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RESUMEN

El cultivo de banano representa el rubro agricola de mayor importancia del
Ecuador. Hasta el afio 1960 la variedad predominante de exportacién fue Gros
Michel, pero esta fue afectada por el patdgeno “Fusarium oxysporum f. sp. cubense
raza 17 (FOCRI1), siendo sustituida por variedades resistentes del subgrupo
“Cavendish”, sin embargo, estas variedades son susceptibles a Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raza 4 (FOCRAT). Estos patdgenos FOC se caracterizan
por comenzar su infeccion en las raices, luego obstruyen el xilema, provocando
deshidratacion y muerte de la planta. Esta investigacion se realiz6 en el Instituto
Nacional de investigacién Agropecuaria Pichilingue (INIAP), ubicada en el canton
Quevedo, provincia de Los Rios, y constd de dos fases. La primera fase fue llevada
a cabo en invernadero donde se inocularon plantulas de Gros Michel con FOCR1
en distintas partes de la planta y suelo circundante (heridas tanto en raices, cormo,
pseudotallo, peciolo, directamente al suelo y peciolo). Se utiliz6 un Disefio
Completamente al Azar (DCA) con 7 tratamientos y 10 repeticiones. Los
parametros evaluados fueron; nivel de dafio (severidad), incidencia, periodo de
incubacién, nimero de hojas y altura de planta. Las pruebas estadisticas se
realizaron mediante el andlisis de varianza (ADEVA) y un analisis de mdltiple
comparacion Tukey al 5%. Los resultados mostraron que el tratamiento mas
efectivo fue el inoculado mediante una herida en el pseudotallo, presentando una
severidad de 1.8, incidencia 100% Yy un periodo de incubacion de 42 dias. En altura
y nimero de hojas no se observaron diferencias frente a los testigos, con promedios
que van desde 10.4 a 5.13 cm de altura y 3 hasta 1.8 hojas respectivamente. La
segunda fase de la investigacion se realizo en una plantacion establecida con la
variedad Gros Michel en un &rea de 10 400 m?, un lote fue utilizado para aplicar el
protocolo de OIRSA para la contencién de Fusarium, y otro lote fue utilizado como
testigo. Se realizd una comparacién de ambos lotes, y se verificd la eficacia del
protocolo de OIRSA para FOCR1, al no registrar la aparicion de plantas con

sintomas de la enfermedad durante el periodo de evaluacion.

Palabras claves: Evolucién, severidad, contencion, Mal de Panama

viii



ABSTRACT

Banana cultivation represents the most important agricultural item in Ecuador.
Until 1960, the predominant export variety was Gros Michel, but this was affected
by the pathogen “Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1 ”(FOCRI), being
replaced by resistant varieties from the” Cavendish ”subgroup, however, these
varieties are susceptible to Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4 (FOCRA4T).
These FOC pathogens are characterized by beginning their infection in the roots,
then obstructs the xylem, causing dehydration and death of the plant. This research
was carried out at the National Institute for Agricultural Research Pichilingue
(INIAP), located in the Quevedo canton, Los Rios province, and consisted of two
phases. The first phase was carried out in a greenhouse where Gros Michel
seedlings were inoculated with FOCR1 in different parts of the plant and
surrounding soil (wounds both in roots, corm, pseudostem, petiole, directly to the
ground and petiole). A Completely Random Design (DCA) with 7 treatments and
10 repetitions was used. The evaluated parameters were; damage level (severity),
incidence, incubation period, number of leaves and plant height. Statistical tests
were performed using the analysis of variance (ADEVA) and a 5% Tukey multiple
comparison analysis. The results showed that the most effective treatment was
inoculated through a wound in the pseudostem, presenting a severity of 1.8,
incidence 100% and an incubation period of 42 days. In height and number of
leaves, no differences were observed compared to the controls, with averages
ranging from 10.4 to 5.13 cm in height and 3 to 1.8 leaves respectively. The second
phase of the research was carried out in a plantation established with the Gros
Michel variety in an area of 10,400 m?, one lot was used to apply the OIRSA
protocol for the containment of Fusarium, and another lot was used as a control. A
comparison of both batches was made, and the efficacy of the OIRSA protocol for
FOCR1 was verified, by not registering the appearance of plants with symptoms of

the disease during the evaluation period.

Keywords: Evolution, severity, containment, Panama disease.
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herida en el pseudotallo, presentando una severidad de 1.8,
incidencia 100% y un periodo de incubacion de 42 dias. En altura y
numero de hojas no se observaron diferencias frente a los testigos,
con promedios que van desde 10.4 a 5.13 cm de altura 'y 3 hasta 1.8
hojas respectivamente. La segunda fase de la investigacion se
realizo en una plantacion establecida con la variedad Gros Michel
en un area de 10 400 m?, un lote fue utilizado para aplicar el
protocolo de OIRSA para la contencion de Fusarium, y otro lote fue
utilizado como testigo. Se realiz6 una comparacion de ambos lotes,
y se verifico la eficacia del protocolo de OIRSA para FOCR1, al no
registrar la aparicion de plantas con sintomas de la enfermedad

durante el periodo de evaluacion.
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INTRODUCCION.

El cultivo de banano de la variedad Gros Michel fue de gran importancia para el
Ecuador hasta la década de los 60. En la actualidad esta variedad no se produce a nivel
comercial por presentar susceptibilidad a la enfermedad “Marchitez por Fusarium”
causado por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1(FOCR1) (Gonzabay,
2013). FOCR1 fue inicialmente reconocido en Australia en 1874 (De Waele et
al.,2002). SENASICA (2016), aclara que en el continente Americano fue reportado por
primera vez en Panama en el afio 1940, y causé grandes afecciones a mas de 50000 ha

de cultivo, ocasionando pérdidas de millones de dolares.

En el Ecuador FOCR1 caus6 una gran epidemia que impactdé de forma negativa la
industria bananera de exportacién y provoco la desaparicion de la mayoria de las
plantaciones comerciales con la variedad Gros Michel entre los afios de 1950 y 1960
(OIRSA, 2017). A pesar de los esfuerzos para mantener la variedad por excelencia de
exportacion no fue posible encontrar un método de combate quimico ni cultural para la
enfermedad debido a la agresividad y larga persistencia del hongo en el suelo, razén por
la cual esta variedad tuvo que ser sustituida por variedades resistentes como las del
subgrupo Cavendish (AAA).

Actualmente existen cuatro razas de F. oxysporum pero es F. oxysporum f. sp. cubense
raza 4 (FOCRA4T), la que esta amenazando en la actualidad la produccion de banano,
caracterizandose por infectar a todas las clases de bananos incluidos los Cavendish.
(SENASICA, 2016). Dita (2014), menciona que esta Gltima raza de Fusarium se
comporta y presenta sintomatologia similar a los de FOCRL1. Laines (2018), la
infeccion comienza en las raices e invade el sistema vascular de la planta, impidiendo
su normal alimentacion, ocasionando una progresiva deshidratacion y provocando la
aparicion de sintomas como; amarillamiento y marchitamiento de las hojas, y muerte de

la planta.

La presente investigacion constd de dos fases experimentales para un mejor
entendimiento de su comportamiento y estrategia de manejo de la enfermedad
ocasionada por FOCR1, la misma que es de gran importancia para los agricultores
destinados a este rubro agricola. La primera fase del proyecto de investigacion se
realizd con el objetivo de estudiar al patdgeno FOCR1, evaluando sus vias de infeccion

mediante el proceso de inoculacion en plantulas de banano de ocho semanas de edad



bajo condiciones controladas. Las inoculaciones se realizaron en diferentes partes de la
planta y del suelo circundante, de esta manera se determind cual fue el método infectivo
mas efectivo del patdgeno. La siguiente fase del proyecto se realiz6 en una plantacion
de banano de la variedad Gros Michel con un area de 10 400 m?, dividido en lotes. En
uno de los lotes de banano se efectud la aplicacion del protocolo de contencion para
Fusarium oxysporum f. sp. cubense propuesto por OIRSA en el afio 2017, el mismo que
fue comparado con un lote testigo (no se aplico el protocolo), y al final de la evaluacion

se determind la efectividad del plan de contencion para FOCRL.



CAPITULO I
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de investigacion

1.1.1. Planteamiento del problema

La enfermedad ‘“Marchitez por Fusarium”, causada por Fusarium oxysporum f. sp.
cubense, es considerada una de las enfermedades mas destructivas de las plantaciones
bananeras. Este patdgeno ha coevolucionado a la par con las musaceas, por lo tanto una
epidemia de estas caracteristicas causaria un impacto negativo en la industria bananera
del pais. Las consecuencias serian devastadoras debido a que la produccion bananera es
un sector clave en la economia ecuatoriana, ya que genera alrededor de dos millones de
empleos directos, ademas las exportaciones de banano ecuatoriano representan el 2%
del PIB general y aproximadamente el 35% del PIB agricola del pais. El banano
representa el segundo rubro mas exportado después del petroleo, teniendo en cuenta que
hasta el afio 2018 se exportd méas de 300 millones de cajas de banano, por lo tanto una
epidemia de estas caracteristicas puede dar origen a una desestabilizacién tanto
econdmica como productiva para el pais, y por ende pondria en riesgo la seguridad
alimentaria del Ecuador. Esta investigacion se realizd con la finalidad de generar
conocimientos a través del estudio de FOCRL1, de acuerdo a su capacidad de infeccion y
estrategias de manejo de la patdgeno dentro de las plantaciones, y que de esta manera
estos conocimientos generados puedan ser aplicados ante la presencia de la enfermedad
en las plantaciones bananeras del pais.

