y hospedantes susceptibles son disponibles (Figura 5A).

Figura 5. Ciclo de vida de Fusarium oxysporum f. sp. cubense en banano. A. Reservorio de
propagulos. B. Germinacién de clamidosporas y penetracion de tubos germinativos a las raices. C.
El hongo penetra la epidermis y coloniza el sistema vascular. D. Produccion de conidios y
clamidosporas en el tejido vascular. Los conidios son distribuidos rapidamente a través de la planta
mediante el sistema de transpiracion. ElI micelio y la goma producida, bloguean los tejidos
vasculares y el primer sintoma de amarillamiento se observa en las hojas méas viejas. E. La
destruccion del tejido vascular provoca marchitamiento intenso. F. La planta infectada muere y
cae, y el hijuelo, que fue contaminado a través de la conexidn vascular muestra sintomas iniciales.
el ciclo de la enfermedad comienza nuevamente (Dita et al., 2018).
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Ante una infeccidn por Foc, la pared celular de las raices del banano, desencadenan una serie
de respuestas coordinadas, tales como la metil-esterificacion de pectina y cambios en la
distribucion espacial y abundancia de glucoproteinas ricas en hidroxiprolina, entre otras, que
tienen un impacto directo en la resistencia del hospedante. Foc ha sido considerado como un
patdgeno necrotrofico o hemibiotréfico y aparentemente, requiere interactuar con células vegetales

vivas (Dita et al., 2018).

La enfermedad causada por Foc R4T se caracteriza por ocasionar marchitez en las plantas, las
cuales pueden morir en pocas semanas 0 meses, producto del bloqueo del sistema vascular que
produce el patdgeno. Se ha observado que la susceptibilidad de las plantas incrementa al
aproximarse la floracion, en cuyo caso el racimo podria emerger, pero no se desarrolla
normalmente. En las plantas enfermas los hijuelos pueden verse normales o estimulados en su
crecimiento, dando la apariencia de estar sanos, aumentando el riesgo de diseminacion de la

enfermedad (Carr et al., 2017).

Supervivencia del patdgeno

La mayoria de las especies del complejo Fusarium oxysporum, incluyendo Foc, son capaces de
sobrevivir ante la ausencia de un hospedante primario, principalmente en la forma de
clamidosporas. Estas esporas son resistentes a la desecacion, son resilientes a las condiciones
ambientales poco favorables y se reporta que pueden sobrevivir en el suelo por mas de 20 afos.
Las clamidosporas de Foc son producidas constantemente una vez que el hospedante es invadido
e incluso antes de que los sintomas externos sean visibles. La capacidad de Foc para colonizar y
crecer saprofiticamente en los restos vegetales en proceso de descomposicion que permanecen en

el suelo, favorece la produccion de clamidosporas y contribuye a incrementar la persistencia del
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patogeno en el suelo. Adicionalmente, la supervivencia de las clamidosporas de Foc a largo plazo,

es favorecida por la infeccion de malezas (Dita et al., 2018).

Sintomas y dafios

El patégeno induce dos tipos de sintomas foliares: a) Hoja amarilla, es el sintoma mas
caracteristico y conspicuo de la marchitez por Fusarium en banano, se caracteriza por un
amarillamiento de los bordes de las hojas mas viejas. Este amarillamiento de las hojas progresa
hacia las hojas mas jovenes, para posteriormente colapsar de manera gradual, las hojas se doblan
en el peciolo, cominmente cerca de la nervadura central y colgando hacia abajo formando una
“falda” de hojas muertas alrededor del pseudotallo y b) Hoja verde, en algunos cultivares las hojas
de la planta afectada se mantienen verdes hasta que los peciolos se doblan y colapsan. Las hojas
jovenes son las uUltimas en mostrar sintomas visibles, con frecuencia permanecen inusualmente

erectas (Pérez-Vicente et al., 2014).

Las hojas nuevas son de un color pélido y la lamina foliar es marcadamente reducida, arrugada
y distorsionada. En el pseudotallo, se puede presentar un agrietamiento longitudinal en la base de
la planta. Por otra parte, no hay evidencia de infeccion y sintomas en frutos (Pérez-Vicente et al.,

2014).

Una planta de banano infectada con Fusariosis dificilmente se recupera, pero puede presentarse
un desarrollo de la planta por algun tiempo y producir retofios o hijuelos infectados antes de que
la planta madre muera (Dita et al., 2013). Los sintomas internos se caracterizan por que inician
con un amarillamiento del tejido vascular de las raices y el rizoma, el cual progresa para desarrollar
hebras vasculares continuas amarillas, rojas o de color marron en el pseudotallo (Pérez-Vicente et

al., 2014). Los haces vasculares del pseudotallo, pseudopeciolo y nervadura central de la hoja
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adquieren tonos cafés claro a café-rojizo (Carr et al., 2017). Actualmente, se reporta que no hay
diferencias en los sintomas producidos por las razas de F. oxysporum f. sp. cubense en Musa sp.
Por lo tanto, las razas no pueden ser diferenciadas con base en sintomas que la enfermedad induce.
Ademés, en algunos casos, el marchitamiento por Fusarium puede co-existir con el
marchitamiento bacteriano (moko) causado por Ralstonia solanacearum raza 2 y los sintomas de

ambas enfermedades pueden ser confundidos (Pérez-Vicente et al., 2014).

Dispersion

Las razas de Foc se diseminan principalmente por el movimiento pasivo de propagulos del
hongo a distancias cortas (dentro de una finca) y distancias largas (a otras fincas, regiones, paises
o0 continentes). La dispersion a cortas y largas distancias se debe a factores naturales y relacionados
con actividades antropogénicas, tales como corrientes de agua, animales y movimiento del suelo
infestado (Dita et al., 2018). En los paises miembros de la Organizacion Internacional Regional de
Sanidad Agropecuaria (OIRSA) frecuentemente se presentan huracanes, a los cuales se debe de
prestar atencion, toda vez, que se ha reportado que los vientos de los huracanes podrian también,

ser vias de dispersion (Dita et al., 2013).

e Dispersion en material vegetal. La principal via de diseminacion del patdgeno es por
medio de material propagativo, tanto hijuelos como rizomas infectados y asintomaticos de
Musa spp. (platano y bananos) y Heliconia spp. (Dita et al., 2013). Asi mismo, se ha
observado gue otras partes de la planta como fragmentos de pseudotallo y hojas de plantas
infectadas pueden también ser vias de dispersion del hongo, debido a que es frecuente que
estos tejidos sean utilizados para el acondicionamiento o embalaje de bananos que son

transportados de un lugar a otro (Dita et al., 2013).
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e Dispersion a través de particulas de suelo. El patdgeno también puede ser dispersado
mediante la movilizacion de suelo contaminado con propagulos del hongo; a través del
arrastre de suelo provocado por escorrentias de lluvias o por accién del viento, asi como
por la movilizacion de suelo en plantas de vivero o adherido a productos vegetales,
contenedores, vehiculos, herramientas e implementos agricolas, calzado y ropa (Dita et al.,
2013y 2017).

e Dispersion a través del agua. Los propagulos del patégeno pueden dispersarse de manera
eficiente a través del salpique del agua de lluvia y por los escurrimientos de agua de riego
o de lluvia, asi como agua de rios cuyo cauce atraviese por areas con presencia del hongo.

(Dita et al., 2013; Kema, 2015; Dita et al., 2018).

Impacto econémico

La raza 1 de Foc causO una epidemia que impacto la industria de exportacion bananera de
América basada en la variedad Gros Michel y provoco la desaparicion de la mayoria de las
plantaciones comerciales en la década de los afios 50 a los 60, con un impacto econémico (solo
estimado para las compafiias exportadoras) de US $2,300 millones (Dita et al., 2013). Entre 1940
y 1960, solo en el Valle de Uluda, Honduras, se perdieron 30,000 ha, los dafios ocurrieron mas
rapidamente en Surinam, donde se perdieron 4,000 ha en 8 afios y 6,000 ha fueron destruidas en
el area de Quepos en Costa Rica, en 12 afos (Ploetz, 2000). En México, durante la década de 1960
y principios de los 1970 fueron devastadas cerca de 40 mil hectéreas del cultivar Gros Michel; en
el periodo de 1994, a 2004 se redujo superficie sembrada de platano manzano de 4,000 a 1,260 ha

(Orozco-Santos, 2013).
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Durante muchos afios, los clones del subgrupo Cavendish solo fueron afectados por Foc bajo
condiciones de estrés nutricional y bajas temperaturas como las que ocurren en los bananos
cultivados en los subtropicos. Sin embargo, Foc RAT afecta severamente a las variedades del
subgrupo Cavendish en condiciones de los tropicos, por lo que esta raza constituye una seria
amenaza para la industria bananera a nivel mundial y para América Latina y el Caribe, ya que
ademés de las variedades del grupo Cavendish, también afecta un grupo considerable de
variedades importantes para la seguridad alimentaria y generacion de ingresos, entre las que se
encuentran los platanos (AAB), bananos de coccion tipo Bluggoe (ABB), asi como otras
variedades importantes para pequefios productores como Gros Michel (AAA), Prata (AAB) y

Manzano (AAB) [Dita et al., 2013].

Respecto a los dafios causados por Foc RAT, en el sudeste asiatico grandes superficies plantadas
con variedades del subgrupo Cavendish fueron afectadas por este patdgeno causando pérdidas
millonarias, los dafios también involucran el costo de las medidas de manejo que se deben de
implementar, asi como a los cambios tecnoldgicos que tienen que ser introducidos para minimizar
los impactos de la enfermedad (Dita et al., 2013). En Taiwan, se report6 que 4,000 ha de banano
Cavendish estaban infectadas por Foc R4T; por otra parte, en Lampung distrito de Sumatra, en el
periodo de 1993-2002 la enfermedad causé pérdidas de 9 a 11 millones de dolares, provocando
que cerca de 5,000 ha de plantaciones de banano Cavendish para exportacion fueran abandonas.
Mientras que, en Filipinas, mas de 30,000 plantas afectadas fueron erradicadas en el periodo de
1974-1991 (Molina et al., 2009). En China, se reportaron dafios en 40,000 ha de banano (Li et al.,

2013).

La dispersion de este patdgeno representa una amenaza muy seria, puesto que mas del 80% de

los bananos y platanos producidos en el mundo son susceptibles (Ploetz, 2009), lo cual pondria en
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riesgo la seguridad alimentaria de millones de personas en el mundo, incluyendo México. La mejor
opcion para evitar el impacto negativo de Foc R4T en la produccion de musaceas en un pais es
evitar su entrada. Una vez que esta plaga invade cierta area, se requiere implementar medidas
fitosanitarias severas para evitar el movimiento del patdgeno de areas infectadas a areas libres.
Estas estrictas medidas son costosas y demandan personal capacitado para reconocer el patdgeno

y poder manejarlo (Dita et al., 2013).
Acciones Fitosanitarias de prevencion y exclusion de Foc R4T en México.
Monitoreo

Con el fin de detectar de manera oportuna la marchitez de las muséaceas Raza 4 Tropical, la
Direccion General de Sanidad Vegetal (DGSV), a través del Programa Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica Fitosanitaria (PVEF), realiza acciones para la deteccion temprana de esta
enfermedad en 16 entidades donde se produce platano y banano (Campeche, Colima, Chiapas,
Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, San Luis
Potosi, Tabasco, Veracruz y Yucatan), a través de las siguientes estrategias operativas (Senasica,

2021):

e Ruta de vigilancia: Sitios de revision periddica establecidos en vias de comunicacion,
traspatios, zonas urbanas, areas silvestres, fronteras, centros de acopio y distribucion de
productos agricolas, donde existen hospedantes cultivados o silvestres que pueden ser
afectados por plagas cuarentenarias (Senasica, 2021).

o Area de exploracion: Se inspeccionan con esquemas de muestreo, superficies de cultivos
comerciales con el fin de verificar la presencia o ausencia de plagas reglamentadas

(Senasica, 2021).
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e Parcela centinela: Superficie definida, establecida dentro de areas comerciales ubicadas
en zonas de riesgo potencial a la entrada de alguna plaga y con condiciones de temperatura,
humedad, luz, hospedantes, etc. donde se realizan inspecciones visuales periddicas para

verificar la presencia o0 ausencia de una plaga (Senasica, 2021).

Control normativo

La plaga Foc R4T, actualmente no se encuentra incluido en el Modulo de Consulta de
Requisitos Fitosanitarios para la importacion de mercancias de origen vegetal (Senasica, 2022),
tampoco en ninguna Norma Oficial Mexicana; Sin embargo, se encuentra regulada a nivel de
subespecie como F. oxysporum f. sp. cubense en la NOM-010-FITO-1995, por la que se establece
la cuarentena exterior para prevenir la introduccion de plagas del platano (DOF, 1996) y se
encuentra incluido como F. oxysporum f. sp. cubense Raza 4 en la lista de plagas reglamentadas

de México ante la Convencion Internacional de Proteccion Fitosanitaria (IPPC, 2015).

Medidas de manejo y control implementadas en paises con presencia de Foc RAT

Como ya se mencion0 previamente, el manejo de Foc Raza 1 y Raza 2 se basa principalmente
en el uso de variedades del grupo Cavendish (Dita et al., 2017 y 2018). Sin embargo, para el caso
de Foc R4T no existen variedades resistentes (Su et al., 1986). Dita y colaboradores (2018)
proponen una serie de medidas para prevenir o evitar epidemias de Foc R4T, tales como: exclusion,
material propagativo certificado, monitoreo o deteccion de plantas enfermas, erradicacion de
plantas infectadas, contencion del patégeno, variedades tolerantes, suelos supresivos, rotacion de
cultivos, cultivos de cobertura, abonos organicos, control biolégico, biofertilizantes y manejo

integrado del cultivo.
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Control cultural

Como estrategias para controlar Foc R4T en paises donde esta presente, se ha considerado:

El uso de vitroplantas, el uso de material propagativo debe provenir de plantaciones libres
de la enfermedad (Sun et al., 1978).

Rotacion de cultivos, con la finalidad de reducir la cantidad de indculo en el suelo (Dita et
al., 2018); en ese sentido, se ha documentado que la siembra de Allium tuberosum redujo
la incidencia de Foc R4T en 58% y 62% en los cultivares Cavendish y Guangfen (AAA),
respectivamente (Huang et al., 2012).

Aplicacion de extractos vegetales, como de hojas del hibrido Allium cepa x A. sativum
inhibid hasta el 100% del desarrollo in vitro de Foc R4T; mientras que en pruebas de
invernadero se observé una supresion completa del hongo en plantas de platano cv. enano
gigante (Cavendish AAA), y en condiciones de campo se observaron bajos niveles de
severidad del patdégeno (Gopi y Thangavelu, 2014).

Uso de sales cuaternarias de amonio para la desinfestacion de herramientas de trabajo. En
el caso de la Raza 2, se requiere la aplicacion de mas de 2500 ppm para eliminar el
patdgeno; mientras que, con 2500 ppm, se logré la eliminacion total de los propagulos de
la Raza 4 Tropical (Pérez-Vicente y Martinez de la Parte, 2015). Por su parte, Nguyen et
al. (2019) evaluaron 20 productos comerciales de sales cuaternarias de amonio a diferentes
tiempos de exposicion (desde 8 min hasta 24 h), pero solamente en la dilucion 1/100, se
logro la inhibicidn total de la germinacion in vitro de clamidosporas de 4 aislamientos de
Foc R4T y 4 aislamientos Foc R1, cabe sefialar que la concentracion de ingrediente activo
de los productos va de 5.4% a 60%. lzquierdo-Garcia et al. (2021) reportaron que la dosis

de 1200 ppm de 10 productos a base de sales cuaternarias de amonio en dos tiempos de
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exposicion (<1 y 15 minutos) en ausencia de suelo inhibieron completamente la
germinacion de microconidios, macroconidios y clamidosporas de Foc RA4T;
desafortunadamente, en presencia de suelo, la eficiencia de los productos fue de 52% a
100%.

e Uso de glutaraldehido, se ha reportado que 1000 ppm de glutaraldehido inhibe en 100% la
germinacion de clamidosporas de las razas de Foc (Guzmén et al., 2017), mientras que,
Izquierdo-Garcia y colaboradores (2021) reportaron que las dosis de 1200 y 2000 ppm de
glutaraldehido inhibieron completamente la germinacion de microconidios, macroconidios

y clamidosporas de Foc RAT después de 15 minutos de exposicion.

Control genético

El patdgeno Foc RAT afecta a cultivares del grupo Cavendish (Su et al., 1977) y a los demas
clones susceptibles a las razas 1 y 2 (Ploetz y Pegg, 1997; Su et al., 1986). Por lo tanto, aunque
existen variedades con niveles moderados de tolerancia al patdgeno, no existen variedades
disponibles con resistencia agrondmicamente aceptable (Cook et al., 2015). En ese sentido, las
variedades de banano obtenidas por variacion somaclonal desarrollados en Taiwan, presentan una

resistencia parcial al patégeno (Hwang y Ko, 2004).

En condiciones de invernadero, las plantas transgénicas de platano Lady Finger expresaron
resistencia a Foc R4T al mostrar menor dafio interno y externo durante 24 semanas, comparado
con el testigo (Paul et al., 2011). Ademas, se han desarrollado plantas transgénicas resistentes a la
Raza 4 Tropical, en donde se introdujo el gen RGA2 (Musa acuminata sp. malaccensis) y el gen
Ced9 (Caenorhabditis elegans), mostrando resistencia al patdgeno en campo, durante 3 afios (Dale

etal., 2017).
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Control bioldgico

Bacterias antagonistas. Las bacterias enddfitas aplicadas en vitroplantas disminuyen los
sintomas de la enfermedad, por lo que, podria ser una opcidn viable para el biocontrol de
la fusariosis del banano. En Taiwan, la bacteria endofitica Burkholderia cenocepacia
869T2 redujo en un 86.1% la incidencia y desarrollo de la Foc R4T. De igual forma
Pseudomonas fluorescens cepa WCS 417 en platano cv. Chinese (Cavendish) redujo 87.4%
la incidencia de la enfermedad. También P. florescens en M. balbisina suprimi6 a Foc RAT
y R; ademas, esta bacteria promovi6 el desarrollo radical y altura de la planta. Para su
aplicacion en campo, se desarrollaron formulaciones comerciales de P. fluorescens cepa
Pf-1, ya sea en polvo y en capsulas (Sivamani y Gnamanickam, 1988; Rujappan et al.,
2002; Nel et al., 2006; Ho et al., 2015).

Hongos antagonistas. Las especies endofitas de Trichoderma sp., penetran en el sistema
radical y sobreviven en el tejido vegetal, y protegen a la planta contra organismos
patogénicos. En ese sentido, diversas especies enddfitas de Trichoderma han mostrado
diferente grado de control y la severidad del patdgeno en condiciones de invernadero,
activando mecanismos de defensa, directos e indirectos. EI mecanismo directo es el
micoparasitismo, y como mecanismos indirectos se tiene a la competencia por nutrientes y
espacio, al cambio de las condiciones del medio, y a la antibiosis e incremento de la
respuesta de defensa de la planta. Ademas, Trichoderma induce que la planta produzca
factores de crecimiento, proteinas relacionadas con la patogénesis (algunas especies de
Trichoderma secretan enzimas celulasas y quitinasas que degradan la pared celular de
hongos e inhiben su crecimiento), sideroforos, antibidticos y enzimas (Evan et al., 2003;

Harman et al., 2004; Bailey et al., 2008; Gajera et al., 2013; Taribuka et al., 2017). La
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preinoculacién de la cepa endofita A34 de T. harzianum en plantulas de los clones de
platano Burro CEMSA y FHIA 03, una semana previa a su establecimiento en suelos
infestados con F. oxysporum f. sp. cubense, aportd un control de 95%. en condiciones de
invernadero, Trichoderma sp., suprimio el desarrollo de Foc y redujo la expresion de
sintomas entre 90 y 92%. Por otro lado, en condiciones in vitro T. asperellum inhibi6 82%
el crecimiento de Foc R1; mientras que T. viridae combinado con boérax, redujo el
crecimiento micelial de F. oxysporum f. sp. cubense, en condiciones in vitro. También en
condiciones de laboratorio T. harzianum a una concentracion del 20% inhibio 75.5% el
desarrollo del F. oxysporum f. sp. cubense; mientras que en macetas redujo en 66.67% la
incidencia de la enfermedad. En condiciones de invernadero, la combinacion del
aislamiento rizosférico NRCB3 de Trichoderma sp. + el aislamiento endofitico de T.
asperellum inhibi6 el 100% el desarrollo de la enfermedad e incrementé en 250% el
crecimiento de banano Grand Naine (AAA) [Sajeev y Eswaran, 2008; Pérez-Vicente et al.
2009; Caballero-Hernandez et al., 2013; Duque et al. 2015; Thangavelu y Gopi, 2015;
Khan et al., 2017a].

Aislamientos no patogénicos de Fusarium oxysporum. Los aislamientos no patogénicos
de F. oxysporum actian como agentes de biocontrol de F. oxysporum f. sp. cubense debido
a que actllan como antagonistas y compiten por nutrientes y por espacios de colonizacion
de raices, y pueden ser la razon de la ausencia de la marchitez por Fusarium en un area
determinada (Kumari y Kumar, 2015). En ese sentido, se han aislado y caracterizado 100
aislamientos en Sudafrica; en condiciones de invernadero, los aislamientos no patogénicos
de F. oxysporum CAV 255y CAV 241 redujeron entre 87.4% y 75.0% la incidencia de

Foc RAT, respectivamente (Nel et al., 2006). Mientras que, en Uganda, donde los platanos
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(AAA-EA) son la principal fuente de alimento e ingresos para los productores, se observo
que, en condiciones de laboratorio, las cepas no patogénicas de F. oxysporum (aislamientos
V2w2 and I114w1) penetraron y colonizaron al tejido de cv. Nabusa (AAA-EA) sin dafarlo
(Paparu et al., 2006). No obstante, el uso de aislamientos no patogénicos de F. oxysporum
como agentes de biocontrol debe manejarse con cautela, debido a que una vez que estén en
contacto con aislamientos patogénicos y no patogénicos, puede ocurrir una eventual
transferencia horizontal de genes entre ambos, y por ello, volver patogénicos aquellos
aislamientos de biocontrol (Deltour et al., 2018). También existe la posibilidad de que los
aislamientos no patogenicos actlen en sinergia e incrementen la severidad de los
aislamientos patogénicos (Forsyth et al., 2006).

Biofertilizantes. Los biofertilizantes en general, se refieren a microorganismos benéficos
mezclados con abonos organicos. El uso de altos niveles de abono de cerdo mezclado con
Bacillus amyloliquefaciens controlaron de manera efectiva la marchitez de las musaceas
en condiciones de invernadero, con una supresion de 75% de su incidencia (Shen et al.
2015). Por otro lado, la aplicacién del biofertilizante, aminoacido + compostas a base de
abono de cerdo (2:3), mezclado con la cepa W19 de B. amyloliquefasciens, promovié el
crecimiento de Musa AAA (Cavendish cv. Brasil) y suprimié al patégeno (Foc) en
condiciones de invernadero. Mientras que, en condiciones de campo, el desarrollo del
patdgeno se suprimio entre 42.86 y 44.43% y el rendimiento se incrementd entre 25.75 y
34.53% (Wang et al., 2016). También, B. amyloliquefaciens NJN-6 combinada con
composta, disminuy6 68.5% la incidencia de Foc RAT (Xue et al., 2015). Un efecto similar
se obtuvo con la aplicacion de composta de cerdo mezclado con la cepa N11 de B. subtilis,

en donde se present0 16.7% de incidencia de la enfermedad, en comparacion con el 93.3%
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- 90% observada en el testigo. La composta a base de abono de cerdo mezclado con
Paenibacillus polymyxa SQR21 y Trichoderma harzianum T37, redujo 33.3% la incidencia
del patdgeno (Zhang et al., 2011). Por otra parte, con el uso de Glomus spp., el cual forma
micorrizas arbusculares, mezcladas con té de vermicomposta, se logré un retraso del
desarrollo de sintomas inducidos por Foc R4T, de hasta 10 dias (Ubaub y Martin, 2016).
Ademas, se ha observado que Trichoderma spp. (Trichoderma polysporum, T. longipile,
T. viride y T. harzianum) incrementan su actividad celulasa, degradan las estructuras de
celulares de Foc R4T, cuando estas especies se agregan junto con compostas (Yang et al.,

2016).

Perspectivas

Foc R4T es una de las principales enfermedades de platano y banano, su importancia radica en
que puede causar graves pérdidas en su produccion, no obstante que no existen reportes de
infeccion en el fruto que es la parte comercial de estos cultivos, no existe un método de control
efectivo para este patdgeno, ni tampoco existen variedades comerciales resistentes disponibles de
manera comercial, aunque se han desarrollado, variedades de banano Cavendish con variacion
somaclonal (obtenidos in vitro) que presentan tolerancia hacia este hongo; se ha documentado que
Foc R4T tiene la capacidad de superar dicha tolerancia. En México se debe de seguir fortaleciendo
en marco normativo que permita seguir garantizando la condicion fitosanitaria de nuestro pais para
retrasar la introduccion de este patdgeno; en el mismo sentido se debe de promover la investigacion
cientifica encaminada a la busqueda de medidas de manejo integral el control de este patogeno,
ante una eventual incursion y establecimiento de dicho patdgeno. Desde luego, la divulgacion
hacia los productores y publico en general sobre la importancia de este patégeno es primordial,

junto con la implementacion de las medidas de bioseguridad, tanto en los puntos de ingreso a
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nuestro pais (puertos, aeropuertos y fronteras) como en las fincas son esenciales para evitar un

impacto en el sistema de produccién de platano y banano en México.

Ademas, se sugiere que establecer una linea de investigacion para validar las estrategias de
manejo generadas para Foc R4T para ser implementadas en México a fin de poder establecer un
esquema de manejo para la raza de Foc que esta presente en nuestro pais, a fin de poder seguir
cultivando en México las variedades susceptibles a las razas de Foc R4T, en especial variedades

criollas.

