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La calidad de las semillas se puede definir, en un sentido amplio,
como el cumplimiento de una serie de requisitos o normas mini-
mas que deben ser consideradas a la hora de emplear un mate-
rial de siembra para garantizar un éptimo desarrollo y lograr la
mayor rentabilidad y produccién de los cultivos. La calidad tiene
en cuenta cuatro componentes principales: 1) calidad genética, 2)
calidad fisica, 3) calidad fisiclégica y 4) calidad sanitaria (Becerra
Campifio et al, 2019; Rodriguez Yzquierdo et al, 2018). En este
capitulo se detallardn los aspectos relacionados con la calidad
sanitaria.

Para garantizar la calidad sanitaria de un material de propaga-
cién, lo primero que se debe hacer es una busqueda y caracteri-
zacion de las enfermedades y plagas limitantes para el cultivo,
de forma que se pueda identificar, de acuerdo con la fenologia
del cultivo y las caracteristicas de los patdgenos, cuéales serian
los momentos mas criticos de la presencia de plagas o enferme-
dades y cuédles de estas tienen transmisioén directa por semilla.
Esta caracterizacién permitird generar estrategias para prevenir
o controlar los problemas tanto en el desarrollo del cultivo como
en la produccién de semillas.

En las figuras 1.1 y 1.2 se presenta un esquema sindptico de las
enfermedades mas limitantes del cultivo y sus posibilidades de
transmision de acuerdo con el tipo de semilla: in vitro (higura 1.1)
o pléntulas y cormos (higura 1.2).

El material in vitro permite eliminar una gran cantidad de paté-
genos, como hongos y bacterias, pero, si no se hacen procesos




adecuados de limpieza de los meristemos y aplicacién de técni-
cas de termoterapia y quimioterapia en los procesos de micro-
propagacién, es posible que puedan escaparse algunos virus
(Betancourt et al,, 2021; Wu & Su, 1991). Por esta razén, siempre
deben buscarse laboratorios especializados y registrados para la
produccién de material sano (higura 1.1).

Como se puede observar en la igura 1.2, los principales proble-
mas sanitarios que pueden transmitirse por semilla son:

Marchitamiento por Fusarium (Fusarium oxysporum f. sp.
cubense, recientemente clasificado como Fusarium odoratissi-
mum Maryani, Lombard,. Kema & Crous, 2019).

Moko (Ralstonia solanacearum Smith raza 2).

Pudricién acuosa del pseudotallo o bacteriosis (Dickeya
chrysanthemi).

Virus del rayado del banano (Banana streak virus [BSV)).
Virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus [CMV]).

Nematodo barrenador (Radopholus similis Cobb), nematodo
lesionador (Pratylenchus coffeae Zimmerman y P. goodeyi) y
nematodo espiral (Helicotylenchus spp.).

Picudo negro (Cosmopolites sordidus), picudo rayado y amari-
llo (Metamasius hemipterus, M. hebetatus y M. submaculatus)
y picudo enano (Polytus mellerborgii).



Riesgo de dispersién de enfermedades en musdceas en material in vitro.
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Enfermedades y plagas con mayor probabilidad de transmisién por semilla
asexual (cormos e hijos).

Marchitamiento por Fusarium
Fusarium oxysporum f. sp. )
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,
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Las otras problemaéticas, aunque eventualmente pueden ser di-
seminadas por la semilla, cuentan con estrategias conocidas
de prevencién y manejo que, aplicadas con rigor, pueden evitar
que la semilla se contamine (Rodriguez Yzquierdo et al, 2019).
Por el contrario, patdgenos como Ralstonia, Fusarium y virus no
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tienen métodos de control conocidos, por lo que su presencia en
un huerto de produccién de semillas hace necesaria la erradica-
cién v eliminacién del material o incluso el cierre del esquema
de produccién.

Descripcion de los patdgenos y plagas
de mayor importancia econdmica en
semillas de musdceas

A continuacién, se describen los patégenos y plagas més impor-
tantes del cultivo, considerando las caracteristicas bioldgicas, los
sintomas y signos, y las formas de dispersién. Posteriormente, es-
tos aspectos serdn determinantes para la aplicacién del esquema
de aseguramiento sanitario.

Patdgenos

Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 (Foc R1) y raza
4 tropical (Foc R4T)

Fusarium oxysporum 1. sp. cubense es un hongo ascomicete ha-
bitante del suelo perteneciente al complejo de especies de Fusa-
rium oxysporum (FOSC, por sus siglas en inglés), y es el agente
causal del marchitamiento vascular de las muséceas, conocido
comunmente como marchitez de las muséceas (Stover, 1990).

Foc se agrupa en razas, de acuerdo con el tipo de cultivar frente
al cual presenta patogenicidad. Asi, Foc R1 es patogénico sobre
cultivares de Gros Michel (AAA), Manzano (AAB) y los del sub-
grupo Pisang Awak (ABB), y causé importantes pérdidas des-
pués de su llegada a América en 1890 (May & Plaza, 1958). Por
su parte, la raza 2 afecta al cultivar Bluggoe, y la raza 4 puede
afectar al subgrupo Cavendish (Ploetz, 2006), ademaés de los
susceptibles a las razas 1y 2.

Se presume que la marchitez de las muséceas es originaria del su-
deste de Asia, aunque fue reportada por primera vez en Australia
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en 1876, y en la década de 1960 ocasiond importantes pérdidas
en los cultivos de América Latina, lo que obligé a migrar la pro-
duccion de Gros Michel hacia el uso de cultivares tipo Cavendi-
sh, con resistencia a Foc R1 (Dita et al.,, 2018). Posteriormente, en
1989 se reporté Foc R4T oficialmente en Taiwén, desde donde se
ha dispersado por las islas del Pacifico, el sudeste asiatico, Afri-
ca, Australia y el continente americano, donde esta presente en
Colombia (Garcia-Bastidas et al., 2019), Pert (Acufia et al,, 2022) y
Venezuela (Instituto Nacional de Salud Agricola Integral [Insai],
2023). En la actualidad, el patégeno se ha reportado en 22 paises
(Garcia-Bastidas, 2022) (igura 1.3).

La raza 4 tropical es conocida por afectar a musaceas del subgru-
po Cavendish (Musa AAA), que representa el banano de expor-
tacidén mas comercializado en el mercado mundial, ademaés de
todos los cultivares susceptibles a las razas 1y 2. Adicionalmente,
este patdgeno representa una amenaza para los cultivares tradi-
cionales de platanos con importancia alimentaria en las zonas
tropicales. Hasta el momento, no se conoce un cultivar comercial
con resistencia a Foc R4T, lo cual restringe las posibilidades de
manejo de este hongo (Garcia-Bastidas, 2022; Garcia-Bastidas et
al., 2020).

El patégeno puede propagarse a través de diferentes tipos de
estructuras: las hifas, los microconidios, los macroconidios y las
clamidosporas. Estas ultimas son estructuras con pared celular
engrosada, lo que les permite persistir en el suelo por mucho tiem-
po (Leslie & Summerell, 2008). De esta manera, el hongo puede
dispersarse a través de particulas de suelo, o puede mantenerse
latente en residuos de cosecha o plantas acompafiantes que sirven
como hospederas asintomaticas. Otros medios de diseminacién
del patégeno son el viento, el agua, los animales y algunos de ori-
gen antropogénico, como las herramientas agricolas, la maquina-
ria y el calzado de las personas que trabajan en el cultivo (Dita et
al, 2018; Pegg et al,, 2019) (igura 1.4).



Distribucién actual de Foc R4T en el mundo y afio de reporte.

Fuente: Elaboracién propia
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Formas de dispersion de Foc R4T.

Foto: Gustavo Rodriguez Yzquierdo

Una vez establecida una planta, la estructura propagativa de Foc
germina y, mediante su hifa de penetracién, ingresa a las raices
de la planta a través de heridas o aberturas naturales, atraviesa la
corteza radical y alcanza los haces vasculares. A medida que el
patégeno avanza durante la infeccién, genera estructuras propa-
gativas dentro del tejido vegetal, principalmente microconidios
(dispuestos sobre conidiéforos), pero también macroconidias y
clamidosporas (Olivares et al.,, 2021).

A medida que la enfermedad avanza, la planta se defiende forman-
do gomas y tilosas para impedir el ascenso del patégeno, pero la
mayoria de las veces no tiene éxito. Asi, se bloquean los haces vas-
culares, de modo que comienza a limitarse el ascenso de agua y nu-
trientes a la parte aérea de la planta, y se empiezan a notar los sin-
tomas, como amarillamiento en las hojas maduras y una marchitez
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que se caracteriza por el “enruanamiento” o pliegue del pedunculo
de las hojas sobre el pseudotallo (higura 1.5a). Aunque los sintomas
suelen ser mas comunes en plantas adultas y antes de la floracién,
en altas concentraciones de inéculo en el suelo, los sintomas pue-
den presentarse también en plantas jévenes (figura 1.5b).