1.1.2. Formulacion del problema

La agresividad de este patogeno y su persistencia en el suelo la convierten en una
enfermedad muy dificil de controlar. Lo que se busca con esta investigacién es evaluar
a FOCR1 en el cultivar de Gros Michel en cuanto a su comportamiento y estrategia de
control, ya que en la actualidad es la enfermedad tiene bajo amenaza a la explotacion

bananera.

1.1.3. Sistematizacion del problema

De acuerdo al problema antes descrito se plantean las siguientes interrogantes:

De acuerdo al area de infeccion ¢ cuél de estas presentan sintomas tempranos?



¢Es el plan de contencidn propuesto por OIRSA efectivo o no para el manejo de
FOCRL bajo nuestras condiciones locales?



1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo General

Evaluar la capacidad de infeccién de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 en el
cultivar de banano Gros Michel (Musa AAA).

1.2.2. Especificos

Determinar la via de transmision de FOCR1 de acuerdo a diferentes métodos de

inoculacion, bajo condiciones controladas.

Registrar la presencia y evolucion de la infeccion causada por FOCR1 en plantulas

de banano Gros Michel inoculadas previamente.

Aplicar el protocolo de OIRSA para la contencién de FOCR1 a partir de un foco

infeccioso.



1.3. JUSTIFICACION

La produccién bananera es un elemento muy importante para la economia del pais y las
familias ecuatorianas. Pero el cultivo de banano se ha visto afectado por muchos
factores, entre ellos las enfermedades. FOC es el causante de la enfermedad “Marchitez
por Fusarium”, misma que actualmente tiene bajo amenaza al sector bananero del pais.
Actualmente existen cuatro razas de Fusarium capaces de causar enfermedades en las
muséceas, pero todas estas razas se caracterizan por presentar sintomatologias
similares. La enfermedad inicia con el amarillamiento de las hojas mas viejas, las
mismas que se acaman formando una falda alrededor del pseudotallo, luego el
amarillamiento avanza a las hojas mas jovenes. Esta infecciébn provoca una
deshidratacion de la planta debido a un taponamiento de los haces vasculares del xilema
dando como resultado final la muerte total del hospedante. Este patdgeno una vez
establecido en una plantacion, se propaga por diversos factores ya sean mecanicos,
biol6gicos o climéaticos. FOC puede permanecer viable en el suelo durante décadas
gracias a sus estructuras llamadas clamidosporas que son las que le dan la resistencia a
este patdgeno.

El presente proyecto de investigacion es de gran para los productores bananeros del
pais, ya que aporta con conocimientos sobre el comportamiento del hongo que causa la
enfermedad “Marchitez por Fusarium” provocada por Fusarium oxysporum f. sp.
cubense raza 1 en el cultivar de Gros Michel, e identifica cual es la via mas rapida de
infeccion de la enfermedad. Ademas, aporta con conocimientos sobre el manejo del
patégeno FOCR1 una vez ocurrida la infeccion en una plantacién de banano, para evitar

la diseminacion de la enfermedad.



CAPITULO 11
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco tedrico

2.1.1. Cultivo de banano en el Ecuador

El banano es el primer producto agro-exportable del Ecuador y se encuentra entre los
cuatro principales productos cultivados a nivel mundial, después del arroz, trigo y maiz.
El Ecuador goza de condiciones climéticas excepcionales, que junto a la riqueza de su
suelo y la calidad de su fruta han permito que el pais se convierta en unos de los

principales exportadores de este rubro agricola (Barzola, 2015).

2.1.2. Importancia del banano en el Ecuador

La importancia del banano en el Ecuador radica en su exportacion, la cual representa
para el pais un 2% del PIB general y alrededor del 35% del PIB agricola. Ademas, su
importancia también radica en la generacién de empleos, ya que provee alrededor de
2.5 millones de fuentes de trabajo, representando un 6% de la poblacién total
(Ministerio de Comercio Exterior, 2017). Por otro lado, se afirma que tres de cada diez
bananos exportados son provenientes del Ecuador, eso lo convierte en el lider
exportador de acuerdo a las estadisticas del afio 2018 donde nuestro pais exportd
alrededor de 344.8 millones de cajas de banano, lo que significd un 6% mas que el afio
anterior (Vistazo, 2019).

2.2. Principales variedades de banano de exportacion de Ecuador.

2.2.1. Gros Michel (Musa acuminata)

El cultivo de banano Gros Michel es un clon originario de Malasia, y se extendid por
todos los tropicos americanos, convirtiéndose en una fruta de gran importancia por sus

caracteristicas de sabor y textura (Caballero, 2011).

Este cultivar fue uno de los principales cultivos de exportacion hasta el afio 1950, en
donde la enfermedad “Marchitez por Fusarium”, acabd con grandes extensiones de este
cultivo. Gros Michel fue sustituida por un grupo varietal resistente, Cavendish, que

representa actualmente la variedad bésica del comercio mundial (Dita, 2014).



2.2.2. Cavendish (Musa acuminata)

Es una variedad de un tamafio mucho menor que el Gros Michel, menos robusta y méas
susceptible al estropeo, por lo que requiere de cuidados especiales para su transporte y
exportacion (FAO, 2016). Los cultivares de este subgrupo son susceptibles a la sequia,
a la enfermedad Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis), y actualmente se encuentra
bajo amenaza por FOCRAT que afecta a todos los cultivares en general (Caballero,
2011). Esta variedad se encuentra distribuida en toda la zona bananera del pais (FAOQ,
2016).

2.3. Distribucién del banano en el Ecuador

Segun Agrocalidad (2018), en nuestro pais el cultivo del banano se encuentra

distribuido en todo el Litoral Ecuatoriano, tal y como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Areas de distribucidn de las zonas bananeras del Ecuador

Distribucion Lugares

Zona Norte Provincia de Esmeraldas y Pichincha

Zona Central Quevedo, La Man4, y Velasco Ibarra.

Zona Subcentral Pueblo Viejo, Urdaneta, Ventanas y Balzar
Zona Oriental-Milagro De Naranjito, Milagro hasta Yaguachi
Zona Oriental Canton El Triunfo, La Troncal y Santa Ana.

Naranjal, Balao, Machala Ubicada en la provincia de El
Zona Naranjal Oro y comprende los Cantones: Santa Rosa, Arenillas,
Guabo, Machala y Pasaje.

Zona Peninsular Santa Elena, parroquias Cerecita y Zapotal

Fuente: Agrocalidad, 2018.

2.4. Descripcion de Marchitez por Fusarium

2.4.1. Agente Causal

La Marchitez por Fusarium en banano es causada por un hongo denominado F.

oxysporum f. sp. cubense (FOC), considerandose uno de los patdgenos mas agresivos y
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destructivos de este cultivo. FOC es procedente del Sureste de Asia y ha
coevolucionado a la par con las musaceas (Caballero, 2011). La epidemia ha tenido
efectos devastadores sobre la economia de muchos paises del Caribe, provocando en su
efecto ser la primera causa del cambio del uso de tierra de los productores bananeros
(SENASICA, 2016).

2.4.2. Taxonomia de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

La clasificacion taxondmica de FOC se detalla en la tabla 2.

Tabla 2. Taxonomia de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Taxonomia

Reino: Fungi

Filum: Ascomycota
Clase: Ascomycetes
Subclase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Geénero: Fusarium
Especie: Oxysporum

Fuente: OIRSA, 2017.

2.4.3. Aspectos fisiologicos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 fue reconocido por primera vez en 1874 en
Australia (De Waele et al.,, 2002). En Ameérica fue reportada en 1940 en Panama,
causando una gran epidemia en todo el continente, de tal forma que hasta la década de
los 60 terminG practicamente con toda la explotacion bananera en ese entonces del
reconocido Gros Michel, el mismo que tuvo que ser sustituida por el cultivar Cavendish
(SENASICA, 2016). Este patdgeno se caracteriza por sus largos periodos de
supervivencia en el suelo y residuos vegetales. La esporulacion de FOC se da méas en
suelos de textura fina (francos a franco-arcillosos) por las caracteristicas que este posee,
al poder retener humedad lo que la hace propicia para su reproduccién y supervivencia
(Caballero, 2011).
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2.5. Caracteristicas estructurales de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Es un hongo saprobio que vive en el suelo, y se caracteriza por producir distintas formas
estructurales. No se pueden diferenciar por su morfologia, pero son fisiolégicamente
diferentes por su capacidad de ocasionar enfermedades en plantas hospedantes
especificas (Torres, 2000). Fusarium oxysporum f. sp. cubense es un hongo anamorfo del
cual no se conoce su fase sexual (telomorfo) (SENASICA, 2016). Sus cepas no pueden
distinguirse morfol6gicamente, y produce estructuras como:

Microconidios.- Presentan una forma ovalada y estan constituidos por una sola célula,
tienen un tamafio de 5 —12 um de largo, y 2.5 —3.5 um de ancho (Roman, 2012). Estas
estructuras se forman sobre los conidiéforos, y predominan en los vasos xilematicos de
las plantas afectadas por FOC (Fig. 1A) (Azkolain, 2016).

Macroconidios.- Son ligeramente curvados y relativamente delgados, se presentan de 4
a 8 células con un tamafo de 27 a 46 um de largo por 3.0 a 4.5 um de ancho (Fig. 1B)
(Roman, 2012).

Clamidosporas.- Son generalmente globosas y se forman individualmente o en pares,
estas esporas constituyen estructuras de resistencia del hongo, ya que poseen paredes
celulares gruesas y su produccion es abundante sobre los tejidos infectados en estados
avanzados de la enfermedad (Fig. 1C) (SENASICA, 2016).