Las detecciones de Foc R4T en Colombia, en los Departamentos de La Guajiray La Magdalena
en 2019 y en 2021, respectivamente, asi como la deteccion en Per( en 2021, incrementan el riesgo
de introduccidn, establecimiento y dispersion de este patdgeno en nuestro pais; por lo cual es
necesario determinar el riesgo que representa Foc R4T para nuestro pais con base en la Norma
Internacional para Medidas Fitosanitarias 11. Analisis de Riesgo de Plagas para Plagas
Cuarentenarias para emitri las medidas fitosanitarias a fin de prevenir su introduccién y en su caso
contener y erradicar dicha plaga. Otro aspecto importante es la de evaluar productos desinfestantes
que se podrian utilizar en los puntos de ingreso a nuestro pais en tapetes fitosanitarios a fin de
prevenir la introduccién del patdégeno y también para implementar medidas de bioseguridad en
ranchos y plantaciones de platano y banano en nuestros pais, asi mismo es necesario determinar la
efectividad de fungicidas sistémicos y organismo de control biolégico para que implementar
estrategias de manejo en campo ante una eventual incursion de Foc R4T y para las otras razas de

Foc presentes en México.
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CAPITULO I. ANALISIS DE RIESGO PARA Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 4
Tropical

1.1 RESUMEN

Fusarium oxysporum f.sp. cubense Raza 4 Tropical (Foc R4T) es una de las tres razas causantes
de la marchitez de musaceas, reportada por primera vez en Taiwan (1989), posteriormente, se
disperso a paises del sureste asiatico. En 2019, se detect6 en Colombia, y su distribucion en 2021
abarcd 22 paises de Asia, Africa, América, Europa y Oceania, ademas de registrarse en Peru,
aumentando con ello, la probabilidad de su incursién en México. El presente capitulo se presenta
un analisis de riesgo para Foc R4T, en el que se identifican los posibles sitios o regiones de riesgo
de establecimiento y de dispersion del patdgeno, y determinan las medidas fitosanitarias que
pueden aplicarse para evitar o retrasar su incursion a nuestro pais. Como resultados se tiene: 1)
Categorizacion de la plaga: Foc RAT es una plaga ausente en México, por lo cual cumple con la
definicion de plaga cuarentenaria, con el potencial de causar pérdidas econdémicas en cultivos
susceptibles; y 2) Evaluacién del riesgo, considerar potenciales vias de introduccion como:
mercancias reguladas (material propagativo de platano y banano, y de Solanum lycopersicum var.
MoneyMaker), suelo adherido a contenedores, implementos agricolas, calzado de cientificos y de
emigrantes sud- y centroamericanos, artesanias elaboradas con fibras naturales de muséceas, y
agua de lastre de embarcaciones navieras. La legislacion fitosanitaria de México no permite
importar material propagativo de muséceas al ser la principal via de introduccion del patdgeno;
sin embargo, se tiene un nivel de riesgo medio por otras posibles vias de introduccion, por ejemplo,
la importacion de semillas de S. lycopersicum var. MoneyMaker en donde es conveniente realizar
el diagndstico fitosanitario para este patdgeno.

Palabras clave: Fusariosis de muséaceas, Marchitez de musaceas, Andlisis de Riesgo de Plagas,
Plaga cuarentenaria, Vigilancia Epidemioldgica Fitosanitaria.
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CHAPTER I. PEST RISK ASSESSMENT FOR Fusarium oxysporum f. sp. cubense
Tropical Race 4

1.2 ABSTRACT

Fusarium oxysporum f. sp. cubense Race 4 Tropical (Foc R4T) is one of the three races that
cause Musaceae Wilt, it was reported for the first time in Taiwan (1989), and distributed to
Southeast Asian countries. By 2021, its distribution included 22 countries in Asia, Africa,
America, Europe and Oceania. Recent detection of Foc TR4 in Colombia (2019) and Peru (2021)
increases the risk of incursion of this pathogen in México. In this chapter it is presented the Pest
Risk Analysis for Foc R4T, to identify sites or regions at risk for the establishment and dispersal
of this pathogen, as well as to determine phytosanitary practices directed to avoid or delay the
fungal introduction. This work reports the following findings: 1) Categorization of the pest: Foc
RAT is an absent pest in Mexico, therefore meets the definition of quarantine pest that may
potentially cause economic losses in susceptible crops; and 2) Certain merchandise must be
regulated (propagative material of plantain and banana, and Solanum lycopersicum var.
MoneyMaker), as well as contaminated soil adhered to containers, agricultural implements,
footwear of scientists, and South and Central American immigrants. Handicrafts based on natural
fibers of Musaceae and ballast water from shipping vessels, are potential ways for fungal
introduction. Mexican phytosanitary legislation does not allow imports of Musaceae propagating
material; but the introduction of seeds of S. lycopersicum var. MoneyMaker has not been regulated.
Therefore, the level of risk for this way of introduction of this fungal pathogen is valuated as
medium, where it is convenient to carry out the phytosanitary diagnosis for this pathogen.

Keywords: Musaceae fusarium, Musaceae wilt, Pest risk assessment, Quarantenary pest,
Phytosanitary epidemiological surveillance.
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1.3 INTRODUCCION

Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 4 Tropical (Foc R4T) es uno de los principales
patdgenos que afectan a las muséceas, reportado por primera vez en Taiwan (1989), afectando
variedades de bananos del grupo Cavendish (Ploetz, 2018). Este patégeno ha causado dafios
severos en el continente asiatico, especialmente en China, Indonesia y Malasia, donde se han
reportado afectaciones de hasta 40,000 ha de este cultivo, causando pérdidas millonarias (Li et al.,
2013). Las peérdidas son debidas a la enfermedad y al costo de las medidas de manejo y cambios
tecnoldgicos introducidos para minimizar el impacto de la enfermedad (Dita et al., 2013). En
Taiwan, se reportaron 6,000 ha de banano Cavendish afectadas, mientras que en el periodo de 1993
a 2002, este patdgeno impactd a pequefios productores en Lampung, Sumatra, donde causé
pérdidas que oscilaron de 9 a 11 millones de ddlares, lo que origind que cerca de 5,000 has de

banano Cavendish para exportacion, fueran abandonadas.

La dispersion de Foc R4T representa una amenaza muy seria para la produccion de platano y
banano; mas del 80% de bananos y platanos producidos en el mundo son susceptibles (Ploetz,
2009). En 2018, la distribucidn de este patdgeno comprendia Australia, Birmania, China, Filipinas,
India, Indonesia, Israel, Jordania, Laos, Libano, Malasia, Mozambique, Oman, Pakistan, Reino
Unido, Taiwan y Vietnam (Ploetz et al., 2018: Promusa, 2018). En 2019, se detect6 en Turquia
(Ozarslandan y Akgiil, 2020) y Tailandia (DOA. 2019); en 2020, en Islas Mayotte (Aguayo et al.,
2020). Las detecciones de Foc R4T en Colombiay Pert (ICA, 2019; Garcia-Bastidas et al., 2020a;
SENASA, 2021), incrementan el riesgo de su incursion a México. Por lo anterior, los objetivos del
presente trabajo fueron: 1) Evaluar el riesgo que representa la posible llegada del hongo a México

y el impacto econdmico que puede tener en el sector agricola nacional; 2) Identificar sitios
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potenciales de riesgo de introduccion y establecimiento de Foc R4T en México, y 3) Documentar

y recomendar posibles técnicas de monitoreo y manejo de la plaga.

1.4 MATERIALES Y METODOS

1.4.1 Localizacion.

El presente estudio se realizo en el area de Analisis de Riesgo de Plagas del Centro Nacional de
Referencia Fitosanitaria, Direccion General de Sanidad Vegetal (DGSV) del SENASICA, ubicado

en Tecamac, Estado de México.

1.4.2 Recopilacion de informacion.

Para la elaboracion del Analisis de Riesgo de Plagas (ARP) de Foc R4T como plaga potencial del
cultivo de platano en México, se siguio la metodologia establecida en la Norma Internacional para
Medidas Fitosanitarias (NIMF) No. 11. “Analisis de Riesgo de Plagas para plagas cuarentenarias

(IPPC, 2019D).

1.4.3 Fuentes de informacion.

De acuerdo con la NIMF No. 8 “Determinacion de la condicion de una plaga en un area” (IPPC,
2021), las fuentes utilizadas para la elaboracion del ARP, fueron las siguientes: a) bases de datos,
tales como el Centro de Biociencia Agricola Internacional (CAB Internacional), Organizacién
Europea y Mediterranea para la Proteccion Vegetal (OEPV/EPPQO), Convencion Internacional de
Proteccion Fitosanitaria (CIPF/IPPC), Compendio de Proteccion de Cultivos (CPC), Base de datos
estadisticos corporativos de la Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion (FAOSTAT),
Servicio Meteorolégico Nacional (SMN), Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la

Biodiversidad (CONABIO), Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), y
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Sistema de Informacion Arancelaria Via Internet (SIAVI); b) documentos técnicos-cientificos,
tales como: articulos cientificos de revistas impresas y electronicas publicados en The American
Phytopathological Society, Springer, Elsevier, Wiley Online Library, etc., ademas de libros
técnicos, folletos técnicos, memorias de congresos cientificos y tesis relacionados con el patogeno;
y €) notas o noticias periodisticas de publicaciones en internet sobre usos de partes vegetativas de

musaceas como vias de dispersion del hongo y migracion, entre otras.

1.4.4 Procesamiento de la informacion.

El presente Analisis de Riesgo de Plagas, se elabord de acuerdo a las directrices establecidas en la
NIMF No 11. “Analisis de Riesgo para Plagas Cuarentenarias” (IPPC, 2019b), que contempla las

siguientes etapas:

1.4.5 Etapa I. Iniciacion de un Analisis de Riesgo de Plagas

= |dentificacion del Area de ARP.

= Informacion técnica de la plaga. Que incluye: Taxonomia, sinonimia, notas taxonomicas,
descripcion morfologica, distribucion geofrafica, hospedantes, biologia, sintomas (proceso
de infeccidn) y dafios, dispersion, impacto economico, medidas de prevencion y exclusion

México, y medidas de manejo en otros paises.

1.4.6 Etapa I1. Evaluacion del riesgo

= (Categorizacion de la plaga: presencia o ausencia en el area de ARP, estatus regulatorio y

f) conclusion de categorizacion.

= Evaluacion de la probabilidad de introduccion y dispersion: a) Probabilidad de entrada de

la plaga, b) probabilidad de establecimiento, la cual fue determinada mediante el modelaje
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realizado con el software Maxima Entropia (MAXENT, version 3.4.4-2021) para la
determinacion de las areas con condiciones favorables para el desarrollo de Foc R4T y las

areas de riesgo, y c) probabilidad de dispersion después del establecimiento.

= Evaluacion de los efectos econdmicos y ambientales: a) analisis de las consecuencias
econdmicas, b) analisis de las consecuencias comerciales, y ) andlisis de las consecuencias

sociales y ambientales.

= Evaluacion del Riesgo Total: combinacién de probabilidades y combinacién de

probabilidades con el impacto.

1.4.7 Etapa I11. Manejo del riesgo de plagas

= |dentificacion y seleccion de opciones apropiadas con respecto al manejo del riesgo.

1.4.8 Grado de incertidumbre

Para el proceso de documentacion del presente ARP, se utilizaron fuentes de informacién
confiables de acuerdo con lo expuesto en la NIMF No. 8 (IPPC, 2021). Los registros documentales
se emplearon en conjunto con informacion oficial para determinar la situacion de la plaga; sin
embargo, en el presente estudio también se utilizaron notas periodisticas, las cuales, se evaluaron
en conjunto para determinar el grado de incertidumbre del estudio con base en el grado de

confiabilidad.
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1.5 RESULTADOS Y DISCUSION
1.5.1 Etapa I. Inicio

= |dentificacion del Area de ARP. La evaluacion de riesgo de F. oxysporum f. sp. cubense

Raza 4 Tropical se realiz6 para México como pais.

= Informacion técnica de la plaga. Para realizar la evaluacion de riesgo se utiliz6 informacion
técnica de la plaga, referida en la revision bibliografica de la presente tesis. Respecto al
nombre cientifico de la plaga, Maryani et al., (2019) propusieron la nueva especie
Fusarium odoratissimum como sindmino de F. oxysporum f. sp. cubense Raza 4 Tropical;
sin embargo, ante las discrepancias y errores en los analisis filogenéticos reportados por
Torres-Bedoya et al. (2021), el presente estudio de Andlisis de Riesgo, tomara como

nombre valido, el de Foc R4T.
1.5.2 Etapa Il. Evaluacion de Riesgo

Evaluacion del riesgo de plagas. El proceso de evaluacion del riesgo se realizd mediante el
andlisis de informacion disponible para el establecimiento de los diferentes niveles de riesgo,
estableciendo como area de riesgo al territorio de los Estados Unidos Mexicanos donde se cultiva

banano y aquellas areas con presencia de malezas hospedantes.

Categorizacion de plaga. Durante la busqueda, revision, analisis y sintesis de literatura técnico-
cientifica, no se encontraron reportes documentales que refieran la presencia de Foc R4T en
México. Por lo anterior, y de acuerdo con lo dispuesto en la NIMF No. 8 “Determinacion de la
condicion de una plaga en un area” (IPPC, 2021), Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 4

Tropical (Foc R4T), en México se considera una plaga ausente (no hay registros de la plaga), por
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lo cual cumple con la definicidn de plaga cuarentenaria establecida en la NIMF No. 5 “Glosario
de términos fitosanitarios” (IPPC, 2022a), ya que es una plaga no presente que potencialmente

puede causar pérdidas econdmicas en cultivos hospedantes susceptibles.

Probabilidad de entrada y dispersion

Con base en la informacién técnica disponible se determind evaluar las siguientes vias de
introduccion: 1) Mercancias reguladas (material propagativo de banano (Musa sp.), y de Solanum
lycopersicum (var. MoneyMaker), 2) Suelo contaminado (adherido a implementos agricolas,
calzado de cientificos, calzado de migrantes sudamericanos y centroamericanos, y contenedores,
3) Artesanias elaboradas con tejidos de fibras naturales de musaceas, y 4) Agua de lastre de las

embarcaciones navieras.

Mercancias reguladas

Importacién de platano. La importacion de frutos y material propagativo de musaceas a México
se encuentra regulada bajo la Norma Oficial Mexicana NOM-010-FITO-1995, por la que, se
establece la cuarentena exterior para prevenir la introduccion de plagas del platano, con caracter
de cuarentena absoluta para la introduccion y transito internacional de frutos y material
propagativo de Musa spp., sus 6rganos, sus partes y productos naturales, asi como sus envases y
embalajes (DOF, 1996). Sin embargo, México se encuentra en alerta ante el riesgo de una eventual
introduccidn de material propagativo no autorizado, por lo que la Direccion General de Inspeccion
Fitozoosanitaria a través de 60 Oficinas de Inspeccién de Sanidad Agropecuaria (OISA) ubicadas
en diferentes puntos de ingreso al territorio nacional inspecciona las diferentes mercancias con el
objetivo de evitar la introduccion de vias para esta plaga. Es importante sefialar que durante el

periodo del mes de enero al 4 de octubre de 2019 se interceptaron y decomisaron 45 482.06 kg de
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platano fresco, deshidratado y plantas vivas. En el Cuadro 1.1, se presentan los productos de
platano y banano provenientes de paises con presencia de Foc R4T, que han sido interceptados
durante el 2019 (DGIF, 2019); lo anterior, considerando que el hongo se puede desarrollar de

manera externa en las hojas dafiadas e incluso puede formar esporodoquios (Dita, 2017).

Cuadro 1.1. Mercancias de platano y banano que han sido interceptadas en las OISAS de la
Direccion General de Inspeccion Fitozoosanitarias (DGIF, 2019).

OISA PRODUCTO (CKAC';\;T'DAD PAISES DE ORIGEN
Alemania, Austria, Brasil, Canada,
Chile, China, India, Vaticano,

Aeropuerto Platano, hoja Colombia, Costa de Marfil, Costa Rica,

Internacional de la  de platano, 359991 Holanda, Honduras, Hungria, Ecuador,

Ciudad de México  productos de ' El Salvador, USA, Cuba, Espafia,

(AICM T1) platano Francia, Guatemala, India, Italia,
Uruguay, Kuwait, Noruega, Panama,
Per0, Gran Bretafia, Turquia, Ucrania
Alemania, Argentina, Armenia,
Bahamas, Brasil, Canada, Chile,
Colombia, Costa Rica, Cuba, Ecuador,
El  Salvador, Escocia, Espafia,

. , Micronesia, USA, Estonia, Francia,

Canctin Platano 11,306.40 Guatemala, Holanda, Honduras,
Islandia, Israel, Italia, Martinica,
Noruega, Paises Bajos, Peru, Polonia,
Qatar, Reino Unido, Rusia, Suiza,
Suecia, Turquia, Uruguay

Monterrey Platano 1375 USA, V_enezuela, ,India, (;uba, Japén,
Indonesia, Panama, Canada

Puerto Morelos Platano 87.52 Perd, Pz_inama_, USA’ Canada, Rusia,
Colombia, Reino Unido.

Puerto Vallarta Platano 581.28 USA, (;anada, Guatemala, _Relno Un@o,
Panam4, Ecuador, Alemania, Colombia

San Luis Potosi Platano 971.92 Espafia, India, USA, Corea

Silao Platano 100.08 USA, China, Japon, Micronesia

Subteniente Lépez  Platano 159.05 Belice, _Honduras, Alemania, Canadi,
Australia

Aeropuerto Canada, Espafia, Colombia, Ecuador,

Internacional de la Pl4tano 84 83 India, Brasil, Panamé, Honduras,

Ciudad de México ' Guatemala, Venezuela, USA, Corea,

(AICM T2) Cuba, El Salvador, Holanda

Tijuana Platano 2171 China, USA, Micronesia, Ecuador

41



Por otra parte, en los Puntos de Verificacion Interna (PVI’s) del SENASICA, durante el periodo
de enero a abril de 2019, se registraron importaciones comerciales de 105,451.73 kg de productos
y subproductos de platano, incluyendo, platano deshidratado, hojuela deshidratada, seco
liofilizado, seco rebanado, polvo liofilizado, hojas, platano macho, mezcla de fresa y platanos
secos liofilizados, organico, bamb0 y corteza, tallos con corteza natural, platano dominico, platano
morado, y flor (DGIF, 2019); de los cuales, sobresalen hojas, corteza, platano macho, dominico,
morado y flor como posibles vias, ya sea infectados o contaminados de manera externa (Dita,

2017).

Es importante considerar que algunos paises de Asia donde se ha reportado la presencia de Foc
RAT tales como China, Vietnam, Malasia y Tailandia (Chen et al., 2005; Huang et al., 2005;
Ploetz y Pegg, 2000; Qi et al., 2008; Molina et al., 2009; Li et al., 2013; Hung et al., 2018; Ploetz,
2018; Zheng et al., 2018; DOA, 2019), utilizan y comercializan hojas frescas de banano con la
finalidad de reducir la utilizacién de plastico para la envoltura de productos vegetales (Ecolnventos
Green Technology, 2019; Liotta, 2019). También en la India se utilizan hojas de platano como
platos de arroz (Ecolnventos Green Technology, 2019). Ademas, a través de internet se ofertan
hojas frescas y refrigeradas de platano y banano de diversos paises principalmente asiaticos con
fines gastrondmicos. En este sentido, el Servicio Fitosanitario del Estado de Costa Rica, decomiso
en marzo de 2019, 6 kg de hojas frescas de banano procedentes de Canada originarias de Tailandia

(El Mundo CR, 2019).

Importaciones de semilla de tomate

Se ha documentado la susceptibilidad de tomate (Solanum lycopersicum) var. MoneyMaker a

Foc R4T en condiciones de invernadero (Li et al., 2018). En nuestro pais, esta variedad se cultiva
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en los estados de Hidalgo y México (Reyes y Sanchez, 2016; SIAP, 2017; Delgado-Vargas et al.,
2018) aunque se desconoce el origen de las semillas (nacional o importacién) y la superficie total

establecida en nuestro pais.

En el Modulo de Requisitos Fitosanitarios para la Importacion de Mercancias existen 93 claves
de combinacién que permiten el ingreso de semilla de tomate (S. lycopersicum), para su siembra,

29 de estas corresponden a paises con presencia de Foc R4T (Senasica, 2022).

Se ha documentado que otras formas especiales de Fusarium oxysporum pueden infectar
semilla de tomate como F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Menzies y Jarvies, 1994) y F.
oxysporum f. sp. lycopersici (Elwakil et al., 1998) y puede ser la via de introduccion a nuevas areas
(Reis y Boiteux, 2007); por lo que, semillas de S. lycopersicum var. MoneyMaker infectadas con
Foc R4T podria constituir un riesgo para la incursion de este patdgeno a nuestro pais. Sin embargo,
en México no tienen registros documentales de importaciones de esta variedad ni datos de

superficie sembrada con esta variedad.

Conclusion de mercancias reguladas

El marco normativo vigente de México prohibe el ingreso de productos y subproductos de
platanos y bananos (Musa sp.), ademas de indicar que se realicen incautaciones o decomisos de
dichas mercancias en los principales puntos de entrada a nuestro pais, lo cual, minimiza la
probabilidad de entrada de este patdgeno. Por otro lado, a pesar de que el tomate es un cultivo de
importancia econdmica en Mexico, no es el principal hospedante de Foc R4T, no se tiene
informacion especifica de volimenes de importacion y areas de produccion de S. lycopersicum
var. MoneyMaker. Derivado de lo anterior, se concluye que la probabilidad de entrada de Foc R4T

a México a través de la via de mercancias reguladas, es de Riesgo Bajo.
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Suelo contaminado

El suelo contaminado con propagulos de Foc R4T es un medio de dispersion de éste patdgeno,
el cual, puede ser transportado por medio de maquinaria e implementos agricolas usados, asi como

por zapatos de los jornaleros (Dita et al., 2018).

a) Maquinaria e implementos agricolas

En el cultivo de platano se utiliza maquinaria e implementos agricolas para la preparacién del

terreno, que podria haberse importado de paises donde esta presente Foc R4T.

En ese sentido, en el periodo de enero a septiembre de 2019, Meéxico import6 7,911 piezas de
maquinaria agricola nueva, de las cuales 7,430 (94.38%) provino de Estados Unidos de
Norteameérica, el resto de Canada (305), Alemania (80), Francia (18), Italia (14), Bélgica (12),
China (6), Paises Bajos (2), Espafia (1), Reino Unido (1), Japédn (1), Noruega (1) y Eslovenia (1).
En dicho periodo, sélo el 0.076% provino de China (DGIF, 2019), en donde se tiene la presencia
de Foc R4T (Chen et al., 2005; Huang et al., 2005; Qi et al., 2008; Molina et al., 2009; Li et al.,

2013; Zheng et al., 2018).

Ante tal escenario, se considera que el riesgo de introduccion de Foc R4T a México a traves de

maquinaria usada con restos de suelo es de riesgo bajo.

b) Movilizacion de indculo por cientificos

Para este riesgo, algunos propagulos de Foc R4T se detectaron en muestras de suelo adherido
a los zapatos de personas, después de visitar huertas de platano en Filipinas (Kema, 2015; Dita et

al., 2018).
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Algunos de los paises miembros del Organismo Internacional Regional de Sanidad
Agropecuaria (OIRSA), del cual México forma parte, integraron un “Comando Latinoamericano
para atender brotes de Foc R4T”, el cual fue integrado por especialistas en el tema (el M. C.
Efrain Medina Guerra, Director Ejecutivo del OIRSA, el Dr. Carlos Urias Morales, Coordinador
General OIRSA; el Ing. Rall Rodas Suazo, Director de Cuarentenas; el Dr. Miguel Angel Dita
Rodriguez, Embrapa-Brasil; el Dr. Luis Pérez Vicente, INISAV-Cuba; el M.C. Mauricio Guzman,
Corbana-Costa Rica; el Maestro Rigoberto Gonzalez Gomez, Senasica-México; el Dr. Gustavo
Mora Aguilera, Colegio de Postgraduados-México) (Urias et al., 2017), quienes participan de
manera activa en eventos cientificos (congresos, reuniones, cursos de capacitacion y simulacros

relacionados con la exclusion, prevencion, contencion y erradicacion de Foc R4T) (OIRSA, 2017).

No obstante, en paises de Centro- y Sudameérica han llevado a cabo congresos, cursos de
capacitacion, talleres y simulacros, dirigidos a personal técnico y productores para el
reconocimiento de sintomas, diagnostico, e implementacidn de medidas para evitar la introduccion
y establecimiento de este patdgeno. Estos eventos consideran el riesgo de dispersion por el uso de
botas de hule o cubre zapatos en los dias de campo, por lo que deben pasar por tapetes sanitarios
para evitar la dispersion del patdgeno a través del suelo adherido a la suela de los zapatos (OIRSA,
2019; Agrocalidad, 2020). A continuacién, se enlistan algunos congresos realizados a nivel
mundial en paises con presencia de Foc R4T y que posiblemente hayan contemplado dentro de su

programa visitas a plantaciones de banano.
Filipinas

e International Banana Symposio Philippines 2014. Davao: From local agriculture to global

agribusiness. Del 19-22 de noviembre de 2014 en el Centro de Convenciones SMX. SM
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Lanang Premier, Ciudad de Davao (Bapnet, 2012). De acuerdo a la plataforma de Google
maps®, el simposio se realizd a 9 km de Buhangin y a 36 km de Calinan, lugares donde se
ha detectado Foc R4T en huertas de Cavendish por Molina (2008). Se desconoce los lugares

visitados durante el tour industrial.

Colombia

Gira técnica banano, Colombia 2018, Santa Martha (BananoTecnia, 2018). De acuerdo con
la plataforma de Google maps®, el evento se realizé a mas de 100 km del brote de Foc R4T
un afio antes de la notificacion oficial de la presencia de Foc R4T en Colombia (ICA, 2019).
La gira técnica incluyd sesiones del congreso y visitas a huertas. En el programa no se

especifica la ubicacion de las huertas visitadas.

Australia

International Banana Conference. 2018. Ciudad de Davao, Filipinas. Centro de
Convenciones SMX. Del 10-12 de octubre de 2018, el congreso se realizé en el SM Lanang
Premier, en la ciudad de Davao en la Provincia de Davos del Sur (Philexport, 2018) y de
acuerdo a la plataforma de Google maps®, se ubica a 9 km de Buhangin y a 36 km de
Calinan, lugares donde se ha detectado Foc R4T en huertas de Cavendish (Molina, 2008).

Australian Banana Industry Congress. 2019. Gold Coast, Queensland, Australia (ABGC,
2019), de acuerdo a la plataforma de Google maps®, el evento se realizé a 1600 km del valle

de Tully con donde se reporto la presencia de Foc R4T (O’Neill et al., 2016; DAF, 2019).

Considerando lo anterior, no existen registros documentales de la asistencia de investigadores,

docentes, estudiantes o publico en general a congresos y eventos en los Gltimos 10 afios, que fueron

realizados en paises con presencia de Foc R4T. Ademas, investigadores que pudieron haber
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asistido a documentar los brotes de Foc R4T en Colombia (2019) y Pert (2020) tienen
conocimiento de precauciones que se deben de tomar respecto a las medidas profilacticas y manejo
de equipaje, asi como evitar introducir material vegetal infectado a México, por tanto, se determiné

que la introduccion por esta via es de Riesgo Bajo.

c) Suelo adherido al calzado de migrantes

En el afio 2017, se reportaron 258 millones de migrantes a nivel mundial, de los cuales, 58

millones tuvieron como destino los EUA (IOM, 2018), siendo México la principal ruta de transito.