Sintomas de Foc R4T en Cavendish. a. Sintomas tipicos en plantas adultas:
“enruanamiento” y amarillamiento de hojas; b. Sintomas en plantas
jovenes: amarillamiento generalizado de la planta; c. Corte longitudinal

del pseudotallo de una planta afectada por Foc R4T: presencia de necrosis
continua de color morado a negro y presencia de gomas o tilosas.

Fotos: Gustavo Rodriguez Yzquierdo
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Al hacer un corte transversal, se observan los haces vasculares ne-
crosados como consecuencia del ascenso del patégeno, asi como
las gomas v tilosas, que se ven como bloqueos oscurecidos (Pegg
et al, 2019; Stover et al.,, 1961). Finalmente, la planta muere, general-
mente sin producir racimo o finalizar su llenado (hgura 1.5¢).

En el caso del platano, estudios de AGROSAVIA indican que, en con-
diciones controladas de vivero, con altos niveles de inéculo, Foc R4T
puede ingresar a la planta y causar enfermedad, razén por la cual de-
ben fortalecerse las medidas de bioseguridad en todas las unidades
de produccién de banano y platano a nivel nacional, de forma que se
evite el ingreso del patégeno (Ledn-Pacheco et al., 2022).

Debido a las grandes afectaciones que Foc R4T puede ocasionar
en el sistema productivo del banano y el platano en Colombia, la
Organizacién Nacional de Proteccién Fitosanitaria (ONPF), que co-
rresponde al Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), lo clasifica
como un patégeno de tipo cuarentenario. La ONPF resalta la impor-
tancia de verificar la calidad de las semillas y los materiales de pro-
pagacién de las zonas no afectadas, para mitigar uno de los mayo-
res riesgos de dispersion: la contaminacién del material de siembra.

Ralstonia solanacearum, el agente causal de la marchitez bacte-
riana, se encuentra en todos los continentes Y numerosas islas
ubicadas entre los tropicos de Cancer y Capricornio; causa en-
fermedades en mas de 200 especies de plantas de mas de 50 fa-
milias. R. solanacearum es considerado uno de los fitopatégenos
mas importantes del mundo debido a su letalidad, amplia distri-
bucién geogréafica y amplia gama de hospederos (Belalcazar et
al, 2004; Kelman, 1955).

En cuanto a la sintomatologia y el desarrollo de la enfermedad,
los sintomas tipicos del marchitamiento por Moko aparecen una
vez que el patdgeno ha colonizado sistematicamente el pseudo-
tallo y el rizoma. Las plantas exhiben un rédpido amarillamien-
to y marchitez de hojas, y chupones adheridos fisicamente; se



presenta decoloracién en las vainas de las hojas del pseudotallo,
y los frutos maduran prematuramente o su desarrollo se detiene
(Alvarez et al, 2013; Belalcazar et al,, 2004) (figuras 1.6a y 1.6b).

Dado que los sintomas pueden tardar en aparecer luego de que
la planta estd infectada, se facilita su diseminacién y se dificulta
su identificacién. Al ser una enfermedad sistémica debido a su
capacidad de moverse por haces vasculares, puede aparecer a
cualquier edad del cultivo. Los sintomas a nivel interno se carac-
terizan por una pudricién severa y una alta presencia de exuda-
dos (Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroa-
limentaria [Senasica), 2019; Betancourt et al,, 2021) (igura 1.6¢).

Por su capacidad de supervivencia tanto en hospederos alterna-
tivos como en sustratos y herramientas, son varios los medios de
diseminacidn, los cuales se describen a continuacién:

la bacteria puede ser disemina-
da por no desinfectar las herramientas cuando se hacen podas,
deshijes, amarres de racimo o desyerbes en plantas infectadas
(Obregén Barrios et al,, 2008).

el uso de semilla de muséceas prove-
niente de lotes con altas infestaciones de Ralstonia puede pro-
pagar la enfermedad debido a que las heridas que presentan los
cormos durante la siembra facilitan la infeccién; también, plantas
cuya madre esté enferma seguramente seran portadoras asinto-
maticas de la bacteria, razén por la cual el proceso de seleccidn,
uso y desinfeccién es clave en los procesos de siembra (Gémez
et al,, 2004).

las abejas Trigona corvina y avispas del género Polybia
sp. se han reportado como vectores al transportar savia infectada
entre plantas, sobre todo en altos niveles de concentracién de la
bacteria (Buddenhagen, 2009).




Sintomas de Moko en pldtano. a. Sintomas externos: hojas necréticas
pegadas al pseudotallo y amarillamiento de la planta; b. Sintomas en
plantas jévenes: marchitez progresiva y decaimiento de la planta; c.
Sintomas internos: necrosis severa, acompanada de exudados.

Ly

Fotos: Ménica Betancourt Vasquez
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La pudricién acuosa del pseudotallo o bacteriosis (Dickeya chry-
santhemi, antes Erwinia chrysanthemi, y Dickeya sp., antes Pec-
tobacterium chrysanthemi) es una enfermedad endémica pre-
sente en Colombia en las regiones bananeras donde se cultivan
muséaceas. Este patégeno se caracteriza por su capacidad para
degradar las paredes celulares de la planta y puede permanecer
por periodos prolongados en el suelo v en desechos de plantas;
esta caracteristica le permite desarrollar con facilidad infeccio-
nes latentes (CABI, s.1; Franco & Stefanova, 2008; P. Li et al,, 2011;
Samson et al,, 2005; Snehalatharani & Khan, 2010).

Dickeya pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es aerobia,
gramnegativa y con flagelos peritricos (Rivera, 1978; Rivera &
Ezavin, 1989). “La bacteria penetra en la planta por medio de he-
ridas y en algunas ocasiones por las lenticelas. Es diseminada
por semillas infectadas, herramientas, agua, insectos vectores y
nematodos que ocasionan lesiones en las raices y facilitan su en-
trada” (Agrios, 2006). En el caso de las muséceas, se puede pro-
pagar facilmente por semilla.

El sintoma principal que presenta esta enfermedad en los pseudo-
tallos consiste inicialmente en manchas acuosas, translicidas o de
color amarillento en su fase inicial, que pasan de rojizo a castafio
oscuro en sus ultimas instancias, lo que afecta la parte basal de la
planta y produce debilidad y ocasionalmente doblamiento (higura
1.7a). Al hacerles presién, los tejidos afectados emanan un liquido
abundante cristalino y fétido (Morales Romero et al,, 2020).

Los sintomas mas severos de la enfermedad se caracterizan por
el desarrollo de clorosis con mérgenes necréticos en hojas nue-
vas y brotacién pobre y desuniforme de hijos; ademas, en plantas
que se afectan muy pronto, no se desarrollan racimos (Rivera,
1978; Stover, 1972). En plantas de Cavendish (AAA) es comun ob-
servar pudricién de la vaina en la base del pseudotallo, lo cual
genera posteriormente un hueco necrético en el rizoma (Rivera &
Ezavin, 1989). Este ultimo sintoma puede ser similar a los dafios




ocasionados por C. sordidus Germar. En plantas jévenes desa-
rrolladas a partir de cormos infectados, se presenta disminucién
de crecimiento y marchitamiento progresivo en todas las hojas,
desde la base del pseudotallo al apice; por lo general, este tipo
de plantas no alcanzan la madurez y colapsan (Rivera & Ezavin,
1989; Rodriguez et al,, 2018) (hguras 1.7b y 1.7¢).

Sintomas de bacteriosis en pldtano. a. Sintoma externo:
volcamiento del pseudotallo; b. Tipico exudado en calcetas;
c. Sintoma interno: necrosis interna severa de afuera hacia
adentro.

Fotos: Ménica Betancourt Vasquez y Gustavo Rodriguez Yzquierdo
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Esta enfermedad es en parte consecuencia de malas précticas
al cultivo; por ejemplo, dejar restos de pseudotallo después de la
cosecha puede favorecer la contaminacién de los hijos cuando
la planta madre estuvo enferma por la bacteria (Belalcazar et al,
1998). Asimismo, no desinfectar machetes empleados en las podas
y usar material de plantacién infestado son medios efectivos para
la dispersién de la enfermedad. Igualmente, la alta incidencia de
insectos como M. hemipterus incrementa la dispersion de la bacte-
ria en campo (Belalcézar et al, 2004; Rodriguez et al., 2019).

En el cultivo de muséaceas se han descrito hasta 146 especies y
43 géneros de nematodos parasitos (Araya, 1995); sin embargo,
los mas comunes en Colombia son los endoparasitos R. similis
y P. coffeae, y el semiendoparésito H. multicinctus. También se
pueden encontrar poblaciones altas de Meloidogyne spp., pero
en la mayoria de los casos esta especie no estd asociada a dafios
importantes en las plantas de plédtano y banano (Guzmaén-Piedra-
hita & Castafio-Zapata, 2004; Lara et al,, 2016).