Figura 1.- Distintas formas estructurales de Fusarium oxysporum f. sp. cubense. A)
Microconidios, B) Macroconidios, C) Clamidosporas (modificado).
Fuente: Dita, 2014

2.6. Ciclo de vida de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

El ciclo normal de este hongo comienza en el suelo, donde las esporas o clamidosporas

son activadas por los exudados producidos por las raices (Estupifian & Ossa, 2007).
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Una vez activados penetran las raices terciarias o las principales (si se encuentran
expuestas). Posteriormente ingresa al sistema vascular de la planta, especificamente en
el pseudotallo, invadiendo los vasos del xilema, produciendo conidios los mismos que
son llevados por los haces vasculares provocando su obstruccion, y como consecuencia
reduce el paso de agua y nutrientes (SENASICA, 2016). Luego de esto afecta el
funcionamiento de la planta, y en estado avanzado forma microconidias Yy
clamidosporas, las mismas que al perecer completamente la planta, retornan al suelo

entrando en dormancia durante muchos afios (Fig. 2) (Caballero, 2011).

Formacion
de esporas Movimiento
de ascendente por
= JC - I xilema

V>
Muerte de planta y Colonizacion = ﬁ& AN

retorno de esporas FO, enla plan'fg} E_(; Material de
i | { (e propagacio
. & \1 L\f*Q& @( ® -@ n infectado
Germinacion de las .
esnoras en el suelo g :jr;f?-(;?éz: \ Infeccion
— e por contacto
de raiz a raiz

Figura 2. Ciclo de vida de Fusarium Oxysporum f. sp. cubense (modificado por el autor)
Fuente: Caballero, 2011

2.7. Medios de diseminacién de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

El principal medio de dispersion de FOC es a través de material de propagacion y
residuos de bananos infectados por este patogeno, por otro lado también se puede
diseminar por herramientas manuales de las labores diarias, suelo contaminado, riego,

agua de escorrentia y por vectores biologicos (Lara, 2009).

Dentro de una zona ya infectada por el hongo, este puede moverse a distancias cortas
(Romén, 2012). Segun Caballero (2011), las plantas provenientes de cultivos de tejidos
son mas susceptibles al ataque del patdgeno que de plantas de cormos o hijuelos. Por
otro lado este patdgeno es capaz de infectar raices de malezas ajenas al cultivo sin la
aparicion de sintomas y de esta manera poder sobrevivir durante largos periodos de
tiempo (Fig. 3) (Agrocalidad, 2016).
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Figura 3. Vias de diseminacion de la enfermedad “Marchitez por Fusarium” provocada

por Fusarium oxysporum f. sp cubense
Fuente: Pérez, 2014

2.8. Sintomas de la enfermedad

2.8.1. Sintomas externos

Amarillamiento en las hojas

Los primeros sintomas comienzan con un amarillamiento de las hojas mas viejas,

empezando en el margen foliar, continuando hacia la nervadura central hasta que

finalmente la hoja queda de color café y completamente seca (Fig. 4A-B) (Lara, 2009).

Los sintomas paulatinamente aparecen en las hojas méas jovenes y las hojas mas nuevas

se presentan mas cortas, angostas y a veces con clorosis leve (Fig. 4C) (Sanchez et al.,

2017).

Figura 4. Sintomas de Amarillamiento (A-B) y malformaciones (C) de las hojas de

banano tras la infeccion con Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Fuente: Sanchez et al., 2017
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Sintomas provocados en el pseudotallo por Fusarium oxysporum f. sp. cubense

La infeccion de este patdgeno puede conllevar al abultamiento en el pseudotallo, se
inicia con una herida vertical en la base, la herida se extiende muy rapido y puede llegar
hasta la base del pseudopeciolo provocando su colapso. Estas aperturas pueden
profundizar el pseudotallo hasta inclusive alcanzar varias capas del tejido (Fig.5)
(Sénchez et al., 2017).

Figura 5. Abultamientos y aperturas en el pseudotallo del banano causado por Fusarium
oxysporum f. sp. cubense
Fuente: Sanchez et al., 2017

2.8.2. Sintomas internos

Decoloracion de tejidos vasculares

Los sintomas internos a consecuencia del ataque de FOC se caracterizan por una
decoloracion de los tejidos vasculares en las raices, el cormo y el pseudotallo. Esta
decoloracion puede ser amarilla, marrén o café, la misma que avanza hacia los haces
vasculares del pseudotallo y algunas veces puede llegar hasta el raquis (Fig. 6)
(Luciano, 2013).

Fusarium oxysporum f. sp. cubense en banano
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2.9. Distribucion de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1y raza 4

a nivel mundial

Los paises afectados por la enfermedad “Marchitez por Fusarium” provocada tanto por
FOCR1 y FOCRAT se detallan en la Figura 7. FOCR1 se encuentra extendida por todas
las areas agricolas destinadas a la explotacion bananera a nivel mundial (azul). Mientras
que FOCRAT (rojo), comenz6 su aparicion en el continente Asiatico, para luego
dispersarse al continente Oriental, Africano y actualmente se reportd en el continente

Americano, en el pais de Colombia.

0 2500 5000 10000 km

Raza 1 Raza 4 Elaboracion: Bioversity International 2015.

Figura 7. Paises afectados por Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 y 4 en banano
(modificado por el autor).

Fuente: Bioversity International, 2015.

2.10. Metodos de deteccion de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

El sistema de vigilancia fitosanitaria que mantiene Agrocalidad a nivel nacional
contempla dos estrategias de accion para la deteccion temprana de plagas:

o La vigilancia activa.- Se orienta a la captura y registro de informacion de FOC
obtenidas a través de prospecciones, monitoreos y verificacion de denuncias que se
realizan en el campo (Agrocalidad, 2015).

e La vigilancia pasiva.- Corresponde a actividades de recopilacion de informacion

fitosanitaria desde otras fuentes de informacion externas a Agrocalidad, constituidas por
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diversas instancias del sector privado y estatal como tesis, articulos cientificos, entre
otros (Agrocalidad, 2015).

2.10.1. Seleccidn de especies, lugares de monitoreo y prospeccion.

Dentro de las prospecciones de cultivos en cada provincia se identifican &reas de riesgo
y potenciales areas de peligro de introduccién (entrada y establecimiento) de FOC. Se
prospecta y monitorea en las zonas bananeras y plataneras del Ecuador (Agrocalidad,
2015).

El monitoreo se realiza en:

e  Areas en el entorno de los puntos de control.

e Areas con cultivos establecidos a partir de material de propagacion vegetal
importado y transito

e Areas relacionadas con lugares de acopio, consumo, almacenamiento,
procesamiento o seleccién de productos agricolas importados

e Areas de riesgo correspondientes a vias o rutas internacionales (Agrocalidad,
2015).

2.10.2. Seleccion del sitio de deteccidn

La seleccidn del sitio de deteccion consiste en definir el area total que se debe recorrer
después de la verificacion y existencia de un foco inicial de la enfermedad provocada
por FOC dentro de una plantacion bananera. La superficie de deteccion se da en base a

la cantidad de area sembrada del cultivo de banano, como se detalla en la tabla 3.

Tabla 3. Superficie del sitio de deteccion que se encuentre atacado por Fusarium

oxysporum f. sp. cubense en banano.

Superficie del lote Superficie del sitio de deteccidn
Menor de 1 ha Total
Delab5ha 1ha
Mayor de 5- 12 ha 2 ha
Mayor de 12- 30 4 ha
Mayor de 30 ha 4 ha

Fuente: Agrocalidad, 2015.
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Una vez seleccionado el sitio de monitoreo, se procede a recorrer el lote siguiendo un
disefio de acuerdo a la forma de produccion de la especie de cultivo. En los lotes de

musaceas se realiza el recorrido de dos diagonales (Fig. 8).

Figura 8. Recorrido de dos diagonales en el sitio de deteccion de Fusarium oxysporum
f. sp. cubense en banano
Fuente: Agrocalidad, 2015.

2.10.3. Protocolo de toma, preparacion y envio de muestras de FOC

El protocolo disefiado por Agrocalidad (2015) que se utiliza para la toma, preparacion y
envio de muestras para la confirmacion de la presencia o ausencia de FOC se detalla a
continuacion:

a) Se debe planificar la ruta de muestreo, haciendo un diagrama del campo y de las
rutas de inspeccion que se seguiran. Esto difiere y se ajusta segun el patégeno que se
pretende muestrear.

b) Identificar las plantas de donde se tomaran las muestras basandose en su
sintomatologia.

c) El personal debera de contar con la debida instruccion para llevar a cabo las tareas de
contingencia ante la sospecha de plaga cuarentenaria.

d) Almacenar la muestra de campo y eliminar material sospechoso.

e) Antes y después del muestreo, desinfectar herramientas con hipoclorito y alcohol,
desechar guantes y otros materiales descartables.

f) Preparar la zona en el campo para la toma de muestra e identificar la parte afectada
de cada una de las plantas a muestrear.

g) Envolver la muestra en papel toalla y depositar en una funda de papel, llenar y
colocar la etiqueta correspondiente. Posteriormente guardarla bajo refrigeracion entre
4- 8°C.
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h) Para el envio al laboratorio asegurarse de colocar suficientes geles refrigerantes para
la conservacion de la muestra. Tener cuidado de no maltratar las muestras durante el
envio, asegurandose de disponer correctamente las muestras al interior de la caja

térmica.

2.11. Deteccion de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Es posible que pase un largo periodo entre la introduccion de FOC vy la deteccion de la
misma, debido a que el periodo de incubacion de este patdgeno es largo. Una vez
confirmada la plaga se consideran los siguientes pasos:

e  Delimitar el &rea afectada.

e  Establecer el area de cuarentena.

o Eliminacion del brote.

o Establecimiento de zonas de seguridad (Agrocalidad, 2016).

2.11.1. Medidas de control, erradicacion y contencion de Fusarium

oxysporum f. sp. cubense

El protocolo de control, erradicacion y contencién de FOC consiste en el uso de
medidas de diagnostico y control que deben ser aplicadas (OIRSA, 2017).