Migrantes sudamericanos

En agosto de 2019, el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) de Colombia confirmo la
presencia de Foc R4T en plantaciones de banano Cavendish en el municipio de Dibullay Riohacha,
ambos en el Departamento de La Guajira, en Colombia (ICA, 2019). En este contexto, es pertinente
considerar el arribo de migrantes sudamericanos como posible via de ingreso de este patdgeno, a
través del suelo adherido al calzado de personas provenientes de Colombia, incluyendo migrantes
venezolanos que pudieran transitar por la Guajira en su trayecto hacia Estados Unidos de

Norteamérica.

Colombia es considerado como un pais de llegada, transito y permanencia de personas
migrantes de Venezuela (GIFMM, 2018b). De acuerdo con informacion del Plan Regional de
Respuesta para Refugiados y Migrantes, para el mes de septiembre de 2018 habia 1,263,355
venezolanos en Colombia, y se estimd que para diciembre de ese mismo afio ascenderia a
1,529,007 personas, y para diciembre de 2019 se estimo alrededor de 2,274,660 venezolanos. El
unico punto de ingreso en la zona norte de Colombia para migrantes y refugiados venezolanos, es

por la aduana de Paraguachon, en el Departamento de la Guajira (Plan Regional de Respuesta para
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Refugiados y Migrantes, 2019); sin embargo, de acuerdo a una estimacion realizada en la
plataforma de Google Maps®, el punto de ingreso a Colombia esta localizada aproximadamente a

130 km de la zona de presencia de Foc RAT.

El Departamento de la Guajira y el municipio de Riohacha registraron el mayor ingreso de
venezolanos a Colombia (GIFMM, 2018a); el flujo de personas por localidades de Pelechua y
Dibulla es muy bajo, debido a que la principal ruta de transito es hacia el sur, rumbo al
Departamento del César, para después dirigirse hacia el Puerto de Cartagena (Figura 1.1)
[Colombia Information Management and Analysis Unit, 2019]. Sin embargo, se desconoce la cifra
de migrantes venezolanos o colombianos que transitan la zona de presencia de Foc R4T, y que
posteriormente arriban a México. También se desconoce la proporcion de migrantes respecto a las

vias de transporte, aungque no existen datos oficiales, se puede apreciar en las noticias periodisticas

que la mayoria de los migrantes se transportan a pie (https://www.dw.com/es/flujo-de-migrantes-

venezolanos-va-a-continuar-advierte-acnur/a-50013613). Sin embargo, por la distancia que existe

entre ambos paises (Colombia y México) es poco probable que las personas puedan movilizar

propagulos del patdgeno en suelo adherido a los zapatos.
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Figura 1.1. Flujo de migrantes venezolanos en Colombia. (Tomado de Colombia Information
Management and Analysis Unit, 2019).

Por otra parte, el Tapon de Darién en la frontera entre Colombia y Panamd, constituye un
obstaculo natural entre Norteamérica y Sudamérica (Orozco-Cuello et al., 2012), se considera que
migrantes colombianos o venezolanos que hayan transitado por areas con presencia de Foc R4T
en la Guajira, al llegar al Tapon de Darién después de hacer un largo recorrido, los posibles
propagulos de patdgeno podrian haberse desprendido de las suelas de los zapatos al pasar por una

zona selvatica inaccesible; por lo tanto, la probabilidad de dispersar al patbgeno es muy baja.
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Migrantes centroamericanos

La region de Chiapas (México)-Guatemala, se considera como un destino de migrantes
internacionales (Rojas-Wiesner y Angeles-Cruz, 2004), en especial en la region del Soconusco, la
cual, presenta una intensa dinamica de movilidad poblacional, en donde se pueden distinguir, a)
migrantes que permanecen en esta zona, y b) aquellos que la utilizan como via de entrada y transito

al interior del pais y hacia EUA (Angeles-Cruz y Rojas-Weisner, 2000).

Para los migrantes que permanecen en dicha region, Rojas-Weisner (2018), reporté que
personas de origen guatemalteco (hombres y mujeres) llegan a México a laborar por temporadas,
y retornan a sus lugares de origen; sin embargo, algunos migrantes se quedan a radicar en México,

e incluso otros transitan de manera cotidiana para trabajar en nuestro pais.

Mexico es la segunda ruta de transito de migrantes a nivel mundial después del Mediterraneo.
En 2019, se estimé que 500,000 personas transitaron por México hacia EUA; ademas, las politicas
migratorias adoptadas por México y por el pais vecino del norte, hacen que las personas queden
atrapadas en los tramites burocraticos que los obligan a regresar a sus lugares de origen o transitar
por lugares mas inseguros (Médicos sin Fronteras, 2019). La Ley de Migracién, establece en el
Acrticulo 37, que para que los extranjeros ingresen a México, deberan presentar documentacion de
identidad, visa y tarjeta de residencia o autorizacion; en caso de no cumplir con estos requisitos,
en el Articulo 86, se establece que los extranjeros seran rechazados y no podran ingresar a nuestro
pais (DOF, 2022), de tal manera que los migrantes son retenidos en la frontera sur de México
(EFE, 2020). Asi mismo, para evitar los retenes, los migrantes han optado por utilizar lanchas
rapidas para rodear la Peninsula de Yucatan y arribar a Tabasco-Veracruz, para después continuar

su camino hacia EUA, via terrestre (https://www.razon.com.mx/mexico/ante-mayor-control-
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fronterizo-polleros-abren-ruta-por-mar/). Lo anterior limita la posible introduccion de Foc R4T a

México.

En general, existen factores que limitan la movilizaciébn de migrantes venezolanos y
colombianos que transitan por la Guajira con destino hacia EUA, teniendo como ruta
Centroamérica-México, como son trayectos y distancias largas, y barreras naturales tales como el
Tapon de Darién ubicado en los limites de Colombia y Panama que impiden de manera natural la
movilizacién de migrantes hacia EUA via Meéxico, las caracteristicas naturales de dicha zona

reducen la probabilidad de movilizacion de este hongo adherido al calzado de las personas.

Aunado a lo anterior, es pertinente sefialar que la mayoria de los migrantes que llegan a la
frontera sur de México, provienen de paises en donde no se ha reportado Foc R4T, como
Guatemala, Belice, Honduras, El Salvador, Nicaragua, Costa Rica y Panama4, por lo que, es poco
probable que el indculo de Foc R4T pueda movilizarse adherido al calzado de los migrantes desde
Colombia hacia Centroamérica y después a México. Por lo tanto, la introduccién de este patégeno
a nuestro pais a traves de personas provenientes de Centroamérica y Sudamérica es de Riesgo

Bajo.

d) Contenedores contaminados con inoculo de Foc R4T

Las especies invasoras se introducen a habitats por medio de diversas vias, una de las
principales es el transporte maritimo. Este tipo de transporte involucra el uso de contenedores, que
pueden actuar como medio de dispersion de plagas (IPPC, 2013b; FAO, 2016), ya que, en el suelo
0 excrementos de aves, que se encuentra encima o dentro de los contenedores, pueden encontrarse
microorganismos, semillas o restos vegetales (IPPC, 2013b); por ejemplo, Phytophthora infestans

se disemino por esta via (FAO, 2016). En un estudio realizado en Australia, se analizaron 3001
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contenedores, de los cuales, en 1174 se encontraron 7400 insectos vivos y muertos, incluyendo
plagas de madera y agricolas; en méas del 10% de los contenedores se encontraron plagas de
productos almacenados (Stanaway et al., 2001). Ademas, Dita et al. (2018) mencionaron que es

posible que Foc RAT se disperse por medio de contenedores.

En 2018, México tuvo un intercambio maritimo total de 237,203,127 toneladas con paises del
continente americano un intercambio del 64.3%, seguido de Asia con 21.6%, Europa con 12.0%,
Africa con 1.9% y Oceania 0.3% (Cuadro 1.2) (SCT, 2021). Por otra parte, México en 2018, tuvo
un intercambio comercial total de 41,204,657 t con paises con presencia de Foc R4T, de las cuales
20,134,064 t corresponden a importaciones y 21,070,593 t a exportaciones, los principales paises
en orden de importancia fueron: China, India, Colombia, Taiwan y Per( (Cuadro 1.3 y Figura
1.2) [SCT, 2019], cabe sefialar que México mantine intercambio comercial maritimo con 20 paises

con presencia de Foc R4T, incluyendo los dos paises de América con presencia de este patdgeno.
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Figura 1.2. Intercambio comercial maritimo (toneladas) de México con los principales paises,
durante el 2018 (SCT, 2021).

Cuadro 1.2. Intercambio comercial de México via maritima por regiones en toneladas durante
2019 (SCT, 2021).

Intercambio maritimo comercial de México por regiones

América Asia Europa Africa  Oceania Total
Toneladas (t)
Importacién 78,891,797 20,516,728 12,583,833 3,673,707 731,490 116,397,555
Exportacion 73,534,359 30,603,673 15,805,049 800,060 62,431 120,805,572
Total 152,426,156 51,120,401 28,388,882 4,473,767 793,921 237,203,127

En 2019, México registrd un flujo total de 7,100,739 contenedores en puertos de altura para la

comercializacion (importacion y exportacion) de mercancias en general a nivel nacional e

internacional; los principales puertos fueron: Manzanillo (43.2%), Lazaro Cardenas (18.5%),

Veracruz (16.1%) Altamira (12.3%) y Ensenada (4.7%), los cuales representaron el 95.0% del

movimiento de contenedores del comercio internacional de mercancias (Cuadro 1.4) [SCT, 2019].
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Cuadro 1.3. Intercambio comercial maritimo de México con paises con presencia de Foc RAT,
durante 2019 (SCT, 2021).

Intercambio maritimo comercial de México con paises con Foc R4T

Pais Importaciones Exportaciones Total
Toneladas (t)

China 8,490,804 4,620,938 13,111,742
India 219,758 10,342,404 10,562,162
Colombia 7,663,411 2,057,136 9,720,547
Taiwan 1,043,798 1,531,207 2,575,005
Perl 321,646 915,419 1,237,065
Reino Unido 239,087 536,443 775,530
Australia 721,084 47,715 768,799
Turquia 72,472 617,737 690,209
Vietham 432,604 100,772 533,376
Malasia 487,531 9,378 496,909
Indonesia 331,194 44,224 375,418
Tailandia 82,117 123,400 205,517
Mozambique 20,044 42,737 62,781
Filipinas 1,334 45,300 46,634
Israel 3,224 20,303 23,527
Pakistan 740 6,993 7,733
Libano - 5,256 5,256
Birmania 3,087 - 3,087
Oman 128 1,621 1,749
Jordania 1 1,610 1,611
Total 20,134,064 21,070,593 41,204,657

Derivado de la actividad comercial de los puertos de Lazaro Cardenas y Manzanillo con
paises que tienen presencia de Foc R4T, de los cuales, se importan diversas mercancias, incluyendo
platano y sus productos, existe un riesgo potencial de introduccion por medio de contenedores
contaminados. En 2016, a nivel mundial, se presentd un flujo de contenedores de 752,058,000,764.
En el Cuadro 1.5, se muestra el nUmero de contenedores durante el periodo de 2015-2017 para
algunos paises con presencia de Foc R4T, de los cuales, destaca China por su alto volumen de

comercializacion a nivel mundial (Grupo Banco Mundial, 2019).
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Cuadro 1.4. Movimiento total de contenedores operados por puerto, durante 2019 (SCT, 2021).

Flujo maritimo total de contenedores en México

Puerto Importacion Exportacion Total
NUm. NUm. NUm.

Manzanillo, Colima 1,523,487 1,545,580 3,069,067
Lazaro Cardenas, Michoacan 695,369 623,363 1,318,732
Veracruz, Veracruz 566,003 578,153 1,144,156
Altamira, Tamaulipas 401,898 475,498 877,396
Ensenada, Baja California 171,672 166,066 337,738
Progreso, Yucatan 76,962 76,357 153,319
Puerto Chiapas, Chiapas 26,804 26,208 53,012
Mazatlan, Sinaloa 22,841 23,931 46,772
Tuxpan, Veracruz 20,348 19,241 39,589
Guaymas, Sonora 10,119 10,856 20,975
Coatzacoalcos, Veracruz 8,718 9,004 17,722
Tampico, Tamaulipas 6,249 5,449 11,698
Puerto Morelos, Quintana Roo 4,286 4,603 8,889
Salina Cruz, Oaxaca 1,672 - 1,672
Dos Bocas, Tabasco 2 - 2
Total 3,536,430 3,564,309 7,100,739

Cuadro 1.5. Cantidad de flujo de contendedores equivalentes a 20 pies via maritima durante el
periodo de 2015-2017 de algunos paises con presencia de Foc R4T (Grupo Banco Mundial, 2019).

Flujo maritimo de contenedores de 20 pies de México

Pais 2015 2016 2017
China 195276751 199551751 213719925
Malasia 24259700 24570000 24719000
Hong Kong 20114000 19580000 20770000
Indonesia 11978700 12478700 13859500
India 11882003 12086010 13259000
Vietnam 11478573 11853000 12284395
Tailandia 9522320 9940320 10732000
Filipinas 7210441 7621441 8196961
Colombia 3659300 3665300 3444503
Pakistan 2755600 2755600 2985600
Israel 2522000 2522000 2856028
Myanmar 827249 1026216 1070343
Jordania 767000 767000 796087
Mozambique 449700 449700 432100
Papua Nueva Guinea 279189 279189 275989
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En 2019, México tuvo un intercambio maritimo total de 237,203,127 toneladas, de las cuales
41,204,657 t se realizaron con paises con presencia de Foc R4T. Si bien es cierto se reporté la
posibilidad de que Foc RAT se disperse por contenedores contaminados, a la fecha no se ha
demostrado cientificamente el porcentaje de dispersion por esta via. No obstante, tres de los
principales puertos maritimos se localizan en estados productores de platano y banano: Manzanillo
(Colima), Léazaro Céardenas (Michoacan), puerto de Veracruz (Veracruz), por lo que se considera

que el riesgo de introduccion por esta via es de Riesgo Bajo.

e) Artesanias con tejido infectado con Foc R4T

Las razas de Foc, incluyendo RAT se puede diseminar por medio de artesanias elaboradas con
tejido de banano infectado (Urias, 2016). En ese sentido, en varios paises de América, se fabrican
artesanias con material vegetal de bananos y platanos; en Colombia se elaboran artesanias o
articulos decorativos a partir de hojas de banano y fibras de platano las cuales, se pueden extraer

tanto del raquis como del pseudotallo (Feuillet-Hurtado et al., 2011; Gomez-Berrio, 2011).

El proceso de elaboracion de artesanias a partir del pseudotallo, consiste en seleccionar la planta
de platano en etapa de produccidn, se corta la planta y se eliminan las raices y hojas, se extraen las
capas del pseudotallo para posteriormente, eliminar el tejido esponjoso, se limpia y extrae del
liquido de la fibra, donde salen las laminas o tiras, que son lavadas con naranja agria o acida.
Posteriormente, se secan al sol para mejorar su blandura y finalmente se elaboran los cordones y
con ellos se fabrican las artesanias (Pineda-Cabrales y Rosa-Salazar, 2006). En ese sentido, se
recomienda que las muestras de pseudotallo de platano para diagnéstico de Foc R4T, no se deben
de exponer a los rayos directos del sol, ni a altas temperaturas, ya que ello podria interferir con el

diagnostico; por lo tanto, la exposicion directa de los pseudotallos a los rayos del sol, podria
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eliminar parcialmente el patégeno. Hasta el mes de diciembre de 2019, la Direccion General de
Inspeccion Fitozoosanitaria (DGIF) del Senasica, no contaba con registro de decomisos o
importaciones de artesanias elaboradas con tejido de platano o banano en los puntos de ingreso a

México (DGIF, 2019).

Debido a que el proceso de elaboracion de artesanias involucra factores fisicos que pueden
reducir la viabilidad del patdgeno, y a que no se han registrado incautaciones de estos articulos, se

considera que la probabilidad de que Foc R4T ingrese a México es de riesgo Bajo.

f) Agua de lastre de embarcaciones navieras

El agua de lastre que se utiliza para estabilizar los buques en el mar puede dispersar microbios,
plantas y animales, por todo el mundo (IMO, 2017). Por ejemplo, 24 especies de hongos se han
detectado en agua de lastre de un buque en el puerto de Vladivostok, destacando: Mucor
racemosus, Rhizopus nigricans, Acremonium butyri, A. fusidioides, A. roseum, Alternaria
alternata, Aspergillus candidus, A. niger, A. flavus, A. fumigatus, A. melleus, A. ochraceus, A.
versicolor, Cladosporium sphaerospermum, C. brevicompactum, Fusarium oxysporum var.
orthoceras, Geomyces pannorum, Penicillium dierckxii, P. cyaneum, P. griseofulvum, P. steckii,

P. waksmanii, Penicillium sp., y Trichoderma polysporum (Zvyagintseva et al., 2009).

Aunado a lo anterior, se han detectado varias especies de Fusarium incluyendo a F. oxysporum
en aguas de rios, desembocadura de rios, agua encharcada, aguas del litoral, y aguas marinas
(Palmero et al., 2006; Palmero-Llamas, 2008). Este patogeno se detect6 en el 72% de las muestras
de agua de rio analizadas y en 15% en muestras de aguas de mar; dos aislamientos que provenian
de agua de mar presentaron bajo porcentaje de incidencia de damping-off en cebada, col, melon 'y

tomate; otros aislamientos de Fusarium provenientes de agua de mar redujeron la tasa de
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crecimiento vegetal, en comparacion con aislamientos de aguas de rios; F. oxysporum y otras
especies de Fusarium tuvieron la capacidad de crecer en concentraciones de cloruro de sodio o de
potasio (Palmero-Llamas, 2008). Por lo tanto, es posible que Foc R4T se pueda diseminar por agua
de lastre, toda vez que los propagulos de este patdgeno pueden sobrevivir por mas de cuatro meses

en diferentes tipos de aguas (Viljoen, 2018).

En el caso de Colombia, el rio Tapias fluye por las fincas Don Ali y Don Marce, ubicadas en
las coordenadas 11°16°4.96°°-73°8°26.15” (Corpoguajira, 2017), en donde se report6 la presencia
de Foc R4T. Este rio, desemboca en la costa a una distancia de aproximadamente 11 km, y se
presume que por el efecto los vientos y las corrientes marinas, en especial la Corriente Ecuatorial
del Sur, los cuales fluyen hacia el este (Fernandez-Lopez, 2018; US National Weather Service,
2019), podrian acarrear propagulos del hongo hacia el puerto de Santa Martha, el cual, se encuentra
a una distancia aproximada de 120 km. Este puerto, es uno de los principales puntos comerciales
de Colombia, de donde parten embarcaciones hacia distintos puertos del mundo; México tiene
servicio directo de Santa Marta al puerto de Manzanillo con un tiempo de transito de 3 dias, y tiene
servicios con conexiones con Santa Marta-Cartagena (Colombia)-Altamira con 15 dias de transito,
Santa Marta-Cartagena (Colombia)-Veracruz con 14 dias de transito, Santa Marta-Cartagena
(Colombia)-Guayaquil (Ecuador)-Lazaro Cardenas con un tiempo de transito de 42 dias
(Procolombia, 2019). No obstante, se desconoce la sobrevivencia de propagulos de Foc R4T en
agua de mar; en diferentes tipos de agua dulce, el patdgeno sobrevive por mas de cuatro meses

(Viljoen, 2018).

Lo anterior podria ocurrir en puertos de otros paises que mantienen flujos comerciales con
México. En el caso de Filipinas, en la isla de Mindanao, los puertos maritimos se ubican en el

Golfo de Davos, muy cercanos al sitio donde se detectd Foc R4T; por ejemplo, Buhanin, se
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encuentra a 12 km del Puerto de Davos y a 30 km de Davao International Container Terminal,
Inc., ubicado en la Ciudad de Penabo en la provincia de Davos del Norte. Por otra parte, esta
Terminal, maritima se localiza a 34 km del municipio de Santo Tomas, en donde se reportd la
presencia de Foc R4T (Molina 2014). Es posible que los propéagulos del hongo puedan ser
acarreados por las escorrentias de las aguas de lluvia hacia las desembocaduras de los rios y arroyos
en el Golfo de Davos, y puede sobrevivir mas de 4 meses en agua corriente y estancada (Viljoen,

2018).

En México el arribo de buques de carga y embarcaciones menores es alto. En 2019 llegaron
22,716 buques y 23,312 embarcaciones menores (Cuadro 1.6); los puertos de Dos Bocas,
Altamira, Manzanillo, Veracruz y Ciudad del Carmen, reciben mayor nimero de buques de carga
(Cuadro 1.7). Por otra parte, los puertos de Veracruz, Coatzacoalcos, Progreso, Tuxpan,
Manzanillo tuvieron la mayor afluencia de buques de productos agricolas a granel; mientras que
los puertos de Manzanillo, Lazaro Céardenas, Altamira, Veracruz y Progreso tuvieron el mayor
numero de productos agropecuarios en contenedores (Figura 1.3) [SCT, 2021]. De acuerdo con el
SIAP (2021), dichos puertos excepto Altamira, se ubican en estados productores de platano y
banano. Respecto al numero de cruceros, los puertos de Cozumel, Majahual, Ensenada, Cabo San
Lucas y Progreso tuvieron el mayor arribo (Cuadro 1.8) (SCT, 2019); sin embargo, sélo los dos
primeros se ubican en Quintana Roo el cual produce menos de 500 has de platano y banano (SIAP,

2021).
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Cuadro 1.6. Arribo de buques de carga y embarcaciones menores a 500 toneladas que arribaron a
los puertos de México en 2018 (SCT, 2019).

Tipo de carga

Arribo de buques de carga y embarcaciones menores a 500 t

Buques de carga

Embarcaciones menores*

General suelta
General contenerizada
Petroleo y derivados
Granel mineral
Granel agricola

Otros fluidos

Total

8777
4374
4206
3555
598
1206
22716

23,312

23,312

Cuadro 1.7. Arribo de buques en los principales puertos del México por tipos de carga (SCT,

2021).
Arribo de buques de carga en México
Puerto General  General Granel Granel Otros
. . . : otal
suelta contenerizada agricola mineral fluidos
Dos Bocas 3,517 - 7 21 107 3,652
Ciudad del Carmen 2,549 - - 82 4 2,635
Veracruz 588 662 236 125 177 1,788
Manzanillo 249 1,319 38 179 - 1,785
Altamira 378 609 21 196 414 1,618
Lazaro Cardenas 367 790 4 224 52 1,437
Isla De Cedros - - - 836 - 836
Guerrero Negro - - - 752 - 752
Coatzacoalcos 181 53 67 47 247 595
Ensenada 82 263 1 155 3 504
Tampico 186 80 14 160 7 447
Tuxpan 89 133 53 39 124 438
Mazatlan 311 88 - - - 399
Progreso 34 230 91 8 10 373
Guaymas 32 28 17 202 8 287
Punta Venado - - - 235 - 235
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Figura 1.3. Total del namero de buques que arribaron por puerto en 2019 (SCT, 2019).
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Existe el riesgo de posible introduccion de fitopatogenos por medio de agua de lastre,

considerando las relaciones comerciales e intercambio comercial maritimo de México con
diferentes paises con presencia de Foc R4T. Sin embargo, el 13 de febrero de 2014 se adoptd un
Convenio Internacional para el control y la gestion del agua de lastre y sedimentos de los
buques, que entr6 en vigor el 8 de septiembre de 2017. Este convenio obliga a los buques, la
aplicacion de un plan de gestion del agua de lastre y sedimentos, que incluye el registro del agua
de lastre, y el uso de procedimientos de gestion del agua de lastre. La aplicacion de las normas
referidas en el documento se realizara de manera gradual, pero como solucién intermedia, los

buques deberan cambiar el agua de lastre en alta mar, e instalar sistemas de tratamiento de agua
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de lastre a bordo (IMO, 2017). Esta regulacion puede reducir la posible diseminacion de Foc R4T

por agua de lastre.

Cuadro 1.8. NUmero de cruceros internacionales que arribaron a México, en 2019 (SCT, 2021).

Cruceros Pasajeros
Puerto Atracados Fondeados Total Total Promedio
Cozumel 1,290 8 1,298 4,299,871 3,312
Majahual 377 - 377 1,227,695 3,255
Ensenada 266 - 266 665,799 2,502
Cabo San - 176 176 434,489 2,468
Lucas
Progreso 147 - 147 443,352 3,015
Puerto 137 - 137 360,812 2,633
Vallarta
Mazatlan 90 - 90 258,713 2,874
Huatulco 36 - 36 50,802 1,410
Acapulco 25 - 25 31,337 1,252
Manzanillo 24 - 24 44,345 1,847
Puerto 16 - 16 20,536 1,283
Chiapas
Pichilingue 9 - 9 11,702 1,299
Loreto - 6 6 9,232 1,538
Topolobampo 2 - 2 757 378
Guaymas 1 - 1 630 629
Total 2,420 190 2,610 7,860,072 3,011

Con base en la informacion presentada, se considera que Foc R4T podria ingresar a nuestro pais
por medio de agua de lastre de embarcaciones maritimas de carga, cruceros y otro tipo de
embarcaciones provenientes de puertos de paises con la presencia de esta enfermedad. Sin
embargo, debido a que existe un convenio internacional para el tratamiento de agua de lastre y
sedimentos de buques de carga, y las distancias que existen entre México con paises con presencia

de Foc R4T, este riesgo se reduce, por lo que esta via de introduccion es de Riesgo Bajo.
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Probabilidad de establecimiento

La probabilidad de que Foc R4T se establezca en México, se determind considerando los

aspectos siguientes:

a)

b)

Hospedantes potenciales. Foc R4T afecta a todas las especies de Musaceas. Por lo que
se llevé a cabo una revision bibliografica de los principales cultivos comerciales y plantas
silvestres con potencial hospedante para Foc R4T y para todas las razas de Foc en
México. Se considero el cultivo de jitomate, debido a que la variedad MoneyMaker es
también hospedante de Foc R4T.

Hospedantes comerciales. En México, en el ciclo agricola 2020 se tenian establecidas
80,546.74 ha de 10 variedades susceptibles de platano y banano en 16 estados y 212
municipios, con una produccion nacional de 2,464,171.34 t, un rendimiento de 30.9 t/ha'y
un valor de la produccion de 9,409,264.82 pesos (Cuadro 1.9) [SIAP, 2021]. Los
principales estados productores de platano y banano en orden de importancia, son: Chiapas
(23,372.57 ha), Veracruz (16,054.72), Tabasco (11,684.42), Colima (6,089.24), Michoacan
(5,649) y Jalisco (4,044). En la Figura 1.4, se muestran los principales municipios
productores en orden de importancia, son: Teapa (7,439.57 ha), Suchiate (5,503.07 ha),
Coahuayana (4,589 ha), Tecoman (4,158.2 ha) y Atzalan (3,867 ha) [SIAP, 2021].
Hospedantes silvestres. En México se encuentran distribuidas 5 especies de plantas
silvestres: 1) Chloris barbata (=Chloris inflata), 2) Commelina diffusa, 3) Cyanthillium
cinereum, 4) Cyperus rotundus, 5) Tridax procumbens (Herrera, 1988; INE, 1999; INECC,
2007; Portal de datos abiertos UNAM, 2019). Los cuales se ha reportado como hospedantes
de Foc RAT en otros paises (Su et al., 1986; Hennessy et al., 2005; Thangavelu y Uma,

2018; QDAFHI, 2020).