El dafio causado por los nematodos es uno de los factores que
mas influye en la pérdida de vigor y en la reducciéon de la vida
productiva de los cultivos de muséaceas (platano y banano). En
plantaciones con més de seis afios, lo normal es encontrar gran-
des comunidades de nematodos compuestas por varias especies.
De mayor a menor, se ha reportado la siguiente lista de especies
en cuanto a su importancia econémica: Radopholus similis, Heli-
cotylenchus spp., Meloidogyne spp., Pratylenchus spp. (Gonzélez
Cardona et al, 2009; Salazar et al,, 2012; Jaraba et al,, 2020).

Los nematodos son animales filiformes, con cuerpo sin segmen-
tos, cubiertos por una cuticula hialina (transparente) y con estrias
bien definidas; no cuentan con extremidades u otros apéndices, y
tienen boca bien diferenciada, que en el caso de los fitoparésitos




se caracteriza por la presencia de estilete (una boca modificada
en forma de aguja que les permite punzar las raices y succionar
nutrientes). Los nematodos pueden sobrevivir en casi todos los
habitats, pero en términos précticos son esencialmente acuaticos
y requieren de buenos contenidos de humedad para permanecer
en el suelo. No pueden verse a simple vista, por lo que se requiere
el uso de microscopio para observarlos; en general, miden entre
300 y 1.000 pm de largo y entre 15 y 35 ym de ancho (Guzmaén
Piedrahita et al, 2009; Lara et al,, 2016).

Los nematodos causan dafios directos en raices y cormos al pro-
ducir heridas a través de las cuales se favorece la entrada de otros
patégenos como Fusarium y Ralstonia. La descomposicién de las
raices por la presencia de altas cantidades de nematodos genera
disminucién del crecimiento de las plantas (hojas més pequefias
y menor numero y peso de frutos en el momento de la cosecha);
ademas, el sintoma méas comun es el volcamiento de las plantas
y la pudricién del sistema radicular (Guzmaén-Piedrahita & Cas-
tafio-Zapata, 2004; Rodriguez et al.,, 2018; Jaraba et al.,, 2020; Gon-
zélez-Garcia et al, 2021). Sin embargo, el sintoma caracteristico
maés usado para diagndstico visual es la presencia de necrosis
en las raices, que se observan como pequefias lesiones de co-
lor rojizo a negro, producto de la alimentacién de los nematodos,
los cuales generalmente estan acompafiados de amarillamientos
pronunciados en el borde de las hojas y reduccién del crecimien-
to (hguras 1.8a y 1.8b).

El movimiento de los nematodos por si solos es muy limitado,
por lo que su principal forma de dispersién es el uso de material
infectado o la siembra en suelos con altas poblaciones de estos
microorganismos (Agrios, 2006; Guzman Piedrahita et al., 2009;
Rodriguez et al. 2019).



Sintomas asociados a nematodos. a. Volcamiento y poca producciéon de
raices; b. Necrosis de raices apicales y en el interior, por la alimentacién de
los nematodos.

Fotos: Moénica Betancourt Vasquez y Gustavo Rodriguez Yzquierdo

Enfermedades virales

Virus del rayado del banano (banana streak virus [BsV])

La enfermedad del rayado del banano es causada por diferentes especies de
BSV, que pertenecen al género Badnavirus, familia Caulimoviridae (Hull et al,,
2005). BSV presenta alta diversidad genética (Harper et al., 2005): actualmente,
el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV{,) reconoce nueve espe-
cies: GF (BSGFV), IM (BSIMV), Mysore (BSMYV), OL (BSOLV), UA (BSUAV), Ul
(BSUIV), UL (BSULV), UM (BSUMV) y VN (BSVNV).

Este patégeno se caracteriza por presentar particulas baciliformes que miden
entre 120 y 150 nm, con genoma discontinuo, formado por ADN circular bica-
tenario de aproximadamente 7,4 Kb y compuesto de tres marcos de lectura
abiertos que codifican para proteinas involucradas en procesos de replicacion,
movimiento y formacién de cépside (Javer Higginson, 2007). BSV se puede
encontrar en dos estados: como forma episomal, produciendo infeccién en las

El cultivo de pldtano (Musa AAB): una alternativa tecnoldgica para el departamento del Huila _




células vegetales, o como ADN viral integrado dentro del geno-
ma B del pldtano. Ambas formas pueden llegar a ser infeccio-
sas en las plantas de banano (Jacobsen et al,, 2019). El impacto
econdmico ocasionado por el virus en la produccién es variable
(pérdidas entre el 7 v el 90% han sido registradas en Ecuador),
pues depende de las condiciones ambientales y de la especie de
virus que ocasiona la infeccién; sin embargo, el BSV afecta la pro-
duccién de semilla, el movimiento de germoplasma y el mejora-
miento genético (Jacobsen et al, 2019; Javer Higginson, 2007;
Mocha-Cuenca, 2020).

Los sintomas varian de acuerdo con el aislamiento y los culti-
vares. La mayoria de los aislamientos producen rayas cloréticas
continuas o separadas, que son primero cloréticas, luego se vuel-
ven cada vez mas oscuras y finalmente resultan en rayas necroti-
cas en las hojas adultas. En plantas de vivero, el sintoma mas co-
mun es la disminucién de crecimiento y la presencia de rayados
pronunciados. Se han observado otros sintomas, como falla en
la emergencia del racimo, rajamiento del pseudotallo y disposi-
cién de las hojas en forma de abanico (Lockhart, 1986; Lockhart
& Jones, 1999). Algunos aislamientos de BSV presentes en Africa
producen necrosis severa. Esta sintomatologia inicia con la hoja
bandera o cigarro y posteriormente resulta en una necrosis inter-
na del pseudotallo, reduccién del tamafio del racimo, emergencia
incompleta y muerte de la planta. Algunos aislamientos produ-
cen rayas oscuras o puntos de color marrén muy finos que pue-
den ser visibles en el pseudotallo (Lockhart & Jones, 1999). Los
sintomas pueden confundirse con CMV o pueden presentarse en
infecciones mixtas (iguras 1.9a y 1.9b).

BSV enddgenos pueden desarrollar sintomas, particularmente
en plantas de platano AAB, cuando se someten a diferentes tipos
de estrés como la produccion por cultivo de tejidos in vitro, cam-
bios fuertes de temperatura o estrés por déficit hidrico (Jacobsen
et al,, 2019).



Sintomas asociados a la enfermedad del Bsv en plantas de pldtano.
a. Sintomas foliares de rayado clordtico y necrdtico en foliolos;
b. Sintomas de rajadura del pseudotallo.

Fotos: Ménica Betancourt Vasquez

BSV no se transmite por inoculacién mecanica, por lo tanto, es
poco probable que el virus se transmita por herramientas de
corte o durante operaciones de cultivo (Lockhart & Jones, 1999).
Como otros badnavirus, BSV se transmite de plantas infectadas
a sanas por cochinillas (Hemiptera: Pseudococcidae), de manera
semipersistente; las principales especies reportadas en la trans-
misién son: Planococcus citri y Pseudococcus sp. (Lockhart & Jo-
nes, 1999). En experimentos en invernadero también se ha logra-
do la transmisién por la cochinilla de la pifia (Dysmicoccus brevi-
pes) y la cochinilla rosada de la cafia de azicar (Saccharicoccus
sacchari) (Kubiriba et al.,, 2001a, 2001b). El virus no se multiplica
en los insectos vectores y no se transmite por via transovérica; es
decir, no se transmite entre generaciones del insecto (Watson &
Kubiriba, 2005).

Las observaciones en muchos paises sugieren que la propaga-
cién del virus de una planta a otra por las cochinillas puede ser
limitada. Sin embargo, en paises como Colombia y Ecuador, se
ha reportado alta incidencia del virus en plantaciones nuevas
de banano de exportacién, lo cual en general coincide con altas
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poblaciones de cochinillas (Lockhart & Jones, 1999). El principal
medio de diseminacién a larga distancia es el material vegetal
(cormos y colinos) (Daniells et al,, 1995). Ademés, se ha descrito
que plantas producidas por cultivo de tejido derivados de meris-
temos extraidos de plantas enfermas pueden portan BSV, si no
se combinan técnicas de termoterapia y quimioterapia (Lockhart
& Jones, 1999); adicionalmente, los elementos virales endégenos
presentes en los genomas de musédceas se pueden activar duran-
te la propagacion vegetativa debido a procesos de hibridacién
(Umber et al,, 2022).