Medidas de control

El éxito del control depende de muchos factores, es fundamental tener una estrategia
donde se debe verificar la viabilidad de la erradicacion del brote. A continuacién se
detalla informacion util para el diagnostico temprano y la adopcién de medidas:
e Datos sobre el sitio del brote (propiedad, localizacién geografica latitud, longitud,
altitud, etc.)
e Mapa y delimitacion del area a tratar.
e Detalles del hospedante: variedad, edad, estado de desarrollo. Dafios, descripcion de
sintomas, incidencia y severidad de la plaga.
e Medidas de descontaminacion establecidas para las personas, productos y equipos.
e Registro de productos 0 movimiento de material de propagacion hacia o desde el

sitio de deteccidn.
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e Procedimientos para la destruccion de restos de plantas y desinfeccion del suelo.

e Riesgos y vias de dispersion,

e Criterios para establecimiento de cuarentena y delimitacion del &area sujetas a
medidas fitosanitarias.
La erradicacion de FOC forma parte de una estrategia de control y esta depende de:

e Deteccion temprana de la plaga.

La eliminacion de la musacea infectada.

e La restriccion del acceso de personas no autorizadas, animales y equipos al sitio
tratado.

e La capacitacion del personal sobre procedimientos y buenas practicas de

bioseguridad para toma de muestras, embalaje y transporte de muestras.

Erradicacion y contencion de la plaga

La contencién o erradicacion de una plaga cuarentenaria es la aplicacion de medidas
fitosanitarias para eliminar la misma en un area especifica. Dentro de este proceso
existen dos acciones que se emplean: 1) accién previa a la confirmacion de FOC, 2)

accion después de la confirmacion del diagnostico de FOC.

Accibn previa a la confirmacion de FOC

1. Implementacion de medidas de cuarentena vegetal: mientras se realizan los
analisis de diagnostico se implementara procedimientos para minimizar la
posibilidad de dispersién de una plaga. Se implantarda medidas provisionales de
cuarentena sobre la propiedad o area afectada.

2. Muestreo y analisis: Deben analizarse todas las plantas de la zona A y plantas
aleatorias de la zona B (Fig. 9).

3. Eliminacion de plantas: cuando haya indicativos fuertes de la plaga se debera
eliminar todas las plantas de la zona A (Fig. 9), y de no ser asi al menos todas las que
presenten sintomas.

4. Aplicacion de insecticidas: se debe aplicar insecticidas contra el picudo negro
(Cosmopolites sordidus), ya que este agente puede dispersar la enfermedad. En caso
que el diagndstico tarde se pueden emplear nuevas aplicaciones de insecticidas para

controlar el problema.
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5. Construccion de zanjas: se deben realizar zanjas de 30x30cm alrededor de las
plantas con sintomas con el fin de evitar que el agua de escorrentia disperse la plaga.

6. Desinfeccion: tratar con desinfectantes a base de amonio cuaternario a vehiculos,
herramientas y objetos en general del area delimitada.

7. Cercado y controles de acceso: se debe aislar la zona C (Fig. 9), estableciendo
puntos de acceso Unicos al area y badenes sanitarios con desinfectantes para calzados
y equipos. Se recomienda la adicion de un colorante para visualizar el tratamiento

aplicado.

Acciones después de la confirmacion del diagndéstico de FOC.

Una vez que se confirme la presencia de FOC mediante su analisis, se debe proceder
con la implementacion de las medidas de erradicacion de la plaga, siguiendo las
siguientes recomendaciones:

1. Delimitacién de zonas: la zona A, B y C son consideradas zonas infestadas, por lo
tanto todo el personal que entre y salga debe usar ropa y calzados que permitan la
desinfeccion correcta y evitar la dispersion de la plaga hacia el resto de la plantacién
(Fig.9).

2. Construccién de cercas y zanjas perimetrales, puestos de desinfeccion y
definicién de la ruta de entrada y salida: este procedimiento hecho en la parte
previa del diagnéstico de la plaga, debe seguirse, verificar y corregir problemas
eventuales junto con la aplicacién de insecticidas.

3. Eliminacion de plantas: el manejo de las tres zonas consiste en que las plantas de la
zona A se deben erradicar por completo mediante cortes y sin dejar ningln tipo de
residuo de banano, también eliminar cualquier tipo de hospedante. En la zona B debe
aplicarse un herbicida (mediante inyeccion) para eliminar las plantas de esta zona,
esto con el fin de impedir la diseminacion del patdégeno hacia nuevos hospedantes
(Tabla4).

4. A los 21 dias después se debe realizar una reaplicacion del herbicida a los rebrotes,
aplicando el producto en la misma dosis y nimero de inyecciones como se detallan
en la tabla 4.

5. Luego se deben realizar visitas periddicas al sector para verificar la efectividad del
trabajo realizado. Dentro de la zona C no se realizara ninguno de los procedimientos,

pero estara bajo vigilancia constante (Fig.9).
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Tabla 4. Numero de inyecciones y volumen total del herbicida (glifosato) a aplicar en

las plantas infectadas con Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

No. de sitios de \Volumen total

Tipo de planta ) .

inyeccion (ml)
Planta madre 5 50
Pseudotallo

4 40
cosechado
Hijos menos de 1 m 2 20
Hijos de méas de 1 m 3 30
Hijos de masde 2 m 5 50

Fuente: OIRSA, 2017.

AN CROCERRO

e

Zanja [30x30cm) w Cerca perimeal gyl Ruta de entrada y salida

Puestos de desinfeccidan Carpa de polictileno Planta de banano seca por
- [Badenes, pediluwvios) . cubriendo la sona A la accion del herbicida

Figura 9. Protocolo de contencion propuesto por OIRSA para Fusarium oxysporum f.

sp. cubense, especificando las zonas para la deteccién, erradicacion y

contencion de la enfermedad.
Fuente: OIRSA, 2017.
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CAPITULO III
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
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3.1. Localizacion del experimento

La investigacion se desarroll6 bajo la supervision del Programa Nacional de Banano,
Platano y otras Musaceas de la Estacion Experimental Tropical Pichilingue del Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), ubicada en el cantén Quevedo, Km
5 via Quevedo EI Empalme en la provincia de Los Rios. La Estacion Experimental se
encuentra a una altitud promedio de 75 m.s.n.m y esta posesionada geogréaficamente en
las coordenadas 1° 6 latitud Sur y 79° 25  longitud Occidental. Los datos

edafoclimaticos de la zona se encuentran detallados en la tabla 5.

Tabla 5. Datos edafoclimaticos del area (Quevedo), del presente

proyecto de investigacion

Temperatura media 25.2°C
Precipitacion anual 1.551 mm

Humedad relativa 84.33 %

Heliofania 768,10 horas/luz/afio
Textura del suelo Franco

PH del suelo 5.8

Topografia Plana

Fuente: Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMH]I), 2014

3.2. Meétodos de investigacion

3.2.1. Meétodo de observacion

Se utiliz6 este método como herramienta principal en la recoleccion de datos en campo y

en invernadero, ya que de este dependio la veracidad de los resultados generados.
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3.2.2. Meétodo deductivo

Se utilizé6 el método deductivo iniciando como base principal la literatura para la
realizacion del proyecto, a traves de este método se pudo determinar la metodologia de
inoculacion més efectiva de acuerdo a su area de infeccion. Finalmente se pudo
establecer la eficacia del protocolo de contencién propuesto por OIRSA para el manejo

de la enfermedad.

3.2.3.  Método experimental

El presente proyecto de investigacion constd de dos fases experimentales, las mismas que

se detallan a continuacion:

e Fase 1.- Se trabajé con plantulas de banano, las mismas que fueron inoculadas con
una suspension de conidias de FOCR1 en una concentracion de 1 x 10° ufc/ml segin
los siguientes métodos de infeccion, directamente en el suelo, suelo con heridas en
las raices, herida en el cormo, herida en el pseudotallo, herida en la hoja (peciolo) y
directamente en la hoja (peciolo) (Anexo 7). Los parametros evaluados fueron;
severidad, incidencia, periodo de incubacion, altura de planta y numero de hojas.
Esta fase se realiz6 bajo condiciones controladas (invernadero), durante un periodo
de ocho semanas. Luego de terminada la evaluacion sobre la inoculacién antes
detallada, se registraron todos los tratamientos para verificar la presencia y avance de
FOCRL.

e [Fase 2.- Esta fase se realizé en una plantacion establecida de Gros Michel de un area
de 10 400 m?, divida en 6 lotes, donde al principio de la investigacién se evidencié la
presencia de un foco infeccioso (una planta enferma) de FOCR1 en el lote 5y 2 (Fig.
10). En el lote 2 se aplicd el protocolo de contencién para FOC propuesto por
OIRSA del afio 2017, el mismo que fue evaluado frente al lote 5, donde no se aplico
el protocolo (testigo). La evaluacion se realizO mensualmente por un periodo de 10
meses. La metodologia usada en esta fase para la generacion de los resultados se
bas6 en una evaluacién comparativa y descriptiva, en donde la finalidad fue
determinar la efectividad del protocolo antes descrito para el manejo de FOCR1 en la

plantacion de Gros Michel.
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Aplicacion del Plan de Contencion
Lote 5 LOte 4 iy

XOOKOCOOCUNNXKX XOOOOOOOOOOOOCLL v ey X X XK YOO
XOOKOCOOCUNNXKX XOOOOOOXT XL Y X XXX XXX YOO
XOOKOCOOCUNNXKX XX X3 50000 Y X X XXX KX X YOO
XOOKOCOOCUNNXKX X 9B | X XXX XXX KX K YOO
XOOKOCOOCUNNXKX X X 00000 XXX XXX XXX YOO
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XOOOOOOOUX XK XXX 8 OO0 XOUOOOCK XX

Lote 1 Lote B
LSS 009908090084 LSS0 0008000050000 0000008000000 008800088 0000800008
LSS 009908090084 LSS 0000000005005 00 00000000300 000 80000800008 805.908.4
L 8.9.9.9.9.9 4 LSS0 00005000800 008.05.0.01

Figura 10. Mapeo del lote y delimitacion de area donde se aplicd el Plan de Contencidn

para Fusarium frente al lote sin tratar (Lote comparativo). Zona A: color rojo,

zona B: color amarillo, y zona C: color verde en el lote 2.