63



Cuadro 1.9. Variedades de banano y platano cultivadas en México, ciclo agricola 2020 (SIAP,
2021).

Variedad Superficie Sembrada Produccion Valor Produccion
(ha) ® (pesos)
Platano enano gigante 37,039.76 1,651,811.78 6,363,326.50
Platano macho 19,552.37 375,5632.75 1,273,378.60
Platano dominico 8,888.90 151,012.28 702,341.92
Platano criollo 5,997.79 101,896.01 287,478.04
Platano Valery 2,857.48 82,590.57 378,812.03
Platano Tabasco 2,084.44 44,234.02 186,919.80
Platano manzano 1,690.00 20,216.38 89,116.31
Platano pera 1,248.50 19,435.60 46,787.75
Platano morado 1,004.50 15,235.59 68,113.98
Platano thai 183 2,206.36 12,989.89
Total 80,546.74 2,464,171.34 9,409,264.82

Nota. No se tienen datos de distribucion y produccion de tomate variedad MoneyMaker.
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Figura 1.4. Produccion nacional de platano en México por variedad y municipio, ciclo agricola
2020 (SIAP, 2022).

Condiciones ambientales. De acuerdo con el modelaje realizado con el software MAXENT, se

compararon las condiciones climéticas de los sitios donde se reporta la plaga como presente con
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las condiciones climaticas de México, ubicando potenciales sitios de riesgo. La Figura 1.5, denota
las latitudes de algunos paises (Taiwéan, China, Laos, Birmania, Tailandia, Vietnam, Filipinas,
India, Paquistan, Israel, Jordania y Oman) con presencia del patdgeno, mismas que son

coincidentes a las de México.

AGRICULTURA MODELO DE DISTRIBUCION POTENCIAL CON DATOS DISPONIBLES A ABRIL DE 2021 @SENASICA

Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 4 Tropical

0CEANO
PACiFICO

\- SR o g .
Y S e - e
; Rty -
OCEANO 2 i S
innico /4”‘ Y
4 i o

w
)
i

Indice de similitud
(MAXENT)
3 Iz 0.9 mayor

i

Sources. Esn, USGS, NOAA

ARP - CNRF - DGSV - SENASICA NG ESTA PERMITIDA L REFRODUCCION TOTAL O PARC E ESTA PUBLICACION, NI LA

LA TRANSMISION DE NINGLNA FORMA © POR CUALQUIER MEDIO, EA ELECTRON
DERECIIOS RESERVADQS @ 202 MECAN FOTOCOTA, POR REGISTRE U OTF ETGDOS, SIN EL PERMISO PREVIO ¥ FOR ESCRITO A LA INSTITUCIGN

Figura 1.5. Modelo de distribucion potencial (Maxent) mundial para de Fusarium oxysporum f.
sp. cubense Raza 4 Tropical. Elaboracion propia Coordinacion de Analisis de riesgo de plagas
(2019).

La Figura 1.6 muestra las regiones en México en las cuales Foc R4T puede encontrar las
condiciones climaticas similares a los sitios donde se reporta la plaga a nivel internacional.
Guerrero es el estado con mayor superficie con condiciones similares, y con superficie de
hospedantes: Benito Juarez, San Marcos, Acapulco de Juarez, Coyuca de Benitez, Florencio
Villareal, Tecpan de Galeana, Atoyac de Alvarez y Copala. En Veracruz, las condiciones

similares se presentan en los Municipios de Tampico Alto, Tamiahua, Ozuluama de Mascarefio,
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Tamalin, Tantima, Chinampa de Gorostiza y Tuxpan en la parte norte, ademas de Boca del Rio,
Alvarado y Medellin en la parte central, este Gltimo municipio, es el Unico con presencia de
hospedantes cultivados. En Nayarit, los municipios con presencia de hospedantes y con
condiciones similares son: San Blas y Santiago Ixcuintla. Otros estados que presentan condiciones
similares para el desarrollo del hongo, pero sin hospedantes cultivados son: Tamaulipas
(municipios de Altamira y Aldama) y Sinaloa (municipio de Mazatlan). Cabe sefialar que las dos
principales zonas productoras de platano en México que son Suchiate en Chiapas y Teapa en
Tabasco de acuerdo al indice de méxima similitud no presentan condiciones climéticas favorables

para el desarrollo del patdgeno.
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Figura 1.6. Modelo de distribucion potencial (Maxent), de Fusarium oxysporum f. sp. cubense
Raza 4 Tropical en México. Elaboracion propia Coordinacion de Andlisis de riesgo de plagas
(2019).
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Capacidad de sobrevivencia. Las estructuras de resistencia del Foc R4T sobreviven méas de 30
afios en el suelo, en ausencia de plantas hospedantes (Sun et al., 1978). Ademas, se tienen reportes
de detecciones de 171 esporas/g de suelo a una profundidad de 0-25 cm, 271 esporas/g de suelo a
50-75 cm, y 542 esporas/g de suelo a 75-100 cm; también se encontraron de 155 a 1205 esporas/g

de suelo de diferentes campos infestados (Kema, 2015).

En condiciones in vitro, la temperatura éptima para el crecimiento micelial y esporulacién de
Foc fue de 25 °C con 86.33 mm, seguido de 28 °C con 82 mm, 30 °C con 77 mm, 22 °C con 73.33
mm, 20 °C con 68.67 mm, y 15 °C con 60. 33 mm; el crecimiento mas bajo se obtuvo a 35 °C con
27.33 mm, después de 9 dias de inoculacién. En el mismo sentido, el maximo crecimiento micelial
in vitro se obtuvo a un fotoperiodo de 12 h luz (Somu y Thammalah, 2015). Syed et al. (2015)
mencionaron que las temperaturas 6ptimas para el crecimiento micelial y esporulacion fueron de
25 °Cy 30 °C, respectivamente. Con base en lo anterior, México presenta condiciones ptimas de
temperatura y humedad relativa propicias para el desarrollo de Foc R4T (Figura 1.7) en los
principales estados productores de platano y banano (Chiapas, Veracruz, Tabasco, Colima, y

Michoacan).

Capacidad de dispersion. Foc R4T se introdujo a China por medio de material propagativo
infectado procedente de Taiwan (Molina, 2009). En ese sentido, entre el 30% y 40% de los hijuelos
obtenidos de un rizoma de banano Cavendish enfermo estan infectados por el patégeno (Su et al.,
1986), y existen posibilidades de que el 100% de los hijuelos estén infectados; asi, todos los
hijuelos provenientes de una planta enferma son potenciales fuentes de inoculo vy
consecuentemente vias de dispersion artificial del patogeno (Dita et al., 2013; 2017). La rapida
dispersion del patogeno dentro China se debid a la utilizacion de material vegetal propagativo

infectado y a la utilizacion de agua para riego del rio Pearl (Molina, 2009; Dita et al., 2018), en la
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que se detectaron 75 esporas/mL (Kema, 2015). En agua corriente y estancada, el patogeno,
sobrevive mas de 4 meses, aunque en agua estancada el hongo sobrevive en menor proporcion

(Viljoen, 2018).

AGRICULTURA CONDICIONES CLIMATOLOGICAS OPTIMAS PARA EL DESARROLLO DE A" SENASICA
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Figura 1.7. Condiciones climatoldgicas dptimas para el posible desarrollo de Fusarium oxysporum

f. sp. cubense Raza 4 Tropical en México. Elaboracion propia Coordinacion de Analisis de riesgo
de plagas (2021).

En Indonesia, el patdgeno se dispersé de una isla a otra por medio de material propagativo
infectado, movilizado por comerciantes y productores migrantes (Molina, 2009). En la isla de
Sumatra, se observo que Foc R4T se dispersé a una tasa de 100 km/afio (Jumjunidang y Hermanto,
2012). En el caso de Australia, estudios genéticos sugieren que Foc R4T fue introducido desde
paises vecinos (Molina, 2009). Mientras que se sospecha que la presencia de Foc R4T, en Laos se

debid a la introduccion de plantulas infectadas, importadas de China (Promusa, 2017).
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A nivel local, el patdgeno se puede diseminar por diferentes medios, incluyendo contacto de
raices entre plantas aledafias (Pegg et al., 2019), otras formas de diseminacion son: movimiento
de suelo contaminado adherido a herramientas de trabajo, vehiculos, maquinaria, suela de zapatos
y a las pezufias y patas de animales; ademas, propagulos del hongo también pueden ser movilizados
por medio de herramientas de trabajo, asi como, tejidos de platano y banano infectados (Dita,
2018). Lo anterior debido a que se detectaron esporas del patdgeno en suelo adherido zapatos de

personas que visitan huertas infestadas (Kema, 2015).

Después del analisis realizado sobre la probabilidad de establecimiento, se concluye que
México tiene variedades establecidas tanto de banano como de platano, asi como especies de
malezas reportadas en otros paises como hospedantes de Foc R4T, que podrian favorecer el
establecimiento de este patdgeno en areas con presencia de hospedantes, y causar dafios
significativos en la produccion de bananos y platanos. Ademas, México tiene zonas con
condiciones climaticas 6ptimas y similares a las areas con presencia del patdgeno a nivel mundial.
Por lo tanto, la probabilidad de establecimiento de Foc R4T se considera de Riesgo Alto; por lo
tanto, se concluye que la probabilidad de introduccion es Riesgo Medio (Cuadro 1.10), lo anterior
debido a que la probabilidad de entrada es de Riesgo Bajo y la probabilidad de establecimiento es

de Riego Alto).

Probabilidad de dispersion después del establecimiento

Considerando los mecanismos de dispersién documentados para el patogeno en los paises

donde esta presente, las posibles vias de dispersion de Foc R4T en México, serian:

a) Movimiento de material propagativo. Para el establecimiento de nuevas plantaciones de

platano y banano, como material de siembra, se utilizan diferentes partes vegetativas de
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b)

plantas establecidas en campo como cabezas o cormos enteros o fraccionados (cuatro
partes), hijuelos y vastagos (Diaz-Zorrila, 2017; Orozco-Santos, 2017). En una huerta en
produccion, a cada planta con racimo se deja un hijuelo proximo a florear y una planta
pequefia para una generacion sucesiva (Flores-Lopez et al., 2014); es decir, es un cultivo
permanente. Por tanto y toda vez que se ha reportado que entre el 30 y el 100% de los
hijuelos obtenidos de un cormo de un banano enfermo podrian estar infectados con Foc
RAT (Su et al., 1986; Dita et al., 2013; 2017), el riesgo de dispersidn se incrementa por la
posible utilizacién de material propagativo enfermo. Ante esto, se recomienda utilizar
plantas propagadas in vitro, las cuales, son de alta calidad genética y libre de patégenos,

con la finalidad de disminuir el riesgo de dispersion de plagas (Orozco-Santos, 2017).

Movimiento de hojas para su uso y comercializacion. El patégeno también se puede
dispersar al movilizar hojas de platano y banano infectadas. Dita et al. (2017) mencionaron
que el hongo se puede desarrollar de manera externa en las hojas dafiadas e incluso, puede
formar esporodoquios. En México y en el mercado internacional, las hojas de platano y
banano se comercializan para ser utilizados en la gastronomia regional y en la medicina
tradicional; en 2017, México exportd 190 toneladas de hojas (SIAP, 2018), lo cual podria
favorecer la dispersion del patdgeno en México. Foc R4T tiene la capacidad de infectar las
raices, rizoma, pseudotallo, vainas y hojas de banano (Dong et al., 2019), asi como peciolos

(Bai et al., 2020).

Movilizacion de personas (jornales). En el ciclo agricola 2005, en México existian 82,062
ha de banano y platano con una produccion nacional de 2,250,041 toneladas y un valor de
la produccion de 3,978,187,090 pesos para el ciclo agricola 2020 se tenian 80,546.74 ha

establecidas de platano y banano, 2,464,171ty un valor de la produccién de 9,409,264,820
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pesos (SIAP, 2021). Lo anterior denota una reduccion en la superficie sembrada, pero con
incrementos en volumen y en el valor la produccion. En el ciclo 2005, este cultivo generd
més de 100,000 empleos directos y 150,000 indirectos (SAGARPA, 2005); sin embargo,
para el ciclo 2019 se generaron 100,000 empleos directos y mas de 164,000 indirectos,
siendo el sustento de mas de 1.5 millones de personas

(https://elfinanciero.com.mx/peninsula/en-un-mes-comenzara-mexico-a-exportar-platano-

a-china-anuncia-sader). Por lo tanto, el cultivo de platano y banano requiere de un numero

importante de jornales.

Para satisfacer la demanda de mano de obra para el proceso de cultivo, cosecha y
empaque se utilizan jornaleros agricolas, los cuales, emigran entre ranchos, localidades o
incluso de otras regiones y paises, esto incrementa el riesgo de diseminacion del patdgeno.
En México se identifican cuatro rutas migratorias de jornales: i) Ruta del Pacifico que
inicia en los estados de Oaxaca, Guerrero y Puebla, ii) Ruta del Golfo donde la poblacion
migrante sale de los estados con maés altos indices de pobreza y menores niveles de
desarrollo, iii) Ruta del centro y presenta movimientos migratorios interregionales, y iv)
Ruta del Sureste que comprende los traslados migratorios de poblacion indigena
(incluyendo a los jornaleros guatemaltecos) que se desplaza de los estados de Oaxaca;
Chiapas, Yucatan y Tabasco (Rojas-Rangel, 2017). Lo anterior, incrementa el riesgo de
dispersion en México al interior del pais. Kema (2015) detect6 a Foc RAT en suelo adherido
a la suela de los zapatos de personas que visitan plantaciones con presencia del patdgeno.
Previamente, Ploetz et al. (2015) y Dita et al. (2018) reportaron que este patdgeno se podria

diseminar por medio de herramienta, equipo agricola, ropa y zapatos.
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d) Movilizacién por vehiculos de carga y maquinaria. Es posible que los propagulos del

patdgeno se dispersen por medio de tierra (lodo) adherida a la maquinaria agricola y
vehiculos de transporte de la cosecha (Ploetz et al., 2015; Dita et al., 2018), mismos que

se movilizan entre ranchos y zonas agricolas en México.

Dispersién por agua de riego y lluvia. En la India se reportd que el patdgeno se disemind
por el agua de riego del rio Pearl (Molina, 2009; Dita et al., 2018). EI movimiento del agua
superficial puede acarrear suelo y residuos de plantas hacia areas libres por medio de
canales de riego, drenaje y rios (Ploetz et al., 2015; Dita et al., 2018), y se han reportado
hasta 75 esporas/mL en agua de riego (Kema, 2015). En agua corriente y estancada, el
patogeno, puede sobrevivir mas de 4 meses (Viljoen, 2018). Por lo tanto, es posible que el
patogeno se disperse por medio de los rios presentes en México, a su vez, su posible

dispersion puede ser favorecida por inundaciones o desbordamientos.

Como conclusion de este apartado, en México las practicas agricolas que se realizan durante el

proceso de produccion de platano y banano podrian favorecer la dispersion de Foc RAT, en las que
se incluyen: utilizacion de material propagativo no certificado, uso de herramientas y equipo de
trabajo sin una desinfestacion, movilizacion de jornales y equipo agricola entre plantaciones o
ranchos, escorrentias e inundaciones en las zonas de produccion de platano y banano. Por lo tanto,
se tienen Riesgo Medio de dispersion de Foc R4T, después de su establecimiento y dispersion

(Cuadro 1.10).

Evaluacion de las posibles consecuencias economicas

Después de que una planta se infecta con Foc R4T se asume la pérdida total de la misma. En

ese sentido, si en una plantacion se presenta el patdgeno, éste no puede ser controlado con la
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aplicacion de fungicidas, ni sus propagulos pueden ser eliminados usando fumigantes en el suelo,
ni tampoco existen variedades resistentes que puedan sustituir al grupo Cavendish (Cook et al.,
2015). Por lo anterior, Dita et al. (2017) propusieron una serie de medidas para la prevencion,

contencion y erradicacién de Foc RAT.

Respecto a los dafios causados por Foc R4T, en el sudeste asiatico grandes superficies plantadas
con variedades del subgrupo Cavendish fueron afectadas por este patdgeno causando pérdidas
millonarias, en las que se consideran también, los costos derivados de la implementacion de las
medidas de manejo y cambios tecnoldgicos para minimizar los impactos de la enfermedad (Dita
et al., 2013). Estos costos se han estimado en paises como Taiwan, China, Sumatra, y Filipinas,

que han sido afectados por la epidemia de Foc R4T (Molina et al., 2009; Li et al., 2013).

No existen reportes de que Foc R4AT pueda infectar el fruto (Pegg, 2019; Bai, 2020), lo que
sugiere que la comercializacion de platanos y bananos no se veria afectada. Sin embargo, en caso
de una eventual introduccion y establecimiento de este patdgeno a México, los productores se
verian afectados debido a que deberan implementar una serie de medidas establecidas en el Plan
de Accion para la Vigilancia y Aplicacion de Medidas de Control contra dicho patdgeno (Senasica,
2015). Esto incrementaria los costos de produccion, aunado a la implementacion de medidas
adicionales para la comercializacion y exportacion, como la limpieza y fumigacion de
contenedores, lo cual afectaria el ingreso de los comerciantes, productores y jornaleros. Ademas,
se prevé un posible impacto en la biodiversidad, toda vez que se menciona que todas las variedades
comerciales de platano y banano son susceptibles, por lo que, la posible disminucion de la
superficie sembrada de variedades platanos y bananos a consecuencia de este patdgeno, podria

propiciar su desaparicion en un futuro.
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En cuanto a la Legislacién Fitosanitaria de México, Foc R4T no esté incluido en el Mddulo de
consulta de requisitos fitosanitarios para la importacién de mercancias de origen vegetal (Senasica,
2022). La forma specialis cubense se encuentra regulada en la NOM-010-FITO-1995, por la que
se establece la cuarentena exterior para prevenir la introduccion de plagas del platano (DOF, 1996),
y se encuentra incluido a nivel de forma especial en la lista de plagas reglamentadas de México
ante la Convencion Internacional de Proteccion Fitosanitaria (IPPC, 2015). En el ambito
internacional, este patdgeno se encuentra reglamentado como F. oxysporum f. sp. cubense en
Angola, Argentina, Barein, Burundi, Camboya, Irdn, Marruecos, Mauricio, Mauritania, Qatar y
Seychelles; como F. oxysporum f. sp. cubense raza 4 en Francia, Nueva Caledonia, Per(, Polinesia
Francesa, y Sri Lanka; como F. oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical en Australia, Costa Rica,
Guatemala, Nicaragua y Panama; y como F. oxysporum f. sp. cubense raza 4 tropical y raza 4

subtropical en Cuba y Sudan (IPPC, 2022b).

Nuestro pais tiene 80,546.74 ha establecidas con 10 variedades susceptibles de platano y banano
en 16 estados y 212 municipios, con una produccion nacional de 2,464,171.34 t, un rendimiento
de 30.9 t/ha, y un valor de la produccién de 9,409,264,820 pesos. Las variedades establecidas en
orden de importancia son Enano Gigante con 37,039 ha, Macho con 19,552 ha, Dominico con
8,888 ha, Criollo con 5,997 ha, Valery con 2,857 ha, Tabasco 2,084, Manzano con 1,690, Pera con
1,248, Morado con 1,004 ha, y Thai con 183 ha (Cuadro 1.9) (SIAP, 2021). Por lo anterior, este

cultivo se pondria en riesgo ante una eventual incursion de Foc R4T.

Como conclusiones de las posibles consecuencias economicas, se considera que Foc R4T es
una plaga de importancia cuarentenaria en México, y no existen variedades comerciales resistentes
a Foc R4T que puedan sustituir a las variedades del grupo Cavendish. Tampoco existen productos

quimicos que eliminen al patégeno de las plantas infectadas, y los fumigantes no pueden eliminar

74



los propagulos del suelo debido a que se ha detectado esporas del patdgeno a profundidades a la
cuales no son efectivos dichos productos. En algunos paises ha causado pérdidas econdmicas
importantes, no obstante, aun cuando este patégeno no puede ser erradicado, si puede ser manejado
mediante la implementacion de medidas de manejo (eliminacion de plantas enfermas, fumigacion
del suelo, variedades tolerantes, rotacion de cultivos, entre otros). Por lo anterior, el nivel de

impacto econémico de Foc R4T para México, es de Riesgo Medio (Cuadro 1.10).

Identificacién del riesgo total

Los posibles escenarios de ingreso de Foc R4T a México se enlistan a continuacion, del mas al

menos probable.

a) Agua de lastre de embarcaciones

Algunas formas especiales de F. oxysporum tienen la capacidad de sobrevivir en aguas de rios,
asi como aguas y suelos de litoral, y Foc R4T sobrevive por mas de 12 meses en varios tipos de
agua (corriente y estancada). Por lo tanto, es muy posible que este patdgeno sobreviva en tejido
infectado o por medio de propagulos en agua de lastre, toda vez que existe un alto flujo de
embarcaciones tanto de carga como de cruceros entre México y paises con presencia del patdgeno.
Sin embargo, al existir un convenio internacional para reducir o minimizar la dispersion de

organismos por medio de agua de lastre el riesgo se reduce.

b) Suelo contaminado

El riesgo de introduccion de Foc R4T por medio de suelo contaminado es mayor en suelo
adherido a los zapatos de investigadores y personas que visitan huertas con presencia del patégeno,

toda vez que se han detectado propagulos de patégeno, mediante técnicas de PCR. La posible
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introduccién por medio de contenedores contaminados con propagulos del hongo o con suelo
infestado se considera bajo 0 minimo; sin embargo, el alto flujo de contenedores entre México y
paises con presencia del patdgeno, hace que el riesgo incremente ligeramente. Para el caso de la
introduccion por suelo adherido a la importacion de maquinaria e implementos usados, el
riesgo se considera minimo, debido a que no se tienen registros de importaciones de maquinaria e
implementos usados provenientes de paises con presencia del hongo, lo anterior toda vez que en

maquinaria e implementos nuevos es riesgo también es minimo.

c) Mercancias reguladas (material vegetal)

Aun cuando en la Norma Oficial Mexicana (NOM) NOM-010-FITO-1995 (DOF, 1996) y su
modificacion 2009 (DOF, 2009) se encuentra regulado como F. oxysporum f. sp. cubense para
evitar su posible introduccién a México, en dicha NOM, no se especifican las razas de este
patdgeno. Por otra parte, la DGIF tiene registros de cargamentos de productos y subproductos de
banano y platano provenientes de paises con presencia de Foc R4T, los cuales se pretendian
importar a nuestro pais; por ejemplo, material propagativo, los cuales fueron retormados o
rechazados (DGIF, 2019). Por otra parte, se tienen registros de “importaciones excepcionales” de
este tipo de material in vitro (sin certificacion libre de este patdgeno) provenientes de Colombia
gue en su momento no tenia reportes de este patdgeno. Por lo anterior, el riesgo de introduccion
por la via de importacion, es minimo. Sumado a lo anterior, el patégeno puede ser introducido a
nuestro pais por medio de material propagativo (semillas) de jitomate MoneyMaker proveniente

de paises en donde se ha reportado su presencia en platano y/o banano.
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d) Artesanias con tejido infectado

A la fecha, no se tienen registros de decomisos o importaciones registradas de artesanias
elaboradas con tejido de platano o banano en los puntos de ingreso de nuestro pais provenientes
de paises con presencia del hongo. Sin embargo, a nivel internacional y nacional, existe una
tendencia sobre el uso de hojas frescas de platano (sin tratamiento fitosanitario) como empaques
de alimentos, sustitutos de platos y recipientes para la alimentacion humana. Por lo tanto, el riesgo

de introduccion se considera Bajo, pero latente.

En caso de que se presente alguna incursion del patégeno por cualquier via, en México existen
condiciones ambientales propicias para su establecimiento y dispersion, asi como hospedantes
comerciales de variedades de banano y platano, y especies de malezas, que propiciarian su
persistencia y diseminacién en el pais. En el Cuadro 1.10 se presenta el resumen del riesgo total
que se tiene ante una eventual incursion de Foc R4T para México, tomando en cuenta las medidas
de exclusion y prevencion que se estan implementando para evitar o retrasar su introduccion a

nuestro pais tanto en areas de produccion comercial como en areas silvestres y traspatios.

Incertidumbre

El concepto de incertidumbre refiere a una expresiébn que manifiesta el grado de
desconocimiento acerca de una condicion futura, lo cual puede implicar una previsibilidad
imperfecta de que un evento ocurra. Su determinacion es indispensable ya que, en el proceso del
analisis de riesgo de una plaga, ésta no debe ser parte de la calificacion de la evaluacién de riesgo,
pero si puede ser empleada como un factor para decidir el nivel de riesgo aceptable y la intensidad
de las medidas fitosanitarias establecidas en el Manejo de Riesgo. Todo lo anterior permite

incrementar el nivel de transparencia, asi como la identificacion de necesidades en la investigacion
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y su prioridad. En este sentido, a continuacion, se describe la incertidumbre y nivel (Cuadro 1.10)

en la evaluacion de riesgo de Foc R4T en México:

Incertidumbre de la Etapa I. La determinacion de la incertidumbre en el proceso de ARP,
se considera como Bajo, toda vez que se conto, entre otros elementos, con informacion
cientifica con la que se podia determinar la situacion de la plaga en México (reportes de
presencia/ausencia) por parte del PVEF, articulos cientificos donde la referian como una
plaga de importancia agricola para musaceas, y bases de datos disponibles nacionales e
internacionales, para la consulta del estatus reglamentario de Foc R4T en paises miembros
de la Convencion Internacional de Proteccion Fitosanitaria (CIPF).

Incertidumbre de la Etapa Il. La probabilidad de introduccion de Foc R4AT fue evaluada
con base en la informacion proporcionada por la Direccién General de Inspeccion
Fitozoosanitaria (DGIF, 2019) sobre el ingreso y retorno de productos y subproductos
vegetales, asi como en la informacion o los registros del intercambio comercial, flujo de
contenedores, embarcaciones (buques y cruceros), rutas de comercializacion entre México
y paises con presencia del patdgeno, que fueron consultadas en el Anuario Estadistico de
los Puertos en México. De igual manera, se contd con informacién de los flujos de
migrantes principalmente de Centro y Sudamérica. De lo anterior, el Gnico aspecto que no
estd completamente documentado es la carga y descarga de agua de lastre. Aunado a que
no se realizan importaciones de material propagativo, y las posibles importaciones son
retornadas. Para realizar el analisis también se utiliz6 informacidn de notas periodisticas y
paginas de internet, la cual no es altamente confiable, pero sirve como referencia para los
posibles escenarios de riesgo. En este sentido el nivel de incertidumbre para esta etapa del

proceso se considera Medio. Respecto a la probabilidad de establecimiento, la informacion
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en su mayoria fue literatura cientifica especifica para la especie que se ha generado en otros
paises con presencia del patdégeno; por lo cual, se considera que el nivel de incertidumbre
para esta etapa del proceso es Baja. En cuanto al impacto econémico, en la revision de
literatura se encontraron datos sobre las pérdidas econdmicas ocasionadas por este
patdgeno, asi como informacion sobre su posible erradicacion en caso de que se detecte de
manera oportuna, ademas considerando que este patdégeno no afecta directamente a la fruta
y no se ha demostrado su dispersiéon por esta via. Dando como resultado un nivel de

incertidumbre de Medio.