El cMV infecta a méas de 1.000 especies de plantas distribuidas
en 85 familias, siendo el virus con mayor gama de hospedantes
conocidos. Es transmitido en condiciones naturales por afidos y
por semilla vegetativa. Se transmite de manera no persistente (es
decir, los pulgones o afidos necesitan periodos de adquisicién e
inoculacién de unos pocos segundos) por més de 80 especies de
ahdos, entre los que se destacan Aphis gossypii y Myzus persicae,
especies que son muy comunes en el continente americano (Be-
tancourt et al,, 2021).

Los primeros reportes de CMV en Colombia se refieren a sinto-
mas en banano Gros Michel en 1940 en la zona cafetera, especi-
ficamente en el departamento del Quindio (Belalcazar Carvajal,
1991); posteriormente, la enfermedad se detecté en Urabé sobre
cultivares de banano Cavendish. Al respecto, Belalcazar et al.
(1996) analizaron el efecto de este virus en las variables de creci-
miento, desarrollo y produccién del clon de banano Gros Michel,
y encontraron que la infeccién por CMV reduce la altura y el peri-
metro del pseudotallo, asi como el peso de los racimos.

En la zona cafetera, Martinez (2002) y Betancourt y Alarcén
(2002) describieron, en cultivos de pldtano Dominico-Hartén
en Chinchiné y Santagueda (Caldas), la presencia de CMV y del
virus del mosaico suave del banano (banana mild mosaic virus



[BanMMV]), con niveles de incidencia de entre el 2 y el 5 % den-
tro de las plantaciones afectadas.

Becerra et al. (2011) analizaron

la incidencia de CMV y de BSV en cultivos de platano de la zona ca-
fetera central, en los departamentos de Risaralda, Quindio y Caldas.
Alli, se detectaron niveles de incidencia del 4 al 17 % para el CMV y
una alta incidencia de infecciones mixtas entre el CMV y el BSV de
entre el 10 y el 40 %, principalmente en cultivos de menos de un afio
desde la siembra.

Sin embargo, en trabajos recientes desarrollados por AGROSA-
VIA en el Eje Cafetero, Huila y Valle del Cauca, no se ha podido
detectar la presencia de este virus, lo que puede indicar cambios
en la dispersién e incidencia del virus en el pafs.

El principal sintoma de CMV son los mosaicos, que pueden variar
de intensidad entre las hojas; sin embargo, es comuin que pasen
inadvertidos en plantas adultas y pueden desaparecer y reapare-
cer de acuerdo con las condiciones climéticas y el manejo del cul-
tivo (Stover, 1972). En general, CMV aparece de forma localizada,
y solamente se han descrito epidemias importantes cuando esta
asociado a BSV; en estos casos, es comun observar pudriciones
de la hoja bandera y del cilindro central de las plantas (Gowen,
1995; Martinez, 2002). En campo se observan sintomas como mo-
saicos, deformaciones de hojas, rayados, rayados cloréticos a ne-
créticos, quemazoén de la hoja cigarro, laminas de las hojas muy
delgadas y estrechas, y rajaduras del pseudotallo. La intensidad
de los sintomas se asocia en general a la presencia de infeccio-
nes mixtas. Los sintomas en plantas jévenes se caracterizan por
la presencia de mosaicos leves a severos, disminucién del creci-
miento de la planta y deformacién de las hojas (higura 1.10).




Figura 1.10.

Sintomas de cMv en plantas jévenes de pldtano (cuatro
meses): hojas con mosaico.

Foto: Ménica Betancourt Vasquez

En cuanto a los medios de dispersién, la transmisién de CMV en
condiciones naturales se realiza por pulgones y por semilla vege-
tativa. Debido al tipo de transmisién no persistente por 4fidos, los
hospedantes alternos son fundamentales para el mantenimiento
del virus, pues actian como fuentes primarias de inéculo para
los vectores (Betancourt et al., 2013; Palukaitis et al, 1992; Sacris-
tdn et al, 2004).

Algunas cepas de virus se transmiten mas facilmente que otras
(Simons, 1955) v la transmisibilidad por Myzus persicae puede
perderse por completo en algunas ocasiones (Palukaitis & Gar-
cia-Arenal, 2018). El virus puede ser adquirido por todos los esta-
dios en 5 a 10 segundos; su capacidad para transmitir disminuye
después de aproximadamente 2 min y generalmente se pierde en
2 h (Hoggan, 1933; Simons, 1955).

Esquema de aseguramiento sanitario y estrategias para el manejo
integrado de plagas y enfermedades en semillas de alta calidad de musdceas



Las plagas mas comunes e importantes econémicamente en cul-
tivos de banano y platano son el complejo de picudos, compues-
to por las especies Cosmopolites sordidus (Germar), Metamasius
hemipterus (Linnaeus) y Metamasius hebetatus (Gyllenhaal)
(Rubio & Acufia, 2006; Sanchez Bernal & Vallejo Espinosa, 2010).
No obstante, a nivel global y nacional, C. sordidus es el insecto de
mayor importancia en estos cultivos (Montesdeoca et al,, 2005;
Paparu et al, 2008). Esta especie, junto con M. hemipterus y M.
hebetatus, integran lo que se conoce en Colombia como el com-
plejo picudo del platano.

Estas especies de Curculionidae pertenecen a la subfamilia
Dryophthorinae: las més frecuentes son C. sordidus y M. hemip-
terus, y en menor grado se reporta M. hebetatus (Gonzalez et al,
2007; Rubio & Acufia, 2006).

Ademas, se destaca que cada especie, tanto en estado larval como
adulto, se alimenta de una parte especifica del hospedero. C. sordidus
del cormo, M. hemipterus del pseudotallo y M. hebetatus se alimenta
de los primeros centimetros de pseudotallo cerca al cormo (Gonzales
et al,, 2007), generando disminucién de vida ttil y rendimiento de las
plantaciones. (Sepulveda & Rubio, 2009, citado por Duque, 2012, p. 8)

En la zona cafetera, en cultivos de platano, se ha reportado que
los niveles de C. sordidus corresponden al 40,5 %, mientras que
el nivel de M. hebetatus es del 33,9 % y el de M. hemipterus es del
25,6 % (Castrillén, 2000).

C. sordidus, la especie més importante, es un insecto negro, con
un tamafio aproximado de 15 a 18 mm de longitud, cuerpo estre-
cho, alargado y ovalado, con superficie lisa y glabra. La cabeza
presenta un pico largo y curvo (Cérdenas & Arango, 1987; Se-
pulveda-Cano & Rubio-Gémez, 2009). En general, los adultos se
caracterizan por tener movimiento lento, actividad nocturna v
suelen huir de la luz. Su rango éptimo de temperatura esté entre
18 v 40 °C, y tienen un ciclo de vida de 810 dias en condicio-
nes naturales, 748 en laboratorio y 60 sin alimento (Becarri, 1967,




citado por Sanchez Bernal & Vallejo Espinosa, 2010). C. sordidus
es oligéfago, es decir que solo se alimenta de plantas de los géne-
ros Musa, especialmente de los cormos (Gold & Messiaen, 2000).

[C. sordidus] presenta cuatro estadios larvales con una duracién de en-
tre 25y 35 dfas y las larvas son dpodas, miden de 12 a 15 mm de longitud.
Son de color blanco amarillento y su cabeza es bien desarrollada, de
color café oscuro con mandibulas grandes y fuertes. El estadio de pupa
mide 12 mm y dura aproximadamente siete dias en eclosionar, pasando
de coloracién blanca a &mbar y se desarrolla al interior del rizoma. (Cér-
denas et al, 1991; Castrillén, 2000) (Figura 1.11)

Figura 1.11.

Picudos. a. Adultos de picudo; b. Dafos en cormos de semilla.

Foto: José Dario Ule Rodriguez

Los picudos son especialmente atraidos por las sustancias vola-
tiles emanadas de las plantas hospederas; por lo tanto, todas las
labores de cultivo que impliquen cortes en la planta (como podas,
deshijes vy, sobre todo, la separacién y preparacién de semillas o
cormos) favorecen la diseminacién de esta plaga (Conceicéo et
al, 2017; Da Silva et al,, 2017). Por esta razén, cuando se produce
semilla por cormos o se tienen huertos de multiplicacién intensi-
va, el riesgo de la presencia de picudos es muy alto y es necesario
desarrollar estrategias para prevenir el ingreso de este insecto a
los huertos de produccioén.
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Cuando se inician siembras con material infectado por este insec-
to, se pueden generar pérdidas superiores al 40 % del cultivo. El
dafio que ocasionan los picudos tiene consecuencias importantes
en el rendimiento de la planta, pues afectan el desarrollo radicular,
causan necrosis, limitan la absorcién de la planta, retrasan la flora-
cién y facilitan la entrada de patégenos del suelo como Ralstonia 'y
Fusarium (Gold & Messiaen, 2000; Heck et al., 2021).