3.3. Fuentes de recopilacion de informacién

La principal fuente de recopilacion de informacion fue la observacion directa sobre los

ensayos realizados tanto en campo como en invernadero, todo esto complementado con

libros, revistas, fichas técnicas y articulos cientificos publicados en internet.

3.4. Metodologia experimental (fase 1).

3.4.1. Material vegetal

Se utilizé vitroplantas de banano Gros Michel, las cuales fueron proporcionadas por el

Departamento de Biotecnologia de la EET-Pichilingue, las mismas que fueron

trasplantadas en fundas que contenian suelo previamente solarizado y cada funda

contenia 1 kg de sustrato. Las plantulas de banano se adecuaron en un invernadero hasta
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que estas tuvieron ocho semanas de edad para la realizacion de la presente investigacion
(Anexo 6).

El manejo agrondmico que se realizo a las plantulas hasta la culminacion del ensayo fue
el siguiente: el riego se realizd pasando un dia donde se aplicaba aproximadamente 500
ml de agua potable, y con respecto a la fertilizacion se realizé una Unica aplicacién de 10
gr aproximadamente por plantula y esta fue efectuada a las cuatro semanas después de la

inoculacién con FOCR1.

3.4.2. Disefo experimental

El Disefio experimental que se empled en esta fase de la investigacion fue un Disefio
Completamente al Azar (DCA), con un total de 7 tratamientos y 10 repeticiones. Cada
planta se consider6 una unidad experimental en cada una de las repeticiones. Las plantas
fueron inoculadas con una suspensién liquida (preparacién de suspension se detalla en la
seccidn 3.5.5) de FOCRL1, bajo diferentes métodos de infeccidn, excepto el tratamiento
testigo que fue inoculado con agua destilada estéril (Tabla 6). Luego de realizada la

inoculacidn se les dio las mismas condiciones para su estudio.

Tabla 6. Métodos de inoculacion de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

raza 1 aplicados en plantulas de banano Gros Michel.

Tratamientos Meétodo de inoculacién con FOCR1
Tl Directamente al suelo

T2 Suelo més heridas en raices

T3 Heridas en el cormo

T4 Heridas en el Pseudotallo

T5 Heridas en las hojas

T6 Directamente en las hojas (sin heridas)
T7 Testigo

3.4.3. Tratamientos

Los tratamientos de la presente investigacion fueron inoculados con una solucion liquida
de FOCR1 en una concentracion de 1 x 10° ufc/ml (preparacién de la solucién de FOCR1
se detalla en la seccion 1.5.5), a excepcion de las plantas testigos que fueron inoculadas
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con agua destilada estéril. Las inoculaciones se efectuaron en diferentes partes de las
plantulas de banano Gros Michel con la ayuda de una micropipeta calibrada. Las heridas
realizadas en las plantulas de banano fueron laterales y se realizaron con un bisturi n°10
previamente esterilizado, excepto las heridas que se realizaron en las raices, las mismas
que se provocaron con un cuchillo de cocina previamente flameado. Las inoculaciones en
las plantas y en el suelo se realizaron segln se detalla a continuacion:

1) Directa al suelo.- Con una micropipeta se inoculdé 5 ml de la suspension de esporas
de FOCRL1 directamente al sustrato.

2) Suelo més herida en raices.- Se procedié con un cuchillo de cocina previamente
flameado a hacer cortes de 7 cm de profundidad en el suelo, después de esto se
aplico los 5ml del inoculo al sustrato con la micropipeta descrita en el tratamiento
anterior.

3) En el cormo.- Se practicé una herida de tipo lateral con un bisturi en la base del
cormo, y posterior se aplicd 5 uL de la suspension.

4) En pseudotallo.- Se hizo una herida a 5 cm de altura desde la base del sustrato
aplicando la misma cantidad de la solucion de FOCR1 antes descrita.

5) Hojas con heridas.- Se realizé una incision en el peciolo de la hoja 2 (a 2 cm desde
la base de apertura de la hoja) donde se coloco el in6culo de FOCR1 en una dosis de
5 uL de la suspension.

6) Directa a las hojas.- En la segunda hoja de la planta de banano se aplico los 5 pL
del indculo sobre la hoja especificamente en el peciolo (Anexo. 7).

7) Testigo.- En este tratamiento se procedié a realizar heridas similares a los antes

descritos, inoculando agua destilada estéril en las dosis respectivas.

Las heridas que se realizaron en el cormo, pseudotallo y hojas tuvieron una medida de
aproximadamente 1.5 x 1.5 x 0.6 cm en longitud, ancho y altura respectivamente, las
mismas que fueron limpiadas antes del corte con agua destilada estéril, y una vez
realizada la inoculacién se cubrieron las heridas con parafilm quedando listas para su

posterior evaluacion.

3.4.4. Analisis estadistico

Se utilizé un Analisis de Varianza (ADEVA) para determinar si existe significancia

estadistica entre los tratamientos en estudio, y ademas se realiz6 una prueba de Tukey al
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5 % para constatar las diferencias entre los tratamientos (Tabla. 7). Para la realizacion de
los analisis estadisticos se empleo el software estadistico Infostat, (2019).

Tabla 7. Esquema del analisis de varianza del experimento.

ADEVA

Fuente de variacion Grados de
libertad

Tratamiento 7-1 6

Error experimental 70-7 63

Total 70-1 69

Elaborado: Autor

3.5. Manejo del experimento (fase 1)

3.5.1. Toma de muestras de plantas afectadas por Fusarium oxysporum

f. sp. cubense raza 1

Se identificaron dos plantas de banano en la plantacion establecida del cultivar Gros
Michel (AAA) con sintomas externos e internos producidos por el hongo FOCRL, en la
Estacion Experimental INIAP. Se recolect6 dos muestras de cada una de las plantas
afectadas con FOCR1, las mismas que fueron tomadas en el pseudotallo a una altura de 1
m desde la base del suelo. Las muestras fueron almacenadas en un enfriador en fundas de
papel con la identificacidn respectiva para posteriormente ser llevadas al laboratorio de
Fitopatologia de INIAP. El proceso de toma de muestra se realiz6 con la finalidad de
obtener las estructuras del hongo FOCR1, para posteriormente ser usadas para las

inoculaciones respectivas dentro de la investigacion.

3.5.2. Procesamiento de las muestras en el laboratorio
Se realizé una diseccion del material asintomatico, seccionando trozos de 2 — 3 mm,
luego fueron desinfectados en una solucién de hipoclorito de sodio al 2.5% y sumergidos
en tres lavados con agua destilada estéril, luego se pasd cada muestra por papel
absorbente previamente esterilizado, para retirar el exceso de humedad. Una vez

terminado este proceso, se depositd las secciones en cajas Petri, conteniendo PDA con
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antibiotico (cloranfenicol en dosis de 0.05 gr/l). Las cajas Petri se sellaron con Parafilm,
se rotularon y se dejaron reposar sobre un meson dentro del laboratorio por cuatro dias a
una temperatura de 27 °C, para obtener el crecimiento y reproduccion de las estructuras

del hongo.

3.5.3. Purificacién de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1

La purificacion de FOCRL1 se realizd a los cuatro dias despues de la siembra de las
muestras vegetales, donde una vez obtenido el crecimiento del micelio de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense en la caja Petri, se procedié a traspasar las hifas del micelio del
hongo FOCR1 hacia las nuevas cajas que contenian medio de cultivo PDA con
antibidtico (cloranfenicol), donde se obtuvieron colonias del patdgeno totalmente
purificadas, es decir, libres de otro tipo de organismo que no sea el evaluado en la

investigacion .

3.5.4. Cultivo y multiplicacion de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

razal

El cultivo y multiplicacion de FOCRL1 consistid en diseccionar pequefios fragmentos del
micelio del hongo de las colonias puras a nuevas cajas Petri que contenian el medio de
cultivo PDA mas un antibidtico (cloranfenicol, en dosis de 0,05 gr por litro de medio de
cultivo PDA), luego cada caja fue rotulada, registrada y sellada con parafilm. Las cajas
donde se colocaron los fragmentos de FOCRL1 se dejaron reposar dentro del laboratorio
de Fitopatologia de INIAP sobre un mesén a temperatura ambiente por dos semanas, para

obtener el crecimiento y esporulacion de las colonias de FOCR1.

3.5.5. Preparacion del indculo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

razal

Para la preparacion del inoculo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1, se utilizo

una metodologia propuesta por Lara (2009), la misma que se detalla a continuacion:

a) De las cajas de dos semanas de crecimiento y esporulacién de FOCR1, se procedi6 a
inocular 5 ml de agua destilada estéril en la caja con la colonia de FOCRL1, la misma
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que se removio suavemente con una espatula previamente flameada. Terminado este
proceso, el micelio fue filtrado a través de una gasa estéril, y posteriormente
colocado en un Erlenmeyers, para luego ser completado con agua destilada estéril en
una cantidad total de 100 ml de suspension.

b) Una vez obtenido el medio se determiné la concentracion de fragmentos de micelio
ml™* mediante el conteo en cdmara de Neubauer en un microscopio 6ptico (aumento
10x).

c) Finalmente se ajustd la suspension de fragmentos de micelio de Fusarium oxysporum
f. sp. cubense raza 1 con agua destilada estéril en una concentracion de 1 x 10°
ufc/ml (Anexo 5).