Cuadro 1.10. Evaluacion de Riesgo total determinado para Foc R4T para México de acuerdo a la
NIMF no 11. Elaboracién propia Departamento de Andlisis de Riesgo (2021).

Probabilidades Categoria de Nivel de Incertidumbre
Riesgo

Probabilidad de introduccion de la plaga Medio Bajo

Probabilidad de dispersion después del Medio Medio

establecimiento

Impacto econémico Medio Medio

Conclusion de la Evaluacion Medio Medio

De este modo, el presente documento cuenta con informacién confiable de articulos y libros
cientificos, pero también informacién no confiable o con incertidumbre de notas periodisticas, por
lo que, el nivel de riesgo asociado con Foc R4T se encuentra técnicamente justificado, con base
en lo establecido en la normatividad fitosanitaria internacional de la Convencién Internacional de

Proteccion Fitosanitaria (CIPF).

1.5.3 Etapa I11. Medidas de manejo del riesgo de la plaga

Como resultado de la documentacion de Foc R4T, se ha determinado que este patdgeno
representa un riesgo Medio para el sector agricola nacional, por lo que, con la finalidad de mitigar

el riesgo potencial identificado, se proponen las siguientes estrategias:
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Agua de lastre de embarcaciones maritimas. Se emitirian las respectivas sugerencias
hacia las empresas navieras para que eviten cargar agua de lastre de los mares y litorales
de paises con presencia de Foc R4T, y que no la descarguen en los puertos ni litorales de
México. En apego a lo establecido en el Convenio Internacional para el control y la gestion
del agua de lastre y los sedimentos de los buques (Convenio BWM), que indica que los
buques deben gestionar su propia agua de lastre para suprimir, neutralizar o evitar la toma
0 descarga de organismos acudticos perjudiciales o patdgenos con el agua de lastre o
sedimentos (DOF, 2017). Esto significa que los buques deben de realizar a cabo el
intercambio del agua de lastre en mar abierto, lejos de aguas costeras, como minimo a 200
millas nauticas de la tierra a 200 m de profundidad, o por lo menos a 50 millas nauticas de
la tierra a 50 m de profundidad (IMO, 2017). Con ello, garantizar baja sobrevivenvcia de
organismos, y evitar la probabilidad de que los buques introduzcan especies
potencialmente invasivas.

Particulas de suelo contaminado. En este caso, las acciones se basan principalmente en
la limpieza y saneamiento de mercancias y pasajeros, en el pais de origen. Las medidas
deberan de ser reforzadas en los puntos de ingreso, principalmente en los puertos,
aeropuertos y fronteras. Por ejemplo, la colocacion de tapetes sanitarios en los aeropuertos
y puertos para uso de pasajeros que provienen de paises con presencia de Foc R4T, asi
como para personal que se encuentra en embarcaciones o cargueros. En el caso de
contenedores, las recomendaciones son la aspersion y/o la fumigacién (arcos sanitizantes)
de contenedores cuyo origen y/o procedencia de paises con presencia del hongo haya sido
documentada, ademas de la limpieza, desinfeccion y fumigacion de maquinaria usada en

origen y/o procedencia de paises con presencia del patdgeno. Los productos desinfectantes
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que pueden ser utilizados para esta labor, y que se recomiendan en la literatura,
corresponden a las sales cuaternarias de amonio. Sin embargo, para emitir una
recomendacion del uso de estos productos, es necesario llevar a cabo los estudios
correspondientes de su efectividad bioldgica. Tambien se recomienda intensificar la
inspeccion sanitaria, mejorando la infraestructura y la capacitacion en los puntos de ingreso
y verificacion, con la finalidad de evitar el ingreso de suelo posiblemente contaminado con
propéagulos de Foc R4T, principalmente cuando provengan de paises con presencia del
hongo. Para el caso de maquinaria usada, ésta se debe inspeccionar y verificar su limpieza
y que esté libre de suelo, por parte de la Direccion General de Inspeccidn Fitozoosanitaria
(DGIF).

Nguyen et al. (2019) sefialan que hay alrededor de 20 productos comerciales de sales
cuaternarias de amonio, mismas que inhibieron la germinacion y desarrollo de
clamidosporas de Foc R4T a una dilucién de 1:100, es decir, una mezcla de 10 mL de sales
cuaternarias en 990 mL de agua. Por su parte, Izquierdo-Garcia et al. (2021) reportaron
que la dosis de 1200 ppm de 10 productos a base de sales cuaternarias de amonio, inhibio
la germinacién de propagulos de Foc R4T; sin embargo, en presencia de suelo, la eficacia
de los productos evaluados, se redujo hasta en 48%.

Mercancias reguladas (material vegetal). La importacion de material vegetal con
distintos usos previstos, como los empaques naturales y los utensilios biodegradables para
la alimentacion humana, deben contar con un seguimiento desde su ingreso al pais. Para
ello es necesario reforzar la inspeccién fitosanitaria en puertos, aeropuertos y fronteras, con
el objetivo de interceptar material vegetal infectado, evitando su transporte y movilizacién,

y cuando proceda, llevar a cabo acciones de retorno o destruccion de aquellas mercancias
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no procesadas y que por si mismas, representan un riesgo fitosanitario para la introduccion
de este patdgeno. Ademas, se debe contar con materiales de divulgacion para la poblacién
en general, donde se fomente un turismo e importacion de mercancias, responsables.

Asi mismo, es necesario fortalecer el programa de Vigilancia Epidemioldgica
Fitosanitaria, a fin de incrementar la vigilancia y deteccidn oportuna de sintomas, y cuando
corresponda, identificar posibles brotes de Foc R4T, en areas de produccién comercial y/o
de traspatio, asi como en variedades o especies silvestres de platanos y bananos (Senasica,
2020). En el caso de hospedantes alternos, se debe iniciar la vigilancia de jitomate (variedad
Money maker), del cual se tienen reportes de su asociacion con Foc R4T.

iv. Artesanias con tejido infectado. Se deberd continuar implementando acciones para el
decomiso de estas mercancias en los puntos de ingreso al pais, y que sean originarias o
procedentes de paises con presencia del patdgeno, especialmente en aquellas que no

reciben tratamiento previo en el pais de origen.

Medidas generales

A continuacién, se presenta una serie de medidas generales para mitigar el riesgo de la

introduccion de Foc RAT, basandose en el principio de prevencion.

e Fortalecer medidas de bioseguridad en puntos de entrada (puertos, aeropuertos y fronteras).

e Divulgar con la poblacion en general, de las consecuencias al adquirir e ingresar de manera
ilegal, productos o subproductos de origen vegetal que puedan dispersar Foc R4AT.

e Capacitar y divulgar en todos los sectores involucrados con la produccién de platano,
acciones dirigidas a la prevencion, mediante el reconocimiento de sintomas y signos

sospechosos de la enfermedad, particularmente de plantas hospedantes. Todos estos
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esquemas de capacitacion deben ser disefiados especialmente para cada sector de la cadena
productiva, por lo que la participacion de investigadores, técnicos de campo, gerentes,
capataces y jornaleros que trabajan en fincas de platano y banano, es muy importante.
Fortalecer la capacitacion para sectores productivos de especies hospedantes alternas,
como sucede con jitomate var. MoneyMaker, o de especies ornamentales como las
heliconias.

Continuar con la realizacién de simulacros integrales donde participen el sector oficial, las
organizaciones de productores y las instituciones de ensefianza e investigacion en la
implementacion de Plan de Accion para la Vigilancia y Aplicacion de Medidas de Control
contra Foc R4T.

Con los Organismos Regionales participar de manera activa en el fortalecimiento del Plan
de Contingencia ante un brote de la Raza 4 Tropical de Fusarium oxysporum f. sp. cubense,
en un pais de la region del OIRSA (Dita et al.,, 2017), asi como con Organismos
Internacionales como la FAO y el I1ICA. En este sentido, se propone establecer un vinculo
de cooperacion con el instituto Colombiano Agropecuario.

Monitoreo, deteccion temprana con uso de drones, analisis y procesamiento de imagenes.
Actualmente, se estd incorporando las herramientas de Sistemas de Informacion
Geogréfica (SIG) en combinacion con imagenes tomadas con vehiculos no tripulados e
imagenes satelitales para apoyar en la Vigilancia Epidemiologica Fitosanitaria de Foc R4T
(FAO, 2021), lo cual fortaleceria las actividades de vigilancia en lugares de dificil acceso
y en grandes extensiones de cultivo; sin embargo, estas herramientas ain en proceso de

validacion.
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Finalmente, aunque Foc R4T tiene la categoria de ausente para México, es importante contar
con una “estructura operativa” para la aplicacion del eventual “Dispositivo Nacional de
Emergencia” establecido en el articulo 46 de la Ley Federal de Sanidad Vegetal, con la
finalidad de que se implementen de manera inmediata, las acciones de delimitacidn, contencion y
erradicacion (supresion) en el caso de que se detecten brotes de Foc R4T en nuestro pais. Esto con
la participacion de manera conjunta, de todos los sectores involucrados en la produccion y
comercializacion de muséceas, identificando a los técnicos responsables en cada entidad federativa
0 region productora de platano o banano, para coordinar la capacitacion técnica de manera

oportuna, de acuerdo con el plan de emergencia.

1.6 CONCLUSIONES

= La legislacién fitosanitaria actual de México no permite la importacion de productos y
subproductos, incluyendo material propagativo, de especies pertenecientes a la familia de
las muséceas (platano y banano). Por lo tanto, Fusarium oxysporum f. sp cubense Raza 4

Tropical es una plaga de riesgo medio para México.

= Para evitar o retrasar la introduccién de Fusarium oxysporum f. sp cubense Raza 4 Tropical
a México, se debera considerar el fortalecimiento de las medidas de exclusién, prevencion,

y bioseguridad.

= Todas las vias evaluadas para la posible introduccion de Foc R4T a nuestro pais (agua de
lastre de embarcaciones, particulas de suelo contaminado, mercancias reguladas, artesanias

con tejido infectado), son de Riesgo Medio.
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CAPiTUITO I1. EFECTO in vitro DE SALES CUATERNARIAS Y FUNGICIDAS
SISTEMICOS CONTRA Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o 2!

2.1 RESUMEN

Existen tres razas (1, 2 y 4) de F. oxysporum f. sp. cubense (Foc) que afectan a bananos y
platanos cuyos cultivares comerciales son altamente susceptibles a la Raza 4 Tropical (R4T); en
contraste, se tienen variedades resistentes del grupo Cavendish para las Razas 1y 2. Lo anterior
hace indispensable generar estrategias combinadas de manejo, basadas en el uso de desinfestantes
como medidas de bioseguridad en los puntos de ingreso a nuestro pais (puertos, aeropuertos y
fronteras), asi como el uso de fungicidas para contar con alternativas de control y manejo para las
razas 1y 2, que pudieran ser Utiles ante una eventual llegada de Foc RAT. Este estudio evalud el
efecto in vitro de seis dosis de sales cuaternarias de amonio y cuatro dosis de seis fungicidas
sistémicos en el desarrollo micelial de cinco cepas de Foc, aisladas de muestras de plantas de
banano recolectadas en Puebla, Michoacan y Oaxaca. La dosis mas alta (1250 pg mL™) de sales
cuaternarias de amonio inhibié el crecimiento micelial en 100% de los cinco aislamientos a los 5
dias de evaluacion, y present6 98.5% de inhibicién para los 5 aislamientos a los 8 dias de
evaluacion. El fungicida Tebuconazole en dosis de 50, 100 y 500 pg mL™, inhibi6 al 100% el
crecimiento micelial, mientras que Carbendazim y Benomyl lo inhibieron en 99.8% y 99.7%
respectivamente. Los resultados indican que la dosis de 1250 pg mL™ de sales cuaternarias de
amonio mas la dosis de 50 pg mL™* del fungicida sistémico Tebuconazol y dosis de 500 pug mL™*
de los fungicidas sistémicos Carbendazim y Benomyl, podrian ser consideradas como alternativa
potencial para prevenir, o bien, para el control de Foc RAT ante su llegada a México, asi como para
implementar medidas de manejo de la Raza “1 0 2” de Foc, presentes en nuestro pais.

Palaras clave: Bioseguridad, Prevencion, Sanitizantes, Control quimico, Fusariosis en musaceas.

! Parte de esta tesis ha sido publicada en European Journal of Plant Pathology 63: 719-731 (2022)
https://doi.org/10.1007/s10658-022-02510-0

85



CHAPTER II. EFFECTS OF QUATERNARY SALTS AND SYSTEMIC FUNGICIDES
AGAINST Fusarium oxysporum f. sp. cubense Race 1 or 2, UNDER in vitro CONDITIONS?

2.2 ABSTRACT

There are three races (1, 2 and 4) of F. oxysporum f. sp. cubense (Foc) that affect bananas and
plantains whose commercial cultivars are highly susceptible to the Race 4 Tropical (Foc R4T). In
contrast, there are resistant varieties belonging to the Cavendish group to Races 1 and 2. The
foregoing information makes necessary to generate combined management strategies, as the
utilization of disinfectants for implementing biosecurity measures at points of entry into our
country (ports, airports and borderlines) as fungicides utilization as alternative for controlling and
managing races 1 and 2 of the pathogen, which may be also useful for the eventual incursion of
Foc TR4. This study evaluated the in vitro effects of six doses of quaternary ammonium salts and
four doses of six systemic fungicides on the mycelial development of five Foc strains isolated from
plant samples collected in Puebla, Michoacan and Oaxaca. The highest dose (1250 pug mL™?) of
active ingredient of quaternary ammonium salts inhibited 100% the mycelial growth of the five
isolates, at 5 days of evaluation, and presented 98.5% of inhibition at 8 evaluation days. The
fungicide Tebuconazole at doses 50, 100 and 500 pug mL™* of active ingredient resulted in 100%
inhibition of mycelial growth, while Carbendazim and Benomyl showed 99.8% y 99.7%, of
inhibition, respectively. Results indicate that the doses greater than 1250 pug mL™ of quaternary
salts more Tebuconazole at doses of 50 pug mL™* and Carbendazim and Benomyl at doses greater
than 500 pg mL* of may be considered as potential alternatives for preventing or for being applied
as part of control programs against the possible arrival of Foc TR4 in Mexico as measures for
managing Foc Race “1 o 2” presents in Mexico.

Key words: biosecurity, prevention, sanitizers, chemical control, musaceae fusarium.

2 Part of this dissertation was published at the European Journal of Plant Pathology 63: 719-731 (2022)
https://doi.org/10.1007/s10658-022-02510-0
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2.3 INTRODUCCION

Se han identificado cuatro razas de Fusarium oxysporum f. sp. cubense en plantas diferenciales
en condiciones de campo (Moore et al., 1993). La raza 1 ataca Musa textilis (abacd), bananos de
los clones Gros Michel (AAA), Magueiio (AAB), Silk (AAB), Pome (AAB), Pisang Awak (ABB)
y 1.C.2 (AAAA); la raza 2 ataca bananos de clones de Bluggoe (ABB) y otros hibridos de genoma
AAAA,; la raza 3 afecta a las heliconias (Heliconia spp.); mientras que la Raza 4 Tropical es
patogénica a cultivares de Cavendish (AAA), como Dwarf Cavendish, Grand Nain y Williams y a
los cultivares susceptibles a las razas 1 y 2 (Dita et al., 2013). Aungue existen variedades con
niveles moderados de tolerancia a Foc R4T, no existen variedades disponibles con resistencia

agrondémicamente aceptable (Cook et al., 2015).

Dita et al. (2018) propusieron una serie de medidas para prevenir o evitar epidemias de Foc
RAT, tales como: exclusion, material propagativo certificado, monitoreo o deteccién de plantas
enfermas, erradicacion de plantas infectadas, contencion del patdgeno, variedades tolerantes,
suelos supresivos, rotacion de cultivos, cultivos de cobertura, abonos organicos, control bioldgico,
biofertilizantes y manejo integrado de cultivos. Respecto al uso de desinfestantes, Nel et al. (2006)
reportaron que una dosis de 10 pg mL™* de una mezcla de sales de amonio cuaternario y polimeros
clorhidrato de biquanidina resulté en una inhibicién completa del crecimiento micelial de Foc,
mientras que la aplicacion de Farmcleanse (un producto comercial) a la misma dosis no produjo
inhibicion fangica total. Ademas, Meldrum et al. (2013) informd que las concentraciones de
Farmcleanse inferiores al 2.0 %, no inhibieron la germinacion de microconidios Foc. Por su parte,
Izquierdo-Garcia et al. (2021) reportaron que la dosis de 1200 ppm de 10 productos a base de sales
cuaternarias de amonio, inhibio la germinacion de propagulos de Foc R4T; sin embargo, en

presencia de suelo, la eficacia de los productos evaluados, se redujo hasta en 48%. Por su parte,
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Nguyen et al. (2019) evaluaron 20 productos comerciales de sales cuaternarias de amonio a
diferentes tiempos de exposicion (desde 8 min hasta 24 h), pero solamente en la dilucion 1/100, se
logro la inhibicion total de la germinacion in vitro de clamidosporas de 4 aislamientos de Foc R4T
y 4 aislamientos Foc R1, cabe sefialar que la concentracion de ingrediente activo de los productos
va de 5.4% a 60%. Mientras que lzquierdo-Garcia et al. (2021) reportaron que la dosis de 1200
ppm de 10 productos a base de sales cuaternarias de amonio en dos tiempos de exposicion (<1y
15 minutos) en ausencia de suelo inhibieron completamente la germinacién de microconidios,
macroconidios y clamidosporas de Foc R4T; desafortunadamente, en presencia de suelo, la
eficiencia de los productos fue de 52% a 100%. En el caso del uso de sales cuaternarias de amonio
para la desinfestacion de herramientas de trabajo. En el caso de la Raza 2, se determind que se
requiere la aplicacion de méas de 2500 ppm para eliminar el patdgeno; mientras que, para la
eliminacion total de los propagulos de la Raza 4 Tropical se requieren de 2500 ppm, se logro
(Pérez-Vicente y Martinez de la Parte, 2015). En cuanto al uso de fungicidas, Soma et al. (2008)
reportaron que Carbendazim a dosis de 100 y 200 ppm inhibié el 100% del crecimiento micelial
in vitro de F. oxysporum, mientras que la dosis de 50 ppm inhibi6 de 57% pero no especificaron
la forma specialis, ni la raza fisioldgica. Por su parte Somu et al. (2014), reportaron que
Carbendazim, Carboxin, Propiconazole y Benomyl a dosis de 500, 1000 y 2000 ppm inhibieron el
100% del crecimiento micelial in vitro de F. oxysporum f. sp cubense; mientras que Difenconazol
a dosis de 2000 ppm, 1000 ppm y 500 ppm inhibi6é 100%, 85.9% y 81.6% el desarrollo micelial
del hongo, respectivamente; en el caso de Azoxystrobin a dosis de 2000 ppm, 1000 ppm y 500
ppm inhibid 73.5%, 48.7%, 41.4% el desarrollo micelial del hongo, respectivamente pero no se
especificd la raza fisioldgica del patdgeno. Por su parte, Niwas et al. (2020) reportaron que los

fungicidas Carbendazim, Azoxystrobin y Propiconazol a dosis de 750 ppm, 500 ppm, 250 ppm y
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100 ppm no inhibieron completamente el desarrollo micelial de F. oxysporum f. sp cubense
(tampoco se especifico la raza fisiologica), en promedio los fungicidas Carbendazim,
Azoxystrobin y Propiconazol inhibieron 82.3%, 83.3% y 72.4% respectivamente para las cuatro
dosis. Ademas, Solpot y Cumagun (2019) informaron que los fungicidas Dibromo-3-
nitropropionamida a dosis de 30, 20 y 10 ml L y Tebuconazol+Trifloxistrobina a las mismas
dosis inhibieron completamente el desarrollo micelial in vitro de Foc R4T, asi mismo, Dibromo-
3-nitropropionamida a dosis de 10 ml L* y Tebuconazol+Trifloxistrobina a dosis de 1 g L*
inhibieron completamente la infeccidn y severidad de Foc R4T en condiciones de campo. Por su
parte, Kavino y Manoranjitham (2018) reportaron que la aplicacion de Carbendazim 2% a

plantulas de banano micropropagadas redujo 53.3% la incidencia de reducida Foc Razal.

Por lo anterior, es necesario conocer la efectividad de productos desinfestantes o sanitizantes
disponibles en México con los aislamientos de Foc R4T, conla finalidad de establecer medidas d
eprevencion en los puntos de entrada al pais, asi como la efectividad de fungicidas para establecer
medidas de manejo en campo ante una posible incursion de Foc R4T o para el manejo de las razas
de Foc presnetes en México. Por tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto in
vitro de sales cuaternarias de amonio y fungicidas sistémicos, en el desarrollo micelial de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o 2”, como modelo de hongo fitopatdégeno, dada su presencia
en Meéxico, con la finalidad de proponer la implementacion de medidas preventivas de
bioseguridad en puntos de entrada a nuestro pais para evitar la introduccién de Foc R4T a México

y esquemas de control quimico en plantaciones comerciales.
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2.4 MATERIALES Y METODOS

2.4.1 Aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Se evaluaron cinco aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, donados por el
Laboratorio de Micologia del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria. Tres de estos
aislamientos provenian de Hueytamalco, Puebla (M1C17188, MIC17189, y MIC17190), uno de
Tacambaro, Michoacan (MIC17191) y el ultimo obtenido de Villa de Tututepec de Melchor
Ocampo, Oaxaca (MIC17192), a partir de muestras de plantas colectadas por el Programa Nacional
de Vigilancia Epidemioldgica Fitosanitaria, que en su momento fueron consideradas para detectar
la posible presencia de Foc R4T en México (Cuadro 2.1).

Cuadro 2.1. Origen de los aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense depositadas en la

coleccion del Laboratorio de Micologia, del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (DGSV-
SENASICA).

Aislamientos * Municipio / Estado Latitud Longitud No. de accesion

del Genebank
CNRF-MIC17188 Hueytamalco, Puebla 20.00857  -97.24197 MN702818
CNRF-MIC17189 Hueytamalco, Puebla 20.00882  -97.2419 MN702819
CNRF-MIC17190 Hueytamalco, Puebla 20.00928  -97.24209 MN702820
CNRF-MIC17191 Tacambaro, Michoacan 19.21827  -101.45857 MN702821

CNRF-MIC17192 Villa de Tututepec de Melchor 16.04554  -97.70423 -
Ocampo, Oaxaca
*Nota: se utilizaran los ultimos ocho caracteres para referenciar los aislamientos.

2.4.2 Caracterizacién molecular de los aislamientos

Se caracterizaron molecularmente los aislamientos del patégeno con la finalidad de verificar y
corroborar la identificacion previa realizada por el CNRF. Muestras de cada uno de los
aislamientos fueron utilizadas para la extraccion de DNA, mediante el método de Cenis (1992). El

micelio se transfirié a tubos Ependorff con perlas de ceramica (MagNA Lyser Green Beads
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03358941001, Roche®), a los que se adicionaron 500 pL de Buffer 1X TE y se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente, los tubos se centrifugaron por 5 min a 13000
rpm, se desechd el sobrenadante con una micropipeta. Se agregaron 300 pL de buffer de
extraccion; el micelio se macerd con un disruptor de tejidos (Minibeadbeater-96 Cat. No. 1001,
Biospect Products) durante 10 min hasta lograr su pulverizacion, y se adicionaron 150 pL de
acetato de sodio 3 M pH 5.2. Después, los tubos se mezclaron suavemente por inversion en dos a
tres ocasiones y se mantuvieron a -20 °C durante 10 min. Los tubos se centrifugaron durante 10
min a 12000 rpm, se transfirieron 250 L del sobrenadante a tubos nuevos estériles de 1.5 mL. Se
agregaron 250 L de isopropanol a -20 °C y se mezcld por inversion en dos a tres ocasiones para
incubar a temperatura ambiente durante 10 min; los tubos se centrifugaron durante 10 min a 12000
rpm. El isopropanol se decanté y se afiadieron 500 pL de etanol al 70%, se centrifugd durante 2
min a 12000 rpm, se repitio el lavado con etanol al 70%. Los tubos se secaron sobre papel secante
durante 2 h a temperatura ambiente y se agregaron 50 pL de agua de grado biologia molecular

para resuspender el DNA para ser almacenados a -20 °C.

Para la reaccion en cadena de la polimerasa, se utilizaron los iniciadores que amplifican un
fragmento del gen factor de elongacion 1 alfa (EF-la) de 750 pb, EF-1 (5-
ATGGGTAAGGARGACAAGAC-3) y EF-2 (5- GGARGTACCAGTSATCATGTT-3)
[O'Donnell et al., 1998]. Se utiliz6 la mezcla de reaccion de Buffer 1X, MgCl2 1.5 mM, dNTP’s
0.2 mM, iniciador EF-1 0.5 pM, iniciador EF-2 0.5 uM, 2.5 unidades de Taqg Polimerasa, y 40 ng
de DNA molde. La amplificacion se realizd con una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5
min, seguida de 35 ciclos (desnaturalizacion a 95 °C durante 45 s, alineamiento a 50 °C durante

45 s, y extension a 72 °C durante 1 min) y una extension final a 72 °C por 5 min.
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Los productos de PCR (amplicon de 750 pb) se purificaron con la enzima Exosap-It ™ PCR
Product Cleanup Reagent (excepto MIC17192 de Oaxaca, debido a la mala calidad del DNA del
amplicon), con la finalidad de eliminar los residuos de los iniciadores y nucleétidos. Se utilizd un
secuenciador de cuatro capilares, ABI 3130 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific). Las
secuencias obtenidas fueron editadas con los programas BioEdit 7.0.9.0 (Hall, 1999) y
ChromasPro 2.1 (Technelysium Pty Ltd, South Brisbane, Queensland, Australia). Las secuencias
consenso obtenidas se compararon con secuencias homologas en la base de datos GenBank
(National Center for Biotechnology Information) utilizando la herramienta de secuenciacion de
alineacion local basica para consultas de secuencias de nucledtidos (BLASTN) para corroborar el
diagnostico del fitopatdgeno, comparando la identidad y cobertura de las secuencias de los
aislamientos obtenidas de este estudio con secuencias de referencia y representativas de diferentes
grupos de compatibilidad vegetativa y linajes Foc reportados por Fourie et al. (2009). Se realiz6
una alineacion maultiple utilizando el algoritmo ClustalW implementado en el software MEGA
7.0.26 (Kumar et al., 2018). La matriz obtenida se utilizd para realizar un andlisis filogenético
basado en el modelo de evolucidon de nucleétidos de méaxima verosimilitud con un bootstrap de

1000 repeticiones.