Para garantizar la sanidad del material vegetal que se produce,
es necesario aplicar normas estrictas de prevencién, seguimiento
y diagnostico. En la tabla 1.1 se describe el esquema de asegura-
miento de calidad de semilla en muséaceas disefiado por AGROSA-
VIA para la produccién de material vegetal de platano en ntcleos
de produccién instalados en diferentes regiones del pais.

Este esquema se sustenta con el desarrollo de metodologias de
diagnéstico de los patégenos y el sequimiento o trazabilidad de
las actividades que se deben desarrollar en los huertos de pro-
duccién de semilla. El esquema describe las recomendaciones
para la identificacién y seguimiento de las enfermedades o pla-
gas, los métodos de diagndstico recomendados y los niveles de
restriccién que deberian manejarse de acuerdo con el tipo de
huerto de produccién. Ademas, para los casos en los que es posi-
ble aplicar algun tipo de control, se describen las recomendacio-
nes generales.




e|s][cJ Ml Esquema de aseguramiento sanitario para musdceas en huertos de produccion de semilla

Patdégeno o

plaga

Evaluacion de la
enfermedad

Método de
diagndéstico

Nivel de restriccion de la presencia-ausencia

Huerto
madre
(HMm)

Huerto de

Cdmara

multiplicacién | térmica o | Vivero

intensiva (HM1)

Enfermedades producidas por bacterias

LEES

Moko (Ralstonia

Protocolo: los huertos de
produccién deben ser evaluados
por monitoreo visual planta a
planta frente a la presencia de
sintomas de marchitamientos,
amarillamientos y generacién de

Método: molecular
(Cellier et al,, 2015).

Unidad de muestreo:

No aplica. En caso de
diagnosticarse este
patégeno y dado que

el ICA la clasifica como
una enfermedad de

solanacearum 0,05 % del total del lote Ausente. Ausente. Ausente. | Ausente. control en Colombia,
Smith raza 2) exudados. dentro de cada médulo se debe informar a la
Frecuencia de evaluacién: de produccién. autoridad sanitaria y se
quincenal para HM y HMI, y Frecuencia: anual. regom{ehnda elgmnar
semanal para cdmara térmica, todo el huerto de
tineles y vivero. produccién.
Protocolo: se realiza una )
evaluacién visual aleatoria en Método: molecular.
cada rr?odub para ev1den01§r Unidad de muestreo: Eliminar las plantas
march1t§m1ento., amarillamiento o yiqyq, y solo se afectadas y sus vecinas.
Pudricién acuosa presencia de lesiones acuosas en el recurrea diagnéstico Desinfectar con yodo
del pseudotallo o pseudoFaHo para plantas con mas  molecular en caso de 5 5 A A los sitios afectados
de 5 hojas verdaderas y se registra 0,5% 0,5% usente. usente.

bacteriosis (Dickeya
chrysanthemi)

la incidencia en cada médulo.

Frecuencia de evaluacién:
mensual para HM y HMI, y
semanal para cdmara térmica,
tineles y vivero.

sintomas recurrentes,
con muestreo directo a
plantas enfermas.

Frecuencia: solo en caso

de ser necesario.

v aplicar fosfitos
de potasio cuando
se presenten casos
recurrentes.

Capitulo I. Esquema de aseguramiento sanitario y estrategias para el manejo
integrado de plagas y enfermedades en semillas de alta calidad de musdceas

Continta en la siguiente pdgina...



Patégeno o

plaga

Evaluacidén de la
enfermedad

Método de
diagnéstico

Nivel de restriccion de la presencia-ausencia

Huerto de Cdmara
multiplicacién | térmica o
intensiva (HM1) | tuneles

Enfermedades producidas por virus

CMV y BSV (virus
del mosaico del
pepino - cucumber
mosaic virus) y
(virus del rayado del
banano - banana
streak virus)

Sigatoka negra
(Mycosphaerella
fijiensis)

Protocolo: identificacién de
sintomas visuales de rayados,
mosaicos, deformaciones v
reduccién del crecimiento.

Frecuencia de evaluacidn:
quincenal para HM y HMI, y
semanal para cdmara térmica,
tuneles y vivero.

Protocolo: evaluacién de la
presencia de manchas y sintomas
de la enfermedad, calculando

el indice de hoja més joven
manchada (HMJM).

Frecuencia de evaluacién:
mensual para HM y HMI, y
semanal para cdmara térmica,
tineles y vivero.

Método: molecular.
BSV: Anses (2021).
cmv: Hu et al. (1995).

Unidad de muestreo:
0,02 % del total del lote
dentro de cada médulo
de produccién.

Frecuencia: anual.

Enfermedades pro

Método: visual.

>1%

ducidas por hongos

No
restrictivo.

>1% Ausente.
Ausencia
No restrictivo. de sintomas
foliares.

Ausente.

Ausencia
de
sintomas
foliares.

Eliminar plantas
enfermas, verificar
presencia de vectores v,
en caso de observarlos,
aplicar insecticidas.
Manejo de arvenses en
el interior de los lotes

y evitar hospederos de
virus.

EnHM y HMI se
pueden aceptar
niveles del 15al 20 %
de la enfermedad. Se
recomienda deshoje y
cirugia para reducir la
incidencia y severidad.

En plantas jévenes,
la presencia de

la enfermedad

indica deficiencias
nutricionales que
deben ser corregidas.

Continta en la siguiente pdgina...
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Nivel de restriccion de la presencia-ausencia

Método de
diagnéstico

Evaluacion de la
enfermedad

Patdgeno o

Huerto de Cdmara
multiplicacién | térmica o
intensiva (Hmi) | tuneles

plaga

Marchitamiento por
Foc R1 (Fusarium

Protocolo: los huertos de
produccién deben ser evaluados
por monitoreo visual planta a
planta frente a la presencia de
sintomas de marchitamientos y

amarillamientos severos en hojas

Método: molecular.

Foc R1: Carvalhais et al.
(2019).

FocR4T:C.Y.Lietal
(2013).

No debe encontrarse
la enfermedad. En caso
de reportarse, todo el
huerto y sus plantas
deben ser eliminados.

Ausente. Ausente. Ausente. Ausente. : :
oxysporum . sp. v peciolos. e Se recomienda estricto
cubense) y Foc R4T Unidad de muestreo: control de bioseguridad

Frecuencia de evaluacién: 0,05 % del total del lote v de manejo de
quincenal para HM y HMI, y dentro de cgfia médulo sustratos para evitar el
semanal para cdmara térmica, de produccién. ingreso a los sistemas
tineles y vivero. Frecuencia: anual. de produccién.
Enfermedades producidas por nematodos
Nematodo En caso de
barrenador Méximo . encontrarse en
(Radopholus 10 % Maximo 10 %. Ausente. Ausente. HM y 1M, aplicar
similis Co . i4 controladores
lis Cobb Protocolo: evaluacién de ont 1 d
Nematodo sintomas de reduccién de blOlOglCOSAa base
. crecimiento, amarillamiento de Método: flotacion- de Pochonia
lesionador -CLITL M c étodo: flotacién hlamyd )
hojas jévenes y dafios en raices. if 5 chlamydosporia o
(Pratylenchu centrifugacion. Maxi extractos vegetales
. » aximo .
coffeae Frecuencia de evaluacién: Unidad de muestreo: = % Maximo 5 %. Ausente. Ausente. (ruda).
Zimmermany quincenal para HM y HMI, v 0,02 % de cada lote de s b
Pragler_lchus S?manal para cdmara térmica, produccién (sueloy rrijteefiafer;]rz eeIrlltre .
goodeyi) tineles y vivero. raices) cada seis meses b J
. . 1 o d al productor, debe
Previo a cada entrega de y siempre al 0,05 % de advertirse para
material, se debe realizar los lotes de semilla por iniciar un esquema
i un muestreo destructivo entregar. de manejo integrado
E\]T;r?atodlo esilral para descartar presencia de Méximo M A A en el momento de la
elicotylenchus : 4ximo 5 %. usente. usente. . .
Y nematodos en raices. %, 5 siembra. Sin embargo,

multicinctus Cobb)

no deberia entregarse
material con mas del
5% de infestacién.
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Patégeno o

plaga

Complejo de
picudos: picudo
negro (Cosmopolites
sordidus), picudo

Evaluacidén de la
enfermedad

Protocolo: se debe identificar
la presencia de galerfas en los
cormos o base del pseudotallo.

Frecuencia de evaluacién: se
realiza monitoreo dos veces a

Método de
diagnéstico

Nivel de restriccion de la presencia-ausencia

Plagas (insectos)

Método: visual.