3.5.6. Inoculacion de las plantas con Fusarium oxysporum f. sp.

cubense raza 1

Para las inoculaciones realizadas en las plantulas de banano Gros Michel se empled una

metodologia, la misma que se detalla en la seccién 3.4.3.

3.5.7. Registro de muestras finalizada la evaluacion

Al término del ensayo y la evaluacion de indice de dafio (severidad) provocada por
FOCRL, se procedi0 a registrar los tratamientos inoculados con FOCRL1 y el testigo, para
constatar la presencia y evolucién del patégeno dentro de las plantulas de banano Gros

Michel, donde se aplico el siguiente protocolo.

3.5.7.1. Tomay procesamiento de muestras en plantulas de bananos afectadas por

Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1

Se tomaron 5 plantas al azar por cada tratamiento inoculado con FOCR1 mas el testigo.
Se colecto entre 3 a 4 muestras de tejido vegetal por repeticion, estas fueron tomadas en
raices, cormos, pseudotallos y peciolos (Gnicamente a los tratamientos con inoculacion en
hojas). Se realizaron cortes transversales de 1 cm? para cada una de las muestras,
recolectando un total de 120 muestras, las mismas que fueron puestas en papel

absorbente, guardadas en fundas de papel con su respectiva identificacion y colocadas
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dentro del enfriador para posteriormente ser llevadas al laboratorio de Fitopatologia del
INIAP.

Procesamiento en el laboratorio

El proceso de las muestras vegetales se llevo a cabo dentro de la cdmara de aislamiento
donde se diseccionaron las muestras en fragmentos de 2-3 mm, las mismas que se
sumergieron en hipoclorito al 2.5 % por un minuto, luego pasaron por tres lavados con
agua destilada esteril, se colocaron en el papel absorbente estéril para retirar el exceso de
humedad y se colocaron dentro de las cajas Petri que contenian el medio PDA +
antibidtico, se pusieron 4 a 5 fragmentos de la muestra por caja. Cuando las cajas
estuvieron listas se sellaron con parafilm, se rotularon y se pusieron sobre una superficie
(mesdn) a temperatura ambiente dentro del laboratorio por algunos dias hasta verificar el

crecimiento del patégeno.

3.6. Metodologia experimental (fase 2).

3.6.1. Material vegetal

El material vegetal utilizado en esta fase del proyecto de investigacion fueron plantas
adultas de banano Gros Michel, las cuales se encontraban dentro de la Estacion

Experimental INIAP, establecidas en un area 10 400 m?.

3.6.2. Método de investigacion

La metodologia utilizada en esta fase de investigacion fue un método descriptivo y
comparativo, que consistio en recolectar datos de dos lotes de bananos, con el propdsito
de determinar la eficacia del protocolo de OIRSA para la contencion de FOCRL, a partir
de un foco inicial infeccioso, el mismo que fue aplicado en el lote 2, mientras que el lote
5 fue utilizado como testigo, es decir que no se aplicé el protocolo descrito (Fig. 10).
Cabe recalcar que en ambos lotes evaluados existio la presencia de un foco inicial
infectivo de FOCRL1 (una planta enferma por cada lote en evaluacion) de forma natural.
Una vez aplicado el plan de contencion se evalué mensualmente durante un periodo de 10
meses, recolectando datos sobre la aparicion de nuevas plantas enfermas en ambos lotes
(Anexo 1).
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3.6.3. Manejo del experimento

3.6.3.1. Delimitacion del area

Se empled un protocolo propuesto por OIRSA en el afio 2017 llamado “Plan de
contingencia ante un brote de la raza 4 tropical de Fusarium oxysporum f. sp. cubense”.
La delimitacion del area se procedid a realizar una vez localizado el foco inicial infectivo
de FOC dentro del area estudiada y a partir de un foco infeccioso. El proceso consistié en
la delimitacion de tres areas denominadas: zona A, zona B y zona C. La zona A constd
con un radio de 5 m a la redonda, la zona B tuvo un radio de 15 m y la zona C con un
radio de 30 m desde el foco inicial. Para delimitar el area se utilizo cinta de sefializacion

y se identificé cada zona por su respectivo color (Fig. 10).

3.6.3.2. Puestos de desinfeccidn, definicion de ruta de entrada y salida

Para esta actividad se procedio a establecer una sola ruta de entrada y salida a la
plantacion de banano, donde solo se podia entrar caminando. El primer puesto de
desinfeccion se establecio6 en la entrada de la plantacion de Gros Michel, donde se colocd
dos recipientes que contenian hipoclorito de sodio en una dilucion 1:5 de agua para la
desinfeccion del calzado. Adicionalmente se empled otro puesto de desinfeccién en la
entrada del lote 2 (Anexo 3 B y C). La solucién de hipoclorito de sodio se reponia en los

recipientes cada vez que se ingresaba a la plantacién, en dosis de 500 ml por recipiente.

3.6.3.3. Erradicacién y contencion de Fusarium

En la zona A se procedié a inyectar Glifosato a una dosis de 20 cc por planta. Las dosis
fueron aplicadas en el pseudotallo circundante. El proceso de inyeccién de las plantas en
la zona A consistié en empezar inyectado las plantas de la parte externa y terminando con
la planta cero (planta con infeccion inicial). En la zona B y C desde el momento de la
aplicacion del protocolo se restringio la realizacién de algun tipo de actividad agricola, y
se mantuvo en observacién constante. Luego de la inyeccion a los 30 dias se erradico la
planta cero, que fue cortada y puesta sobre plastico donde se le aplicé cal agricola para
evitar la diseminacion por algun vector. Terminado este proceso se dejé tapada con el
mismo plastico dentro de la misma zona (Anexo 3 A). Adicionalmente se informé a los

demas Departamentos de la Estacion Experimental sobre la realizacién del proyecto y la
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restriccion del acceso a la plantacion de banano. Las labores que se realizaron dentro de
este ensayo con respecto al deshoje y limpieza del &rea fueron efectuadas de la siguiente
manera: el deshoje se practicd mensualmente, el control de maleza se realiz6 con
motoguadaria cada tres meses, y las labores se realizaron exclusivamente por el autor del
presente proyecto de investigacion y un colaborador (Sr, Milton Carranza) del
Departamento de banano, platano y otras muséceas. Estas labores fueron realizadas en

toda la plantacidn, a excepcion del area de delimitacion (zona A, B y C) (Fig. 10).

Todas las actividades se realizaron con las medidas de precaucion necesarias, como: no
tener contacto con las plantas enfermas con FOCR1 (plantas marcadas), y también se
realizaba la desinfeccion respectiva de herramientas y el calzado con hipoclorito de sodio,
todo esto para evitar que el resultado final de la investigacion se viera afectado.

3.7. Variables a evaluar (fase 1)

3.7.1.  Evaluacion de severidad, incidencia y periodo de incubacion

de la enfermedad

La evaluacion de severidad de la enfermedad se determind de acuerdo al grado de dafio e
infeccion expresados en los sintomas externos de las plantulas de banano
provocados por FOCR1, la misma que se realizé semanalmente por un periodo de
ocho semanas, todo esto bajo la escala de severidad propuesta por Orjeda (1998)
(Tabla 8).

Tabla 8. Escala para la evaluacion de severidad provocada por Fusarium oxysporum f.

sp. cubense raza 1

Escala Sintomas externos

Ausencia de sintomas
Amarillamiento de hojas viejas (hojas inferiores)

Amarillamiento de hojas bajeras (hojas en la parte media)

1

2

3

4 Amarillamiento de hojas jovenes (hojas superiores)
5 Severo amarillamiento en toda la planta

6

Muerte de la planta

Fuente: Orjeda 1998
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La incidencia de la enfermedad provocada por FOCR1 se evalué de acuerdo a la
cantidad de plantas que presentaron sintomatologias externas, y se expresd en
porcentaje. La evaluacion de incidencia se realizo al final del ensayo, y se empled la

siguiente férmula:

) ) n? de plantas enfermas
Incidencia = x100
n? de plantas totales

El periodo de incubacion se determind desde la aparicion de la primera planta con
sintomas externos tipicos de FOCR1. La evaluacion se realiz6 hasta el término del
ensayo, o hasta obtener el 100% de plantas enfermas en cada uno de los tratamientos.
Ademas se evalud variables de altura y nimero de hojas. La altura de planta se midio
con una regla desde la base del sustrato hasta la apertura de la hoja bandera, mientras
que el numero de hojas se determind con el conteo del total de hojas en cada una de las
plantulas. Los datos de ambas variables fueron registrados en la primera y ultima

semana de evaluacion.

3.7.2.  Presenciay avance de infeccion de Fusarium oxysporum f. sp.

cubense raza 1

Una vez terminada la evaluacion de severidad de FOCR1 se tomaron 5 plantas al azar
mas el testigo de cada uno de los tratamientos. Los mismos que pasaron por el proceso de
toma y procesamiento de muestra en el laboratorio de Fitopatologia del INIAP, como se

detalla en las secciones 3.5.1 y 3.5.2.

La toma de muestra que se realizé en los tratamientos directamente al suelo, suelo mas
herida en raices, herida en cormo y herida en pseudotallo se colectaron muestras de suelo,
raiz, cormo y pseudotallo. Mientras que para los tratamientos de herida en hoja (peciolo)
y directamente en la hoja (peciolo) se colectaron muestras tanto de suelo, raices, cormo,

pseudotallo y peciolo.