2.4.3 Sensibilidad de aislamientos de Foc a sales cuaternarias de amonio en sistema in vitro

Primer bioensayo. Se utiliz6 un procedimiento similar al descrito para la evaluacion de los
fungicidas comerciales. Al medio de cultivo utilizado (PDA) se agregaron 31.25, 62.5, 93.75, 125,
187.5, 250, 312.5, 375 pg de i.a. mL™, de sales cuaternarias de amonio de cuarta generacion

(Anibac 500, 12.5% de i.a.).
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Se transfirieron discos de 7 mm de didmetro de medio de cultivo PDA con micelio activo de
los cinco aislamientos de Foc, por separado, al centro de las cajas de Petri con los medios de cultivo
con las ocho dosis de sales cuaternarias y en cajas de Petri con PDA sin sales cuaternarias de
amonio (Testigo); para cada tratamiento se establecieron cinco repeticiones. Las cajas de Petri se
incubaron en oscuridad a 28 £ 2 °C, y se midi6 en cuatro diferentes direcciones, el radio de
crecimiento micelial de cada hongo, a 1, 4, 5, 6, 7 y 8 dias. La inhibicion (%) del crecimiento
fangico (sensibilidad) se determiné mediante el protocolo de Zhang et al. (2012), con base en el

radio de crecimiento registrado de la Gltima evaluacion del testigo o control.

Segundo bioensayo. Para este bioensayo, se evaluaron las concentraciones 125, 250, 500, 750,
1000, 1250 pg de i.a. mL™ de sales cuaternarias de amonio de cuarta generacion (Anibac 500,

12.5% de i.a.) utilizando el mismo procedimiento del primer bioensayo.

2.4.4 Sensibilidad de los aislamientos de Foc a fungicidas comerciales en sistema in vitro

Se utilizaron formulaciones comerciales de seis fungicidas sistémicos de cuatro grupos
toxicoldgicos, 1) Methyl-benzimidazole-carbamates (Benomilo y Proxycar), 2) Triazoles (Opus y

Folicur), 3) Metoxycarbamate (Headline), y 4) Azanaphthalenes (Quintec) [Cuadro 2.2].

Cuadro 2.2. Ingredientes activos, grupos toxicologicos y modo de accion de los seis fungicidas
sistémicos evaluados en el presente estudio (Jeschke et al., 2019).

Nombre

. Ingrediente activo (%)  Grupo quimico Modo de accion

comercial

Benomilo Benomyl 50% Carbamatos Citoesqueleto y proteinas motoras
Proxycar Carbendazim 50% /ensamblaje de B-tubulina en la mitosis
Headline  Pyraclostrobin 23.6%  Metoxicarbamato bReSplraf:lon/Complejo Il citocromo

cl (ubiquinol oxidasa) en el sitio Qo
Opus Epoxiconazol 125% Biosintesis de esteroles en
Folicur Tebuconazol 25% Triazoles membranas/C14-desmetilasa en
biosintesis de esteroles
Quintec  Quinoxyfen 25.5% Azanaftalenos  Transduccion de sefiales
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Para esta prueba se utilizd el procedimiento de Gao et al. (2017). En matraces de 1 L de
capacidad con medio de cultivo PDA a 40-45 °C después de su esterilizacion se agregaron 10, 50,
100 y 500 pg de ingrediente activo (i.a.) por mL de cada fungicida por separado. Los matraces se
colocaron en una plancha de agitacion magnética para hacer la mezcla homogénea; posteriormente,

los medios de cultivo se vertieron en cajas Petri de 10 cm de didmetro y 2 cm de alto.

Una vez solidificado el medio de cultivo, se transfirieron discos de 7 mm de didmetro de medio
de cultivo PDA con micelio activo de cultivos monosporicos de los cinco aislamientos de Foc al
centro de las cajas Petri con los medios de cultivo con las cuatro dosis de los seis fungicidas,
incluyendo un Testigo; para cada tratamiento se establecieron cinco repeticiones. Las cajas Petri
fueron incubadas en oscuridad a 28 + 2 °C. A 1, 4, 6 y 8 dias posteriores al inicio del experimento,
se midio el radio de crecimiento de cada aislamiento fungico, en cuatro diferentes direcciones. El
porcentaje de inhibicion del crecimiento fungico (sensibilidad) se determin6 mediante el protocolo
reportado por Zhang et al. (2012) con base en el radio de crecimiento registrado de la ultima

evaluacion del testigo.

2.4.5 Disefio experimental y analisis estadistico de los datos

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar para cada bioensayo, y para evitar un
posible efecto cruzado por la evaporacion de los diferentes tipos de fungicidas. Los datos obtenidos
de los tres bioensayos, se analizaron mediante un analisis de varianza, y prueba de comparacion
de medias (Tukey, a = 0.05), con el paquete estadistico SAS para Windows (SAS Institute Inc.

2002).
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2.5 RESULTADOS Y DISCUSION
2.5.1 Andlisis filogenético

Para la caracterizacion molecular y el analisis filogenético de los aislamientos del hongo se
utilizaron los iniciadores que amplifican un fragmento del gen factor de elongacién 1 alfa (EF-1a)
disefiados por O'Donnell et al. (1998), los cuales amplifican un gen enddgeno y dichos iniciadores
forman parte del protocolo de diagndstico para Foc R4T (Dita et al., 2010; Senasica, 2018; Garcia-
Bastidas et al., 2020b). El analisis BLAST de las secuencias consenso obtenidas en este trabajo
(MIC17188, MIC17189, MIC17190 y MIC17191) permiti6 confirmar la identidad como Fusarium
oxysporum f. sp. cubense con una cobertura del 100%, y agrupados dentro de la Raza “1 o 2”
(Figura 2.1). El arbol filogenético se construyé con las secuencias consenso; las secuencias con
ndmero de acceso KX365413.1, KX365409.1 y KX365402.1 depositadas en GenBank, fueron
seleccionadas por su alto nivel de identidad y las secuencias utilizadas por Fourie et al. (2009).
Los clados permitieron identificar a nivel de especie que el hongo corresponde a Fusarium

oxysporum f. sp. cubense, confirmando asi los resultados obtenidos por morfologia.

Las secuencias de nucleétidos de cuatro cepas de hongos (MIC17188, MIC17189, MIC17190
y MIC17191) se alinearon con una cobertura e identidad del 100% con Fusarium oxysporum f. sp.
cubense CAV 2879, CAV 2762 y CAV 2614, con los nimeros de acceso KX365413.1,
KX365409.1 y KX365402.1, respectivamente (Karangwa et al., 2018). Las secuencias flngicas se
agruparon dentro del linaje VI de Fusarium oxysporum f. sp. cubense y en los grupos de Raza “1
o 2” (Fourie et al., 2009; Karangwa et al., 2018). Las secuencias en las que se obtuvo el mayor
porcentaje de identidad, correspondieron a linajes Foc de muestras recolectadas de las regiones de

Africa Oriental y Central (Karangwa et al., 2018; Ndayihanzamaso et al., 2020). Lo anterior,
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confirmd la ausencia de F. oxysporum f. sp. cubense Raza 4 Tropical en México, toda vez que los

aislamientos analizados en este estudio provenian de muestras tomadas en campo por el Programa

de Vigilancia Epidemioldgica Fitosanitaria para la deteccién oportuna de Foc R4T.
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Figura 2.1. Andlisis filogenético de 4 aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(MIC17188, MIC17189, MIC17190, and MIC17191) aislados de Puebla y Michoacan, México.

2.5.2 Sensibilidad de aislamientos de Foc Raza “1 o 2” a sales cuaternarias de amonio in vitro

Primer bioensayo. Las dosis evaluadas de sales cuaternarias de amonio de cuarta generacion,

correspondientes a 31.25, 62.5, 93.75, 125, 187.5, 250, 312.5, 375 pg de i.a. mL™, redujeron en

diferente grado el crecimiento micelial de los cinco aislamientos de Foc raza 1 o 2 (Figura 2.2).

Ninguna dosis tuvo un efecto inhibitorio total; la dosis més baja (31.25 pg de i.a. mL™) redujo el
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crecimiento micelial en 47.5% en promedio, para los 5 aislamientos; mientras que la dosis mas
alta (375 pg de i.a. mL™) tuvo una inhibicién del crecimiento micelial de 91.9% (Cuadro 2.3;

Figura 2.3).
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Figura 2.2. Crecimiento micelial in vitro de cinco aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (MIC17188, MIC17189, MIC17190, MIC17191 y MIC17192) en medio de cultivo PDA
con sales cuaternarias de amonio de cuarta generacion (31.25, 62.5, 93.75, 125, 187.5, 250, 312.5,
375 pug mL™Y), después de 8 dias de evaluacion.

Cuadro 2.3. Inhibicion del crecimiento micelial de cinco aislamientos de Fusarium oxysporum f.
sp. cubense raza “1 0 2”) a sales cuaternarias de amonio.
Sales cuaternarias de amonio (ug mL™?)

Primer bioensayo Segundo bioensayo
Dosis Inhibicion* Dosis Inhibicion*
(ug ML) (%) (ug ML) (%)
375 919a 1250 98.5a
312.5 89.2b 1000 97.7 a
250 85.2¢ 750 95.3b
187.5 76.7d 500 92.0c
125 66.0 e 250 77.7d
93.75 61.7 f 125 504¢e
62.5 56.1¢g
31.25 47.5h

* Estimado a partir de datos de crecimiento fungico obtenido del tratamiento control del bioensayo
correspondiente. Letras idénticas en sus respectivas columnas no son significativamente diferentes
(Tukey, o =0.05),n=5.
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Aislamientos de Foc Raza “1 0 2™
A) MIC17188
B) MIC17189
C) MIC17190
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Figura 2.3. Inhibicion del crecimiento micelial in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. cubense en
PDA enriquecido con 8 dosis de sales cuaternarias de amonio (ug mL™), después de 8 dias de
evaluacion.
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Segundo biensayo. Las dosis evaluadas de sales cuaternarias de amonio de cuarta generacion,
redujeron el crecimiento micelial de los cinco aislamientos de Foc raza “1 o 2” (Figuras 2.4). El
mayor efecto inhibitorio se observo con la dosis de 1250 pug mL™? con 100% de inhibicion para
todos los aislamientos desde el inicio hasta los 5 dias de crecimiento (Figura 2.5) y de 98.5% en
promedio para todas las cepas a los 8 dias de crecimiento; sin embargo, no se obtuvieron

diferencias significativas con la aplicacion de 984 pg mL* (Cuadro 2.3; Figuras 2.5y 2.6).
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Figura 2.4. Crecimiento micelial in vitro de cinco aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense en medio de cultivo PDA enriquecido con sales cuaternarias de amonio de cuarta
generacion (125, 250, 500, 750, 1000 y 1250 pg mL1), después de 8 dias.

Todas las dosis evaluadas de la sal cuaternaria de amonio de cuarta generacion (Anibac 500)
redujeron el crecimiento micelial de los cinco aislamientos de Foc; sin embargo, no se logré el
100% de inhibicién en ninguna dosis evaluada y el mayor efecto inhibitorio se observo al aplicar
1000 0 1250 pg mL™. La dosis 1250 pug mL™* corresponde a una dilucion 1:100; es decir, 10 mL
del producto comercial de sales cuaternarias en 990 mL de agua. Esta dosis se recomienda para la
desinfestacion de herramientas, equipos, vehiculos y maquinaria para el control de FocR1, y de

Foc R4T en Australia (Nguyen et al., 2019). No obstante, esta dilucion de 1:100 no inhibe
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completamente a los cinco aislamientos de Foc evaluados en esta investigacion. Esto se podria
atribuir a la concentracion del ingrediente activo del producto comercial disponible en México
(Anibac 500; 12.5% i.a.). En Australia, los 20 productos comerciales de sales cuaternarias de
amonio disponibles, contienen un rango amplio de ingrediente activo, del 5.4% (BC-
Benzalkonium chloride) al 60% (ABDAC-alkyl benzyl dimethyl ammonium chloride), y pueden
contener, uno 0 mas ingredientes activos (Nguyen et al. 2019). Cabe sefialar que los resultados
obtenidos en el presente estudio son similares a los reportados por Izquierdo-Garcia et al. (2021)
quienes reportaron que la dosis de 1200 ppm de 10 productos a base de sales cuaternarias de
amonio inhibieron completamente la germinacion de microconidios, macroconidios y

clamidosporas de Foc R4T.

Por su parte, Nel et al. (2007) reportaron que la dosis de 10 pg mL™? de la mezcla de sal
cuaternaria de amonio y Polymeric biquanidine hydrochloride inhibio por completo el crecimiento
micelial de Foc, mientras que el producto Farmcleanse (amonio cuaternario) a la misma dosis, no
produjo la inhibicion total del hongo. Meldrum et al. (2013) reportaron que concentraciones
menores de Farmcleanse (2.0%) no inhibieron completamente la germinacion de microconidios
de Foc. Lo anterior, denota que la eficiencia de las sales cuaternarias de amonio podria depender

tanto del ingrediente activo como de la concentracion utilizada.
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Figura 2.5. Inhibicion del crecimiento micelial in vitro de cinco aislamientos de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (A-E) en medio de cultivo PDA enriquecido con cuatro dosis (125, 250,
500 y 1250 pug mL 1) de sales cuaternarias de amonio de cuarta generacion, a 1, 5, 6, 7 y 8 dias de
evaluacion. N=5.
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Testigo

Aislamientos de Foc Raza “1 0 2”:
A)MIC17188
B) MIC17189
C) MIC17190
D) MIC17191
E) MIC17192

s =7

Figura 2.6. Inhibicion del crecimiento micelial in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. cubense en
PDA enriquecido con 8 dosis de sales cuaternarias de amonio (g mL™), después de 8 dias de
evaluacion.

2.5.3 Sensibilidad in vitro de aislamientos de Foc raza “1 o 2” a fungicidas comerciales

La aplicacion de Quinoxyfen en dosis de 500 pg mL™, no tuvo efectos inhibitorios
significativos en el crecimiento micelial de los cinco aislamientos de Foc raza “1 0 2”, a los 8 dias
de evaluacion (21.2%). Los fungicidas Pyraclostrobina (96.3%), Epoxyconazol (98.6%), Benomyl
(99.7%) y Carbendazim (99.8%) redujeron significativamente el desarrollo micelial de los cinco
aislamientos del patdgeno (Figura 2.7). Las dosis de 50, 100 y 500 pug mL™ de Tebuconazol

inhibieron completamente a los cinco aislamientos evaluados, con excepcién de la dosis 10 pg mL"

1
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Por otra parte, las cuatro dosis evaluadas de Benomyl, inhibieron completamente el desarrollo
micelial de los aislamientos de M1C17188 y MIC17190; en tanto que la dosis de 500 pg mL* sélo
logroé inhibir completamente el desarrollo del aislamiento MIC17191. Por su parte, solo la dosis

de 500 pg mL? de Carbendazim inhibié el 100% los aislamientos MIC17188, MIC17190 y

MIC17192 (Cuadro 2.4).
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Quinoxyfen Pyraclostrobin Epoxiconazol Tebuconazol Carbendazim Benomyl

Fungicidas sistémicos (ug mL1)
Figura 2.7. Crecimiento micelial in vitro de cinco aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense raza “1 o0 2” (MIC17188, MIC17189, MIC17190, MIC17191 y MIC17192) en medio
PDA enriquecido con 10, 50, 100 y 500 pg mL™ de seis fungicidas comerciales (Quinoxyfen,
Pyraclostrobin, Epoxiconazol, Tebuconazol, Carbendazim y Benomyl), después de 8 dias.
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Cuadro 2.4. Inhibicion del crecimiento micelial de cinco aislamientos de Fusarium oxysporum f.
sp. cubense Raza “1 0 2”) a dosis de 500 pg mL™* de seis fungicidas comerciales.

Fungicida (500 pg mL™?) Inhibicion* (%)
Tebuconazol 100.0 a
Carbendazim 99.8 a

Benomyl 99.7a
Epoxiconazol 98.6 ab
Piraclostrobina 96.3b
Quinoxifen 21.2 ¢

* Estimado a partir de datos de crecimiento fungico obtenido del tratamiento control del bioensayo
correspondiente. Letras idénticas en sus respectivas columnas no son significativamente diferentes
(Tukey, o =0.05),n=5.

Fungicidas sistémicos (500 pg mL7)

Aislamiento Control Quinoxyfen Pyraclostrobin Epoxic 1 Tebuc 1 Carbendazi B yl

MIC17188

MIC17189 |

MIC17190 (it

MIC17191

MIC17192 [{

Figura 2.8. Inhibicién del crecimiento micelial in vitro de cinco aislamientos de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raza “1 o 2” (MIC17188, MIC17189, MIC17190, MIC17191 y
MIC17192) en medio PDA enriquecido con 500 pg mL™t de seis fungicidas comerciales
(Quinoxyfen, Pyraclostrobin, Epoxiconazol, Tebuconazol, Carbendazim y Benomyl), después de
8 dias de evaluacion.
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Con respecto a las pruebas de sensibilidad de las cepas de Foc hacia fungicidas, cabe mencionar
que todos los productos comerciales evaluados son sistémicos. Sin embargo, pertenecen a
diferentes grupos toxicoldgicos con diferentes modos de accion, lo cual, pudo influir en el efecto
en el desarrollo micelial in vitro de los cinco aislamientos del patégeno. Los fungicidas
Tebuconazol, Benomyl y Carbendazim, fueron los mas sobresalientes, cuyas dosis de 500 g, en
promedio, inhibieron 100%, 99.8% y 99.7%, respectivamente (Figura 2.8), el crecimiento micelial
de los cinco aislamientos. Cabe resaltar que solamente el Tebuconazol, aplicado en dosis de 50 y
100 pg mL™?, también inhibié al 100% el crecimiento micelial de los cinco aislamientos de Foc.
En el caso de Carbendazim, nuestros resultados concuerdan parcialmente con los obtenidos por
Soma et al. (2008) quienes reportaron que Carbendazim inhibié 100% a F. oxysporum (sin
especificar la forma specialis, ni la raza fisioldgica) en las dosis de 100 y 200 pug mL™, mientras
que la dosis de la dosis de 50 pg mLtinhibio el 57%. También Somu et al. (2014) al aplicar dosis
altas de Carbendazim (500, 1000 y 2000 pg mL™) lograron inhibir el 100% el desarrollo micelial
de Foc (también sin especificar la raza fisioldgica), a los siete dias de evaluacion. Mientras que
Niwas et al. (2020) reportaron que el mismo fungicida a dosis de 100, 250, 500 y 750 pg mL™*
inhibid 64%, 75%, 94% y 94%, respectivamente. La variacion en la inhibicién del crecimiento
micelial a dosis similares de 100 y 500 sugiere que la forma especial y/o la raza fisiologica influyen
en los resultados y en nuestro caso el origen de los aislamientos asociado a una posible resistencia
a fungicidas. Por su parte, Gnanasekaran et al. (2015) indicaron que el Carbendazim inhibid
parcialmente el desarrollo del F. oxysporum f. sp. cubense, pero no especificaron las dosis
utilizadas, ni el porcentaje de inhibicidn correspondiente. La presente investigacion sugiere que la
eficiencia de la aplicacion de los fungicidas sistémicos para inhibir el crecimiento micelial de Foc

R1 o R2, pudo haber dependido del aislamiento fungico, ya que algunos fungicidas mostraron un
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efecto variable en la inhibié del desarrollo de los aislamientos del patdgeno, observandose mayor
variacion el en fungicida Quinoxyfen (Cuadro 2.5). Lo anterior concuerda con Nel et al. (2007)
quienes para lograr una inhibicion del 100% del desarrollo micelial de Foc CAV 031 se requirid
aplicar 10 pg mL™ del ingrediente activo de Benomilo, mientras que para inhibir a Foc CAV 086,

se necesitaron 50 pg mL™ de este ingrediente activo.

Cuadro 2.5. Inhibicion del crecimiento micelial de cinco aislamientos de Fusarium oxysporum f.
sp. cubense Raza “1 0 2”) a cuatro dosis de seis fungicidas comerciales.

Aislamiento
Fungicida Dosis MIC17188 MIC17189 MIC17190 MIC17191 MIC17192
500 pg mL-1 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
Tebuconazol 100 pg mL-1 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
50 pg mL-1 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
10 pg mL-1 95.86 94.31 94.76 99.69 97.98
500 pg mL-1 100.00 99.70 100.00 100.00 99.19
Benomyl 100 pg mL-1 100.00 99.70 100.00 99.69 97.98
50 pg mL-1 100.00 99.40 100.00 99.69 97.98
10 pg mL-1 100.00 99.40 100.00 99.69 95.14
500 pg mL-1 100.00 99.70 100.00 99.69 100.00
Carbendazim 100 pg mL-1 99.70 99.70 100.00 99.69 100.00
50 pg mL-1 99.70 99.70 100.00 99.37 100.00
10 pg mL-1 99.70 99.40 100.00 99.37 99.60
500 pg mL-1 98.52 98.50 98.41 98.43 99.19
Epoxiconazol 100 pg mL-1 98.52 98.50 98.41 98.43 97.98
50 pg mL-1 98.00 97.98 98.41 98.43 97.98
10 pg mL-1 93.20 93.11 93.33 93.40 95.14
500 pg mL-1 97.04 97.08 96.82 92.61 97.98
Piraclostrobin 100 pg mL-1 95.71 93.41 93.17 81.92 97.98
50 pg mL-1 94.38 91.46 90.47 77.83 89.88
10 pg mL-1 90.69 89.36 87.13 73.90 85.63
500 pg mL-1 33.93 37.97 24.71 -5.50 9.11
Quinoxyfen 100 pg mL-1 27.87 25.38 16.93 -5.66 0.61
50 pg mL-1 32.46 16.39 22.49 -7.86 -5.26
10 pg mL-1 29.80 23.58 12.64 -4.87 -3.04

Tebuconazol y Epoxiconazol pertencecen al grupo de los Triazoles bloguean la biosintesis del

ergosterol por la inhibicién de la enzima Esterol 14 desmetilasa (Jeschke et al., 2019; Cendoya et
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al., 2021); de los cuales, solo Tebuconazol en dosis de 50, 100 y 500 pg mL* inhibi6 el 100% el
desarrollo de los cinco aislamientos del hongo, mientras que Epiconazol en ninguna dosis evaluada
inhibio completamente a los cinco aislamientos del hongo. Por otra parte, los fungicidas Benomyl
y Carbendazim que pertenecen al grupo toxicoldgico de los carbamatos inhiben la mitosis de
muchos hongos fitopatogenos al unirse a la B-tubulina e inhibir la biosintesis de la tubulina, la -
tubulina es de las principales componentes de los microtdbulos, los cuales son importantes para
muchas actividades intracelulares, incluyendo la divisién celular, transporte de material y
morfologia celular (Zhu et al., 2018; Jeschke et al., 2019; Xu et al., 2019); sin embargo, ninguno
de estos dos fungicidas inhibieron completamente el desarrollo del hongo, cabe sefialar que
Tebuconazol, Carbendazim y Benomyl fueron los fungicidas mas efectivos para inhibir del
desarrollo micelial de los cinco aislamientos del patégeno y no presentaron diferencias estadisticas

significativas.

Por otro lado, el fungicida Pyraclostrobin interfiere con el proceso de respiracion de los hongos,
el cual, que pertenece al grupo de los carbamatos y al subgrupo de los Metoxicarbamatos y forma
parte del grupo de las Estrobirulinas (Jeschke et al., 2019), dicho fungicida no inhibid
completamente el desarrollo micelial de los cinco aislamientos del patégeno en ninguna de las

dosis evaluadas.

Mientras que el fungicida Quinoxifen interfiere con la transduccion de sefiales (Jeschke et al.,
2019), fue el fungicida que presento el menor efecto en el crecimiento micelial de los cinco

aislamientos del hongo de todos los fungicidas evaluados en el presente estudio.

Respecto a la viabilidad de la aplicacion de los fungicidas que presentaron mayor inhibicion del

crecimiento micelial de los cinco aislamientos del patdégeno. Al respecto, Amini y Sidovich (2010)
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reportaron que la aplicacion de dosis de 100 pg mL™* de Benomyl y Carbendazim de manera
preventiva (1 dia antes) y curativa (7 dias después) redujo totalmente la incidencia y severidad de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en plantulas de Solanum lycopersicum, sin embargo, a dosis
menores, el mayor efecto se obtuvo cuando se aplic6 de manera preventiva. En el mismo sentido,
Pérez-Hernandez et al. (2017) reportaron la aplicacion de fungicidas a la base del tallo de
calabacita Cucchinni (Cucurbita pepo) en donde observaron que la aplicacion de 750 pug mL™*
redujo completamente la incidencia y severidad de Fusarium solani f. sp. cucurbitae. Con base en
lo anterior, se propone la aplicacion de dosis de 50 pg mL™ de Tebuconazol, o de dosis mayores a
500 pug mL* de Carbendazim y Benomyl de manera preventiva, es decir, sumergiendo los cormos
o0 plantulas de platano y banano en los fungicidas antes mencionados y posteriomente realizar la

aplicacion de los fungicidas a la base del pseudotallo una vez que el cultivo este establecido.