Unidad de muestreo:
muestreo del 10 % de los

Huerto de

Cdmara

multiplicacién | térmica o | Vivero

intensiva (HMI)

tuneles

En caso de presentarse
en HM y HMI, debe
intensificarse el uso de
trampas y la aplicacién
de entomopatégenos
como Beauveria

rayado y amarillo la semana al nimero de adultos Ezr;?;soff;:;/srélﬁcamon Maximo Méximo 10 %. Ausente. | Ausente. bassianay
(Metamasius capturados en trampas ubicadas momento de entrega de 10%. Metarhizium
hemipterus, M. aleatoriamente en cada lote semilla y determinacisn anisopliae. Es
hebetatusy M. de produccién, con el fin de de niveles de incidencia recomendable
submaculatus) programar labores de control. Las del problema aplicar siempre estos
trampas se renuevan cada 15 dias, : tratamientos de manera
aproximadamente. preventiva.
Cochinillas Método: revisién En caso de presentarse,
harinosas visual con lupas de se debe tener cuidado
(Planococcus citri,  Protocolo: identificacién de 20X a 30X, observacion gien}[iriiasréceli?riz
Pseudococcus individuos en calcetas de las plaptg a planta y conteo dado que estos insectos
sp., Dysmicoccus plantas. individual. ) ) q )
brevipes, Unidad de muestreo: 5% 5% Ausente. Ausente. son Vectores. e BSV.
Saccharicoccus Frecuencia de muestreo: estreo destructivo' sigijs;g;;i; o
sacchari'y mensual. entre las calcetas o los focos donde se
Saccharicoccus dentro del pseudotallo, presente; solo se acepta
spp;) 0,02 %. '

en HM y HMI.
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Evaluacion de la
enfermedad

Patdégeno o

plaga

Protocolo: identificacién de
individuos o colonias en hojas

Pulgones jovenes.

Frecuencia de muestreo:
mensual.

Método de
diagndéstico

Método: visual.

Para el monitoreo
directo de pulgones, se
muestrearan las hojas
jovenes de la planta y la
hoja bandera. En cada
planta se cuantificara
el nimero total de
colonias, y dentro de
ellas, el nimero de
individuos alados y
apteros por material y
especie.

Unidad de muestreo:
0,02 % en camara
térmica, tuneles y
vivero.

No
definido.

Huerto de

Cdmara

Nivel de restriccion de la presencia-ausencia

multiplicacién | térmica o | Vivero

intensiva (HMI)

No definido.

tuneles

Ausente.

Ausente

Es muy raro observar
colonias de pulgones
en plantas adultas, por
lo que su presencia
solo es restrictiva en
cémaras, tuneles y
viveros. En caso de
presentarse, deben
aplicarse insecticidas
de forma preventiva y
revisar continuamente
la presencia de
sintomas de virus.
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Validacion del esquema de aseguramiento sanitario en las
condiciones del Huila

El esquema de aseguramiento sanitario presentado en la tabla 1.1 fue validado
y aplicado en los nucleos de produccién de semilla de las cuatro localidades
del Huila donde se desarrollé el proyecto “Desarrollo de modelo productivo
de platano con énfasis en material de propagacién que atienda el problema de
productividad y seguridad alimentaria derivadas de la emergencia causada
por el covid-19 en el departamento del Huila”, especificamente en los munici-
pios de Timand, Garzén, Palermo y Santa Maria. A continuacion, se presentan
la metodologia utilizada y los resultados encontrados.

Materiales y métodos

El esquema sanitario se aplicé en tres momentos. El primero, antes de la insta-
lacién de los nuicleos de produccién de semilla, con tres enfoques: a) verifica-
cién de la sanidad de los suelos donde se instalarian los huertos, a partir de la
confirmacién de ausencia de enfermedades del suelo, como Foc R1, Foc R4T y
Ralstonia; b) revisién de los cultivos seleccionados de productores de la regién
que apoyaron con la entrega del material vegetal para el establecimiento de los
nucleos de produccién, y ¢) muestreo en los huertos de producciéon de semilla
establecidos a los seis y ocho meses después de la de siembra, para verificar la
sanidad en cada una de las fases de produccién y corroborar la calidad sanita-
ria de la semilla.

Diagndstico de Foc y Ralstonia

La deteccién de Foc y Ralstonia, por ser habitantes del suelo, se hizo en dos ti-
pos de muestras: en suelo, para verificar la sanidad de los lotes, y en tejido, para
verificar y validar el esquema de aseguramiento sanitario.

Andlisis microbioldgico en muestras de suelo

Las muestras de suelo procedentes de los nucleos de produccién fueron ho-
mogeneizadas y se procedié a tomar una alicuota de 5 g, la cual se diluyé en
45 mL de tween al 0,1 % vy se agité durante 2 minutos en vértex. Se sembré la
muestra directa y una dilucién (107) en agar komada (Fusarium sp.) y agar TZC
(R. solanacearum), respectivamente. Se procedié con el proceso de incubacién
para posteriormente realizar la confirmacién empleando PCR de colonia.
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con un asa recta, se tomd una porcién de mi-
celio aéreo o de la colonia bacterial o fungica y se dispuso en un
tubo de 0,2 mL con 20 ul. de agua grado molecular; posterior-
mente, se realizé una lisis por choque térmico para luego incubar
la muestra a 95 °C durante 10 minutos. La muestra se centrifugd
por 1 minuto a méxima velocidad, y el sobrenadante resultan-
te se usé como muestra objetivo para la amplificacién por PCR
convencional.

la extraccién
de 4cidos nucleicos se realizé a partir de raiz o cormo, los cuales
fueron lavados (para retirar el suelo adherido) y almacenados en
tubos de polipropileno a -80 °C; posteriormente, se liofilizaron
durante 48 horas, y, inalmente, se maceré el tejido vegetal con
nitrogeno liquido vy se procedid a realizar la extraccién de ADN
con el protocolo propuesto por Daire et al. (1997). La calidad y
concentracién del ADN extraido se determind por electroforesis
en gel de agarosa al 0,8 % y NanoDrop.

Para determinar la calidad del ADN extraido de material vege-
tal proveniente de tejidos del cormo, se realizé la amplificacién
por PCR convencional del gen constitutivo para muséceas Bre-
ol (Brep_F: 5-GATTTTGTAGATTTTGGACACCG-3/Brep._R:
5-GAATAACAAATATGCTCCAATACCC-3) (Mansoor et al,
2005).

La presencia de Foc R1 se determind con el marcador especifi-
co SIX6b (SIX6b_210_F: 5-ACGCTTCCCAATACCGTCTGT-3/
SIX6b_210_R: 5-AAGTTGGTGAGTATCAATGC-3) (Carval-
hais et al,, 2019).

La presencia de Foc R4T se determind mediante la amplificacién
del marcador W2987 (W2987_F: 5-TGCCGAGAACCACTGA-
CAA-3/W2987_R: 5-GCCGATGTCTTCGTCAGGTA-3) (C. Y.
Lietal, 2013).



Y para la deteccién de R. solanacearum (hlotipo 114B, patogénico
en musdceas), se empleé el marcador especifico 93 F/R (93_F:
5-CGCTGCGCGGCCGTTTCAC-3/93_R: 5- CGGTCGCGG-
CATGGGCTTGG-3) (Cellier et al,, 2015).

Deteccion de Bsv

La deteccién de BSV y sus variantes en las muestras de ADN ve-
getal se determiné en muestras de tejido foliar provenientes de
los semilimbos de las hojas en su parte central, mediante la am-
plificacién por inmunocaptura PCR multiplex usando iniciadores
para las diferentes variantes BSOLV, BSMYV, BSGFV y BSIMV (ta-
bla 1.2); el protocolo fue validado con la enzima GoTag® G2 Flexi
DNA Polymerase (Promega).

Deteccidon de cmMv

Se usaron los extractos obtenidos con el protocolo de Daire et al.
(1997), a partir de material vegetal de plantas de muséaceas, pre-
viamente cuantificados por Nanodrop y verificados con el gen de
expresion constitutiva Brepl.

Sintesis de DNA complementario (cDNA) por
transcripcion reversa (RT)

La sintesis de cDNA se hizo utilizando random primers y la en-
zima reverse transcriptase (M-MLV RT) de Invitrogen®; posterior-
mente, la PCR se desarrollé con los iniciadores descritos en la
tabla 1.3, utilizando la DNA polymerase reagent GoTag® G2 Flexi
DNA Polymerase con Standard Tag Buffer (Promega).