La presencia de la enfermedad en las plantulas se evalu6 de acuerdo a la aparicion de las
colonias de FOCRL1 en las muestras procesadas en el laboratorio. La evolucion se evaluo
teniendo como base la presencia de las colonias de FOC en las muestras procesadas,
entonces se procedié a verificar de acuerdo al area de inoculacion hasta donde FOCR1

habia sido capaz de avanzar con la infeccidn dentro de las plantulas de banano.
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3.8. Variable a evaluar (fase 2)

3.8.1. Técnica de manejo de la enfermedad

La técnica de manejo de la enfermedad fue empleada bajo el protocolo de OIRSA del afio
2017, donde lo que se busco fue corroborar que la medida de contencion en campo fuese
capaz de contener la diseminacion de FOCR1 dentro de la plantacion de banano.

Dentro de esta variable se realizd una comparacion entre dos lotes de banano Gros
Michel. En ambos lotes existia la presencia de un foco infeccioso inicial (planta enferma)
de la enfermedad “Marchitez por Fusarium”. En el lote 2 se aplico el plan de contencion
propuesto por OIRSA, mientras que en el lote 5 fue utilizado como testigo. Luego de este
proceso se evaluaron los dos lotes mensualmente durante un periodo de 10 meses,
registrando la presencia de nuevas plantas enfermas.

Lo que se busco dentro de esta variable fue determinar si el protocolo de OIRSA era

eficaz o no para la contencion de la enfermedad.

3.9. Materiales y equipos

Los materiales y equipos utilizados en la presente investigacion se detallan en la tabla 9
y 10.

Tabla 9. Equipos y materiales usados en la fase de laboratorio

Materiales y equipos

Materiales Equipos Otros

Cajas Petri Esterilizador Micropipeta
Erlenmeyer Autoclave Hemacitometro
Cuchillo Balanzas Puntas

Bisturi Camara de aislamiento Celular
Guantes Microscopio trinocular Algodon
Mascarilla Incubadora Alcohol

Placas portaobjetos Horno de conservacién Cloro

placas cubreobjetos Destilador de agua Agua

Pinzas

Tubos de ensayo

Fuente: Autor.
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Tabla 10. Equipos y materiales usados en la fase de campo

Materiales y equipos

Materiales Equipos Otros

Botas Bomba CP3 Cal agricola
Cuchillo, podones Guadaia Celular
Overol, guantes y lentes Vehiculo Glifosato
Machete Cloro

Fuente: Autor.

37



CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Resultados (fase 1)

4.1.1. Severidad de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 en

plantulas de Gros Michel.

En la tabla 11 se presentan los promedios de indice de severidad (sintomatologia
externa) causadas por la infeccion de FOCR1 en pléantulas de 8 semanas de edad. El
andlisis de varianza (ADEVA) mostrd significancia estadistica con un coeficiente de
variacion (CV) de 19.26 %.

Los tratamientos que obtuvieron mayor indice de severidad fueron: herida en
pseudotallo, herida en raices, directa al suelo y herida en cormo, con promedios que van
de 1.8 hasta 1.55, mostrando diferencia estadistica frente demas tratamientos, herida en
peciolo, directa en peciolo y el testigo, que obtuvieron indices promedios desde 1.15 a
1.

Tabla 11. indice de severidad causada por FOCR1 en pléantulas de banano Gros Michel

Tratamientos Medias

T4 Inoc. herida en pseudotallo 1.8 a

T2 Inoc. suelo/herida en raices 1.75 a

T1 Inoc. directa al suelo 1.57 a

T3 Inoc. herida en cormo 1.55 a

T5 Inoc. herida en peciolo 1.15 b
T6 Inoc. directa en peciolo 1.0 b
T7 Testigo 1.0 b
Promedio 1.40

C.V (%) 19.26

*Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

4.1.2. Altura de planta

En la tabla 12 se muestran los promedios sobre las diferencias de alturas tomadas en la
semana 1 y 8 de evaluacion. Efectuado el analisis de varianza se observoé significancia
estadistica con un coeficiente de variacion de 40.49 %.

Los tratamientos herida en peciolo y herida en raices, alcanzaron los mayores
promedios de altura, con 10.4 y 9.8 cm, respectivamente, y a su vez mostraron igualdad
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estadistica frente a los demas tratamientos, a excepcion de, herida en pseudotallo que
alcanzé un promedio de 5.13 cm de altura.

Tabla 12. Promedios de altura (cm), tomadas en plantulas de banano Gros Michel y

aplicada la prueba de Tukey.

Tratamientos Medias

T5 Inoc. herida en peciolo 10.4 a

T2 Inoc. suelo/ herida en raices 9.8 a

T1 Inoc. directa al suelo 7.99 a b
T6 Inoc. directa en peciolo 7.89 a b
T7 Testigo 7.82 a b
T3 Inoc. herida en cormo 7.56 a b
T4 Inoc. Herida en pseudotallo 5.13 b
Promedio 8.08

C.V (%) 40.49

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >0.05)

4.1.2.1. Ndamero de hojas

En la tabla 13, se muestran los promedios correspondientes a la evaluacion realizada al
namero de hojas tomadas en la semana 1 y 8 a cada uno de los tratamientos inoculados
con FOCR1 y el testigo. Efectuado el ADEVA se mostrd significancia estadistica entre
los tratamientos con un CV=29.19 %.

El tratamiento que obtuvo un mayor en nimero de hojas fue, directa en peciolo, con un
promedio de 3 hojas, y a su vez mostré igualdad estadistica frente a los demas
tratamientos, a excepcion del tratamiento, herida en pseudotallo que alcanz6 un,

promedio de 1.8 hojas.

Tabla 13. Promedios del nimero de hojas tomadas en la semana 1 y 8 de evaluacion

Tratamientos Medias

T6 Inoc. directa en peciolo 3.0 a

T7 Testigo 2.8 a b
T1 Inoc. directa al suelo 2.7 a b
T5 Inoc. herida en peciolo 2.6 a b
T2 Inoc. suelo/herida en raices 2.6 a b
T3 Inoc. herida en cormo 2.1 a b
T4 Inoc. herida en pseudotallo 1.8 b
Promedio 2.51

C.V (%) 29.19

*Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

40



4.1.2.2. Periodo de incubacion e incidencia de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

razal

Los promedios en cuanto al periodo de incubacion de FOCRL1 causada por la infeccidn
del patdgeno en estudio se muestran en la figura 11, donde se puede observar que los
tratamientos que mostraron un periodo mas corto fueron: heridas en raices y herida en
pseudotallo, con 42 dias promedios, siendo superiores numéricamente a los demas
tratamientos. El tratamiento, directo al suelo y herida en cormo, alcanzaron promedios
de 49 dias, ademas el tratamiento, herida en peciolo, tuvo un periodo de incubacién de
56 dias, mientras que el directo en la hoja y el testigo se mantuvieron en 0 al no

presentar ninguna planta con sintomas externos de la enfermedad.

Periodo de incubacion (dias) de FOCRL1 en plantulas
de banano Gros Michel

60

50

40

30

Dias

20

10

T1-Suelo T2- Heridas/raiz ~ T3- Herida/cormo T4- T5- Herida/peciolo T6- Peciolo T7- Testigo
Herida/pseudotallo

Tratamientos

Figura 11. Promedios en dias, sobre el periodo de incubacién de Fusarium oxysporum f.
sp. cubense raza 1, evaluados con diferentes métodos de inoculacion en

plantulas de banano Gros Michel.

En la figura 12 se muestran los promedios de incidencia representados en porcentaje,
donde el tratamiento, heridas en raices, herida en cormo y herida en pseudotallo
tuvieron una incidencia del 100%, siendo a su vez numéricamente superiores a los

demas tratamientos que obtuvieron los promedios siguientes: directa en suelo con un
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90% y herida en peciolo con un 50%, mientras que los tratamientos: herida en peciolo y
el testigo, al no presentar ninguna planta con sintomas externos visibles se mantuvieron

en 0%.

Incidencia (%0)
de FOCR1 en plantulas de banano Gros Michel

T1-Suelo T2- Heridas/raiz  T3- Herida/cormo T4- T5- Herida/peciolo T6- Peciolo T7- Testigo
Herida/pseudotallo

Tratamientos

Figura 12. Promedios del porcentaje de incidencia de la enfermedad “Marchitez por
Fusarium” provocada por FOCR1 en plantulas de banano Gros Michel,

evaluados con diferentes métodos de inoculacion.

4.1.5. Registro de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 en plantulas de Gros
Michel

En la tabla 14, se muestran los resultados sobre el registro de avance y presencia de
FOCRL realizados después de la ultima semana de evaluacion de severidad, donde se
puede observar que todos los tratamientos presentaron signos de la enfermedad excepto
el tratamiento directo en la hoja, en donde el patdgeno en estudio estuvo ausente al
momento del registro de las muestras. Por otro lado, el tratamiento que obtuvo mayor
avance de la enfermedad fue heridas en raices, en el cual se evidencio que el patdgeno
avanzo desde la raiz hacia al cormo y pseudotallo. En los tratamientos, directo al suelo
y herida en cormo, la infeccion avanzo desde la raiz hacia el cormo y del cormo hacia el
pseudotallo, respectivamente. Ademas en los tratamientos, herida en pseudotallo y

herida en hoja, el patdgeno solo infecto en el area de inoculacion.
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Tabla 14. Registro de presencia y avance de infeccion de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense razal en muestras tomadas en plantulas de banano Gros Michel

después de la evaluacion de severidad.

. Area de inoculacion
Tratamientos

Raiz Cormo Pseudotallo Peciolo
T1 X X
T2 X X X
T3 X X
T4 X
T5 X
T6
T7

4.2. Resultados (fase 2)

4.2.1. Técnica de manejo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1

a partir de un foco infeccioso.