Por lo tanto, el uso de 50 pg mL* de Tebuconazol, o de dosis mayores a 500 pg mL™* de
Carbendazimy Benomyl, o el uso de 1250 pug mL™ de sales cuaternarias de amonio (Anibac 500),
pueden ser utilizados en un esquema de control de Foc R1 o0 R2, y como parte de medidas
fitosanitarias para el control ante una posible incursion de Foc R4T a México, aunque es

recomendable preceder a la evaluacion de su eficacia en dicha raza fangica.
2.6 CONCLUSIONES

e La dosis de 1250 pg mL de sales cuaternarias de amonio de cuarta generacion (Anibac 500)
fue efectivo para inhibir el 100% el desarrollo micelial de 5 aislamientos de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o 2” a los 5 dias de evaluacion en condiciones in vitro, la

cual, disminuyo a 98.5 % a los 8 dias de evaluacion.
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e Las dosis de 50, 100 y 500 pug mL* de Tebuconazol inhibieron el 100% el desarrollo micelial
de 5 aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza “1 0 2 a los 8 dias de evaluacion
en condiciones in vitro.

e La dosis de 500 pg mL?t de Carbendazim y Benomyl inhibieron el 99.8 y 99.7%,
respectivamente, el desarrollo micelial de 5 aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Raza “1 0 2” a los 8 dias de evaluacion en condiciones in vitro.
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CAPITULO I11. INHIBICION in vitro DE BACTERIAS ANTAGONISTAS EN Fusarium
oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o0 2°°

3.1 RESUMEN

Existen cuatro razas de Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Foc), que afectan a bananos y platanos,
cuyos cultivares comerciales son altamente susceptibles a la Raza 4 Tropical (R4T), y no existen
fungicidas efectivos para su control. Lo anterior hace necesario generar estrategias basadas en el
control bioldgico de las razas de Foc, y que coadyuven ante la llegada de Foc R4T a México. Este
estudio evaluo la inhibicion in vitro de 10 bacterias hacia cepas de Foc Raza “1 o 2” aisladas de
muestras vegetales de Puebla, Michoacan y Oaxaca. En el primer bioensayo se evaluaron siete
bacterias antagonistas (Bacillus pumilus A1, B. pumilus BFIES 4C, B. pumilus R44, Paenibacillus
sp. BSP 1.1, Pseudomonas tolaasii P61, Serratia liquefaciens CPA C53, Serratia sp. AC 35).
Paenibacillus sp. (BSP 1.1) presentd una inhibicion promedio de 44.7%, y Serratia sp. (AC35)
tuvo una inhibicién de 27.3%, después de 14 dias de confrontacion. EI segundo bioensayo evalud
tres bacterias antagonistas (Bacillus subtilis BASU, B. sonorensis BASO, B. velezensis BAZE);
Bacillus subtilis (BASU) tuvo mayor inhibicion (55.1%), seguido de B. velezensis (BAVE) con
45.8%, en promedio, después de 14 dias. El tercer bioensayo evalu la inhibicion de Paenibacillus
sp. (BSP 1.1) + Serratia sp. (AC35) en tres tiempos de preinoculacion (2, 4y 7 dias). Paenibacillus
sp. (BSP 1.1) presenté mayor inhibicion (80.1%) hacia la cepa MIC17188, al preinocular la
bacteria siete dias antes del hongo, y después de siete dias de confrontacion; la doble inoculacion
de Paenibacillus sp. (BSP 1.1) + Serratia sp. (AC35) produjo 75.5% de inhibicion, en promedio.
Por otra parte, Paenibacillus sp. (BSP 1.1) en suelo estéril, redujo la viabilidad de conidios de las
cepas MIC17192 (61%), MIC17191 (56%), MIC17189 (47%) y MIC17188 (2%), a los 42 dias. A
los 49 dias, la inhibicion de la viabilidad de esporas, disminuy6 en todos los aislamientos fungicos,
y se presentaron valores negativos en los aislamientos MIC17188 (-18%) y MIC17191 (-31%).

Palabras clave: Medidas de manejo, control biologico, fusariosis de las musaceas.

3 Parte de esta tesis ha sido publicada en European Journal of Plant Pathology 63: 719-731 (2022)
https://doi.org/10.1007/s10658-022-02510-0
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CHAPTER III. In vitro INHIBITION OF BACTERIAL ANTAGONISM ON Fusarium
oxysporum f. sp. cubense Race "1 or 24

3.2 ABSTRACT

There are four races of Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), three of them (1, 2 and 4) affect
bananas and plantains whose commercial cultivars are highly susceptible to Tropical Race 4
(TR4), currently there are no effective fungicides for the control of this pathogen that protect the
plant in field. The foregoing makes it essential to generate environmentally friendly strategies,
based on the use of biological microorganisms for the control of Foc races, which can contribute
to the control of a possible introduction and establishment of Foc TR4 in Mexico. In the present
study was evaluated the in vitro inhibition of 10 bacteria against mycelial development of Foc
Raza “1 or 2” isolates from plant samples from Puebla, Michoacan and Oaxaca, Mexico. The first
bioassay evaluated seven antagonistic bacteria (Bacillus pumilus A1, B. pumilus BFIES 4C, B.
pumilus R44, Paenibacillus sp. BSP 1.1, Pseudomonas tolaasii P61, Serratia liquefaciens CPA
C53, Serratia sp. AC 35). Paenibacillus sp. (BSP 1.1) presented an average inhibition of 44.7%,
while in Serratia sp. (AC35) inhibition was 27.3%, towards the five fungal isolates (MIC17188-
92), after 14 days of confrontation. The second study evaluated three antagonistic bacteria
(Bacillus subtilis BASU, B. sonorensis BASO, B. velezensis BAZE), where, Bacillus subtilis
(BASU) had greater inhibition (55.1%), followed by Bacillus velezensis (BAVE) with 45.8%
inhibition on average, towards three fungal isolates (MI1C17188, MIC17191 MIC17192), after of
14 days. A third bioassay evaluated the in vitro inhibitory effect of Paenibacillus sp. (BSP 1.1) +
Serratia sp. (AC35) in three preinoculation times in 2, 4 and 7 days, where the bacterium
Paenibacillus sp. (BSP 1.1) presented the highest 80.1% inhibitory effect towards the MIC17188
isolate, when the bacteria were pre-inoculated seven days before the fungus, after seven days of
confrontation, in comparison with the Paenibacillus sp bacteria. (BSP 1.1) + Serratia sp. (AC35)
had 75.5% inhibition, on average. On the other hand, the addition of Paenibacillus sp. (BSP 1.1)
in sterile soil reduced the viability of conids of isolates MIC17192 (61%), MIC17191 (56%),
MIC17189 (47%) and MIC17188 (2%) at 42 days of evaluation: however, the percentage of
inhibition of the spore viability decreased for all fungal isolates, negative values were even
presented for isolates MIC17188 (-18%) and MIC17191 (-31%) at 49 days of evaluation.

Key words: Management measures, biological control, musaceae fusariosis.

4 part of this dissertation was published at the European Journal of Plant Pathology 63: 719-731 (2022)
https://doi.org/10.1007/s10658-022-02510-0

111



3.3 INTRODUCCION

Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 1 (Foc R1) se detectd en México en 1932 (Ploetz,
2018). Durante la década de 1960 y principios de los 1970 fueron devastadas cerca de 40 mil
hectareas del cultivar Gros Michel en todo el pais; en 1994, existian alrededor de 4,000 hectareas
de platano manzano en México, para 2004, la superficie se redujo a 1,260, debido a la presencia
de Foc R1 (Orozco-Santos, 2013), esto conllevo a que la variedad Gros Michel fuera remplazada

por otros cultivares resistentes del grupo Cavendish (Dita et al., 2017 y 2018).

Foc R4T se reportd por primera vez en Taiwan en 1989 (Ploetz, 2018), de donde se dispersé a
varios paises del sureste asiatico, causando serias y devastadoras epidemias (Orozco-Santos,
2013). En 2018, la distribucion de este fitopatdgeno comprendia Australia, China, Filipinas, India,
Indonesia, Israel, Jordania, Laos, Libano, Malasia, Mozambique, Birmania, Omén, Paquistan,
Taiwan, Turquia, y Vietnam (Ploetz, 2018; Ozarslandan y Akgiil, 2020). En agosto de 2019, se
reporté la presencia de Foc R4T en La Guajira, Colombia, en plantaciones de bananos Cavendish,
lo que se considera como el primer reporte oficial para Ameérica (ICA, 2019; Garcia-Bastidas et
al., 2020a). En el mismo afio también se detectd en Tailandia (IPPC, 2019a), Islas Mayotte en

2020 (EPPO, 2020), y en Peru se detecto en 2021 (SENASA, 2021).

Debido a que no existen variedades resistentes y/o productos quimicos efectivos para controlar
a Foc R4T (Cook et al., 2015), se han propuesto esquemas de control bioldgico basados en el uso
de bacterias y hongos antagonistas contra Foc (Bubici et al., 2019). Por lo que, se ha documentado
el efecto positivo de algunas especies de bacterias enddfitas al ser inoculadas en vitroplantas como
menor incidencia y sintomas en plantas infectadas por la Fusariosis del banano, lo anterior, indica

que podrian ser una opcion viable para incorporarse en acciones de control. En Taiwan, la bacteria
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endofitica Burkholderia cenocepacia 869T2 redujo en 86.2% la incidencia y desarrollo de Foc
RAT. De igual forma, Pseudomonas fluorescens cepa WCS 417 inoculada en platano cv. Chinese
(Cavendish) redujo en 87.4% la incidencia de la enfermedad. También P. florescens inoculada en
M. balbisina suprimid a las cepas de Foc R4T y de Foc R1; ademaés, promovio el desarrollo radical
y altura de la planta. Para su aplicacion en campo, se desarrollaron formulaciones en polvo y
capsulas de gelatina de P. fluorescens Pf-1 para inhibir el desarrollo de Foc (Sivamani y

Gnamanickam, 1988; Rujappan et al., 2002; Nel et al., 2006; Ho et al., 2015).

También se ha documentado el uso de enmiendas organicas, como la adicion de estiércol de
cerdo previamente composteado y mezclado con Bacillus amyloliquefaciens al sustrato de
siembra, en condiciones de invernadero, con lo cual se redujo en 75% la incidencia de la
enfermedad (Shen et al., 2015). La aplicacion de fertilizante bio-organico + compostas, a base de
estiércol de cerdo (2:3) mezclado con la cepa W19 de B. amyloliquefasciens, promovié el
crecimiento de Musa AAA (Cavendish cv. Brasil), con esto se inhibid la actividad patogénica del
hongo en condiciones de invernadero; mientras que, en condiciones de campo, el desarrollo del
patdgeno se inhibio entre 42.8 y 44.4%, y el rendimiento se increment6 entre 25.7 y 34.5%,
respectivamente (Wang et al., 2016). También, B. amyloliquefaciens NJN-6 combinada con
composta, disminuyd la incidencia de Foc R4T en 68.5% (Xue et al., 2015). Un efecto similar se
obtuvo con la aplicacion de composta de cerdo mezclado con la cepa de B. subtilis N11, donde se
present6 una incidencia de la enfermedad de 16.7% en comparacién con el 90-93.3% obtenido en
el testigo. El uso de composta a base de abono de cerdo mezclado con Paenibacillus polymyxa
SQR21 y Trichoderma harzianum T37, redujo a 33.3% la incidencia de Foc RAT (Zhang et al.,

2011).
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Por lo anterior, la presente investigacion evalud el efecto in vitro de bacterias antagonistas en
el desarrollo micelial de Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o 2. Lo anterior, con la
finalidad de proponer un esquema de manejo fitosanitario ante el riesgo de introduccion de Foc

R4T al pais.
3.4 MATERIALES Y METODOS
3.4.1 Aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o 2”

Se evalud el efecto de 10 bacterias antagonistas en cinco aislamientos de Foc Raza “1 o 27,
donados por el Laboratorio de Micologia del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF).
Tres de los aislamientos del hongo provenian de Hueytamalco, Puebla (MIC17188, MIC17189,
MIC17190), uno de Tacambaro, Michoacan (MIC17191) y un aislamiento se obtuvo de Villa de
Tututepec de Melchor Ocampo, Oaxaca (MIC17192) [Cuadro 3.1], a partir de muestras de plantas

colectadas por el Programa Nacional de Vigilancia Epidemiologica Fitosanitaria (PVEF).

Cuadro 3.1. Origen de los aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o 2”,
depositadas en la coleccién del Laboratorio de Micologia, del Centro Nacional de Referencia
Fitosanitaria (DGSV-Senasica).

Aislamientos * Municipio / Estado Latitud Longitud No. de accesion
CNRF-MIC17188 Hueytamalco, Puebla 20.00857 -97.24197  MN702818
CNRF-MIC17189 Hueytamalco, Puebla 20.00882  -97.2419 MN702819
CNRF-MIC17190 Hueytamalco, Puebla 20.00928  -97.24209  MN702820
CNRF-MIC17191 Tacambaro, Michoacan 19.21827  -101.45857 MN702321

CNRF-MIC17192 Villa de Tututepec de Melchor 16.04554  -97.70423
Ocampo, Oaxaca
*Nota: se utilizaran los Gltimos ocho caracteres para referenciar los aislamientos.
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3.4.2. Pruebas de inhibicion de bacterias antagonistas in vitro hacia los aislamientos de Foc

Bioensayo 1. Se evalug, in vitro, el efecto inhibitorio de siete bacterias: Bacillus pumilus (A1),
B. pumilus (BFIES 4C), B. pumilus (R44), Paenibacillus sp. (BSP 1.1); Pseudomonas tolaasii
(P61), Serratia liquefaciens (CPA C53) y Serratia sp. (AC 35) [Cuadro 3.2] contra el crecimiento
micelial de cinco aislamientos Foc Raza “1 o 2” (Cuadro 3.1). Las cepas de bacterias fueron
proporcionadas por el Laboratorio de Microbiologia (Colegio de Postgraduados) y reactivadas en
agar nutritivo (Merk®). Se utilizé el procedimiento reportado por Pineda-Mendoza et al. (2019).
Para evaluar el efecto antagonico, se establecieron ocho tratamientos (siete cepas de bacterias mas
el testigo) con cuatro repeticiones cada uno. En los extremos de las cajas Petri con medio de cultivo
PDA (Potato Dextrose Agar, Merck®), correspondientes a cada tratamiento (bacteria y testigo),
se coloco una asada (linea de 5 cm) de los siete aislamientos bacterianos, de siete dias de
crecimiento. Las cajas Petri fueron incubadas en oscuridad a 28 = 2°C, durante 24 h;
posteriormente, se transfirieron discos de 7 mm de diametro con medio de cultivo con micelio
activo de cinco aislamientos de Foc Raza “1 o 2”. Los discos fueron removidos de los margenes
de los cultivos fungicos de siete dias de crecimiento, y se colocaron en el lado opuesto de cada
caja Petri, a 5 cm de distancia del crecimiento bacteriano. Las cajas Petri se incubaron nuevamente
en oscuridad a 28 + 2°C, y el radio de crecimiento micelial de cada aislamiento se midi6 en cuatro
diferentes direcciones, a los 3, 7, 10 y 14 dias después de la siembra. El porcentaje de inhibicion

fue calculado con la siguiente ecuacion (Landa et al. 1997):

R—-r
X100

Porcentaje de Inhibicién

Donde, r es el radio de crecimiento del hongo en presencia de la bacteria y R es el radio de

crecimiento del hongo sin la bacteria (testigo).
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Bioensayo 2. Se evalug, in vitro, el efecto inhibitorio de tres cepas de bacterias: B. subtilis
(BASU), B. sonorensis (BASO), B. velezensis (BAZE) [Cuadro 3.2] contra el crecimiento
micelial de tres aislamientos Foc Raza “1 0 2” (MIC17188, MIC17191 y MIC17192), para lo cual,
se establecieron cuatro repeticiones por cada tratamiento (bacterias mas el testigo). Las cepas
bacterianas fueron proporcionadas por el Laboratorio de Bacterias (CNRF). Se utilizo el

procedimiento de siembra del in6culo descrito para el Bioensayo 1.

Cuadro 3.2. Origen de las cepas de bacterias antagonistas evaluadas

Bacteria Cddigo o clave asignada Origen de las bacterias

Bacillus pumilus Al

Bacillus pumilus BFIES 4C

Bacillus pumilus A Laboratorio de  Microbiologia,
Paenibacillus sp. BSP 1.1 Postgrado de Edafologia, Colegio de
Pseudomonas tolaasii P61 Postgraduados, Campus Montecillo.
Serratia liquefaciens CPA C53

Serratia sp. AC 35

Bacillus subtilis BASU Laboratorio de bacterias, Centro
Bacillus sonorensis BASO Nacional de Referencia

_ _ Fitosanitaria, Senasica.
Bacillus velezensis BAZE

Bioensayo 3. Se evalud, in vitro, el efecto inhibitorio de Paenibacillus sp. (BSP 1.1) + Serratia
sp. (AC 35) [Cuadro 3.2] contra el aislamiento MIC17188 de Foc Raza “1 0 2” (Cuadro 3.1), en
tres diferentes tiempos de pre-inoculacion (proteccion) de las bacterias (2, 4 y 7 dias). Se utilizé el
mismo procedimiento de inoculacion descrito para los bioensayos 1y 2; se evaluaron tres tiempos
de preinoculacion de las bacterias. Ademas, se colocd una asada de 5 cm de las bacterias en los
extremos opuestos de las cajas Petri y se coloc6 un disco de 7 mm del hongo en el centro de la caja
Petri, de tal manera que las bacterias quedaron separadas a 3 cm del hongo. Se establecieron cuatro

repeticiones por cada tratamiento, y las cajas Petri se incubaron nuevamente en oscuridad a 28 +
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2°C. El radio de crecimiento micelial del aislamiento MIC17188 de Foc Raza “1 0 2” se midio en

cuatro diferentes direcciones, alos 2, 4, 6y 7 dias.

Prueba de viabilidad de conidios de cinco aislamientos de Foc Raza “1 o 2”, adicionados
a suelo estéril inoculado con la cepa bacteriana Paenibacillus sp. BSP 1.1. Para la obtencion
de inoculo del aislamiento MIC17188 de Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o 2” se
siguio el procedimiento similar al descrito por Caballero-Hernandez (2011). Se propagaron los 5
aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o 2” en cajas Petri con medio de
cultivo PDA, las cuales se incubaron a 28°C. Se colectaron conidios (macroconidios y
microconidios) de los cinco aislamientos fungicos, de una semana de edad, y se agregaron 10 mL
de agua destilada estéril a cada caja Petri, hasta cubrir el cultivo. Posteriormente, se removieron
las esporas (microconidios y macroconidios) con una espatula de plastico, éstas se colectaron en
un vaso de precipitado estéril y se contaron utilizando un hematocitdmetro de Neubauer, bajo

observacidn al microscopio.

Para la obtencion de indculo de Paenibacillus BSP 1.1 se siguio el siguiente procedimiento. La
cepa se propago en cajas Petri con medio de cultivo PDA incubadas a 28°C. Después de siete dias
de crecimiento bacteriano, y con el apoyo de un portaobjetos estéril se removieron las células
bacterianas, y se transfirieron a un tubo Ependorff con agua destilada; las células bacterianas se

contaron bajo microscopio, utilizando una cdmara de Neubauer o hematocitometro.

En una balanza digital se pesaron 18 g de suelo estéril, se deposit6 en un tubo de plastico Falcon
estéril de 50 mL de capacidad, se adiciond la suspension con células bacterianas para ajustar una

concentracion final de 1x10% UFC. Posteriormente, se adicionaron las suspensiones de propagulos
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del aislamiento MIC17188 de Foc Raza “1 o 2” a cada tubo por triplicado, para ajustar una

concentracion final de 1 x10° UFC y se conservaron a 28 °C, por 49 dias.
Tratamientos

e Suelo estéril + aislamiento MIC17188 de Foc Raza “1 0 2”.
e Suelo estéril + aislamiento MIC17188 de Foc Raza “1 o 2” + Paenibacillus sp.

e Suelo estéril + Paenibacillus sp.

Se pesd un gramo de suelo de cada uno de los tratamientos, y se adicion6 en un tubo Falcon
con 9 mL de agua destilada estéril, y se prepararon las diluciones 1 x 10y 1 x 102, A partir de la
dilucion 1 x 1072, se tomé una alicuota de 100 L, y se colocé en el centro de una caja Petri con
medio de cultivo PDA, con ayuda una varilla de vidrio se dispersé sobre toda la superficie del
medio de cultivo. Las cajas se incubaron a 28°C, y posteriormente, se procedid al conteo de las

UFC en las cajas Petri, a los 2 y 3 dias después de la siembra.

3.4.3 Disefio experimental y analisis estadistico de los datos

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar para los bioensayos descritos, y que
se realizaron por separado, para evitar un posible efecto cruzado por la evaporacion de los
fungicidas y de posibles compuestos volatiles producidos por las bacterias antagonistas. Los datos
obtenidos de la inhibicion in vitro fueron analizados mediante el paquete estadistico SAS para
Windows (SAS Institute Inc. 2002), realizando un analisis de varianza, y la prueba de comparacion

de medias (Tukey, a = 0.05).
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3.5 RESULTADOS Y DISCUSION

3.5.1 Pruebas de inhibicion del crecimiento micelial del patégeno

Bioensayo 1. Los resultados obtenidos indicaron que, a los 14 dias de confrontacion, las cepas
bacterianas con mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial para los 5 aislamientos de
Foc Raza “1 o 2”, fueron Paenibacillus sp. (BSP 1.1) con 44.7%, y Serratia sp. (AC 35) con
27.3%, seguido de las bacterias Pseudomonas tolaasii (P61) y B. pumilus (BFIES 4C), las cuales
presentaron una inhibicion de 20.5% y 19.3%, respectivamente, sin mostrar diferencias
significativas. Mientras que B. pumilus (A1), B. pumilus (R44) y S. liquefaciens (CPA C53)
presentaron una inhibicion de 14.3%, 13.0%, 10.1%, respectivamente, sin observarse diferencias
significativas entre si. Las bacterias presentaron un efecto variable para cada aislamiento de Foc
Raza “1 0 2”, e incluso se obtuvieron valores negativos de inhibicion para algunos aislamientos de

Foc Raza “1 0 2” (Cuadro 3.3, Figuras 3.1, 3.2y 3.3).

Cuadro 3.3. Inhibiciones fungicas comparativas (promedio de las cinco cepas de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o 2”) obtenidas de dos bioensayos de confrontaciones fungicas
con siete y tres bacterias antagonistas, después de 14 dias de evaluacion.

Inhibicion fungica*

RS —n
Bioensayo 1 Bioensayo 2 Inhibicion fungica

(%) (%)
BSP 1.1 44.7 a BASU 55.1a
AC 35 27.3Db BAVE 458b
R 44 20.5 bc BASO 21.7¢c
BFIEST 4C 19.3 bc
Al 14.3¢c
P61 13.0c
CPA C53 10.1¢c

* Valores estimados a partir de los datos de crecimiento fangico del testigo para el bioensayo
correspondiente. Las letras idénticas en sus respectivas columnas no son significativamente
diferentes (Tukey, o = 0.05), n=4.
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Figura 3.1. Inhibicién in vitro de Serratia liquefaciens (CPA C53), Bacillus pumilus (R44), B.
pumilus (A1), B. pumilus (BFIES 4C), Pseudomonas tolaasii (P61), Serratia sp. (AC 35),
Paenibacillus sp. (BSP 1.1) contra cinco aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza
“l 027, a los 14 dias de evaluacion. A) Efecto en el crecimiento micelial, y B) Porcentaje de
inhibicion. Medias + Error estandar. n=4.
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Figura 3.2. Crecimiento micelial in vitro de cinco aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense en presencia de las bacterias antagonistas, Pseudomonas tolaasii (P61), Serratia sp. (AC
35), Paenibacillus sp. (BSP 1.1), después de 3, 7, 10 y 14 dias. Medias + Error estandar. n=4.

Testigo Paenibacillus BSP1.1 Serratia sp

Figura 3.3. Crecimiento micelial in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o 2”
aislamiento MIC17188 en presencia de las bacterias antagonistas Paenibacillus sp. BSP1.1 y
Serratia sp. AC35, después de 14 dias de evaluacion.
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Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal son de vida libre en el suelo y/o rizobacterias
que colonizan la rizosfera de las plantas; estas bacterias son importantes para la agricultura
sustentable, debido a que proveen multiples beneficios en el suelo (incrementan el contenido de
nutrientes) y en la productividad de los cultivos, ademas ayudan a mitigar el estrés de factores
bidticos (suprimen el desarrollo de los patdgenos) y abidticos (Ramakrishna et al., 2019). Algunas
bacterias producen sideréforos que capturan hierro y reducen su disponibilidad para los
organismos patogenos; ademas producen compuestos antimicrobianos, tales como enzimas liticas
(glucanasas, lipasas, celulasas y quinitasas) que degradan la pared celular de hongos y oomicetos,
y producen antibi6ticos que en conjunto suprimen el desarrollo de hongos y bacterias que afectan

a los cultivos (Santoyo et al., 2021).

En estudios previos, la cepa bacteriana Paenibacillus sp. BSP 1.1 inhibi6 el desarrollo in vitro
de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris raza 0 y 5 en 40.9% y 43.43%, respectivamente (Edeza-
Urias, 2019), también fue efectiva en la inhibicion del desarrollo micelial de Rhizoctonia sp.
(Pineda-Mendoza et al., 2019). Ademas, esta cepa bacteriana BSP.1.1 produce auxinas, indoles y
solubiliza fosfatos que promueven el desarrollo vegetal (Pineda-Mendoza, 2015; Angulo-Castro
et al., 2018; Pineda-Mendoza, 2019). Pseudomonas tolassi P61, la cepa BSP. 1.1 también favorece
la germinacion de semillas y el crecimiento de plantas de Capsicum annum (Pineda-Mendoza et
al., 2019). Por otra parte, las cepas P. tolassi P61 y Bacillus pumilus R44 solubilizan fosfatos y
producen auxinas (Pineda-Mendoza, 2015; Angulo-Castro et al., 2018), pero no presentaron un

efecto inhibitorio significativo hacia las cepas de Foc Raza “1 0 2”, en el presente estudio.

Paenibacillus sp. BSP 1.1 es una bacteria promotora del crecimiento vegetal que fue aislada de
la rizosfera de maiz, en Villa de Allende, Edo. de M¢éxico, también fue identificada como

Paenibacillus polimyxa BSP 1.1 por Benitez-Noyola (2013). En ese sentido, P. polymyxa NSY50
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incremento el desarrollo y la resistencia de plantulas de Cucumis sativus L. cv. Jinchun No 2 a la
infeccion por Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum (Du et al., 2016); también Shi et al. (2017)
reportaron que la misma rizobacteria redujo la inciencia de F. oxysporum en 56.4% debido a que
alterd algunas propiedades del suelo (pH, carbono de la masa microbiana, respiracién microbiana,
nitrégeno total y carbono orgénico), incrementd la actividad ureasa y beta-glucosidasa, y promovio
el desarrollo de microoorganismos benéficos como Bacillus, Actinobacteria, Streptomyces,
Actinospica, Catenulispora y Pseudomonas. De manera similar, Paenibacillus polymyxa HX-140
aislada de la rizésfera de Brassica napus, redujo la infeccion por F. oxysporum f. sp. cucumerinum
en 55.6% en condiciones de invernadero, debido a la produccion de proteasas, celulasas, B-1,3-

glucanasas y compuestos organicos volatiles antifangicos (Zhai et al., 2021).

El uso de bacterias para proteger vitroplantas de banano es una propuesta desarrollada para el
manejo de razas de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, lo cual, incluye la evaluacion de bacterias

endofiticas, rizobacterias y bacterias de vida libre en condiciones in vitro, invernadero y en campo

(Sivamani y Gnamanickam, 1988; Nel et al., 2006; Lara-Fiallos, 2009; Ho et al., 2015).