El cultivo de pldtano (Musa AAB): una alternativa tecnoldgica para el departamento del Huila _




e]s][cJ R Secuencias de los iniciadores evaluados como control interno y deteccién del virus Bsv y sus variantes

> o o Tamarno -

BrepF GATTTTGTAGATTTTGGACACCG

Control interno 400 Mansoor et al. (2005)

BrepR GAATAACAAATATGCTCCAATACCC
ImR CACCCAGACTTTTCTTTCTAGC

BSIMV 384°

ImF TGCCAACGAATACTACATCAAC

MysF TAAAAGCACAGCTCAGAACAAACC

BSMYV 589
MysR CTCCGTGATTTCTTCGTGGTC
Anses (2021)
GIR TCGGTGGAATAGTCCTGAGTCTTC
BSGFV 476
GfF ACGAACTATCACGACTTGTTCAAGC
OlR GCTCACTCCGCATCTTATCAGTC
BSOLV 522
OlF ATCTGAAGGTGTGTTGATCAATGC

Fuente: Elaboracién propia con base en Geering et al. (2000) y Geering et al. (2011)
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e[o[eJ MR Secuencias de los iniciadores para la deteccidon de cmv

i)
o - ol .8
& S i e
[} e 5 o 5
g 2 Secuencia 5’-3’ €8 5
5 £ S 3 v
o = % o
(0]
93-309 CATCGACCATGGACAAATCTGAATCAAC Hu et al
cMv 745 '
93359 CTCTCCATGGCGTTTAGTGACTTCAGCAG ‘ (1995)

Fuente: Elaboracién propia

Resultados y discusion

Debido a las dificultades para la consecucién de semilla registra-
da de platano, el material para iniciar los nucleos de produccién
de semilla, especificamente el HM, el HMI y el huerto comercial
(HC), se obtuvo a partir de cultivos de productores ubicados en la
misma zona de trabajo.

Tomar esta decisién significé un desafio muy grande, pues era
necesario garantizar que el material de partida cumpliera todos
los requerimientos de calidad de semilla para asegurar la sanidad
de los nucleos de produccién; por esta razén, se hicieron cuatro
visitas de campo para seleccionar los mejores cultivos con dispo-
nibilidad de extraccién de material de siembra, especificamente
de colinos tipo aguja que previamente fueron seleccionados por
indicadores de calidad fisica y fisiolégica. En cada predio se se-
leccionaron plantas élite para la toma de semillas, para lo cual se
tuvieron en cuenta criterios genéticos, fisiolégicos y sanitarios. A
nivel sanitario, se tomaron muestras del 10 % de las plantas que
se usarian como plantas madre y se verificd, por métodos mole-
culares, que estuvieran libres de las enfermedades cuarentena-
rias Fusarium y Ralstonia. Ademas, de forma visual y molecular
se verifico la ausencia de enfermedades virales.
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Se visitaron cuatro fincas ubicadas en los municipios de Paler-
mo, Gigante, Pitalito y Garzon, las cuales tuvieron incidencias
de BSV del 0%,0,2 %, 5%y 7 %, respectivamente, por medio de la
metodologia descrita en el protocolo de Anses (2021). A partir de
estos resultados, se descartaron los lotes de Pitalito y Garzén por
la presencia de virus, y se tomaron como HM para la extraccién
de semilla las localidades de Gigante y Palermo. Pitalito y Gar-
z6n también se caracterizaron por una alta presencia de picudos
y por desuniformidad en los tipos de material sembrados, por lo
que se consideré que estas parcelas no serian viables para la ex-
traccion de material; de esta forma se estaba cumpliendo con los
criterios de calidad genética y sanitaria inicial.

Adicionalmente, se hizo un muestreo aleatorio y se tomaron
muestras de suelo para garantizar que las parcelas escogidas
como fuente de semilla estuvieran libres de Foc R1, Foc R4T y
R. solanacearum raza 2. Este mismo anélisis se desarrollé en los
sitios donde se instalarian los nicleos de produccion.

Se procesaron en total 50 muestras de raices y bases del cormo
procedentes de cuatro municipios del departamento de Huila (ta-
bla 1.4), y 4 muestras de suelo de los ntcleos de produccion.

e]s][« Q-8 Muestras procesadas a partir de raices de pldtano mds suelo,
provenientes de cultivos del departamento del Huila utilizados para la
extraccion de semilla

an-,j::;:?qie Municipio Vereda Tipo de muestra
20 Palermo La Lindosa Suelo y raices
5 Garzén Villa Florida, inspeccién Zuluaga Suelo y raices
10 Pitalito El Guamal Suelo y raices
15 Gigante Corozal Suelo y rafces
5 Palermo Nucleo de produccién Suelo
5 Garzén Nticleo de produccién Suelo
5 Santa Maria Nucleo de produccién Suelo
5 Timana Ntcleo de produccién Suelo

Fuente: Elaboracion propia
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Ninguna de las muestras evaluadas resulté positiva para Foc R1,
Foc R4T o Ralstonia, de tal forma que se pudo garantizar que
tanto los cultivos de los cuales se extraeria semilla como los si-
tios donde se ubicarian los huertos estaban libres de problemas
sanitarios cuarentenarios limitantes (hguras 1.12 y 1.13). De esta
forma se cumplié con el primer requisito del esquema de asegu-
ramiento sanitario, es decir, garantizar de manera preventiva que
las zonas de produccién elegidas estuvieran libres de problemas
limitantes en el suelo. Adicionalmente, se garantizé la ausencia
de problemas de caracter cuarentenario en los cultivos utilizados
para la extraccion de semillas.

Verificacién por electroforesis en gel de agarosa (1,4 %) de la amplificaciéon
del marcador W2987 (especifico para Foc R4T) en ADN de tejido vegetal.
d. Muestreo 2021; b. Muestreo 2022.

1Kb P1 P2 P3 P4 P5 P6 T1 T2, T3 T4 SM15M25M35SM4 G1 G2 G3 G4 R4T Rl H,0

500 pb

1Ikb G1 G2 T 2 3 ? P2° P3 PA 5M1 S5M2 SM3 SM4 RAT RAT R1 H,0

500 pb

Fuente: Elaboracién propia




Verificacidn por electroforesis en gel de agarosa (1,4 %) de la amplificaciéon
del marcador 93 F/R (especifico para R. solanacearum) en ADN de tejido
vegetal. a. Muestreo 2021; b. Muestreo 2022.

1Kb P1 P2 P3 P4 P5 P6 T1 T2 T3 T4 SM1SM2SM35M4 G1 G2 G3 G4 Rs BRs E.c H,0

TKb G1 G2 ALy 1w 13 L ; P2 P3 P4 SM1 SM2 SM3 SM4 Rs BRs H,O

Fuente: Elaboracién propia

Ademas de las pruebas diagndsticas, el esquema de asegura-
miento sanitario se complementé con las siguientes acciones
preventivas en el proceso de seleccién de plantas madre:

se tomaron plantas paridas para
garantizar el vigor del material y la identidad genética del culti-
var Dominico-Hartén.

se capacité a los productores y trabajado-
res encargados del proceso de seleccién para que eliminaran to-
dos los cormos que tuvieran problemas de picudo; ademas, se
les solicité eliminar las raices y limpiar muy bien las calcetas,
de forma que disminuyeran los riesgos de dispersién de nemato-
dos y otras plagas. En el momento de la siembra, el material fue
desinfectado con una solucién de yodo al 5 %, y posteriormente
se inoculd con una combinacién de microorganismos benéficos:




Trichoderma harzianum y T. koningii, Bacillus subtilis, B. bassia-
na, M. anisopliae, Pochonia (Paecilomyces lilacinus) y Saccha-
romyces cerevisiae.

para la seleccién de plan-
tulas a partir de cultivos establecidos, se generd una estrategia
de seleccién negativa, de forma que se capacité a los productores
para que eliminaran plantas con las siguientes sintomatologias:
a) sintomas de mosaicos, amarillamientos, necrosamientos o
toda aquella sintomatologia parecida a virus; b) sintomas de raja-
miento o necrosamiento en el pseudotallo; ¢) sintomas relaciona-
dos con elefantiasis, como embalconamiento o sobrecrecimiento
de los cormos; d) sintomas fuertes de presencia de nematodos
en las raices: raspados, necrosamientos, pudriciones; ) presencia
de escamas o picudos. Posterior a estos procesos de seleccion, se
realizé una aplicacién preventiva de microorganismos benéficos
antes de la siembra.

teniendo en cuenta
que la mayoria de los patégenos limitantes en musaceas pueden
ingresar a través del suelo, en cada uno de los nucleos de pro-
duccién se instalaron medidas de bioseguridad para disminuir
el riesgo de ingreso de patdgenos. Las medidas de bioseguridad
implementadas incluyeron las siguientes acciones:

Uso de botas exclusivas para los huertos de produccién.

Instalacién de una zona de recepcién y un pediluvio en la en-
trada principal de los ntcleos de produccion (hgura 1.14). Estas
zonas incluian un sitio para el lavado de las botas y una poste-
rior desinfeccién con amonio cuaternario a 1.200 ppm.

Instalacion de gravilla desde el ingreso principal del huerto
de multiplicacién hasta los diferentes tipos de huertos, para
reducir el contacto con el suelo.

Registro y control de visitantes a los nucleos de produccion.

Uso de yodo para la desinfeccién de herramientas en el inte-
rior de los huertos después de cada labor desarrollada.




-« Capacitacién a los productores en la identificacién de sinto-
mas y signos de enfermedades y plagas, para que, de manera
preventiva, pudieran hacer un correcto proceso de elimina-
cién de materiales enfermos.