Los resultados del plan de contencion para FOCR1 que se aplico en el lote 2, y que a su
vez fue comparado con un lote testigo, se describen a continuacién: El protocolo fue
aplicado el 10 de octubre del 2018, donde en un principio se pudo evidenciar la
presencia de un foco inicial infeccioso de FOCR1 en ambos lotes. Los resultados
muestran que desde el mes de noviembre hasta la culminacion del ensayo no se registrd
ninguna planta con sintomas tipicos de la enfermedad en el lote 2. Lo contrario ocurrid
en el lote testigo, donde en los meses de noviembre, diciembre, enero y febrero se
registraron tres, dos, una y una planta enferma respectivamente. Desde el mes de marzo
hasta el final de la evaluacion no se registré ninguna planta con sintomas tipicos de la
enfermedad, a excepcion del mes de mayo donde se registrO una nueva planta con
sintomas de FOCR1. Después de la aplicacion del plan de contencion para FOCR1
(mes de octubre) hasta el término del ensayo se registraron un total de 8 plantas

enfermas en el lote testigo durante todo el periodo de evaluacién.
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4.3. Discusién

Segun Lara (2009), en su estudio realiz6 inoculaciones radiculares en plantulas de banano
Gros Michel de 12 semanas de edad con una solucion de FOCR1 a una concentracion de
1 x 10° ufc/ml, buscando determinar el grado de patogenocidad de FOC en las
vitroplantas antes descritas. Estas plantulas al ser evaluadas presentaron los primeros
sintomas de la enfermedad en la cuarta semana después de la inoculacion,
incrementandose en la quinta y sexta. Esos resultados difieren con los presentados en la
primera fase de esta investigacion, donde los primeros sintomas visibles de la enfermedad
se presentaron en la semana cinco, y se incrementaron en las semanas posteriores, por lo
tanto la diferencia pudo haberse dado, ya que el autor antes mencionado, luego de la
primera inoculacion , realiz6 una reinoculacion a los 15 dias a las plantulas de Gros
Michel con el patogeno FOCR1, lo que pudo haber aumentado la infeccién de FOCR1, y
por ende haber provocado la manifestacion de sintomas de la enfermedad en la cuarta

Semana.

El nivel de dafio (severidad) en las plantulas de bananos producidos por FOCRL1 en las
distintas areas vegetales varig, en donde el tratamiento T4 (herida en pseudotallo) mostré
un nivel de dafio mayor que los demé&s, mientras que los tratamientos T5 (herida en
peciolo) y T6 (directa en peciolo) obtuvieron los promedios de severidad méas bajos. Esto
pudo haber ocurrido debido a que FOCR1 se caracteriza por moverse ascendentemente a
través de los haces vasculares del xilema, concentrando su infeccion en el pseudotallo
donde ocurre el taponamiento de los haces vasculares, y por consiguiente provoca la
deshidratacion y muerte de la planta (Caballero, 2011).

Segun Lara (2009), en su trabajo de investigacion citado anteriormente, no se observaron
diferencias estadisticas en las variables altura de planta y nimero de hojas con respecto a
las inoculaciones radiculares realizadas con FOCR1 frente a los testigos, obteniendo
similitud con los resultados presentados en este proyecto de investigacion, donde los
tratamientos: directo al suelo y heridas en raices no muestran diferencias estadisticas
frente al tratamiento testigo. El tratamiento herida en pseudotallo, obtuvo los promedios
mas bajos con respecto a las variables altura de planta y nimero de hojas, mostrando
inferioridad numérica frente a los demas tratamientos inoculados con FOCR1 y al testigo.
Esto debi6 haber ocurrido debido a que la inoculacion hecha directamente en el
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pseudotallo pudo haber acelerado la infeccion de FOCR1, afectando la emision foliar y su
crecimiento. De acuerdo a Darce (2013), la concentracion de la infeccién de FOCRL1 se
desarrolla en el pseudotallo, donde provoca el taponamiento del xilema, reduciendo el

paso de nutrientes y afectando su normal alimentacion.

El control de patogenos del suelo es complejo, ain mas cuando producen estructuras de
resistencia, como lo hace FOCRL1 al producir las clamidosporas que le permiten
sobrevivir por largos periodos de tiempo en el suelo. Se han desarrollado diferentes
practicas de manejo para controlar este patdgeno, incluido el uso de quimicos, pero
FOCR1 ha desarrollado resistencia (Zapata et al., 2019). En la segunda fase de la
presente investigacion se emple6 un protocolo propuesto por OIRSA en el afio 2017 para
la contencion de “Marchitez por Fusarium” a partir de un foco inicial infeccioso de la
enfermedad, el cual se basa en la delimitacién, puesto de desinfeccion, ruta de entrada y
salida, y erradicacion de plantas enfermas. Este protocolo fue aplicado dentro de un lote
de banano (lote 2) a raiz de un foco inicial infeccioso, el mismo que fue comparado con
un lote testigo (lote 5), donde en el lote 2 no se registré ninguna planta con sintomas
tipicos de la enfermedad durante todo el periodo de evaluacion, mostrando a su vez que el
protocolo antes descrito fue efectivo al momento de controlar y contener la diseminacion
de la enfermedad, mientras que en el lote testigo si se evidencid la presencia de plantas
enfermas provocadas por FOCR1, obteniendo un total de 8 plantas con sintomas de la
enfermedad hasta la culminacién del ensayo. Al final de la evaluacion en el lote testigo,
los ultimos tres meses la enfermedad se detuvo, y no se registraron plantas enfermas. Esto
pudo haber ocurrido ya que de acuerdo a Caballero (2011), FOC se desarrolla bajo
condiciones humedas, y por otro lado, Moya (2006), manifiesta que los meses de mayor
humedad son de diciembre a mayo, mientras que el resto del afio la humedad es de menor
intensidad, entonces la falta de humedad en los meses de junio, julio y agosto pudo haber
frenado la diseminacion de FOCR1. Otra causa que pudo haber inferido en que la
enfermedad se detuviera en los Ultimos tres meses de evaluacion, es mediante el control
de malezas, ya que de acuerdo a Azkolain (2016), FOC puede infectar las raices de las
malezas, ayudando a su dispersion y actuando como hospederas del patdgeno, por lo
tanto al controlar las malezas se redujo las fuentes de inoculo de la enfermedad, lo que

pudo haber detenido temporalmente la diseminacion de FOCR1.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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5.1. Conclusiones

La via de infeccion més efectiva de FOCR1 fue con la inoculacion en el
pseudotallo, presentando un nivel de severidad de 1.8, un periodo de incubacién de

42 dias y una incidencia del 100%.

El tratamiento inoculado directamente en la hoja permanecié sano y sin presentar
ningun tipo de sintomatologia externa, mostrando un promedio de 1, respecto al

nivel de dafo provocado por FOCRL1.

Se evidencié la presencia de FOCRL1 tanto en suelo, raices, cormo, pseudotallo y

peciolo con herida, excepto en el T6 (directa en peciolo) donde estuvo ausente.

La mayor evolucién de la infeccibn de FOCR1 ocurrié en el tratamiento 2
(Inoculacién en heridas en raices), la misma que avanzo infectando las raices,

cormo y pseudotallo.

La técnica de manejo propuesta por OIRSA para la contencion de FOC empleada
en uno de los lotes del cultivar de Gros Michel de la Estacion Experimental
Tropical Pichilingue fue efectiva, ya que no se registraron plantas enfermas durante
todo el periodo de evaluacién, mientras que en el lote testigo se encontraron un

total de 8 plantas con sintomas tipicos de FOCRL1 hasta el término del ensayo.
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5.2. Recomendaciones

Continuar con la investigacion sobre FOCR1, ya que hay muchas areas, con respecto
a su capacidad de infeccion donde se puede explorar e investigar para un mejor

estudio y entendimiento de este patogeno.

Evaluar la infeccion de FOCR1 en otras zonas del pais, para determinar la

agresividad del patégeno en cuanto corresponde a las condiciones agroclimaticas.

Realizar una evaluacion con un apropiado disefio experimental, para confirmar si se
presenta el mismo resultado encontrado en esta investigacion, con respecto a la

aplicacion del plan de contencion de OIRSA.

Extender el periodo de evaluacion sobre el plan de contencion, para evidenciar si este

es fiable a largo plazo.

Esta investigacion podria tener aplicacion para el manejo de FOCR4T, ya que ambas
razas se caracterizan por presentar sintomatologia similares, y aunque esta Ultima
raza se encuentra ausente en el Ecuador, se deben adoptar medidas preventivas en las
bananeras para evitar o disminuir la posibilidad de ingreso del patdgeno FOCRAT en
las plantaciones del pais, comenzando con los puestos de desinfeccién y la definicion

de una sola ruta de entrada y salida a la plantacion.
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1.1. Anexos

Evidencias de la fase de campo

Anexo 1. Evaluacion y marcacion de las de plantas con sintomas de FOCR1 en la

plantacién establecida de Gros Michel en INIAP.

I\ NS .
Anexo 2. Sintomatologia tipica de FOCR1 en banano presentada en el ensayo
evaluado: Ay B, sintomas externos. C y D, sintomas internos.
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Aplicacién del Plan de contencion de Fusarium bajo el protocolo de OIRSA

Anexo 4. Zona roja del Plan de Contencion para Fusarium en 3 y 10 meses

respectivamente después de su aplicacion.

55



Fase de Laboratorio e invernadero

Fase de laboratorio

Anexo 5. Proceso de preparacion del indculo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

raza 1. A, materiales. B, obtencion del micelio. C, Conteo en el

hemacitometro. D, solucion madre.

Fase de invernadero

i -._";
Anexo 6. A, Invernadero. B, establecimiento. C, Etiquetado d
de FOCRL1.

el ensayo de inoculacion
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Anexo 7. Inoculacion de FOCR1 en pléantulas de Gros Michel (Concentracion de 1 x

10%). A, directa en suelo. B, en suelo mas heridas en raices. C, herida en

cormo. D, herida en pseudotallo. E, herida en peciolo. F, directa en peciolo.
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