En el presente estudio, Paenibacillus sp. BSP 1.1 presenté mayor inhibicion contra los cinco
aislamientos evaluados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o 2”, por lo que, esta
bacteria sola 0 en consorcio con Serratia sp. AC 35, es atractiva para su uso biotecnologico en la
bacterizacion de plantulas de platano y banano, para inducir proteccion antes de su establecimiento
en campo, como parte de un programa de manejo integrado para este patdogeno y potencialmente,
estas bacterias podrian dirigirse a futuro, en un esquema de manejo ante una eventual introduccion

y establecimiento de Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza 4 Tropical en México.
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Bioensayo 2. De acuerdo a los resultados obtenidos, la bacteria B. subtilis (BASU) fue la que
mas inhibio el desarrollo micelial de los tres aislamientos de Foc Raza “1 o 2” evaluados, en
promedio, con un 55.1% a los 14 dias de la confrontacion. Por otra parte, las cepas bacterianas de
B. velezensis (BAVE) y B. sonorensis (BASO) mostraron un porcetaje de inhibicion promedio de

45.8% y 21.7%, respectivamente (Cuadro 3.3; Figuras 3.4, 3.5y 3.6).

La capacidad antagonica de las cepas B. subtilis, B. velezensis y B. sonorensis evaluadas en el
presente estudio no se habia determinado previamente; sin embargo, existen reportes de que B.
subtilis ha mostrado un antagonsimo in vitro de 38.7% a 49.6% contra F. oxysporum (Rubio-
Tinajero et al., 2021). Asimismo, B. subtilis EPB56 y EPB10 redujeron la incidencia de Foc Raza
1 en 32.0% y 58.1%, respectivamente, en vitroplantas de banana variedad Red banana (AAA)
condiciones de invernadero. Al respecto, la incidencia de Foc R1 se redujo en 62.1% cuando se
aplicaron las dos bacterias en consorcio y el porcentaje de biocontrol, incrementé a 68.4% cuando
se incorpor6 a Pseudomonas fluorescens Pfl en un consorcio con las tres bacterias (Kavino y
Manoranjitham, 2018). Asi mismo, la aplicacion de B. subtilis en ensayos in vivo, redujo 83% la
incidencia de F. oxysporum en tubérculos de Dioscorea villosa (Khan et al., 2017b). En el mismo
sentido, B. velezensis inhibié 44% la incidencia de F. oxysporum en plantulas de banano, en
condiciones de invernadero (Cao et al., 2018). También, la combinacion de suelo acido mejorado
con biofertilizante a base de B. velezensis H-6 redujo la incidencia de Foc RAT hasta 66.7% en
plantas de banano Cavendish var Brazil (Huang et al., 2019), lo cual concuerda con lo reportado
por Segura-Mena et al. (2021) quienes mencionan que el uso de bacterias benéficas/antagonistas
son parte de practicas de manejo del suelo para reducir la incidencia y severidad de enfermedades
causadas por Fusarium. Por lo tanto, B. subtilis y B. velezensis son bacterias que podrian también

ser consideradas como parte de un programa de manejo contra Foc Raza “1 0 2”, o incluso contra

124



Foc RAT, ya sea mediante practicas de bacterizacion de plantulas de platano y banano, antes de su

establecimiento en campo, o en la elaboracion de biofertilizantes que podrian ser aplicados.
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Figura 3.4. Inhibicién in vitro de Bacillus subtilis (BASU), Bacillus sonorensis (BASO), y
Bacillus velezensis (BAVE) contra los aislamientos MIC17188, MIC17191 y MIC17192 de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o 2”. A) Crecimiento micelial, y B) porcentaje de
inhibicidn. Después de 14 dias de evaluacion. Medias + Error estandar. n=4.
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Figura 3.5. Inhibicién in vitro de Bacillus subtilis (BASU), Bacillus sonorensis (BASO), y
Bacillus velezensis (BAVE) contra los aislamientos MIC17188, MIC17191 y MIC17192 de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza “1 0 2”. Después de 14 dias de evaluacion.
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Figura 3.6. Crecimiento micelial in vitro de los aislamientos MIC17188, MIC17191y MIC17192,
de Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o 2” en presencia de las bacterias Bacillus subtilis
(BASU), Bacillus sonorensis (BASO) y Bacillus velezensis (BAVE). Después de 14 dias de
evaluacion. Medias + Error estandar. n=4.

Bioensayo 3. La bacteria Paenibacillus sp. (BSP 1.1) por si sola tuvo mayor efecto inhibitorio
(80.1%, en promedio) cuando se preinoculd a los siete dias, contra el aislamiento MIC17188, en
comparacion con el efecto obtenido por la actividad conjunta (75.5%, en promedio) de las bacterias
Paenibacillus sp. (BSP 1.1) + Serratia sp. (AC 35). ElI menor efecto antagonico lo presentd
Serratia sp. (AC35), con 52.31% en promedio, a los siete dias de la preinoculacion. Respecto al
tiempo de preinoculacion, Paenibacillus sp. (BSP 1.1) tuvo mayor efecto antagénico, a los 7 dias
de la preinoculacién (80.15%), en comparacion con lo obtenido con la preinoculacion de 4 dias

(57.9%), y con 2 dias de preinoculacién (50.62%) [Cuadro 3.4; Figura 3.7 y 3.8].
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Cuadro 3.4. Efecto inhibitorio de las bacterias Paenibacillus sp. (BSP 1.1), Serratia sp. (AC 35)
y su combinacion, contra Fusarium oxysporum (MIC17188) f. sp. cubense Raza “1 o 2”, con 7
dias de preinoculacion bacteriana, y después de 7 dias de confrontacion.

T
Tratamiento lnhlgl/(c):)lon
BSP 1.1 80.15 a
AC 35 52.31 ¢
BSP 1.1+ AC 35 7551 b

*Valor estimado a partir del crecimiento flngico del testigo del bioensayo correspondiente. Letras
idénticas en la columna no son significativamente diferentes (Tukey, a = 0.05). n=3.
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Figura 3.7. Inhibicion in vitro del consorcio Paenibacillus sp. (BSP 1.1) y Serratia sp. (AC35)
contra el aislamiento MIC17188 de Fusarium oxysporum f. sp. cubense a tres tiempos de
preinoculacién bacteriana (2, 4 y 7 dias). A) Crecimiento micelial, y B) Porcentaje de inhibicion.
Después de siete dias de evaluacion. Medias + Error estandar. N=3.
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Tiempo de preinoculacion
2 dias 4 dias 7 dias

Figura 3.8. Inhibicidn in vitro del consorcio Paenibacillus sp. (BSP 1.1) y Serratia sp. (AC35)
contra el aislamiento MIC17188 de Fusarium oxysporum f. sp. cubense a tres tiempos de
preinoculacién bacteriana (2, 4 y 7 dias. Después de siete dias de evaluacion.
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Los resultados obtenidos son consistentes con lo reportado por Caballero-Hernandez (2011),
quien recomienda proteger las plantas de banano con bacterias antagonistas 7 dias antes de que se
confronten con el patgeno; es decir, entre mas tiempo tenga la bacteria para establecerse en el
medio de cultivo, mayor serd el efecto antagonico. Lo anterior permite recomendar bacterizar o
proteger las plantulas de banano por lo menos 7 dias antes de que las plantas se establezcan en

invernadero o en campo.

3.5.2 Pruebas de viabilidad de propagulos del patégeno

Bioensayo 4. Viabilidad de macroconidios y microconidios de F. oxysporum f. sp cubense
Foc Raza “1 o 2” en suelo estéril. Con base en los resultados obtenidos, la rizobacteria
Paenibacillus sp. BSP1.1 afect6 la viabilidad de los conidios de los aislamientos de Foc Raza “1
0 2”, excepto para el aislamiento MIC17190, en el cual no se presento inhibicion. A los 42 dias de
evaluacion, el mayor porcentaje de inhibicién de los propagulos del hongo se present6 en el
aislamiento MIC17192 con 61%, seguido de MIC17191 con 56%, MIC17189 con 47%, y
MIC17188 con 2% (Figura 3.9). Para los 49 dias de evaluacion, el porcentaje de inhibicion de la
viabilidad de las esporas se redujo para todos los aislamientos fungicos, incluso se presentaron
valores de inhibicion negativos para los aislamientos MIC17188 (-18%) y MIC17191 (-31%)

(Figura 3.10).

Como se menciono, las bacterias promotoras del crecimiento vegetal, incluyendo
rizobacterias que producen antibidticos y enzimas liticas, tales como glucanasas, lipasas, celulasas
y quinitasas, que degradan la pared celular de hongos y oomicetos, y suprimen el desarrollo de
hongos y bacterias que afectan a los cultivos (Santoyo et al., 2021). En ese sentido, la disminucion

del efecto inhibitorio de Paenibacillus sp. BSP1.1, pudo deberse a la falta de adaptacion y
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propagacion de la rizobacteria en el suelo estéril, toda vez que los exudados de las raices de las
plantas juegan un papel importante para el desarrollo de organismos de control bioldgico, ya sea

hongos micorrizicos o bacterias promotoras del crecimiento vegetal (Vives-Peris et al., 2019).
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Figura 3.9. Porcentaje de inhibicién de conidios de los aislamientos MI1C17188, MIC17189,
MIC17191 y MIC17192 de Fusarium oxysporum f. sp. cubense en suelo estéril mas la adicion de
Paenibacillus sp. (BSP 1.1). Después de 42 dias de evaluacion. Medias + Error estandar. n=3.
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Figura 3.10. Tendencia de la inhibicion de la viabilidad de los conidios de los aislamientos
MIC17188, MIC17189, MIC17191 y MIC17192 de Fusarium oxysporum f. sp. cubense en suelo
estéril mas la adicién de Paenibacillus sp. (BSP 1.1). Periodo de 21 a 42 dias de evaluacion.
Medias + Error estandar. n=3.

Los exudados de las raices incluyen acidos organicos, aminoacidos, azlcares y otras
moléculas pequefias que actian como quimio-atrayentes de la microbiota del suelo (Santoyo et al.,
2021). En contraste, las razas de Foc pueden crecer saprofiticamente en restos vegetales presentes
en el suelo (Dita et al., 2018). Por lo anterior, estos resultados deben ser corroborados en estudios

con plantulas de platano o banano susceptibles.

3.6 CONCLUSIONES

= La cepa bacteriana Paenibacillus BSP 1.1 mostré alto potencial de inhibicion in vitro (46.6%),
lo cual sugiere su posible uso en un esquema de control bioldgico para Fusarium oxysporum f.

Sp. cubense Raza “1 0 27, el cual se encuentra presente en México.
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El efecto inhibitorio de Paenibacillus BSP 1.1 in vitro se incrementa a 80.1% cuando ésta se
preinocula siete dias antes de la confrontacion del hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense
Raza “1 0 2”.

Las cepas de bacterias Bacillus subtilis BASU (55.1%) y B. velezensis BAVE (45.8%) también
presentaron altos porcentajes de inhibicién in vitro y podrian ser utilizadas para un esquema de
manejo del hongo en campo, en combinacion con la cepa bacteriana Paenibacillus BSP 1.1.
La adicion de Paenibacillus BSP 1.1 en suelo estéril disminuyd parcialmente la viabilidad de

los conidios del hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o 2”.
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DISCUSION GENERAL DE LOS RESULTADOS

Anélisis de Riesgo de Plagas

La legislacion fitosanitaria de México prohibe la importacion de productos y subproductos,
incluyendo material propagativo de musaceas (DOF, 1996), la cual es la principal via de dispersion
de Fusarium oxysporum f. sp cubense Raza 4 Tropical. Todas las vias evaluadas descritas en el
presente documento, para analizar la posible incursion de este patdgeno a México, se consideran

de Riesgo Medio.

Determinacion molecular de la raza de Foc presente en México

Respecto a la determinacion preliminar de la raza de Foc presente en México, se puede indicar
que con base en las secuencias de nucleotidos de las cuatro cepas de Foc (MIC17188, MIC17189,
MIC17190 y MIC17191) se alinearon con una cobertura e identidad del 100% con Fusarium
oxysporum f. sp. cubense CAV2879, CAV2762 y CAV2614 (numeros de acceso en el GenBank,
KX365413.1, KX365409.1 y KX365402.1, respectivamente). Las secuencias flngicas se
agruparon dentro del linaje VI de Fusarium oxysporum f. sp. cubense y en los grupos donde se
ubican aislamientos de Raza “1 o 2” (Fourie et al., 2009; Karangwa et al., 2018). En ese sentido,
para la caracterizacion molecular mediante se utilizaron los iniciadores que amplifican un
fragmento del gen factor de elongaciéon 1 alfa (EF-1a) disefiados por O'Donnell et al. (1998), los
cuales amplifican un gen enddgeno y junto con la secuenciacion y analisis filogenético son parte
de protocolos de diagnostico molecular que se han desarrollado para determinar la presencia o
ausencia de Foc R4T (Dita et al., 2010; Senasica, 2018; Garcia-Bastidas et al., 2020b) y por lo
tanto, permiten la identificacion de las razas de Foc. Las secuencias del GeneBank en las que se

obtuvo el mayor porcentaje de identidad, corresponden a linajes Foc de muestras recolectadas de
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las regiones de Africa Oriental y Central (Karangwa et al., 2018; Ndayihanzamaso et al., 2020).
Lo anterior, confirmo la ausencia en F. oxysporum f. sp. cubense Raza 4 Tropical, en las zonas de

México en las que se realizé el muestreo (Puebla, Michoacéan, y Oaxaca).
Sensibilidad de las cepas de Foc a sales cuaternarias de amonio

Todas las dosis evaluadas de la sal cuaternaria de amonio de cuarta generaciéon (Anibac 500)
redujeron el crecimiento micelial de los cinco aislamientos de Foc Raza “1 o 2”; sin embargo, no
se logro el 100% de inhibicién en ninguna dosis evaluada a los ocho dias de experimentacion. El
mayor efecto inhibitorio se observo al aplicar 1000 y 1250 ug mL™. En particular, la dosis 1250
ug mL? corresponde a una dilucién 1:100; es decir, 10 mL del producto comercial de sales
cuaternarias en 990 mL de agua. Esta dosis se recomienda para la desinfestacion de herramientas,
equipos, vehiculos y maquinaria para el control de Foc R1, e incluso de Foc RAT en Australia
(Nguyen et al., 2019). No obstante, esta dilucion de 1:100 no fue efectiva para el control de los
cinco aislamientos de Foc evaluados en esta investigacion. Esto se podria atribuir a la
concentracion del ingrediente activo del producto comercial disponible en México (Anibac 500;
12.5% i.a.), mientras que, en Australia, los 20 productos comerciales de sales cuaternarias de
amonio disponibles, contienen mayor cantidad de ingrediente activo, que va del 5.4% (BC-
Benzalkonium chloride) al 60% (ABDAC-alkyl benzyl dimethyl ammonium chloride); ademas,

dichos productos comerciales contienen uno o mas ingredientes activos (Nguyen et al. 2019).

Por su parte, Nel et al. (2007) reportaron que la dosis de 10 pg mL™? de la mezcla de sal
cuaternaria de amonio y Polymeric biquanidine hydrochloride, produjo la inhibicién completa del
crecimiento micelial de Foc, mientras que el producto Farmcleanse (amonio cuaternario) a la

misma dosis, no produjo la inhibicion total del hongo. Meldrum et al. (2013) reportaron que las
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concentraciones menores de Farmcleanse (2.0%) no inhibieron completamente la germinacion de
microconidios de Foc. Lo anterior denota que la eficiencia de las sales cuaternarias de amonio

depende de su ingrediente activo y de su concentracion en el producto comercial utilizado.
Sensibilidad de las cepas de Foc a fungicidas sistémicos

De los seis fungicidas sistémicos evaluados, Tebuconazol, Benomyl y Carbendazim fueron los
mas sobresalientes, En el caso de Tebuconazol aplicado en dosis de 50, 100 y 500 pg mL™,
inhibieron al 100% el crecimiento micelial de los cinco aislamientos de Foc, mientras que la dosis
de 500 pg mL?t de Benomyl y Carbendazim inhibieron en promedio, 99.8% y 99.7%,
respectivamente. En el caso de Carbendazim, nuestros resultadosconcuerdan parcialmente con los
obtenidos obtenidos por Soma et al. (2008) quienes reportaron que Carbendazim inhibié 100% a
F. oxysporum (aunque no especificd la forma specialis, ni la raza fisiol6gica) al aplicar 100 y 200
ug mLL. También Somu et al. (2014) al aplicar dosis altas de Carbendazim (500, 1000 y 2000 pg
mL1) inhibieron el 100% el desarrollo micelial de Foc (tampoco especificaron la raza fisioldgica),
a los siete dias de evaluacion. Mientras que Niwas et al. (2020), quienes demostraron una
inhibicién promedio de 82.3% con la aplicacion de Carbendazim (100, 250, 500 y 750 pg mL™?),
a los 7 dias de evaluacion. Por su parte, Gnanasekaran et al. (2015) indicaron que el Carbendazim
inhibio parcialmente el desarrollo del F. oxysporum f. sp. cubense, pero no especificaron las dosis
utilizadas, ni el porcentaje de inhibicidn correspondiente. La presente investigacion sugiere que la
eficiencia de la aplicacion de los fungicidas sisttmicos para inhibir el crecimiento de Foc “R1 o
R2”, pudo haber dependido del aislamiento fungico, ya que algunos fungicidas mostraron un efecto
variable en la inhibion del crecimiento micelial de los aislameintos del patégeno. Lo anterior

concuerda con Nel et al. (2007) quienes para lograr una inhibicion del 100% del desarrollo micelial
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de Foc CAV 031 se requiri6 aplicar 10 ug mL™* del ingrediente activo de Benomyl, mientras que

para inhibir a Foc CAV 086, se necesitaron 50 pg mL* de este ingrediente activo.

Ademas, el uso de 50 pg-mL?* de Tebuconazol, o de dosis mayores a 500 pg mL™ de
Carbendazim y Benomyl, o el uso de 1250 pug mL™ de sales cuaternarias de amonio (Anibac 500),
pueden ser utilizados en un esquema de control de Foc R1 o R2, y como parte de medidas
fitosanitarias para el control ante una posible incursion de Foc R4T a México, aunque es

recomendable preceder a la evaluacion de su eficacia en dicha raza fangica.

Efecto inhibitorio de cepas bacterianas contra aislamientos de Foc

En cuanto al efecto in vitro de bacterias antagonistas, a los 14 dias de confrontacion, las cepas
bacterianas con mayor efecto inhibitorio para los 5 aislamientos de Foc Raza “1 o 2”, fueron:
Paenibacillus sp. (BSP 1.1) con 44.7% y Serratia sp. (AC 35) con 27.3%. Las bacterias promotoras
del crecimiento vegetal y en particular las rizobacterias incremento el contenido de nutrientes y la
productividad de los cultivos, ademas suprimen el desarrollo de los patdgenos (Ramakrishna et
al., 2019), estas bacterias producen sideroforos que capturan moléculas de hierro y reducen su
disponibilidad para los organismos patdgenos; ademas producen glucanasas, lipasas, celulasas y
quinitasas que degradan la pared celular de hongos y oomicetos, y antibidticos que en conjunto
suprimen el desarrollo de hongos y bacterias que afectan a los cultivos (Santoyo et al., 2021). En
particular, se ha reportado que la rizobacteria Paenibacillus sp. BSP 1.1 inhibio el desarrollo in
vitro de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris raza 0y 5 en 40.9% y 43.43%, respectivamente (Edeza-
Urias, 2019), también fue efectiva en la inhibicion del desarrollo micelial de Rhizoctonia sp.
(Pineda-Mendoza et al., 2019). Ademas, esta cepa bacteriana BSP.1.1 produce auxinas, indoles y

solubiliza fosfatos que promueve el desarrollo de las plantas (Pineda-Mendoza, 2015; Angulo-
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Castro et al., 2018; Pineda-Mendoza, 2019). También, favorecio la germinacion de semillas y el
crecimiento de plantas de Capsicum annum (Pineda-Mendoza et al., 2019). Por lo que,
Paenibacillus sp. BSP 1.1 podria ser usada sola o0 en consorcio con Serratia sp. AC 35, para su
uso biotecnologico en la bacterizacion de plantulas de platano y banano para inducir proteccion
por lo menos siete dias antes de su establecimiento en campo, como parte de un programa de
manejo integrado para Foc Raza “1 o 2” y potencialmente, estas bacterias podrian dirigirse a
futuro, en un esquema de manejo ante una eventual introduccion y establecimiento de Foc R4T en

México.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la bacteria B. subtilis (BASU) fue la que mas inhibid
el desarrollo micelial de los tres aislamientos de Foc Raza “1 o 2 evaluados, en promedio, con un
55.1% a los 14 dias de la confrontacion, seguido de B. velezensis (BAVE) con un porcentaje de
inhibicion promedio de 45.8%. La capacidad antagdnica de las cepas B. subtilis, B. velezensis
evaluadas en el presente estudio no se habia determinado previamente; existen reportes de que B.
subtilis ha mostrado un antagonsimo in vitro de 38.7% a 49.6% contra F. oxysporum (Rubio-
Tinajero et al., 2021). Asimismo, B. subtilis EPB56 y EPB10 redujeron la incidencia de Foc Raza
1 en 32.0% y 58.1%, respectivamente en vitroplantas de banana variedad Red banana (AAA)
condiciones de invernadero. Al respecto, la incidencia de Foc R1 se redujo en 62.1% cuando se
aplicaron las dos bacterias en consorcio y el porcentaje de biocontrol se increment6 a 68.4%
cuando se incorporé a Pseudomonas fluorescens Pf1 en un consorcio con las tres bacterias (Kavino
y Manoranjitham, 2018); la aplicacion de B. subtilis en ensayos in vivo, redujo 83% la incidencia
de F. oxysporum en tubérculos de Dioscorea villosa (Khan et al., 2017b). En el mismo sentido, B.
velezensis inhibié 44% la incidencia de F. oxysporum en plantulas de banano, en condiciones de

invernadero (Cao et al., 2018); también, la combinacion de suelo &cido mejorado con
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biofertilizante a base de B. velezensis H-6 redujo la incidencia de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense Raza 4 Tropical de 63.3% a 66.7% en plantas de banano Cavendish var Brazil (Huang et
al., 2019), lo cual concuerda con lo reportado por Segura-Mena et al. (2021) quienes mencionan
que la utilizacion de bacterias benéficas/antagonistas son parte de practicas de manejo del suelo
para reducir la incidencia y severidad de enfermedades causadas por Fusarium. Por lo tanto, B.
subtilis y B. velezensis son bacterias que podrian también ser consideradas como parte de un
programa de manejo contra Foc Raza “1 0 2”, o incluso contra Foc R4T ya sea en la bacterizacion
de pléantulas de platano y banano antes de su establecimiento en campo o en la elaboracion de

biofertilizantes que se aplicarian una vez que el cultivo esté establecido en campo.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la bacteria Paenibacillus sp. (BSP 1.1) por si sola tuvo
mayor efecto inhibitorio (80.1%, en promedio) cuando se preinocul6 a los siete dias, contra el
aislamiento MIC17188 en comparacion con el efecto obtenido por la actividad conjunta (75.5%,
en promedio) de las bacterias Paenibacillus sp. (BSP 1.1) + Serratia sp. (AC 35); el menor efecto
antagonico lo presentd Serratia sp. (AC35), con 52.31% en promedio, a los siete dias de
preinoculaciéon. Respecto al tiempo de preinoculacién, se tuvo mayor efecto inhibitorio con
Paenibacillus sp. (BSP 1.1) a los 7 dias de preinoculacion (80.15%) en comparacion con lo
obtenido con la preinoculacion de 4 dias (57.9%) y con 2 dias de preinoculacion (50.62%), por lo
tanto, se sugiere bacterizar o preinocular el material propagativo por lo menos 7 dias antes de su
establecimiento en campo, lo cual concuerda con lo reportado por Caballero-Hernandez (2011),
quien sugirio proteger las plantas de banano con bacterias antagonistas 7 dias antes de que se

inoculen con el patégeno.

139



CONCLUSIONES GENERALES

Anélisis de Riesgo

La legislacion fitosanitaria de México prohibe la importacion de productos y subproductos,
incluyendo material propagativo de muséceas, principal via de dispersion de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense Raza 4 Tropical; por lo tanto, todas las vias evaluadas para la posible

incursion de este patdgeno a México, son de Riesgo Medio.

Efecto inhibitorio de sales cuaternarias de amonio

La dosis de 1250 pg mL* de sales cuaternarias de amonio de cuarta generacion inhibid in vitro
el 100% el desarrollo micelial de F. oxysporum f.sp. cubense Raza “1 o 2”, por lo que se
podria utilizar para implementar medidas de bioseguridad, evitar la dispersion de este
patogeno, establecer medidas de exclusion, y retrasar la introduccién de Foc R4T a nuestro

pais.

Efecto inhibitorio de fungicidas sistémicos

Los fungicidas sistémicos Tebuconazol, Carbendazim y Benomyl a dosis de dosis de 500 pg
mL™ pueden ser utilizados para su aplicacion de un tratamiento preventivo para plantulas de
banano y platano previé a su establecimiento en campo, en zonas con presencia de F.
oxysporum f. sp. cubense Raza “1 0 2” y como parte de un manejo, ante una eventual incursion

de F. oxysporum f. sp. cubense Raza 4 Tropical a México.
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Efecto inhibitorio de Bacterias antagonistas

= La rizobacteria Paenibacillus BSP 1.1 mostré alto potencial inhibitorio in vitro contra
Fusarium oxysporum f. sp. cubense Raza “1 o 2”, por lo cual, puede ser utilizada para un
esguema de manejo en campo ya sea sola 0 en consorcio con Serratia sp., Bacillus subtilis y

B. velezensis que también mostraron altos valores de inhibicion in vitro.
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PERSPECTIVAS GENERALES

Foc R4T es una de las principales enfermedades de platano y banano a nivel mundial; aun
cuando no existen reportes de infeccion en el fruto, que es la parte comercial, la importancia de
este patdgeno radica en que puede causar graves pérdidas en la produccion, debido a que, no existe
un método de control efectivo para este patdgeno, ni tampoco existen variedades resistentes
disponibles de manera comercial. Por lo tanto, el uso de microorganismos de control biologico,
tales como bacterias, que cohabitan la rizosfera de la planta puede ser una opcidn para la proteccién
de las vitroplantas o plantulas de platano y banano dentro de un esquema de manejo integrado del
patdgeno, que incluya otras medidas como: medidas de exclusion y prevencion (legislacion
fitosanitaria), uso de material propagativo certificado, medidas de bioseguridad en las puntos de
entrada al pais (puertos, aeropuertos y fronteras), ello con la finalidad de evitar o retrasar la

introduccidn de este patdgeno en nuestro pais.

Ademas, se propone la proteccion de vitroplantas y plantulas de platano y banano mediante la
preinoculacion de las bacterias Paenibacillus BSP1.1, Serratia sp., B. subtilis y B. velezensis para

el manejo de F. oxysporum f. sp. cubense Raza “1 0 2”, el cual esta presente en México.

En el mismo sentido, los fungicidas sistémicos Tebuconazol, Carbendazim y Benomyl a dosis
de 500 pg mL?, pueden ser utilizados para el tratamiento preventivo del material propagativo
(cormos, vitroplantas y plantulas) de platano y banano susceptibles a F. oxysporum f. sp. cubense
Raza “1 o 2” o en su caso, dirigir la aplicacion a la base de la planta, cuando el cultivo esta

establecido.
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