Figura 1.14.

Instalacidn de zonas de bioseguridad en los nucleos de
produccion de semilla.

Foto: José Dario Ule Rodriguez

Para continuar con la aplicacién y validacién del esquema de
aseguramiento sanitario, los huertos de produccién de semilla
instalados se muestrearon en dos momentos, durante los afios
2021 y 2022, a partir de los protocolos descritos en la tabla 1.1.
Se procesaron 34 muestras vegetales procedentes de los ntcleos
productivos de semilla (HMI, HM y HC) en los municipios de
Garzén, Timand, Palermo y Santa Maria; a cada muestra se le
aplico la bateria de diagndstico para los patégenos Foc R1, Foc
R4T, R. solanacearum raza 2, CMV y BSV.

El diagnéstico de Foc y Ralstonia se hizo en plantulas y en el
suelo por medio del aislamiento de colonias similares a estos dos
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patégenos en medios de cultivo especificos. Pese a que las mues-
tras de suelo procedentes de los nucleos de produccién presen-
taron colonias con morfologia similar a los patégenos de interés
(Fusarium sp. y R. solanacearum), ninguna de estas colonias am-
plificé en PCR con los marcadores especificos de estos patdgenos,
con lo cual se garantizé la sanidad de los nucleos de produccion
a través de todo el ciclo de produccién (higura 1.15).

Figura 1.15.

Verificacidn por electroforesis en gel de agarosa (1,4 %) de la amplificacién
por PCR de los siguientes marcadores: a. SIX6b (especifico para Foc R1,
210 pb); b. W2987 (especifico para Foc R4T, 452 pb); c. 93 F/R (especifico
para R. solanacearum, 477 pb), sobre colonias obtenidas de las muestras
de suelo de los nucleos productivos de semilla.

Fuente: Elaboracién propia

Para el caso de los virus, se realizaron dos muestreos en el tiem-
po, en cada uno de los nucleos de produccion. Se colectaron 158
muestras foliares, 40 de estas provenientes del municipio de Gar-
z6n, 52 de Timan4, 30 de Santa Maria y 36 de Palermo. De las
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158 muestras, 70 se colectaron en HC, 28 en HM y 68 en HML
Las muestras fueron procesadas para el diagndstico de CMV y de
BSV en sus diferentes variantes.

Para el caso de BSV, el extracto vegetal crudo de las 158 muestras
foliares se procesé por PCR de inmunocaptura; como resultado,
42 muestras fueron positivas para BSV, 7 colectadas en el mues-
treo 1 (hgura 1.16a) y 35 en el muestreo 2 (hgura 1.16b). Los re-
sultados positivos muestran una unica banda que amplifica un
fragmento de 522 pb para la variante BSOLV y 589 pb para la
variante BSMYV.

PCR por inmunocaptura para BsV. d. Muestreo 1; b. Muestreo 2.

I B 910 11 ‘12 13 M 90 91 92 93 94 95 9 597 98 99 100 101 1 104 105 106 C+

r Garzon Timana
Garzon

W 107 108 10% 110 113 112 113 198 145 116 117 118 119 130 191 123 133 130 139128 &F & ©
- W - e A A ———
— e Timana

0 31 32 33 34 35 30 3/ 38

Timana

- = Timana

M ‘39 40 41 42 43 44745 46 47 48 49 50 51 5 155

Santa Maria

M 147 148 149 150 151 152 15

Palermo

Palermo

o - -

Nota: Las flechas rojas sefialan las muestras positivas.

Fuente: Elaboracién propia




Al analizar estos datos en términos de incidencia, se encontrd que
los porcentajes fueron muy bajos en los dos muestreos, teniendo
en cuenta el tamafio de los tipos de huertos (higura 1.17 y tabla 1.5).

La incidencia de BSV oscilé entre el 0,15 % y el 0,3 % en los HMI
para el primer muestreo. Este porcentaje aumenté ligeramente
en el segundo muestreo, a un rango entre el 0,1 % y el 1,0 %. El
aumento de la incidencia estd asociado directamente a las con-
diciones climaticas que favorecen la expresién y el desarrollo de
sintomas y generan un mayor numero de plantas positivas en
el tiempo; este aumento no puede asociarse a la transmisién en
campo por insectos, pues en el cultivo no se observé la presencia
de escamas, ni tampoco a las labores del cultivo, porque este vi-
rus no se propaga mecanicamente.

Figura 1.17.

Porcentaje de incidencia de Bsv por nucleos de produccién, por municipio,
por tipo de huerto.
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Nota: Los datos son el porcentaje de plantas positivas considerando el total de la poblacién en los huertos de
multiplicacién.

Fuente: Elaboracién propia
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o|]. MY Porcentaje de incidencia de Bsv por nucleos de
produccién, por municipio, por tipo de huerto

Incidencia (%)

Tipo de huerto

Muestreo 1 Muestreo 2

HMI
Garzoén 0,3003003 1,051051051
Palermo 0,15015015 0,600600601
Santa Maria 0,3003003 0,15015015
Timana 0,3003003 1,051051051

HM
Garzén o] 0
Palermo 2,380952381 o)
Santa Marfa 2,380952381 7,142857143
Timana 0 0

HC
Garzén o 0,9
Palermo o} 0,6
Santa Maria o] 0
Timana ¢) 0,5

Nota: Los datos son el porcentaje de plantas positivas considerando el total de la poblacién
en los huertos de multiplicacién.

Fuente: Elaboracién propia

En el HM la incidencia fue un poco mayor, sobre todo para las
localidades de Palermo y Santa Maria, con un rango entre el 0 %
y el 2,3 %; estos valores aumentaron al 7,1 % para el muestreo 2 en
la localidad de Santa Maria. El HC no presentd virus en el mues-
treo 1, pero si en el muestreo 2, con valores entre el 0 % y el 0,9 %.

Es importante destacar que el BSV es un virus que se inserta en
el genoma de las plantas y que puede activarse por el estrés aso-
ciado a la produccion de material de siembra in vitro o por con-
diciones climaticas adversas (Dahal, Hughes et al, 1998; Dahal,
Pasberg-Gauhl et al,, 1998; Iskra-Caruana, 2010). Ademas, sus sin-
tomas se presentan de manera desigual y tienden a desaparecer
en cultivos con més de dos o tres ciclos de produccién, por lo que
siempre se recomienda utilizar semilla in vitro registrada y testea-
da para este virus. En este caso, el proceso no pudo desarrollarse
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porque no se encontré proveedor del material en el pafs; por lo
tanto, se partié de cultivos que, aunque tenian muy baja inciden-
cia del virus —0 % para Palermo y 0,2 % para Gigante (tabla 1.5)—,
contaban con cierto riesgo de dispersién de enfermedades virales.

A pesar de este riesgo, los niveles de incidencia en los lotes fue-
ron muy bajos y se pudieron considerar como aceptables dadas
las condiciones del material de partida. Debe destacarse que,
ante la identificacién de virus en los huertos, se procedié al des-
carte y eliminacién de cualquier material sospechoso en cada
uno de los nucleos de produccién. De igual forma, con el esque-
ma de trazabilidad, las plantas que resultaron positivas o tenian
sintomas fueron descartadas, asi como su progenie.

En cuanto al CMV, este virus no se detecté en ninguno de los
huertos ni en ninguna de las 158 muestras evaluadas (figura 1.18).

Resultados de la amplificaciéon de cMv por RT-PCR para los
diferentes nucleos de produccién de semilla.

r .
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MPM 53 54 55 56 57 58 559 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 RT+ PCR+ C

ot
- Palermo

Fuente: Elaboracién propia




Finalmente, cabe resaltar que no se encontraron niveles altos de
nematodos de importancia econémica en ninguno de los huer-
tos, lo cual se explica por la buena preparacion de la semilla y el
uso de microorganismos benéficos en el momento de la siembra.

La aplicacién del esquema de aseguramiento sanitario en los di-
ferentes nucleos de produccién de semilla permitié garantizar
la sanidad del material en relacién con enfermedades limitantes
como Foc R1, Foc R4T y Moko.

La aplicacién de este esquema fue lo suficientemente robusta
para manejar de manera oportuna otros problemas presentados
en los huertos, como sigatokas, picudos, insectos o pudriciones,
los cuales se presentaron muy esporddicamente y cuyas plantas
fueron eliminadas antes de que empezaran a generar problemas
dentro de los diferentes lotes.

Dadas las condiciones del material de partida, se presentaron ni-
veles de incidencia bajos de BSV en los diferentes huertos, lo que
indica la necesidad de mantener una vigilancia constante sobre
estos para evitar su dispersién. Ademads, se recomienda que los
nucleos de produccién de semilla de musaceas partan siempre
de semilla in vitro, debido a las dificultades para detectar tempra-
namente los virus y al enmascaramiento de sintomas.
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